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Factores extrinsecos condicionantes de la funcion de
receptores Cys-loop: Relevancia fisiologica y patologica

RESUMEN

Dentro de la superfamilia de los canales i6nicos activados por ligando (LGIC) se
encuentra la familia de los receptores Cys-loop que incluye a canales catidnicos, como los
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) y los receptores 5-HTs de serotonina; y
canales aniénicos, como los activados por GABA (GABAA) y glicina. Estos receptores
revisten importancia tanto en la fisiologia normal como asi también en diversas y muy
variadas patologias, entre las que se pueden mencionar las enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA). Este hecho los posiciona como
blancos moleculares importantes para el desarrollo de nuevos farmacos, y es por esto que

el conocimiento de su funcién y modulacién resulta un aspecto clave.

Los receptores Cys-loop son proteinas transmembrana, por lo que su funcién se
encuentra condicionada por su entorno lipidico y estimulos propios de la membrana
celular, ademas de por distintos estimulos o factores externos a ella. Estan formados por
5 subunidades organizadas pseudo-simétricamente alrededor de un poro o canal central.
En estos receptores pueden distinguirse un dominio extracelular (ECD, del inglés
extracellular domain), donde se encuentran los sitios de unién al agonista y/o
antagonistas, un dominio transmembrana (TMD, del inglés transmembrane domain), que
contiene el canal i6nico y que se encuentra en extenso contacto con los lipidos de la
membrana, y un dominio pequeno intracelular (ICD, del inglés intracellular domain), que

contiene distintos sitios de regulacién y sefializacién intracelular.

En esta Tesis Doctoral se profundizo en el estudio de la funciéon y modulacion de 2
receptores de neurotransmisores pertenecientes a los receptores Cys-loop: los nAChRs,

muscular y a7 neuronal, y los receptores 5-HTs.

En el capitulo I se estudié la modulaciéon del nAChR muscular por el entorno
lipidico de la membrana en la que se encuentra. Se hizo foco especialmente en el colesterol
(Col), lipido clave para el correcto funcionamiento del nAChR y que presenta distintas
asimetrias laterales y transmembrana en diferentes momentos de la vida y en condiciones
de salud o enfermedad. Se trabajo con distintos sistemas modelo: vesiculas unilamelares

grandes (LUVs), vesiculas unilamelares gigantes (GUVs), membranas ricas en nAChR de



T. californica o células BOCSC 23 expresando heterologamente el nAChR muscular. A
cada uno se le realizaron distintos tratamientos para modificar las condiciones de Col con
el fin de obtener sistemas que presenten: 1) un aumento del contenido de Col, i1) un
aumento de esteroles en la hemicapa externa (por agregado de colesterol hemisuccinato
(CHEMYS)), o i11) transformacién de parte del Col a colestenona (por la enzima colesterol
oxidasa (Cox)). Mediante estudios de fluorescencia utilizando las sondas DPH, TMA-DPH
y Laurdan se determiné que el orden de membrana aumenté cuando se incorpor6 CHEMS.
Mediante estudios de espectrofotometria utilizando la sonda cristal violeta (CrV) y la
técnica de patch-clamp se detectaron, respectivamente, modificaciones conformacionales
en el nAChR y cambios en la activaciéon del mismo cuando los diferentes sistemas habian
sido incubados con CHEMS o Cox, no asi con Col. Tratando LUVs con Tritén, y posterior
centrifugacion y separacién por SDS-PAGE, se determiné que luego de la incorporaciéon de
Col o CHEMS al sistema, el nAChR se localizé mayoritariamente en fracciones ordenadas,
mientras que cuando se produjo la transformacién del Col a colestenona el receptor se
localiz6 principalmente en fracciones desordenadas. Por ultimo, estudios de microscopia
confocal utilizando GUVs mostraron que alteraciones en el Col causaron cambios
significativos en la presencia y distribuciéon de dominios ordenados y desordenados; y que
la presencia de un componente proteico en el sistema, como es un péptido representativo
del segmento transmembrana yTM4 del nAChR, alterd las caracteristicas de la membrana,
llevando a todo el sistema a un mayor orden. De acuerdo con estos resultados, distintas
modificaciones del Col en la membrana llevan a cambios de su orden y asimetria, y al
mismo tiempo a cambios en la localizacién del nAChR en un determinado entorno, hecho
que repercute directamente en su funcionalidad. Su localizacién en dominios ordenados
ocasiona una disminucién de su actividad, mientras que su presencia en dominios mas
desordenados lleva a un aumento de su funcién. De esta manera, la localizacién del nAChR
en uno u otro dominio podria explicar los cambios en la sefial colinérgica reportados en

situaciones de envejecimiento y/o patologias como la EA.

Existen numerosas evidencias de interacciones funcionales entre los péptidos B-
amiloide (AB), involucrados en la enfermedad de Alzheimer, y el nAChR a7. En el capitulo
II se estudi6 la modulacién del nAChR a7 neuronal por oligdmeros de ABi.40 y AB1-42. Se ha
postulado que la acumulacién excesiva de estos péptidos en el cerebro provoca la formacién
de placas seniles, directamente relacionadas con el proceso de neurodegeneracién e
inflamacién caracteristico de esta enfermedad. Sin embargo, evidencias mas recientes
sugieren que las especies mas neurotéxicas serian las formas oligoméricas de AB. Mediante

estudios de fluorescencia utilizando la sonda CrV se demostr6 que los oligdmeros de AB
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provocan cambios conformacionales en el receptor a7. Utilizando la técnica de patch clamp
se determiné que dichos oligbmeros son capaces de activar al receptor a7 en muy bajas
concentraciones y que, a concentraciones mas altas, disminuyen la potenciacién de a7 por
moduladores alostéricos positivos (PAMs, positive allosteric modulators). Estos resultados
muestran un rol dual de los oligdmeros de AB dependiente de su concentracién, como
agonistas y como moduladores negativos de a7. El efecto agonista, potenciador de la senal
colinérgica, podria tener un rol importante en la fisiologia normal del individuo, mientras
que el efecto inhibitorio, dado por su exacerbada produccién, podria contribuir a la

deficiencia en la memoria y cognicién asociada a la EA.

Teniendo en cuenta las caracteristicas multifactoriales de la EA, la estrategia de
busqueda de nuevas moléculas apunta al descubrimiento y desarrollo de “multitarget
drugs”, es decir de moléculas activas en varios blancos moleculares, por lo que el capitulo
III se centré en el descubrimiento y optimizacién de nuevas moléculas bifuncionales que
sean capaces de activar al nAChR e inhibir a la acetilcolinesterasa (ACE). Partiendo de
un screening de extractos obtenidos de distintas plantas medicinales, mediante técnicas
cromatograficas y de resonancia magnética nuclear se identific6 a la molécula de cafeina
como una molécula sumamente interesante para la EA. Ademdas de confirmar su ya
conocida actividad inhibidora de la ACE, utilizando técnicas de espectrofotometria con la
sonda fluorescente CrV y de patch-clamp, en este trabajo se postula su actividad agonista
sobre los nAChRs muscular y a7 neuronal. Caracterizada la actividad de la cafeina sobre
el sistema colinérgico, se obtuvieron luego 5 analogos sintéticos de esta molécula mediante
disefio racional. Se determiné que todos los analogos presentan actividad sobre ambos
blancos moleculares, la ACE y los nAChRs, y cuya potencia es mayor a la de la cafeina.
Mediante estudios de modelado molecular y docking se identificaron los sitios de inhibicién
de los analogos de la cafeina en la ACE y de interacciéon con el nAChR permitiendo postular
a estos compuestos como agonistas parciales. Estos hallazgos resultan prometedores en la

busqueda de nuevos farmacos como una estrategia terapéutica para la EA.

El otro receptor estudiado en este trabajo de Tesis fue el receptor 5-HT's, uno de los
menos conocidos de la familia de los Cys-loop, el cual a nivel presinaptico participa de la
finalizacién de la sefial nerviosa, tornandose un blanco molecular novedoso tanto en la EA
como en otras patologias neurodegenerativas que requieran una potenciacién de dicha
senal. En el capitulo IV, utilizando el receptor de alta conductancia 5-HT3Anuc, se
descifraron por primera vez las diferencias entre la activacion ortostérica del mismo y su
activacion alostérica por timol y carvacrol. Mediante la técnica de paich clamp,

combinando registros de corrientes macroscopicas en la configuracién whole-cell y de canal
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Unico en la configuracién cell-attached, se caracterizé en primer lugar la activacién del
receptor humano 5-HTs3Auc por los agonistas ortostericos 5-HT y triptamina, y luego la
activacion alostérica mediada por 2 terpenoides, carvacrol y timol. Se confirmé que tanto
el carvacrol como el timol se comportan macroscopicamente como agonistas menos eficaces
que 5-HT. Sin embargo, a nivel de canal tinico, estos 2 terpenoides activan a los receptores
5-HT3A con mayor eficacia que 5-HT. M4s aun, se determiné que ademas de actuar como
agonistas, el carvacrol y el timol actian como modulares alostéricos positivos del receptor
5-HT3Anc humano, y que el efecto potenciador es evidente a concentraciones menores que
el efecto agonista. De esta manera, los resultados de este capitulo permitieron definir las
bases mecanisticas que subyacen a las diferencias entre la activacién y potenciacién

alostérica u ortostérica del receptor humano 5-HT3A.

En resumen, en este trabajo de Tesis se profundizé en el conocimiento de distintas
formas de modulacién de los nAChRs y del receptor 5-HTs3, ya sea por moléculas exdgenas
o por el entorno lipidico en el que se encuentran, brindando bases moleculares para el
entendimiento de su funcién, su modulacién y su afeccién en determinadas patologias
como la EA. En este trabajo se lograron avances significativos, con resultados de gran

relevancia, ya sea para el estudio o tratamiento de esta enfermedad.
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Extrinsic factors affecting Cys-loop receptor function:
Physiological and pathological relevance

SUMMARY

The Cys-loop receptor family, which belongs to the Ligand-gated ion channel
(LGIC) superfamily, includes cation channels, such as nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs) and serotonin 5-HTSs receptors, and anion channels, such as those activated by
GABA (GABA4) and glycine. These receptors are important in normal physiology and in
various pathologies, among which neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's
disease (AD), are included. They are therefore important molecular targets for the
development of new drugs, this being the reason why the knowledge of their function is

indeed a very interesting aspect worth exploring.

Cys-loop receptors are integral membrane proteins whose function is conditioned
by their lipid environment as well as by different extrinsic factors. These receptors are
formed by five subunits organized pseudo-symmetrically around a central pore. Three
different domains can be distinguished: an extracellular domain (ECD), where the agonist
and/or antagonist binding sites are localized, a transmembrane domain (TMD), which
contains the ion pore and is in extensive contact with membrane lipids, and a small
intracellular domain (ICD), which is important for the conductance of the channel and

modulation.

In this Doctoral Thesis, the function and modulation of two neurotransmitter
receptors that belong to the Cys-loop receptor family, nAChRs and 5-HTs receptors, were
explored by using a large variety of fluorescence, confocal microscopy and

electrophysiological approaches.

In Chapter I, modulation of the muscle nAChR by its lipid environment was
studied. Special attention was put on cholesterol (Chol), which displays different lateral
and transmembrane asymmetries all throughout life as well as under health and disease
conditions. This lipid is crucial for the proper functioning of the nAChR. Different model
systems were used: large unilamellar vesicles (LUVs), giant unilamellar vesicles (GUVs),
T. californica nAChR rich membranes and BOSC 23 cells heterologously expressing the
muscle nAChR. The experimental systems were subjected to different treatments to
modify their Chol conditions resulting in: 1) an increment in Chol content, ii) an increment

in sterols in the outer layer (after addition of cholesteryl hemisuccinate (CHEMS)), and



1i1) conversion of part of the Chol to cholestenone (through the enzyme Cholesterol Oxidase
(ChOx)). Through fluorescence studies using DPH, TMA-DPH and Laurdan probes it was
determined that the membrane order increased when CHEMS was incorporated. By using
the fluorescent probe Crystal Violet (CrV) and patch-clamp recordings, conformational
changes of the nAChR associated to changes in its activation properties were detected
after incubation with either CHEMS or ChOx, but not with Chol. By treating LUVs with
Triton, and subsequent centrifugation and separation by SDS-PAGE, it was determined
that after incorporation of Chol or CHEMS to the system the nAChR was located mostly
in ordered fractions, while after the conversion of Chol to cholestenone the receptor was
found in disordered fractions. Confocal microscopy studies using GUVs showed that Chol
alterations caused significant changes in the presence and distribution of ordered and
disordered domains, and that the mere presence of a protein component in the system,
specifically a peptide corresponding to the forth transmembrane segment of the nAChR
(M4), led to a higher order of the entire system. According to our results, we conclude that
modifications of membrane Chol lead to changes in membrane order and asymmetry, and,
at the same time, in the location of the nAChR, a fact that would directly affect its
functionality. The location of the nAChR in ordered domains causes a decrease in its
activity whereas its location in more disordered domains enhances its function. In this
way, the location of the nAChR in one or another domain fine-tunes its function and could
explain the changes in the cholinergic signal reported in situations of aging and/or

pathologies, such as AD.

There is increasing evidence of functional interactions between B-Amyloid (AB)
peptides, involved in Alzheimer's disease, and a7 nAChR. In Chapter II, modulation of
a7 nAChR by ABi.40 and AB1.42 oligomers was studied. It has been postulated that the
accumulation of these peptides in the brain causes the formation of senile plaques, which
are directly related to the neurodegeneration and inflammation observed in AD. However,
more recent evidence suggests that the most neurotoxic species are the oligomeric forms
of AB. Fluorescence studies using the CrV probe demonstrated that AB oligomers cause
conformational changes in the a7 receptor, which were dependent on the concentration.
Accordingly, single channel recordings revealed that whereas at very low concentrations
(pM to nM range) these oligomers are capable of activating the a7 receptor, at higher
concentrations, which are compatible with those found in AD patients, they decrease the
enhancement of a7 by positive allosteric modulators (PAMs). These results show a dual
role of AB oligomers depending on their concentration, as agonists and as negative

modulators of a7. The agonist effect, which enhances the cholinergic signal, could have an
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important role in normal physiology, while the inhibitory effect, given by the exacerbated

production of AB, could contribute to the failure in memory and cognition associated with
AD.

Taking into account that Alzheimer’s is a multifactorial disease, the search for new
molecules aims at discovering and developing “multitarget drugs”. Chapter III is focused
on the discovery and optimization of new bifunctional molecules capable of activating the
nAChR and inhibiting the AChE. Starting from a screening of extracts obtained from
different medicinal plants and using chromatographic techniques and nuclear magnetic
resonance, the caffeine molecule was identified as a highly interesting molecule for AD. In
addition to its already known AChE inhibitory activity, using CrV fluorescence probe and
patch-clamp techniques we postulated its agonist activity in the muscle and a7 nAChRs.
After having characterized the activity of caffeine in the cholinergic system, five synthetic
analogs of this molecule were obtained by rational design. It was determined that all the
analogs have activity in both molecular targets, the AChE and the nAChRs, and that they
have a greater potency than caffeine. Through docking studies, the sites of inhibition of
caffeine analogs in the AChE and the sites of interaction with the nAChRs were proposed.

These compounds are promising as new drugs for a therapeutic strategy for AD.

The other receptor explored in this Thesis was the 5-HTs receptor, one of the least
known of the Cys-loop family, which has been recently proposed as a novel molecular
target both in AD and in other neurodegenerative pathologies. In Chapter IV, by taking
advantage of the high-conductance receptor 5-HTsAnc, differences between orthosteric
and allosteric activation of the human 5-HT3A receptor were deciphered for the first time.
By using the patch clamp technique, and combining macroscopic current recordings in the
whole-cell configuration and single channel recordings in the cell-attached configuration,
the activation of the human 5-HTsAuc receptor by the orthosteric agonists, 5-HT and
tryptamine, and the allosteric activation, by carvacrol and thymol, were described. Both
carvacrol and thymol were less effective agonists than 5-HT at the macroscopic level.
However, at the single channel level, these two terpenoids activated 5-HTsA receptors
more efficiently than 5-HT. Furthermore, it was demonstrated that in addition to acting
as agonists, carvacrol and thymol behave as positive allosteric modulators of the human
5-HTsAnc receptor at low concentrations. In this way, these results made it possible to
define the mechanistic bases underlying the differences between orthosteric and allosteric

activation and potentiation of the human 5-HT3A receptor.
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Summing up, in this Doctoral Thesis we deepened into the knowledge of
modulation of the nAChRs and the 5-HTs receptor, either by extrinsic molecules or by the
lipid environment in which they are located. Our findings provide molecular bases for the
understanding of the function and modulation of these receptors and their implication in
certain pathologies, such as AD. In this work, significant advances with highly relevant

results were made for the study or treatment of this disease.
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1. SISTEMA NERVIOSO

El sistema nervioso es un complejo conjunto de células encargadas de dirigir,
supervisar y controlar todas las funciones y actividades de los distintos 6rganos del
organismo. En animales vertebrados, el mismo puede dividirse en un sistema nervioso
central (SNC), que consiste en el cerebro y la médula espinal, y un sistema nervioso
periférico (SNP), formado por nervios aferentes y eferentes que conectan el SNC con

distintas partes del cuerpo, y por distintos ganglios periféricos (Hill et al., 2004).

El SNC esta constituido principalmente por tejido neural, formado por neuronas y
células gliales, y por células del tejido conectivo y del sistema circulatorio. Las neuronas
son las unidades funcionales y estructurales del sistema nervioso especializadas en
generar y transmitir impulsos eléctricos. En el cerebro humano existe una cantidad
extraordinaria de estas células (los tltimos estudios hablan de entre 86 y 100 mil millones
de neuronas), que, a su vez, pueden ser clasificadas en distintos tipos, todos con una
estructura basica comun (Saladin, 2011). Las neuronas estan formadas por el cuerpo
celular o soma, sitio de integracion de las sefnales que llegan y de generacion del impulso
nervioso; las dendritas, extensiones del cuerpo celular especializadas en la recepcién del
1mpulso sinaptico desde otras neuronas; y el axén, cuya funcién principal es la transmision
de la informacién desde el soma hacia otras neuronas o células efectoras, y que en su
porcién final pierde la vaina de mielina y se divide en varias terminales presinapticas

(Saladin, 2011) (Figura 1).

Dendritas

Figura 1. Estructura general de una neurona.

Las neuronas poseen la capacidad de comunicarse entre ellas y con sus sistemas
efectores muy rapidamente y con alta precision. Esto es fundamental para innumerables
procesos, tales como el movimiento muscular voluntario, aprendizaje, memoria y
percepciéon. La zona especializada para la comunicacién entre una neurona y otra, o entre

una neurona y otra célula blanco o efectora, se denomina sinapsis (Purves et al., 2001)
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Existen dos tipos de sinapsis: eléctricas y quimicas. Las sinapsis eléctricas, aunque
son mas caracteristicas de animales invertebrados y vertebrados inferiores, también se
han observado en algunas zonas del sistema nervioso de mamiferos. En este tipo de
sinapsis las membranas de las neuronas presinapticas se encuentran conectadas con las
membranas de las neuronas postsinapticas por uniones de tipo “gap”, o uniones en
hendidura, a través de la cuales fluye la corriente eléctrica de una célula a otra de forma
directa generando ya sea una despolarizacién o una hiperpolarizacién de la membrana
celular. Estas conexiones eléctricas son normalmente excitatorias y de corta duracion,

bidireccionales y con poca plasticidad (Purves et al., 2001).

Las sinapsis quimicas son el principal proceso de comunicacién en el sistema
nervioso de mamiferos. En este tipo de sinapsis las membranas plasmaticas de las
neuronas involucradas (o de una neurona con una célula postsinaptica) se encuentran
separadas por un espacio de 20 a 30 nm, la hendidura sinaptica. En las sinapsis quimicas,
cuando un potencial de accién llega a la terminal presinaptica produce una despolarizacién
que lleva a la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje y, en consecuencia, a
un aumento localizado de calcio en el citoplasma (Zimmermann, 1979; Ceccarelli y
Hurbult, 1980). La neurona presinaptica posee en su terminal axénica vesiculas que
almacenan moléculas pequenas denominadas neurotransmisores. El aumento local de
calcio causa la fusion de estas vesiculas con la membrana presinaptica produciendo, por
exocitosis, la liberacién de su contenido a la hendidura sinaptica (Heuser y Reese, 1981).
Los neurotransmisores asi liberados difunden a través de la hendidura sindptica y se unen
luego, mayoritariamente, a receptores especificos en la célula postsinaptica (Matthews-
Belinger y Salpeter, 1978). Estos receptores, receptores activados por ligando, reconocen
al neurotransmisor y de esa forma median diferentes respuestas sinapticas (Figura 2).
Otra parte de esos neurotransmisores liberados puede salir de la hendidura sinaptica y
activar receptores mas distantes, o activar receptores propios de la neurona presinaptica
(generalmente produciendo un control o feedback negativo de su liberacién, y, de esta

manera, regulando la duracién de la sefial).
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Neurona presinaptica

Vesiculas sindpticas

.
Neurotransmisores
. .

* Hendidura
« sinaptica

Membrana de la

célula postinaptica Receptores

Figura 2. Esquema general de la sinapsis quimica.

Los receptores de neurotransmisores localizados en la membrana postsinaptica se
clasifican en dos grandes grupos: receptores ionotrépicos y metabotropicos. Los receptores
1onotrépicos forman canales i6nicos que permiten el paso de ciertos iones a través de la
membrana plasmatica luego de su activacién por la unién de los ligandos especificos. A
este grupo pertenece la superfamilia de los canales 16nicos activados por ligando (LGIC
por sus siglas en inglés: ligand gated ion channel). Los receptores metabotrdpicos son
también activados por ligando pero se encuentran acoplados a proteinas G asociadas a
diferentes cascadas de sefializacion y ejercen, en general, una accién moduladora sobre la
transmisién sinaptica. Estos dos tipos de receptores varian en la velocidad de su respuesta,

siendo los primeros responsables de mediar las sinapsis rapidas (Purves et al., 2001)

2. CANALES IONICOS ACTIVADOS POR LIGANDO

Dentro de la superfamilia de los LGIC se encuentra la familia de los receptores Cys-
loop, llamados asi dado que todas sus subunidades tienen en el dominio N-terminal un
puente disulfuro entre dos cisteinas separadas por 13 aminoacidos formando precisamente

el “Cys-loop” (Karlin, 2002; Thompson et al., 2010; Bouzat, 2012). Esta familia incluye
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canales catiénicos, como los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) y los
receptores 5-HTs de serotonina; y canales anidnicos, como los activados por GABA
(receptores GABAA) y los activados por glicina (Le Novere y Changeux, 2001; Sine y Engel,
2006; Bouzat et al., 2018).

- ESTRUCTURA

Todos los receptores Cys-loop son proteinas pentaméricas. Las 5 subunidades que

los forman se organizan pseudo-simétricamente alrededor de un poro o canal central.

En estos receptores pueden distinguirse un dominio extracelular (ECD, del inglés
extracellular domain), donde se encuentran los sitios de unién al agonista y/o
antagonistas, un dominio transmembrana (TMD, del inglés transmembrane domain), que
contiene el canal idnico y que se encuentra en extenso contacto con los lipidos de
membrana, y un dominio pequeno intracelular (ICD, del inglés intracellular domain), que
contiene distintos sitios de regulacién y sefializaciéon intracelular (Figura 3). Ademas, la
interfase (o regién de acoplamiento) entre la regién extracelular y la regién
transmembrana es esencial para el acoplamiento entre la unién del agonista y la apertura
del canal (Bouzat et al., 2004; Lee y Sine, 2005; Bartos et al., 2009). Cada una de las 5
subunidades de los receptores Cys-loop contribuye a la formacion de estos 3 dominios

diferentes.

__~ Dominio
extracelular

— Dominio
transmembrana

Dominio
intracelular

Figura 3. Modelo estructural general de los receptores Cys-loop. La estructura corresponde al receptor nicotinico
a4P2 (PDB 5KXI) (Morales-Perez et al., 2016). A la izquierda se observa al receptor en vista paralela a la
membrana plasmatica y a la derecha en vista perpendicular a la misma. En distintos colores se indican las distintas
subunidades.


http://molpharm.aspetjournals.org/content/90/3/288.long#ref-86
http://molpharm.aspetjournals.org/content/90/3/288.long#ref-144
http://molpharm.aspetjournals.org/content/90/3/288.long#ref-144
http://molpharm.aspetjournals.org/content/90/3/288.long#ref-21
http://molpharm.aspetjournals.org/content/90/3/288.long#ref-88
http://molpharm.aspetjournals.org/content/90/3/288.long#ref-11

Introduccion

El dominio extracelular N-terminal de cada subunidad estd formado por
aproximadamente 210-220 aminoacidos y consiste en 10 cadenas B formando 2 laminas B
que se pliegan para formar una estructura B sandwich caracteristica. Para el dominio
transmembrana, cada subunidad aporta 4 segmentos a-hélice pequefios (15-20
aminoacidos) e hidrofobicos, TM1-TM4, y dos segmentos de uniéon TM1-TM2 y TM2-TM3,
loops pequenios e hidrofilicos. Los segmentos TM2 forman el poro transmembrana del
canal. Ademas, cada subunidad posee un loop mayor (100-150 residuos) que conecta los
segmentos TM3 y TM4, loop TM3-TM4, que en conjunto forman el dominio intracelular o
citoplasmatico. Por dltimo, en cada subunidad existe un segmento extracelular hidrofilico

mas pequerio (4-28 aminoacidos) denominado C-terminal (Thompson et al., 2010).

- ESTADOS CONFORMACIONALES Y ACTIVACION

Los receptores pertenecientes a la familia Cys-loop pueden adoptar 3 estados
conformacionales principales, ademéas de otros varios estados intermedios (Figura 4).
Inicialmente los receptores se encuentran en un estado cerrado (C). Luego de la unién del
agonista, pasan a un estado abierto (O) de manera transitoria. La activaciéon del canal
involucra la unién del agonista, cambios conformacionales secuenciales y, por ultimo, el
gatillado o apertura del canal idnico (Chang et al., 2009). En presencia continua del
agonista se produce un proceso de desensibilizacién, en el cual, a pesar de que el receptor
posee alta afinidad por el agonista, el poro del canal se encuentra cerrado (Zhang et al.,

2013). A este estado se lo conoce como estado desensibilizado (D).
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Figura 4. Esquema basico de activacion y desensibilizacién de los receptores Cys-loop.

En la conformacién cerrada, el canal iénico esta ocluido por residuos hidrofébicos
localizados cerca del centro del poro i6nico, a la altura de la membrana plasmatica. La
unién del agonista produce cambios conformacionales que se inician justamente en los
sitios de unién en el dominio extracelular y se propagan a través de la interfase entre los
dominios extracelular y transmembrana. Esta region, de gran importancia, ademas de
transmitir los cambios conformacionales originados en los sitios de unién al resto del
receptor llevando a la apertura del poro del canal, también se encuentra involucrada en el
tiempo de apertura del canal y la velocidad de desensibilizacién. De esta forma, esta region
controla el comienzo y la duraciéon de la respuesta sinaptica (Bouzat, 2012). Los cambios
propagados a través de la interfase se traducen finalmente en un movimiento de los
segmentos TM2 que llevan al receptor al estado abierto: las hélices a que conforman este
segmento transmembrana rotan y se inclinan aumentando el diAmetro del poro del canal
permitiendo, de ese modo, el flujo de iones a través del mismo. Una exposicién prolongada
al agonista lleva al receptor a un estado desensibilizado, caracterizado por una alta
afinidad por el agonista en la cual el poro del canal se encuentra en una conformacion que

no permite el paso de iones (Domville y Baenziger, 2018).

Factores que afecten la habilidad de estos receptores ya sea para la union del
agonista, para conducir iones, y/o para acoplar la uniéon del agonista a la apertura del
canal, tienen la potencialidad de modular la respuesta sindptica que a través de ellos se

origina (daCosta y Baenziger, 2009).
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2.1. RECEPTORES NICOTINICOS DE ACETILCOLINA

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) pertenecen a la familia Cys-loop
y estan presentes en todo el reino animal, desde nematodos hasta humanos (Le Noveéere y
Changeux, 1995). Estos se expresan en diversas regiones del sistema nervioso central y

periférico, ademas de en otros tejidos no neuronales.

- ESTRUCTURA

En vertebrados existen 17 subunidades diferentes (denominadas subunidades a y
no a) que se combinan para originar una gran variedad de receptores con distinta

farmacologia y localizacién (Le Novere et al., 2002) (Figura 5).

Neuronal
homomérico o
heteromérico

o

ald

al
{ Muscular

heteromérico

Neuronal
heteromérico

UL

(3

a5

I

Figura 5. Cladograma de las subunidades de nAChRs de vertebrados. Tomada de Bouzat et al., 2019, adaptada
de Le Novére et al., 2002.

Las subunidades pueden ser idénticas y formar asi receptores homoméricos, o
diferentes y formar receptores heteroméricos (siempre deben contener por lo menos 2

subunidades a).
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En la estructura de los nAChRs se distinguen los 3 dominios caracteristicos de esta
superfamilia de receptores. Los sitios de unién del agonista se encuentran en el dominio
extracelular, en la interfase entre distintas subunidades. Estos sitios estan formados por
6 loops distribuidos en dos caras; una cara principal (+), formada por amino4cidos de una
subunidad a, que contribuye al sitio de unién con los loops A (que corresponde al loop
B485), B (loop B788) y C (loop B9610), y una cara complementaria (-), formada por
aminoacidos de la subunidad adyacente (que puede ser a o no a) que aporta los loops D, E
y F (Brejc et al., 2001) (Figura 6). Los loops mencionados agrupan residuos claves para la
unién de ACh. En la cara principal, el loop A contiene los residuos W86 e Y93, el loop B
los residuos W149 y G153, y el loop C los residuos Y190, C192, C193 e Y198. Con respecto
a la cara complementaria, en el loop D se encuentran los residuos W55 y D57, en el loop E

los residuos L109, R111, T117 y 119, y en el loop F los residuos D174 y E176.

Figura 6. Subunidades adyacentes mostrando los loops que contribuyen al sitio de unién de la AChy a la interfase
o region de acoplamiento (dentro del recuadro). La estructura corresponde al receptor nicotinico 04p2 (PDB
5KXI) (Morales-Pérez et al., 2016).

El dominio transmembrana esta formado por cuatro hélices a en cada subunidad,
TM1-TM4. Las cinco hélices TM2 de las distintas subunidades forman el poro del canal
16nico, originando una estructura en forma de “V” o embudo, que se ensancha desde la
membrana hacia el extremo extracelular o vestibulo del canal (Absalom et al., 2009;
Morales-perez et al., 2016). En el centro de la membrana el poro posee un area de maxima
constricciéon denominada compuerta, formada, principalmente, por residuos hidrofébicos

(Unwin, 2005; Bouzat, 2012). El resto de las hélices (TM1, TM3 y TM4) se ubican mas
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externamente, siendo TM4 la que presenta mayor contacto con los lipidos de la membrana

plasmatica (Barrantes et al., 2009; Bouzat et al., 2012).

- ACTIVACION POR ACETILCOLINA

Los nAChRs responden al neurotransmisor acetilcolina (ACh) (Figura 7).

O \ /
)\O/\/ NT\

Figura 7. Estructura quimica de la ACh.

En 1921 Otto Loewi observé que el nervio vago liberaba una sustancia que
disminuia la velocidad de los latidos de un preparado de corazén de rana y describi6 esta
actividad como “transmisiéon humoral”’. Experimentos posteriores demostraron que la
sustancia liberada era la ACh y que sus efectos podian también observarse en otros tejidos.
El papel de 1a ACh fue estudiado en un principio por Bernhard Katz, John Eccles y Stephen
Kuffler, entre otros, quienes mediante métodos electrofisioldgicos demostraron que la
interaccién de la ACh con un receptor de la membrana postsindptica provocaba un
incremento en la conductancia de la membrana a cationes, produciéndose una
despolarizacién de la membrana de la célula muscular, lo que constituia la sefial inicial
para la contraccién muscular. En 1953 David Nachmansohn sugirié que el receptor
postsinaptico de la ACh podria ser una proteina que al unir el neurotransmisor sufriria
un cambio conformacional que provocaria la formacién de un canal para el paso de iones a

través de la membrana, hipétesis que quedd luego ampliamente confirmada.

La ACh es el neurotransmisor mas abundante en el organismo, presente tanto en
el sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico. Es utilizada por las
neuronas motoras de la médula espinal y, por lo tanto, es liberada en la unibn
neuromuscular en vertebrados. Ademads, es el principal neurotransmisor del sistema
nervioso auténomo para todas las neuronas preganglionares y para las neuronas
postganglionares parasimpaticas.

Las neuronas que sintetizan, almacenan y liberan ACh son llamadas neuronas
colinérgicas. Cuando un potencial de accién llega a la neurona colinérgica presinaptica
produce la apertura de canales de calcio, lo que genera un flujo de iones calcio hacia el

interior celular y lleva a la fusién de las vesiculas citoplasmaticas, donde se encuentra

10
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almacenada la ACh, con la membrana neuronal. La ACh es asi liberada y se une a sus
receptores especificos, los nAChRs, en la célula postsinaptica. A partir de esta union, el
canal del receptor se abre durante unos pocos microsegundos (Maconochie et al. 1995;
Chakrapani y Auerbach, 2005) y se produce un flujo de iones positivos, principalmente
sodio, hacia el interior celular siguiendo el gradiente electroquimico existente. La apertura
de varios canales a la vez genera la despolarizacion de la membrana de la célula
postsinaptica, lo que permite la generacién de un potencial de accién. La concentracion de
ACh en la hendidura sinaptica disminuye rapidamente (dentro de un rango de
milisegundos) como resultado de la accién de la acetilcolinesterasa (ACE), enzima que
degrada a la ACh en acetato y colina, siendo esta ultima recaptada por la célula
presinaptica para sintetizar nuevamente ACh. Ademas, las moléculas de ACh unidas al
nAChR se disocian de sus sitios de unién, volviendo asi el nAChR a su estado cerrado. Los
eventos de apertura y cierre del canal son extremadamente rapidos, lo que permite una

rapida iniciacién y terminacion de la respuesta postsinaptica (Unwin, 2013) (Figura 8).

MNeurona presinaptica

Vesiculas sinapticas

. Sintesis ACh

/X + Acetil-

CoA

Acido
acético

Hidrglisis ACI

Complejo
ACE-ACh

Figura 8. Esquema general de una sinapsis quimica colinérgica.

Las respuestas de los nAChRs a la presencia de ACh enddgena estan implicadas en
un gran numero de procesos fisiolégicos y, debido a esto, una disrupcion o alteracion de las
vias colinérgicas puede conducir a enfermedades o sintomas muy diversos a nivel de todo

el organismo (Dani y Bertrand, 2007; Albuquerque et al., 2009).

11
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2.1.1. RECEPTOR NICOTINICO MUSCULAR

El receptor nicotinico de ACh muscular (nAChR muscular), perteneciente a la

familia Cys-loop, media la transmisiéon neuromuscular en vertebrados (Edmonds et al.,

1995).

- ESTRUCTURA

El nAChR muscular estd compuesto por 5 subunidades: 2 subunidades al, una
subunidad 81, una subunidad & y una subunidad y (si se trata de un receptor embrionario
o de Torpedo califérnica) o e (si se trata de un receptor de adulto). Posee 2 sitios de unién
a ACh que se ubican uno entre las subunidades a y 6, y el otro entre las subunidades a y
y/e. Como en todos los receptores Cys-loop, cada subunidad se encuentra conformada por
una extensa porcién extracelular (aproximadamente 200 aminodcidos) formada por
laminas B, 4 segmentos hidrofébicos transmembrana (TM1 a TM4) formando hélices a, y

una porcién intracelular (Albuquerque et al., 2009) (Figura 9).

NHs

COOH

Extracelular
/‘// [
Transmembrana

Intracelular

Figura 9. Esquema de la estructura general de las subunidades del NnAChR de los receptores Cys-loop.

Los segmentos transmembrana de cada subunidad se ubican de manera regular,
formando tres anillos concéntricos (Barrantes, 2003, 2004). Los segmentos TM2 de cada
subunidad delinean el canal i6nico por donde pasan los cationes. Los segmentos TM1 y
TMS3 forman el anillo intermedio. Los segmentos TM4 de cada subunidad forman el anillo

externo y son los que se encuentran en mayor contacto con los lipidos de la membrana.

- LOCALIZACION Y FUNCION

Los nAChRs musculares se encuentran formando agrupaciones de alta densidad,

clusters, en la membrana de las células musculares (unién neuromuscular) y al hecho de
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que se activen simultaneamente se debe el éxito de la contraccién muscular. La unién
neuromuscular esta compuesta por la secciéon terminal del axén de una neurona motora,
la hendidura sinaptica, y la fibra muscular que la neurona motora inerva (Hughes et al.,
2006). La neurona motora presenta en las terminales presinapticas una gran cantidad de
mitocondrias y vesiculas que contienen ACh. La zona de la célula muscular que esta en
contacto con las terminales presinapticas se conoce como placa motora. En esta regién la
membrana plasmatica presenta una serie de pliegues, en cuyas cavidades se ubican las
enzimas ACE, mientras que en los picos se encuentran los nAChRs (Hughes et al., 2006;

Engel, 2008; Hurst et al., 2012).

Varias sustancias que generan la agregacion del nAChR en la placa neuromuscular
fueron estudiadas tanto en cultivo de miotubos como in vivo, pero solo el proteoglicano
agrina neural fue capaz de producir la agregaciéon tanto del nAChR muscular como de otros
componentes del aparato postsinaptico muscular. La agrina neural es secretada por las
neuronas motoras para direccionar la formaciéon de la unién neuromuscular (McMahan,
1990; Gautam et al., 1996; Zong et al., 2012). La proteina receptora de agrina es la tirosina
quinasa especifica de musculo MuSK) (Glass et al., 1996) y la unién de la agrina neural a
MuSK desencadena una cascada de sefializacién que termina en la activacién de la
proteina periférica rapsina (Piguet et al., 2011). Esta proteina del musculo esquelético
seria la responsable de la agregacién del nAChR para formar los clusters de alta densidad
(Ramarao y Cohen, 1998). A su vez, la agrina neural induce la polimerizacién de los
filamentos de actina en los sitios donde ocurren los acimulos de nAChR (Dai et al., 2000),

lo que permite que se produzca, luego, la inmovilizacion de la proteina receptora.

Debido a que este nAChR es un componente fundamental en la contraccién
muscular, su mal funcionamiento ha sido asociado a diversas enfermedades o trastornos
neuromusculares, entre los que pueden mencionarse la Miastenia gravis, enfermedad
neuromuscular autoinmune, o los sindromes miasténicos congénitos (Victor et al., 1992;
Lindstrom, 2002; Gilhus et al., 2019), caracterizados por una alteracién en la transmisién

neuromuscular que produce grados variables de debilidad de los musculos del cuerpo.

- nAChR DE T. californica COMO MODELO DE ESTUDIO

A pesar de los avances obtenidos en la descripcion electrofisiolégica y farmacolégica
de la respuesta colinérgica, recién a mediados de los afos 70 se pudo abordar el estudio
bioquimico y estructural del receptor nicotinico. Los peces eléctricos de la familia de los
Torpedinidae (Torpedo californica, marmorata y nobiliana, entre otros) fueron (y

contintan siendo) de gran importancia para el estudio de los nAChRs. Estos peces poseen
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un érgano eléctrico que puede generar potenciales de accién de 50 V con una intensidad
de corriente de 50 A. Este 6rgano posee una estructura en forma de pilas de células
llamadas electrocitos, células musculares que perdieron su capacidad de producir
contracciones pero no su excitabilidad. Las membranas postsinapticas de las mismas se
asemejan a las de la unién neuromuscular, organizadas en una serie de invaginaciones o
laminas, analogas a los pliegues de las células musculares. El receptor se encuentra en
gran concentracion en los electrocitos, donde es aproximadamente 1000 veces mas
abundante que en el musculo estriado, y este hecho es lo que facilité su aislamiento y
purificacién (Criado, 2011).

El hallazgo de la a-bungarotoxina (a-BTX), agonista competitivo del nAChR,
permiti6 la purificacién del receptor nicotinico del 6rgano eléctrico de 7. californica. Los
estudios bioquimicos demostraron que el receptor es un pentamero transmembrana
conformado por las 5 subunidades ya mencionadas, que el sitio de unién de ACh y de otros
agonistas y antagonistas reside principalmente en las subunidades a, que una vez
purificado es capaz de ensamblarse en membranas lipidicas artificiales y ser activado por
agonistas, y que todas las subunidades contribuyen a la formacién del poro idnico
localizado en el centro de la molécula. En 1982, Numa y colaboradores publicaron la
secuencia de aminodacidos de la subunidad a del receptor nicotinico de acetilcolina (Noda
et al., 1982). A esta siguieron las de las demas subunidades, tanto del 6rgano eléctrico de
T. californica como de la placa motora de varios mamiferos, comprobandose que todas ellas
eran homoélogas y poseian la organizacion estructural ya mencionada. También se observd
que este receptor nicotinico posee dos sitios de unién de ACh ligeramente distintos en su
comportamiento farmacolédgico, un sitio en la interfase a/6 y otro en la interfase a/y (Criado,

2011).

Dadas las caracteristicas mencionadas, el nAChR de T. californica es ampliamente
utilizado como modelo de estudio del nAChR humano y la gran cantidad de informacion
obtenida a partir de su estudio puede ser extrapolada a toda la familia de receptores en

humanos (Unwin, 2013).

2.1.2. RECEPTOR NICOTINICO a7 NEURONAL

En las distintas areas del cerebro se encuentran diferentes receptores nicotinicos
con variadas propiedades electrofisiolégicas y farmacolégicas. El receptor neuronal
predominante en el cerebro y principal responsable de los sitios de alta afinidad para
nicotina es el formado por subunidades a4 y B2. En cambio, las subunidades a3 y B84 son

las que predominan en el sistema nervioso periférico, a veces acompanadas de la
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subunidad a5. En algunos tejidos sensoriales, como las células del oido interno, se
encuentra la combinacién a9 a10, de localizacién muy restringida (Elgoyhen et al., 1994).
Todos estos receptores neuronales tienen en comun el hecho de que no se bloquean con la

a-BTX (Criado et al., 2011).

Dentro de los receptores neuronales, el nAChR a7 ha sido ampliamente estudiado
debido a sus caracteristicas particulares, a su amplia distribucién en el sistema nervioso
y a su gran implicancia en diversos desoérdenes neurolégicos e inflamatorios (Taly y
Changeux, 2008; Wallace y Porter, 2011; Lendvai et al., 2013; Uteshev, 2014; Dineley et
al., 2015).

- ESTRUCTURA

El nAChR a7 es un receptor homomérico formado por 5 subunidades a7, cada una
con la estructura caracteristica descripta anteriormente para los receptores nicotinicos y
los receptores Cys-loop en general. Al ser un homopentamero formado por todas

subunidades de tipo a, este receptor posee 5 sitios de unién a ACh.

Dentro del grupo de los nAChRs, el nAChR a7 posee caracteristicas particulares y
distintivas entre las que se pueden mencionar: su alta permeabilidad al calcio (Séguéla et
al., 1993), su afinidad por la a-BTX (caracteristica que, a diferencia del resto de los
receptores neuronales, comparte con el receptor muscular) y por el alcaloide vegetal
metilcaconitina (Couturier et al., 1990; Palma et al., 1996) y una baja probabilidad de

apertura sumada a una rapida velocidad de desensibilizaciéon (Lendvai et al., 2013).

- LOCALIZACION Y FUNCION

El nAChR a7 neuronal se encuentra expresado mayoritariamente en las regiones
cerebrales implicadas en la funcién cognitiva y la memoria, como el hipocampo, la corteza
y varias regiones subcorticales (Lendvai et al., 2013). Estos receptores estan implicados en
la funcién cognitiva, procesos sensoriales, atencién y memoria, entre otras, y varios
trabajos sostienen que la potenciacién de la actividad de a7 mejora la atencién, el

rendimiento cognitivo y la resistencia al dafio neuronal (Uteshev, 2014).

Localizado presinapticamente en terminales GABAérgicas y glutamatérgicas,
sobre todo en el hipocampo, modula la liberacién de varios neurotransmisores (GABA,
glutamato, dopamina y norepinefrina) y los niveles de calcio intracelular (Broide y Leslie,

1999). Postsinapticamente posibilita la transmisién sinaptica rapida. La activacion de o7
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potencia la transmisiéon sinaptica y afecta la potenciacién a largo plazo (Lendvai et al.,

2013).

La expresion de a7 es beneficiosa para el sistema nervioso dado que una activacién
moderada de estos receptores aumenta la resistencia celular al dano cerebral, lo que ha
sido demostrado en experimentos in vivo y en modelos ex vivo de demencias, isquemia
cerebral y dafo cerebral traumatico (Lendvai et al., 2013). En la enfermedad de Alzheimer
(EA) y en otros desérdenes neurodegenerativos ha sido reportada una significativa
reduccién de a7 en la region del hipocampo (Guan et al., 2000; Schaaf, 2014; Dineley et al.,
2015). Los estudios sobre plasticidad neuronal in vitro y sobre efectos cognitivos in vivo
apoyan la idea de que la potenciacién de a7 podria resultar una forma efectiva de terapia
contra el deterioro cognitivo (Lendvai et al., 2013).

Dadas las propiedades unicas de activacién, la alta permeabilidad al calcio, la
distribucién ubicua y abundante en el SNC y el rol en una gran variedad de enfermedades
neurologicas, psiquiatricas e inflamatorias, el nAChR a7 se presenta como un blanco

farmacolégico emergente de gran importancia (Corradi y Bouzat, 2016).

2.2. RECEPTORES DE SEROTONINA

La familia de receptores de serotonina, 5-hidroxitriptamina (5-HT, una amina
derivada del metabolismo del triptéfano) (Figura 10), puede dividirse en dos grandes
grupos que difieren en el mecanismo por el cual transmiten su sefal al interior celular.
Uno de los grupos pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G y el otro esta
compuesto por receptores que pertenecen a la familia de los LGIC. Ambos grupos
conforman una gran familia de receptores que a su vez se divide en 7 subgrupos o clases
de receptores (5-HT1-5-HT7). Dentro de esta familiar, los receptores 5-HT de tipo 3 (5-HT3)
son canales 16nicos activados por ligando pertenecientes a la familia de los receptores Cys-

loop (Lester et al., 2004; Nys et al., 2013).

NH,

Figura 10. Estructura quimica de la serotonina.
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- ESTRUCTURA

Los receptores 5-HTs3, al igual que el resto de los receptores Cys-loop, son proteinas
pentaméricas. Hasta el momento han sido identificadas 5 subunidades de este receptor
(5HT3A-E) en humanos (Niesler et al., 2007, 2011). La subunidad 5HTsA es la tinica capaz
de formar receptores homoméricos (5-HT3A) (Maricq et al., 1991; Hanna et al., 2000; Mott
et al., 2001). Las subunidades 5HT3B-E forman receptores heteroméricos al ensamblarse
con la subunidad 5HT3A, siendo los receptores 5HT3AB los mas estudiados hasta el
momento (Davies et al., 1999; Brady et al., 2001; Niesler et al., 2007,2011; Corradi et al.,
2015). El receptor homomérico 5-HT3A forma canales que poseen una muy baja
conductancia (<1 pS), lo que imposibilita su estudio por medio de registros de canal unico.
Cuando las subunidades A y B se expresan en conjunto, los receptores heteroméricos
presentan una mayor conductancia, detectable a nivel de canal tinico (9-17 pS) (Hanna et

al., 2000; Kelley et al., 2003).

Los receptores homoméricos 5-HT3A presentan 5 sitios de unién a serotonina,
aunque se cree que con la ocupacion de 2-3 de los sitios se alcanzaria la activacién maxima
(Corradi et al., 2015).

Estos receptores presentan un 20-30 % de identidad de secuencia aminoacidica y
una estructura secundaria y terciaria similar a la de los otros miembros de la familia Cys-
loop, como los nAChRs (Maricq et al., 1991). Los 3 dominios caracteristicos pueden ser
distinguidos: una regién extracelular que contiene los sitios de unién a los agonistas y/o
antagonistas, una regién transmembrana formada por los 4 segmentos tipicos de cada
subunidad (TM1-TM4), y una regién intracelular formada por el loop citoplasmatico que
conecta los segmentos TM3-TM4. Por medio de la construccién de subunidades quiméricas
A-B se demostrd que tres residuos arginina presentes en el loop intracelular TM3-TM4
son componentes fundamentales en la determinaciéon de la conductancia del receptor
homomérico 5-HT3A. Estas argininas no se encuentran en la subunidad B (Kelley et al.,
2003), encontrando en las posiciones equivalentes para la subunidad humana residuos
glutamina (Q), acido aspartico (D) y alanina (A) (Kelley et al., 2003; Bouzat et al., 2004;
Peters et al., 2005; Bouzat et al., 2008; Corradi et al., 2009).

- ACTIVACION POR SEROTONINA

La molécula de 5-HT se aislé inicialmente de extractos de intestino, recibiendo el

nombre de enteramina. Poco después, en 1947, fue identificada como un potente
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vasoconstrictor presente en el suero sanguineo, de donde obtuvo el nombre con el que se

la conoce actualmente (del latin serum= suero, y tonos = tension).

A las neuronas que sintetizan, almacenan y liberan 5-HT se las conoce como
neuronas serotoninérgicas. La 5-HT ejerce su accién como neurotransmisor en sinapsis
excitatorias. Su unién a los receptores 5-HTs en sitios localizados en el dominio
extracelular en la interfase entre subunidades adyacentes (Nys et al., 2013) provoca la

apertura del canal y el ingreso rapido de iones positivos a la célula (Derkach et al., 1989).

- LOCALIZACION Y FUNCION

La 5-HT puede generar su accién sobre una amplia familia de receptores
distribuidos en diversos tejidos. Sus receptores se encuentran en sistema nervioso central
y periférico, asi como también en un nimero elevado de tejidos no neuronales, como
Intestino, sistema cardiovascular y sangre. En el sistema nervioso central estos receptores
se encuentran en varias regiones, incluyendo la capa de células piramidales CA1 del
hipocampo, el nicleo dorsal motor del tracto solitario y el area postrema. A este nivel,
intervienen en la modulacién del dolor y en una serie de procesos como la memoria,
conducta, adiccién, control de las emociones, sistema de recompensa y funciones
cognoscitivas. Ademaéas, han sido relacionados con una gran variedad de desérdenes
psiquidtricos como la esquizofrenia y con trastornos neurodegenerativos como la EA

(Lummis, 2012; Engel et al., 2013; Thompson, 2013).

Estos receptores se localizan tanto en regiones pre como postsinapticas, donde
modulan la liberacién de otros neurotransmisores como dopamina, colecistoquinina,
GABA, sustancia P y ACh (Van Hooft y Vijverberg, 2000; Thompson y Lummis, 2007).
Ademas, se encuentran expresados en ganglios periféricos, donde se cree que serian
responsables de la modulacién de la respuesta al dolor y controlarian reflejos tanto del
sistema entérico como cardiovascular (Hanna et al., 2000).

De esta manera, los receptores de 5-HT estan implicados en funciones muy
diversas. Como consecuencia de esto se los considera blancos importantes para el
descubrimiento y desarrollo de farmacos terapéuticos. Su intervencion en el control de la
liberacién de neurotransmisores les da especial importancia en el tratamiento de
disfunciones a nivel central, tales como ansiedad, esquizofrenia, desérdenes del
comportamiento, desérdenes alimenticios (bulimia y anorexia) y enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, entre otras (Barnes y Sharp,

1999).
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3. MEMBRANA PLASMATICA

La membrana celular o plasmatica, formada por lipidos, proteinas y, en menor
medida, glicidos, es la barrera fisica que separa el medio celular interno del medio

externo.

Varios modelos de membrana fueron postulados hasta que Singer y Nicolson
propusieron el modelo de mosaico-fluido (Singer y Nicolson, 1972) (Figura 11). Este modelo
presenta a la membrana plasmatica como una bicapa plana, practicamente homogénea,
de lipidos en fase liquido-cristalina, donde las cadenas lipidicas estan principalmente
desordenadas. Las dos hemicapas que la forman son diferentes en cuanto a la composicion,
estructura y distribucion de las moléculas que presentan. Las proteinas, que se
encuentran en una relacion proteinas:lipidos de 1,5:4, pueden interactuar con la bicapa
lipidica de dos maneras diferentes: asociandose a las cabezas polares de los lipidos
(proteinas extrinsecas o periféricas) o asociandose a la matriz hidrofébica (proteinas
Iintrinsecas o integrales). Sin embargo, en este modelo de membrana los lipidos y las
proteinas no interactian fuertemente, sino que se comportan como entidades
independientes (Figura 11). Segiin este modelo, de membrana fluida, las moléculas que la
componen tienen dos posibilidades de movimiento: rotacional alrededor de un eje
perpendicular al plano de la membrana o translacional a lo largo del plano de la

membrana.

Figura 11. Modelo de mosaico-fluido de la membrana propuesto e por Singer y Nicolson en 1972. La figura
representa proteinas integrales distribuidas aleatoriamente en una bicapa lipidica fluida. Tomada de Nicolson,
2014.
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El modelo postulado por Singer y Nicolson tuvo una gran aceptacién y atin se sigue
considerando como modelo de membrana, aunque con ciertas modificaciones (Nicolson,
2014) (Figura 12). Hoy en dia se sabe que las membranas biolégicas pueden encontrarse
en diferentes fases ademaés de la postulada inicialmente. Existen otras fases laminares
como las liquido-ordenadas (Lo) (donde las cadenas acilicas de los fosfolipidos presentan
un mayor grado de ordenamiento por lo que su fluidez se reduce considerablemente), asi
como también fases no laminares, como las romboédricas, tetragonales, hexagonales
invertidas y cubicas, todas ellas con funciones fisiolégicas importantes y diferentes. Las
membranas son generalmente curvas y su estructura es modulada dindmicamente por las
caracteristicas de los lipidos y proteinas que las componen. Una gran cantidad de proteinas
forman parte de la membrana, no solo proteinas extrinsecas e intrinsecas, sino también
proteinas asociadas que pueden unirse temporalmente a una u otra superficie de la bicapa
lipidica cumpliendo diferentes funciones. Debido a que los lipidos, las proteinas y demas
moléculas que las componen son diferentes en ambas hemicapas, las membranas
plasmaticas son estructuras asimétricas. En cuanto a los lipidos, para mantener esta
asimetria es necesaria la presencia de transportadores lipidicos o bien los movimientos
transbicapa (flip-flop) espontaneos de los lipidos (Quinn, 2002; Daleke, 2003; van Meer,
2011), movimiento que se suma a los rotacionales y translacionales propuestos
inicialmente. Esta asimetria es esencial para las células, y una disrupcién en la misma
estd asociada, generalmente, a condiciones patolégicas. La membrana plasmatica es
heterogénea tanto en su composicién como en su organizacién. La diversidad de las
moléculas que la componen, la relacién preferencial entre ciertos lipidos y proteinas, la
falta de concordancia (o mismatch) entre el largo de los segmentos transmembrana
hidrofébicos de ciertas proteinas y el largo de las cadenas lipidicas, el anclaje de proteinas
integrales al citoesqueleto, y la escasa miscibilidad de ciertos lipidos, entre otras, dan como
resultado una gran variedad de dominios laterales y transbicapa con distintas
implicancias funcionales (Figura 12). Un ejemplo de estos dominios esta dado por la
agregacién de ciertos lipidos de la membrana en dominios transitorios relativamente
ordenados en la hemicapa externa, a los que se conoce como balsas lipidicas o rafts

(Levental y Veatch, 2016; Sezgin et al., 2017).
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Figura 12. Actualizacién del modelo de mosaico-fluido. Se muestran distintos componentes de la membrana y del
citoesqueleto, y estructuras extracelulares asociadas. Distintas proteinas integrales, glicoproteinas, lipidos y
oligosacéridos estan representados por diferentes colores. La region de la membrana que ha sido extraida muestra
las restricciones laterales de algunas proteinas debidas a su interaccion con el citoesqueleto. También estan
representados otros mecanismos de restriccion, tales como los dominios lipidicos y la formacion de complejos
proteicos. Tomada de Nicolson, 2014,

-  RAFTS DE MEMBRANA

Los rafts son uno de los tipos de dominios de membrana existentes. Estos
dominios pequenios (100-200 nm), heterogéneos y altamente dindmicos se encuentran
presentes en las membranas de células eucariotas. Son microdominios ordenados
enriquecidos fundamentalmente en Col y esfingomielina (SM) (Simons y Ikonen, 1997;
Lingwood y Simons, 2010). Para que ocurra la formacién de estos dominios, la membrana
debe estar compuesta por al menos tres tipos de lipidos: Col, una molécula que interactie
de manera estrecha con el Col, como la SM, y 4cidos grasos insaturados (Feller, 2008). La
presencia de fosfolipidos poliinsaturados hace que estos dominios estén mejor definidos
(Levental et al. 2016). La membrana que rodea a los dominios raft es mas fluida, debido a

que esta compuesta mayoritariamente por fosfolipidos con cadenas acilicas insaturadas.

Los rafts son considerados plataformas lipidicas funcionales insertas en la
membrana que llevarian a la segregacién de algunas proteinas, presumiblemente con el
objetivo de hacer ciertos procesos de transduccién de sefiales mas eficientes. Se han
descrito diversas proteinas que pueden ser selectivamente incluidas o excluidas de los
mismos (Simons y Ikonen, 1997; Simons y Toomre 2000), siendo este el principio

fundamental por el cual los rafts ejercerian sus funciones diferenciales. Ademas, los rafts
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pueden coalescer o fusionarse mediante distintas interacciones, y formar asi una
113 ) ~ L . . ,

plataforma” de mayor tamano permitiendo de esa manera a las distintas proteinas
concentrarse e interaccionar en mayor medida, y generar la activacion de distintas
cascadas de senalizacion. Debido a estas propiedades, los rafts de membrana tienen un rol
central en la regulacién de diversos procesos celulares (Simons y Toomre, 2000; Hancock,

2006; Lingwood y Simons 2010; Simons y Gerl 2010; Diaz-Rohrer et al., 2014).

La existencia de los rafts ha sido estudiada en varios tipos de membranas modelo,
tales como bicapas, monocapas, vesiculas unilamelares gigantes (GUVs) y vesiculas
gigantes de membrana plasmatica (GPMVs) (Baumgart et al, 2007). El modelo que
actualmente explica los principios fisicos y quimicos que subyacen a la formacién de rafts
es la coexistencia de dominios liquido-ordenados (Lo, analogos a los rafts pero referido a
sistemas modelo) y liquido-desordenados (Ld, o no-raft). Una fase Lo presenta las cadenas
lipidicas extendidas y ordenadas, lo que le otorga a la membrana una mayor rigidez y
grosor, mientras que en una fase Ld las cadenas estan altamente desordenadas y
presentan una mayor movilidad, otorgandole a la membrana una mayor fluidez (Simons y

Ikonen, 1997; London, 2005; Sonnino y Prinetti, 2013).

Uno de los componentes esenciales de los rafts es el Col, el cual se intercala entre
las cadenas hidrocarbonadas causando una disminucién de su movilidad y una mayor
compactaciéon de la bicapa lipidica. El Col (3-hidroxi-5,6 colesteno) es un esterol de 27
atomos de carbono cuyo grupo hidroxilo adopta la configuraciéon 8. En esta molécula se
puede distinguir una cabeza polar, constituida por el grupo hidroxilo, y una cola o porcién
apolar formada por el carbociclo de nucleos condensados y los sustituyentes

alifaticos (Figura 13).

HO

Figura 13. Estructura quimica del colesterol.
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Las moléculas de Col tienen tendencia a formar estructuras laterales definidas
(Chong et al., 2009), evitando el contacto entre ellas y formando un arreglo simétrico de
tres moléculas de Col cercanas entre si (Martinez-Seara et al., 2010). Este arreglo se
genera espontaneamente en presencia de proporciones de Col mayores a 10 mol % y es lo
que determina la capacidad de este lipido para formar los dominios rafts. Fritzsching y
colaboradores demostraron que existe una interaccién preferencial entre el Col y la SM en
un amplio rango de concentraciones de Col y temperatura (Fritzsching et al., 2013). Esta
Iinteraccion favorable se explica a través del efecto paraguas (Umbrella effect), donde el
Col, molécula apolar, depende de la cobertura de la cabeza polar de la SM (o del fosfolipido
presente) para evitar la energia libre desfavorable que se produce al interactuar con el
agua (Huang y Feigenson, 1999; Lingwood y Simons, 2010). La estructura de la cadena
acilica de la SM es muy importante para su interaccién con el Col, ya que permite la
existencia de fuerzas de Van der Waals entre estos lipidos, y, ademas, afecta la
profundidad a la cual el Col se ubica dentro de la membrana (Bjorkbom et al., 2011).

El Col es un componente mayoritario de las membranas de células eucariotas,
donde modula tanto su fluidez como su grosor. Este lipido cumple un rol fundamental en
la organizacién, dinamica, permeabilidad y funcién de las mismas (Liscum y Underwood,
1995; Schroeder et al., 1996; Simons y Ikonen, 2000). Ademads, un gran numero de
proteinas, entre las que se pueden mencionar canales iénicos, transportadores y péptidos,

se ven afectadas o son moduladas por su interaccién con el Col.

4. INTERACCION LIiPIDOS-RECEPTOR NICOTINICO

Dado el caracter transmembrana de los nAChRs es bien conocido que para su
correcto funcionamiento, como asi también para su biosintesis, para el montaje de sus
subunidades y para su transporte desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi y
a la superficie celular, son fundamentales las propiedades o caracteristicas de los lipidos
de la membrana en la que se encuentran embebidos (Barrantes, 2004; daCosta et al., 2004;
Pediconi, et al., 2004; Baier y Barrantes, 2007; Baenziger et al., 2015). A su vez, se ha
demostrado que el nAChR ejerce una marcada influencia sobre los lipidos de su entorno
(Marsh y Barrantes, 1978; Jones y McNamee, 1988; Antollini et al., 1996; Antollini y
Barrantes, 1998; Mantipragada et al., 2003; Antollini et al., 2005; Hamouda et al., 2006;
Fernandez Nievas et al., 2008).

Distintos lipidos influencian la actividad del nAChR afectando tanto su funcion

como su organizacién en la membrana. Dado que los lipidos cambian en respuesta al
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envejecimiento y a distintas enfermedades neurodegenerativas (Yadav y Tiwari, 2014), y
ademas varian en los distintos tejidos, es de suma importancia entender como los cambios
en el entorno lipido del nAChR generan un impacto en su estructura y actividad. Las
interacciones entre los lipidos y el nAChR tienen una gran relevancia ya que incluso
sutiles cambios en la actividad de los nAChRs causan grandes efectos en la biologia

humana (Schaaf, 2014).

- ENTORNO LIPIDICO DEL nAChR

La capacidad del nAChR de experimentar los cambios conformacionales que se
producen luego de la unién del agonista y que llevan a la apertura del canal es dependiente
de su entorno lipidico (Baenziger et al., 2015). Desde los primeros estudios realizados sobre
este tema se puso de manifiesto la importancia de los lipidos para la funcién de los nAChRs
(Briley y Changeux, 1978; Epstein y Racker, 1978; Dalziel et al., 1980; Criado et al., 1982
a,b; Fong y McNamee, 1986). Distintos estudios definieron un rol esencial del Col y los
lipidos anidnicos en la funcién del nAChR, postulando que, en ausencia de estos lipidos, el
nAChR permanece inactivo (Criado et al., 1984; Fong y McNamee, 1986; Antollini et al.,
1996; daCosta y Baenziger, 2009; Baenziger et al., 2017). Posteriormente se demostrd que
tanto el Col como los lipidos aniénicos mejoran la funcién del nAChR, aunque ninguno es
absolutamente esencial (Baenziger et al., 2000; Sturgeon y Baenziger, 2010; daCosta et
al., 2013). Estos lipidos afectan la funciéon de los nAChRs, ya sea al estabilizar distintas
fracciones de los mismos en conformaciones activables o no activables, o controlando las
transiciones entre los distintos estados (daCosta et al., 2009; daCosta et al., 2013). Los
mecanismos moleculares, sin embargo, atin no se conocen en su totalidad (Baenziger et al.,
2015). daCosta y Baenziger (2009) demostraron que la inactivaciéon del nAChR observada
en ausencia de estos lipidos no esta relacionada a un proceso de desensibilizacion tipico,
sino a una nueva conformacién “desacoplada” que adopta el nAChR en esas condiciones.
En esta conformacion el nAChR es capaz de unir al agonista con una alta afinidad, pero
no de producir los cambios conformacionales que ocurren debido a ello. El microentorno
lipidico del dominio transmembrana del nAChR influye particularmente en la
comunicacion entre el sitio de unién del agonista y el poro del canal (daCosta y Baenziger,
2009).

Marsh y Barrantes (1978) describieron una regién de lipidos inmovilizados con
caracteristicas particulares que circunda al nAChR muscular (Marsh y Barrantes, 1978).
Trabajando con nAChR de T. californica reconstituido, Jones y McNamee (1988)

distinguieron 2 poblaciones de lipidos diferentes en la interfase nAChR-lipidos: lipidos no
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anulares y lipidos anulares (Jones y McNamee, 1988). Los lipidos no anulares estan en
estrecho contacto con la proteina y, asociados a sitios de unién de la misma, su tasa de
recambio con el resto de los lipidos de la membrana es muy baja. Los lipidos anulares, en
cambio, interactiian con la proteina de una manera menos especifica, y presentan una alta
tasa de recambio con el resto de los lipidos de la membrana (Lee, 2003). La identidad de
estos sitios se considera un aspecto crucial para la funcionalidad del nAChR. En sistemas
nativos se pudieron identificar también sitios anulares y no anulares, lo que confirma que
las caracteristicas biofisicas que los lipidos ubicados en las zonas de la interfase lipido-
nAChR le otorgan a la membrana tendrian una relevancia en cuanto a la funcién y

estabilidad del receptor (Antollini y Barrantes, 1998).

Dos lipidos anulares de particular importancia para el nAChR son los lipidos
anidnicos, ya mencionados, y la SM. La SM presenta una afinidad moderada por el nAChR,
sin embargo, es de gran importancia para la estabilidad del mismo en la membrana
(Bonini et al., 2002). Una disminuciéon de la SM afecta la eficiencia del ensamblado del
nAChR y su transporte hacia la membrana plasmatica (Roccamo et al., 1999; Baier y
Barrantes, 2007). Por otro lado, la SM es importante para el mantenimiento de la
asimetria de la membrana y es uno de los componentes esenciales de los rafts, dos aspectos

que tienen un alto impacto en el nAChR (Perillo et al., 2016).

Debido a la abundancia del Col en las membranas neuronales y a su importancia
en la salud e implicancia en distintas enfermedades en el humano, una gran cantidad de
investigaciones se han enfocado en el estudio de los efectos de este lipido sobre la funcion
del nAChR. Como lipido anular, y en el resto de la membrana, juega un papel importante
condicionando las propiedades fisicas del entorno, fundamentalmente debido a su
particion en dominios rafts, y también en el mantenimiento de la asimetria de la
membrana. Como lipido no anular, la existencia de sitios alostéricos de uniéon en el nAChR
muscular fue postulada y demostrada (Jones y McNamee, 1988; Narayanaswami y
McNamee, 1993; Antollini y Barrantes, 1998; Addona et al., 1998). Corbin y colaboradores
(1998) propusieron que el sitio de unién para el Col estaria localizado en la interfase
nAChR-lipido, en contacto con las regiones TM4 y TM1 de la subunidad a, y TM4 de la
subunidad y (Corbin et al., 1998). Otros estudios identificaron interacciones del Col con los
segmentos transmembrana TM1, TM3 y TM4 de cada subunidad (Hamouda et al., 2006).
Narayanaswami y McNamee (1993), trabajando con membranas reconstituidas de 7.
californica, identificaron sitios accesibles al Col pero no a los fosfolipidos. Mediante
estudios de modelado, Brannigan (2008) identificé 3 sitios de unién al Col por cada

subunidad: 2 dentro de cada subunidad, que evitarian el colapso de la proteina, y 1 en la
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interfase entre subunidades, que mejoraria la estabilidad de la misma en la membrana.
Hasta ese momento se especulaba que esos sitios estaban ocupados por moléculas de agua
y se demostrd, por simulaciones de dinamica molecular, que si esos sitios se llenan con
agua la estructura de la proteina colapsa. La unién del Col en esos sitios facilitaria las
Interacciones entre la regién transmembrana y la extracelular (Brannigan et al., 2008)
(Figura 14). En adicién a esto, estudios de bioinformatica pusieron de manifiesto la
existencia de motivos de amino4cidos especificos para el reconocimiento de Col, motivos
CRAC (Cholesterol recognition amino acid consensus), en el nAChR, que facilitarian la
incorporacion de los mismos a dominios ricos en Col. Ademas, se identific6é un motivo
CRAC invertido, denominado CARC, adyacente a uno de los sitios de uniéon a Col
propuestos (Baier et al., 2011; Fantini et al., 2016), que exhibe una mayor afinidad por el

Col (Fantini et al., 2016).

Figura 14. Esquema de una vista desde arriba de los segmentos transmembrana del nAChR mostrando los sitios
potenciales de union al colesterol, tanto entre las hélices a (6valos verdes) como en la interfase lipidos-nAChR
(circulos rosados). Tomada y adaptada de Baenziger, 2017 adaptada de Brannigan et al., 2008.

Si bien estos estudios demostrarian la importancia de la unién del Col al nAChR,
otros estudios demostraron que otros lipidos (tales como diacilglicerol, a-tocoferol,
coenzima Q y vitaminas D3 y K1, asi como distintos analogos del Col) son capaces de
reemplazar al Col y promover la funcion del receptor (Addona et al., 2003; Ryan et al.,
1996; Sunshine y McNamee, 1992; Addona et al., 1998). Un estudio reciente basado en
simulaciones de dindmica molecular en el que se utilizé la estructura az8y6 del receptor

de T. californica (PDB 2BG9) (Sharp et al., 2019) demostr6 que las cadenas de los dcidos
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grasos poliinsaturados (PUFAs, poly-unsaturated fatty acids) son capaces de desplazar al

Col de los sitios anulares y no anulares en el nAChR.

A través de los anos se han producido distintos avances que fueron modificando la
interpretaciéon de las interacciones entre el Col y los nAChRs. Resultados de distintas
Investigaciones presentan a veces interpretaciones contradictorias en cuanto a la relacién
entre el Col y el nAChR. Se ha indicado que tanto un enriquecimiento (Dalziel et al., 1980;
Criado et al., 1982; Ochoa et al., 1983) como una deplecién (Santiago et al., 2001) de Col
producen un aumento de la funcién de este receptor. Ademas, se ha postulado que el Col
aumenta la agregacién del nAChR (Zhu et al., 2006; Barrantes 2007; Pato et al., 2008) e
Iinteractiia directamente con el mismo (Leibel 1987; Jones y McNamee 1998), pero que no
necesariamente el nAChR particiona en dominios ricos en Col (Bermudez et al., 2010).
Algunas de estas aparentes contradicciones podrian explicarse mediante la competencia

entre el Col y otros lipidos presentes en membranas nativas.

Los requerimientos lipidicos del nAChR en membranas modelo podrian no reflejar
exactamente los requerimientos del nAChR en membranas biologicas. Ademas de
presentar dominios raft, las membranas biolégicas presentan una distribucién desigual de
los lipidos en ambas hemicapas, es decir, son asimétricas (Barrantes, 2004; Perillo et al.,
2016). Los niveles de un lipido particular requeridos para afectar la funcién del nAChR en
una membrana reconstituida simple y homogénea no necesariamente son los mismos que
los niveles del mismo lipido requeridos en una membrana biolégica, donde la distribucién

lipidica y la heterogeneidad podrian tener otro efecto.

- EInAChR EN LA MEMBRANA

Distintos lipidos regulan la actividad de los nAChRs influyendo no solo en su
funcién sino también en su organizacién y estabilidad en la membrana. La agregacién de
los nAChRs en la membrana plasmatica es dependiente de los rafts (Zhu et al., 2006). Si
bien los mecanismos moleculares que subyacen a las asociaciones entre los rafts y el
nAChR no se conocen completamente, se ha demostrado que existen interacciones

favorables entre el nAChR y estos dominios (Baenziger et al., 2017).

En la unién neuromuscular se ha postulado la presencia de agregados de nAChRs
en dominios lipidicos ricos en Col junto con las proteinas postsinapticas rapsina, MuSK y
distintas kinasas. El Col estabilizaria la unién neuromuscular y promoveria su
maduracion (Willmann et al., 2006); una deplecion del Col de la membrana produce una

marcada alteracién de la organizaciéon de los nAChRs en esta zona (Kellner et al., 2007).
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Existen actualmente ciertas controversias sobre la organizaciéon del nAChR en la unién
neuromuscular. Una hipétesis sugiere que luego de un estimulo de agrina los nAChRs y
la proteina MuSK se movilizan hacia los dominios raft donde se produce la agregacion de
los nAChRs. Una disrupcién de estos microdominios por disminucion de los niveles de Col
inhibe la estimulacién por agrina y, de ese modo, la formacién y mantenimiento de los
clusters de nAChR (Zhu et al., 2006). En concordancia con esta hipdtesis, un estudio
contemporaneo sugiere que la agrina causa la movilizacién de los nAChRs hacia los
dominios raft (Campagna y Fallon, 2006). Una hipétesis diferente indica que la agrina no
produce el reclutamiento de los nAChRs hacia los dominios raft, ya que estos receptores
se encuentran en esos dominios independientemente de la activacion de la agrina. Dicha
hipétesis indica que la agrina produce la coalescencia de los rafts, lo que lleva a la
agregacion de los nAChRs (Marchand et al., 2002; Stetzkowski-Marden et al., 2006a,b;
Brockhausen et al., 2008; Cartaud et al., 2011).

Diferentes resultados sobre la interaccién entre el nAChR muscular y los dominios
lipidicos han sido obtenidos trabajando en sistemas modelos. Bermudez y colaboradores
(2010) observaron que luego de la reconstitucién de nAChR de T. californica en
membranas modelo simétricas con coexistencia de dominios Lo y Ld, la proteina se
distribuye homogéneamente en ambos dominios. Experimentos similares llevados a cabo
con un péptido sintético correspondiente a la porcién TM4 de la subunidad y (yTM4)
mostraron una marcada preferencia de este péptido por los dominios Lo (de Almeida et al.,
2004; Bermudez et al., 2010). Esto demostré que, aunque este segmento transmembrana
le otorgue al nAChR la potencialidad para localizarse en dominios raft se necesitan
ademas otras condiciones internas y/o externas para que esto ocurra. Una de estas
condiciones evaluadas fue la asimetria de membrana. Un aumento de la SM en la
hemicapa externa de la membrana denoté un incremento en la cantidad de moléculas de
nAChR en los dominios Lo (Perillo et al., 2016). La estructura en forma de cono del nAChR
haria que éste se “acomode” mejor en una fase Ld flexible, o una fase Lo pero que tenga
un alto grado de curvatura espontanea debido a la asimetria transmembrana (Brannigan,
2017). Un estudio reciente concluyd que cuando el nAChR se reconstituye en un sistema
de lipidos DPPC:Col:PE/PC conteniendo PUFAs, este se localiza en dominios L.d pobres en
Col y ricos en PUFAS (Sharp et al., 2019). Sin embargo, las membranas simuladas en este
trabajo no contenian SM, lipido esencial para la formacién de rafts, y eran simétricas,
condicién diferente a lo que ocurre en las membranas bioldgicas. Esto enfatiza el hecho de

que no solo la presencia de dominios Lo condicionaria la aglomeracion del nAChR
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muscular, sino también las caracteristicas fisicoquimicas y los componentes lipidicos

especificos de los mismos.

Con respecto al nAChR a7 neuronal, se ha observado que el mismo se encuentra
asociado a microdominios ricos en Col en neuronas ciliares (Brusés et al., 2001). Una
disrupcién de los dominios Lo en estas células produjo un aumento de la movilidad de a7
hacia y desde el espacio sinaptico de la membrana (Fernandes et al., 2010). Una disrupcién
de los dominios raft en neuronas de hipocampo de ratas afecté significativamente la
cinética de desensibilizacién de a7, ya que provocé un aumento de la velocidad de
recuperacion de la desensibilizacién y un aumento de la afinidad por el agonista (Colén-

Saez y Yakel, 2011).

Si bien aun es necesario mucho mas conocimiento para entender completamente
como los diferentes lipidos influyen en la funciéon del nAChR en un contexto biolégico, los
resultados obtenidos hasta el momento permiten afirmar que la funcionalidad del nAChR
tanto muscular como a7 neuronal es modulada por el microentorno lipidico en el que se

encuentran, siendo los dominios raft de crucial importancia.

Una de las razones de la gran complejidad y dificultad que existe al estudiar las
interacciones entre lipidos y el nAChR (u otros canales idnicos), se debe al hecho de que
los lipidos ejercen sus efectos en la funcién del canal tanto por mecanismos directos como
indirectos. Por ejemplo, un determinado lipido puede unirse preferencialmente a un sitio
de la proteina en estado de reposo, estabilizar asi una mayor proporcién de nAChRs
activables y promover de esa forma la funcionalidad (accién directa); al mismo tiempo, ese
mismo lipido puede alterar las propiedades fisicas de la membrana de una manera tal que
favorezca una conformacién no activable del receptor (accién indirecta) (Baenziger et al.,
2017). Con respecto al Col, éste se une a sitios especificos en el dominio transmembrana
del nAChR pero ademas aumenta el orden de la membrana, lo que también influye en la
funcion del nAChR (Baenziger et al., 2015). Ademas, los lipidos de la membrana
influencian la funcion del nAChR tanto por seleccion conformacional como por mecanismos
cinéticos. Es decir, modifican la magnitud de la respuesta al agonista ya sea alterando las
proporciones relativas de receptor en estado de reposo, desensibilizado o desacoplado, asi
como las transiciones entre estos estados (Baenziger et al., 2015). Aunque los mecanismos
por los que los distintos lipidos interactiian preferencialmente con estas diferentes
conformaciones o estados aiin no se conocen completamente, cada vez mas evidencia

apunta al rol del segmento TM4.
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- ROL DEL SEGMENTO TM4 DEL nAChR

Como se describi6 anteriormente, los segmentos TM4 de la region transmembrana
de los nAChRs presentan el mayor contacto con los lipidos de la membrana. Su localizacion
en la periferia del dominio transmembrana llev)é a pensar que TM4 tiene un rol central
como sensor lipidico (Barrantes, 2003; Antollini et al., 2005). Se ha demostrado que
mutaciones en distintos residuos de este segmento, tanto en nAChR de T. californica como
muscular, producen un cambio en la interaccién entre TM4 y los lipidos, y eso altera la
funcién del receptor (Lee et al., 1994; Lasalde et al., 1996; Bouzat et al., 1998; Tamamizu
et al., 2000; Ortiz-Acevedo et al., 2004; Shen et al., 2006; Diaz-De Leon et al., 2008;
Caballero-Rivera et al., 2012).

La region transmembrana interactia directamente con los lipidos de la membrana
y con residuos de importancia en el Cys-loop, y se cree que de esa forma modularia las
Iinteracciones en la interfase entre el dominio extracelular y el dominio transmembrana
del nAChR. El dominio C-terminal de TM4 se extiende maés alla de la bicapa lipidica e
Iinteractiia con un residuo conservado (Phel37) en el Cys-loop. daCosta y Baenziger (2009)
hipotetizaron que las propiedades de la bicapa son importantes para posicionar al extremo
C-terminal de TM4 de manera que entre en contacto con el Cys-loop. Debido a que el Cys-
loop tiene un rol central en la interfase entre el dominio extracelular y el dominio
transmembrana del nAChR, ha sido postulado que las interacciones entre el TM4 y el Cys-
loop son de fundamental importancia para el acoplamiento entre la unién del agonista y
el gatillado del canal (daCosta y Baenziger, 2009). Estudios mas recientes del mismo
laboratorio reforzaron la importancia de TM4, sin embargo, concluyeron que no seria la
interaccion de su segmento C-terminal con el Cys-loop la responsable de modular la
funcién del nAChR en respuesta al entorno lipidico (Domville y Baenziger, 2018). Si bien
TM4 presenta el mayor contacto con los lipidos en la membrana, estos también se unen en
la interfase entre TM4 y las subunidades adyacentes TM1 y TM3 (Henault, 2015). El Col
y otros lipidos alterarian la funcién del nAChR modulando las interacciones entre TM4 y

las subunidades adyacentes TM1 y TM3 (Domville y Baenziger, 2018).

5. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La organizacion mundial de la salud (OMS) declar6 a la demencia como una
prioridad para la salud publica (en Priority Medicines for Europe and the World, "A Public

Health Approach to Innovation” by Saloni Tanna). El nimero de personas con esta
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condicién a nivel mundial estd en continuo crecimiento: en el 2010 el nimero se estimaba
en 35,6 millones, mientras que se esperan cerca de 115,4 millones de personas con

demencia para el 2050.

La EA es la forma mas comun de demencia en adultos mayores. Es una enfermedad
neurodegenerativa progresiva, caracterizada por la pérdida de memoria, multiples
deficiencias cognitivas y cambios en la personalidad y el comportamiento. Varias décadas
de estudio han puesto de manifiesto los diversos cambios celulares que se encuentran
involucrados en el progreso de esta enfermedad, incluyendo el dafio sinaptico, anomalias
mitocondriales y respuestas inflamatorias, en adicién a la formaciéon y acumulaciéon de
placas seniles de B-amiloide y a la acumulacién intracelular de ovillos neurofibrilares de
proteina tau hiperfosforilada (Feng y Wang, 2012; Kumar et al., 2016; Kandimalla y

Reddy, 2017). Todo esto ocasiona, en Ultima instancia, la muerte celular.

A fines de 1960 se realizaron los primeros estudios en cerebros de pacientes con EA
fallecidos (Francis et al., 1999) y, desde ese entonces, varias y diversas hipétesis han sido
postuladas para intentar explicar las causas y mecanismos de esta enfermedad. Entre
ellas se pueden mencionar la hipétesis colinérgica (Bartus et al., 1982) y la hipétesis de la
cascada amiloide (Hardy y Allsop, 1991; Hardy y Higgins, 1992), la que involucra a la
proteina tau hiperfosforilada (Go6tz et al., 2004) y el estrés oxidativo (Butterfield y Boyd-
Kimball, 2005). A pesar de esto, hoy en dia atin siguen existiendo ciertas controversias
sobre las causas de la EA, y es por eso que el desarrollo de nuevos farmacos para el

tratamiento de esta enfermedad continta siendo un gran desafio (Dineley, 2007).

- COLESTEROL y AB: HIPOTESIS DE LA CASCADA AMILOIDE

En la EA se produce la formacién de péptidos extracelulares insolubles a partir de
la degradacién de una proteina transmembrana, la proteina precursora amiloidea (APP),
de manera secuencial por dos enzimas, B-secretasa y y-secretasa. Los péptidos anfifilicos
asi formados son llamados péptidos AB (Iwatsubo et al., 1994). Alternativamente, la APP
puede ser degradada por la enzima a-secretasa produciendo la generacién de ABPP, un
péptido no neurotdxico. A lo largo de la vida de una persona hay una continua formacién
de estos péptidos a los que se les atribuye diversas funciones fisiolégicas. Concentraciones
picomolares de los mismos tienen implicancias fisiolégicas en la plasticidad sinaptica y la
memoria, entre otras (Puzzo et al., 2008, 2011, 2015). La hipétesis amiloidea postula que
la desregulacién del equilibrio enzimatico con la consecuente acumulacion de los péptidos
AB causa la EA. Uno de los péptidos producidos por la actividad de las enzimas B-secretasa

y y-secretasa es el ABi42, que posee una gran tendencia a la formacién de oligémeros,
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protofibrillas y fibrillas, lo que contribuye a la formacién de las placas seniles en los

cerebros de pacientes con EA (Jarrett et al., 1993; Gu y Guo, 2013).

La degradaciéon de la proteina APP ocurre en las membranas. Lukiw (2013), en su
trabajo “Alzheimer’s disease (AD) as a disorder of the plasma membrane”, destacéd la
implicancia de las membranas en la fisiopatologia de esta enfermedad (Lukiw, 2013).
Varios estudios postulan que distintos componentes de la membrana condicionan el
procesamiento de la APP (Fabiani y Antollini, 2019). En particular, el Col ha sido
relacionado con la EA de varias maneras y existen aun controversias sobre el papel que
cumple en esta enfermedad. Lahdo y De La Fourniére-Bessueille (2004) estudiaron los
requerimientos lipidicos de una membrana para la inserciéon de la APP y concluyeron que
esta depende del contenido de Col (se necesitaria aproximadamente un 30 % de este lipido)
y de la relacién Col/PC y Col/SM, asi como también del orden de membrana. Si el contenido
de Col en la membrana es menor a un 30 %, la APP se localiza en la superficie de la
membrana adoptando una conformacion de lAmina B, mientras que, si el porcentaje de Col
aumenta, la APP puede insertarse en la membrana espontaneamente cambiando su
conformacion a hélices a. Como consecuencia de esto, una vez que la APP se encuentra en
la membrana es capaz de modificar las propiedades biofisicas de la misma y la actividad
de diversas proteinas transmembrana o asociadas (Lahdo y De La Fourniére- Bessueille,

2004).

La concentracion y localizacién del Col en las membranas celulares en el cerebro
cambian a lo largo de la vida de una persona. En edades tempranas cerca del 87 % del Col
esta localizado en la hemicapa interna de las membranas; con los afos, el porcentaje de
Col aumenta en la hemicapa externa, produciendo la pérdida de la asimetria
transmembrana y alcanzando el valor critico (30 %) para la inserciéon de la APP en la

membrana (Igbavboa et al., 1996; Wood et al., 2002).

La importancia de la proporciéon de Col en la membrana para la insercion de la
APP lleva a pensar que esta estaria localizada preferentemente en dominios raft (Cordy et
al., 2006; Reid et al., 2007) y que la degradacién de la misma por la B y y secretasas
causando la formacién de péptidos AB ocurriria también en estos dominios (Lee et al.,
1998). Por otro lado, se cree que la via no amiloidogénica, a través de la a-secretasa, ocurre
en dominios no-raft (Kojro et al., 2001; Reid et al., 2007). Experimentos en células
sobreexpresando tanto la APP como las enzimas necesarias para su clivaje por la via
amiloidogénica mostraron que estas se localizan en dominios ricos en Col (Burns y Duff,
2002; Ehehalt et al. 2003) y que la deplecién del mismo reduce la produccién del péptido
AB (Simons et al., 1998; Fassbender et al., 2001; Ehehalt et al., 2003). Varios estudios
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sugieren que la APP esta presente en dos pools: uno en dominios raft y otro en no-raft.
Ehehalt y colaboradores (2003) concluyeron que esta compartimentalizacion explica el
hecho de que una misma proteina pueda ser procesada de dos maneras diferentes. Mas
aun, postularon que si bien la B-secretasa esta presente en ambos dominios, solo cuando
se encuentra en dominios raft es funcional (Ehehalt et al., 2003). Esta seria la razén por
la cual, cuando el Col disminuye, también lo hace la formacion de péptidos AB. Un estudio
en membranas de hipocampo humano mostr6é que la mayoria de la APP se encuentra en
dominios no-raft, mientras que la B-secretasa se encuentra tanto en dominios raft como
no-raft. (Abad-Rodriguez et al., 2004). Sin embargo, otros autores (Mason et al., 1992; Roth
et al., 1995) propusieron una explicacion opuesta a la anterior: cuando el Col disminuye,
la B-secretasa aumenta en los dominios no-raft y de esa manera ocurre un aumento de la
produccién de péptido. Concluyeron que la B-secretasa en dominios raft corresponde a la
fraccion inactiva y que necesita translocarse a los dominios no-raft para ser funcional. De
esta manera, el Col condicionaria directamente el procesamiento de la APP “permitiendo”
a la B-secretasa moverse entre uno y otro dominio. Sin embargo, estos autores observaron
diferencias entre una reduccién moderada del Col en las membranas (menos del 25 %),
que resulta en un aumento del procesamiento de la APP, y una reduccién drastica de este
lipido (més del 35 %) que produce una disrupcién de la integridad de la membrana con una
disminucién concomitante de la producciéon de AB. Trabajando con cultivos primarios de
neuronas de hipocampo de ratas, Simons y colaboradores (1998) llegaron a una conclusién
diferente. Demostraron que una disminucién del Col de hasta un 60-70 % no afectaba el
procesamiento de la APP por la a-secretasa, pero reducia drasticamente la cantidad de AB
(Simons et al., 1998). De esta manera, la deplecién del Col pareceria dirigir el
procesamiento de la APP desde el clivaje amiloidogénico al no amiloidogénico. Eckert y
colaboradores (2003) demostraron que la deplecién del Col disminuye la proporciéon de APP
en dominios raft, y en consecuencia la produccion de AB. Por otro lado, un aumento del Col
en células Niemann Pick tipo C produjo un aumento de la localizacion de la APP en

dominios raft (Eckert et al., 2003).

Con respecto a la y-secretasa existe un mayor consenso sobre su localizacién en la
membrana. Esta enzima se localiza en dominios raft, confirmando que el Gltimo paso en
la generacion del péptido AB ocurre en esos dominios (Vetrivel et al., 2005). A pesar de los
resultados controversiales, no hay dudas de que el procesamiento de la APP se ve
influenciado por la composicién lipidica de la membrana en la que esta proteina y las

enzimas que catalizan su clivaje se localizan (Figura 15).
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APP

Oligémero de Ap

Figura 15. Esquema de la membrana plasmatica representando la relacion espacial de las distintas moléculas
involucradas en la sintesis de AP y el sistema colinérgico. Dos colores diferentes se utilizan para representar un
dominio raft y un dominio no-raft (gris y azul, respectivamente).

El Col tiene un papel importante, ademas, en la accién o efecto del AB (Eckert et
al., 2003; Wood et al., 2014). Este péptido puede existir en forma de monémero, oligbmero
o fibrillas y adoptar diferentes conformaciones de acuerdo a su entorno (Klein et al., 2004;
Reid et al., 2007). Varios estudios indican que el Col es capaz de unirse, como fue descrito
previamente, a la APP (Beel et al., 2010), pero ademas a los péptidos AB monoméricos y
oligoméricos, a los agregados y a las fibrillas (Avdulov et al., 1997; Harris, 2008). Por
técnicas de resonancia magnética, Beel y colaboradores (2010) identificaron una secuencia
de 5 aminoacidos (VGSNK) presente tanto en la APP como en los péptidos AB que
interacciona con el Col, probablemente mediante puentes de hidrégeno (Beel et al., 2010).
La interaccién entre ABis2 y los dominios raft fue demostrada ademas por microscopia
confocal y anisotropia de fluorescencia (Lin et al., 2001).

El mecanismo por el cual se produce la disfuncién cerebral en pacientes con EA
permanece desconocido. Si bien en un comienzo se consideraba a las placas amiloides
extracelulares responsables de la patogénesis de esta enfermedad (Hardy y Higgins, 1992;
Haass, 1996; Rushworth y Hooper, 2011; Serrano-Pozo et al., 2011), actualmente se
considera de gran importancia la interaccién de los péptidos AB con la membrana (Relini
et al., 2014). Una explicacién reciente indica que los monémeros de AB, asi como también
los pequerios oligémeros, serian los responsables de la muerte celular, y que las placas
amiloides en realidad reducirian la muerte neuronal mediante la captacién de estos

mondémeros o pequerios oligdbmeros (Irvine et al., 2008; Shankar et al., 2008; Arbor et al.,
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2016). Esta explicacion es contraria a la hipétesis anterior que considera que la agregacion
de péptidos AB en una conformacién de lamina B, la cual culminaria en la formacién de
fibrillas neurotédxicas, se ve reducida por la insercién de AB en forma de hélices a en
membranas ricas en Col (Ji et al., 2002). Estos autores concluyeron que un
enriquecimiento en Col seria beneficioso para reducir la formacion de fibrillas. Esta
condicién es contraria a lo que ocurre en pacientes con EA, en cuyos cerebros se observa
una disminucién marcada del contenido de Col en las membranas y, por lo tanto, no
tendrian las condiciones requeridas para la insercion de AB, lo que favoreceria la
agregaciéon y por lo tanto la patogenicidad (Ji et al., 2002; Mason et al., 1992; Roth et al.,
1995). De esa manera, AB permaneceria en la superficie de la membrana celular con una
gran tendencia a formar agregados y en ultima instancia placas amiloides (Ji et al., 2002).

Tanto los niveles de Col como la composicién de la bicapa lipidica en general afectan
la forma en que AB en sus diferentes conformaciones interactia con la membrana. La
insercion de los péptidos AB en la membrana tiene, a su vez, consecuencias sobre la misma.
Una consecuencia importante es la formacion de canales de calcio (Lin et al., 2001), lo que
ha sido relacionado con la neurotoxicidad observada en membranas de células de
hipocampo (Sepulveda et al., 2014). Desde que se postulé la existencia de estos canales
transmembrana formados por péptidos AB (Arispe et al., 1993a,b), varios estudios
profundizaron sobre este tema (Pollard et al., 1995; Kagan et al., 2002; Kawahara, 2010).
El primer paso en la formacién del canal debe ser el contacto entre los péptidos y la
membrana, y ha sido demostrado que tanto la composicién lipidica de la misma como la
conformacion estructural del péptido son esenciales para esta interacciéon (Hertel et al.,
1997; Terzi et al., 1997; Rondelli et al., 2016). Otras interacciones especificas entre los
lipidos y los péptidos AB que inducen cambios en las membranas produciendo la disrupcion
de las mismas han sido descritas (Qiang et al., 2014). Vestergaard y colaboradores (2010)
observaron cambios morfolégicos en las membranas inmediatamente luego de la adicion
de los péptidos a las mismas y sugirieron que tanto los niveles de Col como la composicién
lipidica general afectan la forma de interaccion de los oligobmeros con la membrana (Dies
et al., 2014). Una disminucién de la fluidez de membranas de neuronas de ratén y de rata
((Muller et al., 1995; Muller et al., 2001) y de células HEK293 y de neuroblastoma SH-
SY5Y (Peters et al., 2009) fue observada en presencia de péptidos AB. La inserciéon de AB
en la membrana no solo potencia su propia formacién, sino que ademds activa una
variedad de procesos dependientes de membrana que podrian conducir a la muerte

neuronal (Kanfer et al., 1999).
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Si bien la hipodtesis de la cascada amiloide es actualmente la explicacién mas
aceptada, esta no puede explicar varios de los aspectos que ocurren en esta patologia
multifactorial (Herrup, 2015). Por otro lado, la mayoria de los ensayos clinicos conducidos
a disminuir la cantidad de péptido AB no han dado, por el momento, resultados favorables
(Puzzo et al., 2015; Maia y Sousa, 2019). Este hecho es una de las causas por la cual la

atencion esté puesta nuevamente sobre la hipétesis colinérgica.

- RECEPTORES NICOTINICOS Y ACETILCOLINESTERASA: HIPOTESIS
COLINERGICA

La relacion entre los nAChRs, particularmente el nAChR a7 neuronal, y la EA ha
sido largamente estudiada (Lombardo y Maskos, 2014). Los niveles de este receptor
cambian durante el desarrollo y la vida adulta, y en los pacientes con EA, ha sido
demostrado que su expresion disminuye significativamente (Perry et al., 1981, 1985;
Whitehouse et al., 1981, 1982, 1986; Coyle et al., 1983; Shimohama et al., 1986; Paterson
y Nordberg, 2000; Auld et al., 2002; Ma y Qian, 2019).

La hipétesis colinérgica propuesta para la EA postula que en los cerebros de los
pacientes que la padecen se produce una disminucién importante en la cantidad total de
nAChRs (Whitehouse et al., 1982; Banerjee et al., 2000) como resultado de la muerte
progresiva de neuronas colinérgicas (Bartus et al., 1982; Court et al., 2000; Contestabile,
2011; Hampel et al., 2018), que lleva a la disrupcion de las vias colinérgicas,
fundamentalmente en la corteza cerebral y en el prosencéfalo basal, y que contribuye, por

lo tanto, al deterioro cognitivo.

Se ha demostrado que la forma soluble de los péptidos AB en concentraciones
picomolar interacciona con los nAChR a7, aparentemente con una alta afinidad (Wang et
al., 2000; Lasala et al., 2018) regulando su funcién (Dineley et al., 2001; Liu et al., 2001;
Pettit et al., 2001). Se hipotetizd6 que en condiciones fisiolégicas ocurre una
retroalimentacién positiva: los péptidos AB liberados actian como ligandos de los nAChR,
lo que induce la liberacién de neurotransmisores y potencia la plasticidad sinaptica y la
memoria. En condiciones patoldgicas, una acumulacién anormal de AB (concentracion
nanomolar) induce una retroalimentacién negativa, la cual causa la inhibicién e
internalizacion de los receptores y lleva a una disfunciéon sinaptica (Néaslund et al., 1994,

2000; Tapiola et al., 2000; Andreasen et al., 2003).

Dado que la pérdida de las funciones cognitivas observada en pacientes con EA esta
fuertemente correlacionada con una disrupciéon en la neurotransmisién colinérgica, una

potenciacién de esta neurotransmision, ya sea por inhibicién de la ACE o por potenciacion
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de los nAChRs, mejoraria la memoria y la cogniciéon de los pacientes que padecen esta

enfermedad (Craig et al., 2011).

Actualmente, la inhibicién de la ACE es el Ginico tratamiento aprobado para la EA.
El dltimo paso en la transmisién colinérgica es la degradacion de la ACh presente en la
hendidura sinaptica por la enzima ACE, enzima capaz de degradar hasta 10000 moléculas
de ACh por segundo. La ACE es una proteina globular que puede existir en diferentes
formas moleculares, dependiendo del splicing del gen que la codifica (Henderson et al.,
2010). Consiste en una larga serie de laminas B rodeadas de 15 hélices a que presenta dos
sitios activos, el sitio catalitico (CAS) y el sitio aniénico periférico (PAS). El CAS esta
localizado en el fondo de una estrecha y profunda cavidad y es donde se lleva a cabo la
hidrélisis de la ACh (Figura 16). Este sitio consiste a su vez en 2 “subsitios”: el anidnico,
que atrae por fuerzas electrostaticas al grupo amonio de la ACh y debido a interacciones
hidrofobicas con los grupos metilo del nitrégeno cuaternario de la colina dispone al
sustrato en una orientacién adecuada, y el subsitio esteratico, el cual contiene la triada
E334, H447 y S203, responsable precisamente de la accién catalitica de la enzima. La
entrada de la cavidad contiene el PAS, una region rica en aminoacidos aromaticos que
actia como sitio de transicién uniendo la ACh y transfiriéndola luego hacia el CAS. Este

sitio es también un importante blanco de interaccién con distintas moléculas.

Figura 16. Esquema de la ACE mostrando los sitios activos de la enzima (CAS y PAS).

La forma predominante de esta enzima en el sistema nervioso central es la ACEt,
que posee un péptido C-terminal de 40 aminoacidos llamado péptido T. Mediante puentes

disulfuro, estos péptidos se unen para formar homodimeros u homotetrameros de ACEt,
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que pueden ademas unirse a otras proteinas. En el sistema nervioso central, la mayoria
de la ACE se encuentra como ACEt tetramérica unida a una proteina de anclaje a la
membrana plamatica, PRIMA (por sus siglas en ingles proline-rich membrane anchor)
(Navaratnam et al., 2000; Perrier et al., 2002; Massoulié et al., 2005), lo que constituye la
unidad funcional en la sinapsis colinérgica (Perrier et al., 2002; Dvir et al., 2010;
Henderson et al., 2010). Una parte significativa de la ACEt se localiza en dominios raft
mediante una secuencia de reconocimiento de Col localizada en PRIMA (Xie et al.,
2010a,b). PRIMA puede, a su vez, unir la ACE a otras proteinas en areas especializadas
de la membrana; ha sido demostrada la unién de la ACE a los nAChRs en las neuronas

colinérgicas del prosencéfalo basal (Henderson et al., 2010; Hicks et al., 2012).

La ACE se encuentra implicada en la EA. Las interacciones entre la ACE y los
péptidos AB revisten una gran importancia en esta enfermedad (Inestrosa et al., 1996;
Wang et al., 2000; Small et al., 2007) debido a que el péptido modifica distintas propiedades
de la ACE alterando de esa forma su funcién (Geula y Mesulam, 1989). Ademas, la ACE
se ha detectado en placas amiloides, evidenciando la alta afinidad que presentan estas
moléculas y sugiriendo que la ACE podria promover la agregacién de los péptidos AB
(Moran et al., 1993; Inestrosa et al., 1996). La unién entre la ACE y el péptido ocurre en el
PAS de la enzima; por lo tanto, se cree que aquellos inhibidores de la ACE que se unen en
este sitio reducirian la velocidad de agregacion del AB y la formacion de fibrillas (Reyes et

al., 1997; Bartolini et al., 2003).

Mucho esfuerzo ha sido puesto en encontrar la forma de potenciar la transmisién
colinérgica que se ve disminuida debido a la pérdida de nAChRs. Los inhibidores de la
ACE (tales como galantamina, huperzina A, fisostigimina) son considerados agonistas
indirectos de los nAChRs debido a que aumentan localmente los niveles enddgenos de
neurotransmisor. Asi, los tinicos farmacos actualmente aprobados para el tratamiento de
la EA, como la fisostigmina, tacrina, donepezil, rivastigmina y galantamina (Martorana et
al., 2010), estan enfocados en inhibir la funcién de la ACE para aumentar, de esta manera,
la concentraciéon de ACh en la hendidura sindptica y mejorar los sintomas clinicos de esta
enfermedad, aunque esto no detendria su progreso. Ha sido demostrado que los inhibidores
que se unen al sitio aniénico de la ACE, asi como los anticuerpos contra éste reducen
significativamente la formacion de fibrillas de AB (Bartolini et al., 2003; Reyes et al., 1997).
Si bien el dominio catalitico de la ACE no participa de esta interaccién (Inestrosa et al.,
1996), compuestos que posean una accién dual (bloqueando tanto el sitio PAS como el sitio

CAS) podrian por un lado prevenir la agregacion del péptido AB deteniendo de esa manera
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la progresion de la EA, y al mismo tiempo inhibir la degradacion de la ACh para aliviar la

sintomatologia (Alptuzun et al., 2010).

En el presente trabajo de Tesis se abordé el estudio de la funcién y modulacién de
dos receptores de neurotransmisores pertenecientes a la familia de receptores Cys-loop,
los receptores de acetilcolina nicotinicos (MAChR muscular y neuronal) y los receptores de
serotonina tipo 3 (5-HT3) como blancos moleculares centrales en el desarrollo de drogas
para el tratamiento de patologias neurodegenerativas en las cuales se encuentran
involucrados. Los primeros 3 capitulos de la Tesis se centran en receptores nAChR,

estando el Ultimo capitulo focalizado en el receptor 5-HTs.

En el capitulo I se estudié la modulacién del nAChR muscular por el entorno
lipidico de la membrana en la que se encuentra, y como distintas alteraciones en el Col

afectan tanto la funcién como la localizacién del nAChR en la misma.

En el capitulo II se estudié la relacion del nAChR neuronal con el péptido B-
amiloide desde un punto de vista funcional y conformacional, como un primer paso en la
comprension de uno de los multiples efectos que dicho péptido ocasiona en la EA.

El capitulo III se centré en el descubrimiento y optimizacién de nuevas moléculas
bifuncionales, activadoras del nAChR e inhibidoras de la ACE, ambos blancos moleculares
cruciales en la EA.

En el capitulo IV se estudi6 por primera vez la modulacién ortostérica y alostérica
del 5-HT3 humano a nivel de canal tUnico, como un primer paso en la descripcién
mecanistica de un nuevo blanco molecular en la EA ya que se ha visto que antagonistas
del 5-HTs mejoran los sintomas de la EA (Werner y Covenas, 2016) y ademas potencian la

inhibicién de la ACE por donepezilo (Skovgard et al., 2018).
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1. MATERIALES

Los 6rganos eléctricos de T. californica se obtuvieron de la costa de California,
E.E.U.U. (Aquatic Research Consultants, San Pedro, CA). Los peces se sacrificaron por
ablacién quirdrgica y los 6rganos eléctricos se disecaron y almacenaron a -70 °C hasta su
uso. Las sondas fluorescentes Laurdan, 1,-6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH), 1-(4-
Trimetilamoniofenil)-6-difenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) se compraron en Molecular
Probes (Eugene, OR, E.E.U.U.). El gel Affi- Gel® 10 se obtuvo de Bio-Rad. Los lipidos
sintéticos se compraron en Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, AL, E.E.U.U.). E1 PNU-
120596 (N-(5-Chloro-2,4- dimethoxyphenyl)-N'-(5-methyl-3-isoxazolyl)-urea) fue obtenido
de Tocris Biosciences (Bristol, UK). La sonda fluorescente Cristal Violeta (CrV), las
enzimas acetilcolinesterasa (ACE) y colesterol oxidasa (Cox) y todas las demaéas drogas

utilizadas en este trabajo de Tesis se obtuvieron en la empresa Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, E.E.U.U.).

2. PREPARACION DE LOS DIFERENTES MODELOS DE ESTUDIO

2.1. PREPARACION DE MEMBRANAS DE Torpedo californica

2.11. OBTENCION DE MEMBRANAS CRUDAS

Para los estudios en los que se trabajé con el nAChR en sistema nativo se utiliz6 el
6rgano eléctrico de T. californica, a partir del cual se obtuvieron fragmentos de membranas
ricas en nAChR siguiendo el protocolo propuesto por Barrantes (Barrantes, 1982). El tejido
(mantenido a -70 °C) se descongelé en hielo utilizando buffer de Homogeneizacion (BH)
(buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,4, NaCl 0,4 M, EDTA 5 mM, EGTA 5 mM,
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) y NaN3 0,02 % (p/v)). Una vez descongelado, se lo cortd
en pedazos pequerios y se homogeneizé en frio utilizando un homogeneizador Virtis 60 K
(The Virtis Company, Inc., Gardiner, NY, E.E.U.U.) con tres ciclos de 30 segundos cada
uno. El homogenado obtenido fue centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4 °C en la
centrifuga Avanti J-26 XP de Beckman Coulter utilizando un rotor Beckman Coulter JA-
17. El pellet obtenido se descarté y el sobrenadante fue filtrado y centrifugado a 16000 rpm
durante 2 horas a 4 °C utilizando el rotor JA-17 en la misma centrifuga. Luego de esta
segunda centrifugacion, el sobrenadante fue descartado y el pellet se homogeneizd

utilizando un homogeneizador manual vidrio-teflon A 740 (Thomas Scientific, Swedesboro,
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NdJ, E.E.U.U.). La fraccién subcelular asi obtenida corresponde al total de las membranas
plasmaticas del o6rgano eléctrico de 7. californica, llamadas membranas crudas. La
concentracién proteica de las membranas crudas se obtuvo siguiendo el método de Lowry

y colaboradores (Lowry et al., 1951).

2.1.2. OBTENCION DE MEMBRANAS RICAS EN nAChR

Para la obtencién de la fraccion de membranas nativas ricas en nAChR, las
membranas crudas obtenidas previamente se resuspendieron en BH y se llevaron a un
volumen final de 50 ml con sacarosa 50 % para tener un 30 % final de sacarosa. Luego se
sembraron arriba de un gradiente discontinuo de sacarosa (50 %, 39 % y 35 % (p/v)) que
se centrifugé utilizando el rotor Beckman Coulter SW28 en una ultracentrifuga Optima
L-90K de Beckman Coulter a 27000 rpm por 2,5 horas a 4 °C. Luego de la centrifugacion,
en el gradiente se observan tres bandas que han sido previamente caracterizadas por
Elliott y colaboradores (Elliott et al., 1980). De las bandas obtenidas, la banda del medio
(middle) corresponde a la fraccion de membrana plasmatica rica en nAChR, la cual posee
una actividad especifica del orden de 1,0-1,5 nmol de sitios de a-BTX/mg de proteina
(Barrantes, 1982). Una vez llevada a cabo la separacién de la fraccién middle, el volumen
obtenido se diluyé 2 veces con BH y se centrifugd en la misma ultracentrifuga utilizando
un rotor Beckman Coulter 70.1 Ti, a 45000 rpm y 4 °C durante 45 minutos para eliminar
el exceso de sacarosa. El pellet obtenido fue resuspendido en BH y fraccionado para su
almacenamiento (Figura 17 A). La concentracién proteica de las muestras se obtuvo
siguiendo el método de Lowry y colaboradores (1951). Las mismas fueron luego

conservadas a -20 °C hasta su uso.

2.1.3. OBTENCION DE PROTEOLIPOSOMAS DE nAChR

Para realizar los estudios con el nAChR purificado y reconstituido en sistemas
modelo de composicién lipidica definida se prepararon proteoliposomas conteniendo el
nAChR con una mezcla de lipidos formada por palmitoil-oleil-fosfatidilcolina (POPC), Col

y esfingomielina de cerebro (bSM) en una relacion 1:1:1.

- PREPARACION DE LA COLUMNA DE AFINIDAD

Como primer paso para preparar la columna de afinidad se lavé 8 ml de la solucion
de Affi-Gel 10 (soporte utilizado para la misma) con agua, a fin de eliminar el isopropanol

con el que se lo conserva. Luego al Affi-Gel 10 se le agregé hidrocloruro de cistamina 2 %
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(p/v) en buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 y se agité durante 1 hora en atmédsfera de No.
Posteriormente se agreg6 etanolamina 1 M pH 8, se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente, se lo drend y lavé nuevamente con agua. A continuacién, el Affi-Gel 10 se agitd
con una solucién de DTT 2,8 % (p/v) en buffer fosfato 0,1 M pH 8 por 1 hora a temperatura
ambiente y en atmoésfera de N2. La columna se dejé drenar testeando en el eluato la
presencia de grupos sulfhidrilos mediante la titulacién con 5'5'-ditio-bis(2-acido
nitrobenzoico) (DTNB), lo que se hace evidente por el color amarillo brillante observado.
La columna fue lavada una vez mas con agua para eliminar el exceso de ditiotreitol (DTT),
realizandose nuevamente la prueba con DTNB. Este lavado se realizé hasta que el ensayo
dio negativo (sin color), demostrando esto la ausencia de sulfhidrilos libres y de DTT. A
continuacién, y como control, el Affi-Gel 10 se agitd con buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 y se
tomo6 una muestra para el ensayo de DTNB, obteniéndose un color amarillo brillante que
indica la presencia de grupos sulfhidrilos libres. Para unir el ligando especifico a los grupos
sulfhidrilos libres de la columna y obtener de esa manera la columna de afinidad, el Affi-
Gel 10 se agitd con bromuro de bromoacetilcolina en buffer fosfato pH 7,4 durante 1 hora.

La columna se lavé nuevamente con agua y se guardd a 4 °C hasta su uso.

- PURIFICACION DEL nAChR Y RECONSTITUCION DE PROTEOLIPOSOMAS

La purificacién del nAChR se realizé a 4 °C, para lo que se utilizé un soporte rodeando
la columna dentro del cual se hizo circular agua a 4°C, lo que permitié mantenerla a una
temperatura adecuada. Las membranas crudas de T. californica obtenidas previamente
se solubilizaron con colato de sodio al 1 % en una concentraciéon proteica de 2 mg/ml
durante 1 hora a 4 °C. El solubilizado obtenido se centrifugé a 34000 rpm y 4 °C durante
45 minutos en la ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-90K utilizando el rotor 70.1
Ti. El sobrenadante obtenido se hizo pasar a través de la columna de afinidad dos veces
para asegurar la adhesién de la mayor cantidad posible de nAChR a la columna. Para
realizar el intercambio de los lipidos endégenos por los lipidos exégenos requeridos para
el sistema modelo que se queria obtener, la columna se lavé con un gradiente lineal de
lipidos (POPC:Col:bSM (1:1:1)) disueltos en Buffer de dialisis (BD) (NaCl 100 mM, PO43
0,1 mM , EDTA 0,1 mM, NaN3s 0,02 %, pH 7,8) desde una concentracién lipidica de 1,3 mM
hasta una de 3,2 mM y luego descendente hasta 0,13 mM (da Costa et al., 2002). E1 nAChR
se eluyo luego de la columna con una solucién de concentracion lipidica de 0,13 mM en
Buffer de eluciéon (BE) (NaCl 250 mM, EDTA 0,1 mM, NaN3s 0,02 %, fosfato 5 mM, pH 7,8,

con colato 0,5 % y carbamilcolina (carb) 10 mM).

43



Metodologia

Se recolectaron 15 fracciones de aproximadamente 1 ml cada una. Para determinar las
fracciones de interés, es decir las que contenian el nAChR, se midi6 la absorbancia de cada
fraccién a una longitud de onda (A) de 280 nm. Se seleccionaron las fracciones con un valor
de absorbancia igual o superior al valor de absorbancia basal mas 0,05 unidades. Una vez
obtenidas las fracciones con nAChR, se realiz6 la reconstitucién de los proteoliposomas
mediante dialisis en 1 litro de BD a 4 °C, realizando cinco cambios de buffer, uno cada 12
horas (Figura 17 B). La concentracién proteica, una vez obtenidas las muestras, se
determiné siguiendo el método de Lowry y colaboradores (1951). Dichas muestras fueron

luego conservadas a -20 °C hasta su uso (Figura 17 B).

Organo eléctrico de Torpedo californica

Membranas crudas

A) Membranas ricas en nAChR B) nAChR purificado
1
| |
Gradiente de sacarosa Solubilizacién con
) _ buffer con colato
— Columna de )
— afinidad
= + Gradiente lipidico
C — Elucion con carbamilcolina

C Dialisis
Membranas ricas en nAChR 5"- ' SUVs con nAChR

Figura 17. Preparacion de sistemas modelo de nAChR a partir de membranas crudas obtenidas de dérgano
eléctrico de T. californica de A) Membranas ricas en nAChR y B) nAChR purificado.

2.2. OBTENCION DE LIPOSOMAS UNILAMELARES GRANDES (LUVs)

Para la obtencién de liposomas, la mezcla lipidica deseada, en este caso
POPC:Col:bSM (1:1:1, relacién molar), disuelta en solvente organico, se secé bajo N2 por 1
hora. A la pelicula obtenida se le agregé BD (0,5 mg/ml) y se agitd vigorosamente por 1
minuto obteniéndose de esta forma vesiculas multilamelares (MLVs, multilamellar

vesicles). Para obtener liposomas unilamelares grandes (LUVs, large unilamellar vesicles)
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y de tamafio uniforme, se utilizé el método de extrusién. Los MLVs obtenidos se extruyeron
en una jeringa LiposoFast-Basic (Avestin Inc., Canada), utilizando filtros con poros de 100

nm.

2.3. OBTENCION DE LIPOSOMAS UNILAMELARES GIGANTES (GUVS)

Los liposomas unilamelares gigantes (GUVs) fueron obtenidos por
electroformacién. Se realizaron dos protocolos diferentes segiin los experimentos se
desarrollaron en Argentina, ya sea en el Instituto Nacional de Investigaciones Bioquimicas
de Bahia Blanca (INIBIBB) o en el Instituto de Fisica de Buenos Aires (IFIBA), o en
Alemania, en el marco de una estadia corta en el Department of Theory and Bio-Systems,

Max Planck Institute of Colloids and Interfaces, Potsdam.

- PROTOCOLO 1 (UTILIZADO EN EL INIBIBB Y EL IFIBA, ARGENTINA).

A partir de una mezcla lipidica compuesta por POPC:Col:bSM (1:1:1) en solucién
etandlica (8 mM) se sembraron 10 pul sobre un vidrio cubierto con 6xido de indio y estafio
(ITO) del equipo de preparaciéon de GUVs, Vesicle PrepPro (Nanion, Munich, Alemania),
y se secaron bajo N2 durante 1 hora hasta formar una pelicula y eliminar todo resto de
solvente. A la pelicula obtenida se le agregaron 250 ul de una solucion 450 mM de sacarosa.
El vidrio se coloco con su lado conductor enfrentado al lado conductor de otro vidrio igual,
quedando ambos separados por un anillo espaciador de manera tal de formar una camara
que contenga la solucidn lipidica. Los GUVs se formaron por aplicaciéon de una corriente
alterna de 3 V y una frecuencia de 10 Hz, durante 260 minutos a una temperatura de 45
°C. Las vesiculas obtenidas se incubaron con la sonda fluorescente DiI-C18 (0,5 % v/v, en
solucién etandlica), se diluyeron luego en wuna solucién de glucosa isoosmolar
(aproximadamente 2 ul de GUVs en 200 ul de glucosa) y se observaron en un microscopio
confocal Leica, TCS SP2 (INIBIBB) o en un microscopio confocal Olympus, FV100 (IFIBA)
con un objetivo de inmersién en agua 63X/1,4 NA utilizando un laser de 543 nm He-Ne,

con emisién colectada en el rango de 560-630 nm.

- PROTOCOLO 2 (UTILIZADO EN POTSDAM, ALEMANIA).

A partir de una mezcla lipidica compuesta por POPC:Col:eSM (1:1:1) o DOPC:Col:eSM
(1:1:1) en solucién cloroférmica (4 mM), la cual podia contener o no el péptido yTM4

(relacion L:P 125:1 0 250:1) y a la que se le agregd 0,1 mol % de Dil-C18, se tomaron 10 pl
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y se sembraron sobre 2 vidrios conductores. Estos se secaron bajo N2 durante 1 hora hasta
formar una pelicula y eliminar los restos de solvente. Los vidrios se enfrentaron colocando
un soporte entre ellos de manera tal de formar una cdmara con las peliculas de lipidos
hacia su interior, la cual se llené luego con 1,8 ml de una solucién de sacarosa 100 mM. El
sistema asi formado fue depositado dentro de una estufa a 60 °C y conectado a una
corriente eléctrica de 1,6 V y 10 Hz, durante aproximadamente 1 hora, lo que permitio
obtener los GUVs. Para su observacién al microscopio se diluyeron en una solucién de
glucosa isoosmolar (aproximadamente 20 pul de GUVs en 100 pul de glucosa 100 mM). Las
vesiculas conteniendo el péptido yTM4 fueron incubadas con una solucién de 7-
dietilamino-3-(4'-maleimildilfenil)-4-metilcumarina (cumarina) en DMSO durante 2 horas
a temperatura ambiente. La cumarina es fluorescente al reaccionar con grupos tioles, con
una excitacion/emisiéon maxima de ~384/470 nm. La relacién molar péptido:cumarina fue
de 1:10-1:20. Los GUVs fueron observados usando un microscopio confocal Leica TCS SP5

0 SP8, con un objetivo de inmersién en agua 63X/1,4 NA.

2.4. CULTIVO CELULAR Y TRANSFECCION

Células BOSC 23 (Pear et al., 1993), derivadas de la linea HEK 293, fueron
mantenidas en cultivo en medio DMEM (Dubecco’s modified Eagle medium, medio de
Eagle modificado por Dubecco, Gibco) suplementado con 10 % de suero fetal bovino

(Natocor), a 37 °C y en atmoésfera de 5 % de COs.

Las transfecciones de las subunidades correspondientes al receptor nicotinico
muscular de ratén adulto (subunidades al, B1, ¢ y 6 en relacién 2:1:1:1), al receptor
neuronal humano (subunidad a7) o al receptor humano de serotonina tipo 3 (subunidad 5-
HTsA) se realizaron mediante el método del fosfato de calcio. Para esto se emplearon
cultivos celulares con un 40-50 % de confluencia. E1 ADNc de cada subunidad
correspondiente a los receptores nicotinicos fue subclonado en el plasmido pRBG4. En
cambio, la subunidad 5-HT3A fue subclonada en el vector de expresién pcDNA3.1. Las
transfecciones se realizaron con 5 pg de ADNec total/capsula de 35 mm. Para lograr la
expresion del receptor a7 fue necesario agregar a la mezcla de transfecciéon los ADNc
correspondientes a las proteinas chaperonas Ric3 y NACHO (Gu, 2016) en una proporcién
molar a7:Ric-3:NACHO 1:2:1. Para el estudio del receptor homomeérico de serotonina tipo
3A (5-HT3A), realizamos las mutaciones simultaneas R432Q, R436D y R440A para obtener
asi una subunidad de alta conductancia. La expresion de dicha subunidad permitio

obtener receptores homoméricos de alta conductancia (5-HT3Amnc) a partir de los cuales
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pudimos realizar estudios de canales unitarios (Bouzat et al., 2004; Corradi et al., 2009,

2011; Rodriguez-Araujo et al., 2020).

En todas las transfecciones realizadas se incorpord, ademds, un plasmido que
codifica para la proteina verde fluorescente (GFP, green fluorescente protein) en proporcion
1:20 con respecto al resto de ADN. La GFP emite fluorescencia verde al ser excitada por
luz ultravioleta, lo que permitié identificar a las células que incorporaron los plasmidos

durante la transfeccion.

En todos los casos las células se dejaron en contacto con el precipitado de fosfato de
calcio-ADN por 14-18 horas, luego se realizé el cambio de medio DMEM y se incubaron

durante 24-48 horas més para permitir la expresién de los receptores (Figura 18).

DNAc de las subunidades
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Células expresando el nAChR

Figura 18. Esquema representativo de la transfeccién por el método de fosfato de calcio.

2.5. MODIFICACION DEL COLESTEROL DE MEMBRANA

Una vez obtenidos los distintos sistemas de estudio (GUVs, LUVs, membranas ricas
en nAChR o cultivos celulares) se realizaron alteraciones de su composicion lipidica,
centrandonos en el contenido de Col, a fin de generar asimetrias transbicapa o

perturbaciones de las asimetrias laterales (Figura 19).
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ENRIQUECIMIENTO EN COLESTEROL O COLESTEROL HEMISUCCINATO. Se agregd una
alicuota de una solucién etandlica de Col o colesterol hemisuccinato (CHEMS) a las
distintas muestras (el agregado de solvente organico fue en todos los casos menor al 0,1 %
v/v). La incubacién se realizé durante 30 minutos a temperatura ambiente.

TRATAMIENTO CON COLESTEROL OXIDASA. Se utiliz6 la enzima Cox (Cholesterol Oxidase
from Streptomyces sp. (Sigma)) en una relacién de 5 unidades cada 100 pl de solucion de
liposomas, proteoliposomas, GUVs, o DMEM en el caso de incubaciéon de células, y se

realiz6 una incubacién de al menos 30 minutos a temperatura ambiente.

1) Adicion de colesterol

2) Adicion de colesterol hemisuccinato 3) Adicidn de colesterol oxidasa

Figura 19. Esquemas representativos de las perturbaciones de membrana generadas a partir de los distintos
tratamientos utilizados para modificar el Col de membrana.

2.6. SEPARACION DE FRAGMENTOS DE MEMBRANA SEGUN LA SOLUBILIDAD EN
DETERGENTES

Para la obtencién de fragmentos de membranas resistentes (DRM, detergent-
resistant membranes) y solubles (DSM, detergent-soluble membranes) a detergentes, los
cuales corresponden a fracciones Lo o Ld, respectivamente, se siguié la metodologia
descrita en trabajos anteriores (Gandhavadi et al., 2002; Bermudez et al., 2010). Se
incubaron 200 pg de nAChR purificado y reconstituido en vesiculas unilamelares
pequenias (SUVs) con una solucién de 1 % de Tritén X-100 durante 20 minutos a 4 °C con

agitacién cada 5 minutos. La muestra se centrifugd luego a 50000 rpm y 4 °C durante 4
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horas utilizando el rotor TLA 100.4 en una ultracentrifuga Beckman Coulter TLX. El
sobrenadante (fraccion DSM) y el pellet (fraccion DRM) obtenidos se separaron. La fraccién
DRM fue resuspendida en BD para llevarla a igual volumen que la fraccion DSM. Las

fracciones DRM y DSM fueron conservadas a -20 °C hasta su uso.

2.7. PREPARACION DE EXTRACTOS DE HOJAS DE C. sinensis

2.7.1. EXTRACTOS METANOLICOS

Las hojas secas de las distintas especies de plantas utilizadas fueron trituradas en
un homogeneizador Virtis. A 3 gramos del polvo obtenido se le agregaron 100 ml de la
mezcla metanol:agua (80:20) y se lo dejé agitando durante toda la noche a temperatura

ambiente. Los extractos fueron luego filtrados y conservados a 4 °C.

2.7.2. FRACCIONES AISLADAS A PARTIR DEL EXTRACTO METANOLICO

Los procesos de fraccionamiento involucran la separacién de metabolitos de
mezclas de naturaleza quimica compleja para obtener fracciones de compuestos con
propiedades fisicoquimicas afines. A partir del extracto obtenido con las hojas secas
trituradas de C. sinensis se realizaron extracciones secuenciales con solventes de polaridad
creciente, en el siguiente orden: hexano, diclorometano (DCM), acetato de etilo y butanol.
En un primer paso se preparé6 un extracto a partir de 25 gr de hojas trituradas con 150 ml
de metanol absoluto, por agitacion durante 10 minutos y posterior filtraciéon. El
procedimiento se repitié 3 veces. A continuacién, los 450 ml de extracto metandlico se
colocaron en un balén en un rotavapor BUCHI (BUCHI Labortechnik AG, Suiza) con bafio
de temperatura a 45 °C y se dejaron evaporar en su totalidad. El extracto se resuspendid
con 70 ml de metanol:agua (1:2). Del extracto de metanol:agua se tom6 una muestra de 1
ml para posterior analisis y el resto se transfirié6 a una ampolla de decantacién, donde se
realizaron las particiones sucesivas con los diferentes solventes. De cada solvente se
agregaron 70 ml y luego de agitar y dejar decantar, se recuper6 la fraccién de interés. Este
procedimiento se repitié 3 veces y los 210 ml obtenidos se llevaron a evaporacién total en
el rotavapor. Los extractos se resuspendieron con 25 ml del solvente puro respectivo y

fueron conservados a 4 °C hasta su uso.

2.8. OBTENCION DE ANALOGOS DE CAFEINA

La sintesis de los andlogos de cafeina se realiz6 en el laboratorio de la Dra. Ana
Paula Murray (Departamento de Quimica, Universidad Nacional del Sur) junto con la Dra.

Brunella Biscussi. Se disefiaron analogos que tuvieran caracteristicas propias de la cafeina
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(esqueleto de teofilina) y de la molécula de nicotina (amina terciaria), la cual actiia como
agonista del nAChR. Los compuestos sintéticos estuvieron formados por una cadena
hidrocarbonada de longitud variable (3-7 atomos de carbonos) unidos en un extremo a la

molécula de teofilina y en el otro a la de pirrolidina (amina terciaria) (Figura 20).

Para la obtenciéon de los compuestos iniciales, en un tubo de vidrio de reaccién de
microondas se colocé 1 mmol del compuesto teofilina disuelto en 1 ml de dimetilformamida
(DMF) seca, se agregaron 3 mmol de K2COsy luego 2 mmol de a,o-dibromoalcano. Se
utilizaron alcanos de diferente longitud (de 3 a 7 carbonos) para obtener distintos
compuestos iniciales. El tubo fue colocado en el equipo de microondas a 150W y 80 °C por
10 minutos. La obtencién del producto fue confirmada por TLC. El solvente fue evaporado
bajo presién reducida y el crudo de reaccién fue purificado por cromatografia en columna
utilizando silica gel 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria y mezclas de CH2Clo/metanol
(85:15). Para la obtencién de los analogos de la cafeina a partir de los compuestos iniciales,
en un tubo de reaccién para microondas se agregé una soluciéon de cada uno de los
compuestos iniciales obtenidos (0,1 mmol) en DMF seca (1 ml), y se afiadi6 la pirrolidina
(0,3 mmol). El tubo de vidrio fue colocado en el equipo de microondas a 150W y 100 °C
durante 5-13 minutos hasta observar su conversion total mediante TLC. La mezcla fue
particionada en una mezcla de agua y acetato de etilo. La capa organica separada fue
secada sobre MgSOQO4 anhidro y filtrada. El solvente fue evaporado a presion reducida para
dar los compuestos finales con una cadena intermedia de 3 a 7 carbonos, a los que

denominamos C3-C7.
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Figura 20. Sintesis quimica de los andlogos de la cafeina. A) Esquema del procedimiento de preparacién de los
compuestos derivados. B) Esquema representativo de los analogos de la cafeina obtenidos.
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3. METODOS EXPERIMENTALES

3.1 CUANTIFICACION PROTEICA POR EL METODO DE LOWRY

Para cuantificar la proteina obtenida (nAChR) se utiliz6 el método de Lowry (Lowry
et al., 1951). Se realizé una curva de calibrado con albimina sérica bovina (concentraciéon
1 pg/pl) tomando distintas alicuotas (de 5 a 150 ul). Los volimenes de las muestras a
cuantificar variaron segun se tratara de membranas crudas (10 y 50 pl), membranas
nativas ricas en nAChR (25 y 50 pl) o nAChR purificado (50 y 100 pul). Tanto a las alicuotas
de albumina como a las de las muestras se les agregé hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 N
obteniéndose un volumen final de 200 pl para producir la desnaturalizacién de las
proteinas. Esta reaccion se dejé reposando por 15 minutos. Luego se agregé 1 ml de una
solucion formada por 1 parte de tartrato de sodio y potasio 2 % y sulfato de cobre (Cu2SOy)
1 %, y 49 partes de Na2COs3 2 % (p/v) y se incubd durante 10 minutos. A continuacién, se
agregaron 100 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu 1N y se realiz6 otra incubacion durante
media hora. Las absorbancias tanto de la curva de calibrado como de la muestra se

determinaron a una longitud de onda de 750 nm.

3.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON DODECILSULFATO
SODICO (SDS-PAGE)

Las muestras obtenidas luego de la separacién en fracciones DRM y DSM se
incubaron con Aacido tricloroacético (TCA) al 20 % durante 45 minutos en hielo y se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos en una microcentrifuga de mesa refrigerada
(Eppendorf, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Descartado el sobrenadante, al pellet
obtenido se le realizaron dos lavados con 1 ml de acetona, y se lo centrifugé a 14000 rpm
por 10 minutos luego de cada lavado. A continuacién, luego de dejar evaporar la acetona
remanente, el sedimento se resuspendi6 en Buffer Laemmli 2X (Laemmli., 1970) (Tris-Cl
50 mM, DTT 100 mM, docedilsulfato sédico (SDS) 2 %, azul de bromofenol 0,1 %, glicerol
10 %, pH 6,8). La muestra disuelta se desnaturalizé calentando a 100 °C durante 5
minutos (Bermudez et al., 2010; Perillo et al., 2016). Se prepar6 un gel de poliacrilamida
al 10 % con SDS en el que se corrieron posteriormente las muestras. Este consistié en un
gel de corrida, inferior (Acril-Bis 30 %, Buffer Tris 1,6 M pH 8,8, SDS 10 %, persulfato de
amonio (NH4)2S20s8 10 %, N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,04 %), y un gel
concentrador (stacking gel), superior (Acril-Bis 30 %, Buffer Tris 1 M pH 6,8, SDS 10 %,
(NH4)2S205 10 %, TEMED 0,04 %).

51



Metodologia

Las muestras se sembraron en las diferentes calles del stacking gel. La corrida se
realizé6 a 70 V. El gel se reveld utilizando Coomasie Blue (Coomasie Blue R 0,025 %
(disuelto en metanol), metanol 23 % (v/v), acido acético 9,2 % (v/v) y H20) durante toda la
noche a temperatura ambiente y se decoloré posteriormente con una solucién
metanol:acido acético:H20 1:1,5:17,5 hasta visualizar las bandas de proteina. La
distribucién proteica entre las distintas bandas en los geles se analizé utilizando el

programa Imaged (National Institutes of Health, Bethesda, MD).

3.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

Las muestras de liposomas obtenidos luego de los respectivos tratamientos lipidicos
fueron secadas bajo N2 y retomadas en 10 ul de cloroformo para realizar luego una
cromatografia en capa fina (TLC, Thin Layer Chromatography). Se sembraron 0,1 umoles
de cada una de las muestras para garantizar su visualizacion, ademas de los estandares
correspondientes. Para la corrida de las placas se utilizaron dos sistemas de solventes
diferentes. En primer lugar se utilizé cloroformo:metanol:amoniaco (65:25:4, v/v/v), que se
dejé correr hasta aproximadamente la mitad de la placa y permiti6 separar de esa forma
la fosfatidilcolina (PC) de la SM. Luego del secado de la placa se utilizé como segundo
sistema de solventes hexano:éter (60:40, v/v), que se dejé correr hasta el final de la placa
y permitid la resolucion de los esteroles. Para la visualizacién y posterior analisis de los
lipidos, las placas fueron rociadas con una solucién acuosa de 3 % p/v de acetato ciprico y
8 % v/v de acido fosférico, y luego calentadas. Se realizé un analisis semi-cuantitativo de

los resultados obtenidos utilizando el programa Image J 1.43u (NIH, USA).

3.4. MEDICIONES DE FLUORESCENCIA

Los liposomas, las membranas ricas en nAChR, los proteoliposomas de nAChR o
las células expresando el receptor a7 neuronal se resuspendieron en Buffer A (NaCl 150
mM, MgCl: 0,25 mM y Buffer HEPES 20 mM, pH 7,4). Para las membranas ricas en
nAChR y los proteoliposomas se utilizé una concentracion final de 100 pg de proteina/ml
y 20 ng de proteina/ml, respectivamente; para liposomas de sélo lipido se utiliz6 la misma
concentracién de lipidos que la utilizada en los proteoliposomas; y para mediciones con
células se prepararon suspensiones por disgregacién mecanica de las monocapas con una
densidad éptica ~ 0.1. Los estudios fluorimétricos se realizaron en un espectrofluorimetro
SLM modelo 4800 (SLM Instruments, Urbana, IL, E.E.U.U.) utilizando un rayo de luz
polarizada verticalmente generado a partir de una lampara de arco de mercurio/xenén

obtenido con un polarizador Glan-Thompson (ranuras de excitacion y emision de 4 nm).
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Las mediciones se realizaron en cubetas de cuarzo de 1 o de 0,7 cm de paso de luz (volumen
utilizado en cada caso: 2 ml o 800 pl, respectivamente), dependiendo del experimento. En
los casos en que fue requerido, la temperatura se regulé con un bafo termostatizado de

circulacién de agua (Haake, Darmstadt, Alemania).

3.4.. MEDICION DE LA POLARIZACION GENERALIZADA

Para este estudio se utiliz6 la sonda fluorescente Laurdan (Figura 21). El Laurdan
posee un gran momento dipolar, lo que resulta en su capacidad para reportar la cantidad
de moléculas de agua de su entorno (Parasassi et al., 1990). El momento dipolar del
Laurdan se incrementa al excitar a la molécula y genera la reorientacion de los dipolos de
las moléculas del solvente (en este caso, del agua). La energia requerida para la
reorientacion del solvente disminuye el estado de energia excitado, lo que se refleja en un
cambio del espectro de emisién del Laurdan. La cantidad de agua en la membrana ha sido

de esta manera correlacionada con el empaquetamiento lipidico y la fluidez de la misma.
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Figura 21. Estructura quimica del Laurdan.

Las muestras de liposomas o de membranas ricas en nAChR se marcaron con
Laurdan. A cada muestra se le agregd una solucién de la sonda fluorescente disuelta en
etanol de manera tal de obtener una concentracién final de sonda de 0,6 pM (la
concentracion de solvente organico fue en todos los casos menor al 0,1 % v/v). Las muestras
se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente por 45 minutos. Tanto a los liposomas
como a las membranas ricas en nAChR se les realizaron luego los tratamientos
correspondientes para generar los cambios lipidicos deseados y se incubaron durante al
menos 15 minutos antes de efectuar las mediciones de fluorescencia.

Se obtuvieron espectros de emisién de fluorescencia de la sonda Laurdan mediante
la excitacién directa de la sonda (longitud de onda de excitacién de 360 nm). Con cada uno
estos espectros se calculé un valor de polarizacién generalizada (GP) utilizando la

siguiente féormula:

53



Metodologia

GP = 434 — I490

T434 + T490

donde Is4 y Is90 son las intensidades de emision de la sonda a las longitudes de onda
caracteristicas de las fases gel y liquido-cristalina, respectivamente (Parasassi et al., 1990,
1991).

Los valores de GP pueden variar entre -0,2 y 0,6. Un valor alto de GP se asocia con
una baja fluidez, baja polaridad y/o alto contenido de Col en las membranas, lo que indica
un mayor orden de membrana. Un valor bajo de GP indica lo contrario, es decir, un mayor

desorden de la membrana (Yu et al., 1996).

3.4.2. MEDICION DE LA ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA

Para los estudios de anisotropia se utilizaron las sondas fluorescentes DPH, la cual
se localiza en el centro hidrofébico de la membrana, y TMA-DPH, la cual se localiza en la
bicapa externa (interfase agua/bicapa) y permite de esta forma sensar las regiones

superficiales més ordenadas de la membrana (Figura 22).
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Figura 22. Estructura quimica del DPH y del TMA-DPH.

La anisotropia de fluorescencia se produce cuando la luz que emite un fluoréforo
posee diferentes intensidades en diferentes ejes de polarizacién. Cuando se aplica luz
polarizada a un grupo de fluoréforos (en este caso DPH y TMA-DPH) orientados al azar,
la mayor parte de las moléculas que se excitan van a ser las que se encuentren orientadas
dentro de un rango especifico de angulos con respecto a la polarizacién aplicada. Si estas
moléculas no se mueven, la luz que emitan va a ser paralela a la de excitacién (anisotropia

intrinseca = ro). Cuando el fluoréforo, en cambio, tiene la posibilidad de cambiar su
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orientacién antes de emitir fotones, la luz emitida va a tener una direccién diferente a la
de excitacion y entonces el grado de polarizacién de la luz emitida se reduce.

Las longitudes de onda de excitacién y emisién utilizadas fueron 365 y 425 nm,
respectivamente. Las mediciones de fluorescencia para calcular la anisotropia (r) se
realizaron en un formato T con filtros Schott KV418 en los canales de emisién. El valor de

r se obtuvo segun la siguiente formula (Shinitzky y Yuli, 1982):

r= (Iv/Ihv - (Iv/Ih)h
(Iv / Th)v + (Iv / Th)h

donde (Iv/ Ih)v y (Iv/Ih)h son la relacién entre la luz emitida vertical u horizontalmente
polarizada y la luz de excitacion vertical u horizontalmente polarizada, respectivamente.
En sistemas bioldgicos el valor de r puede variar entre -0,2 y 0,4, donde los valores mas

altos denotan un orden estructural de los lipidos mayor (Lakowicz et al., 1983).

Para estos experimentos, los liposomas se marcaron con la sonda fluorescente DPH
o con la sonda TMA-DPH. A cada muestra se le agregd una alicuota de una soluciéon de
DPH o de TMA-DPH disuelta en dimetilsulf6xido (DMSO) para obtener una concentracién
final de 0,6 pM (la concentracién de solvente organico fue en todos los casos menor al 0,1
% v/v), (Antollini y Barrantes, 1998; Perillo et al., 2012). Las muestras fueron incubadas
en la oscuridad a temperatura ambiente por al menos 20 minutos. Luego, los liposomas
fueron tratados de la manera correspondiente para generar los cambios lipidicos deseados
y se incubaron durante al menos 15 minutos mas antes de realizar las mediciones de

fluorescencia.

3.4.3. MEDICIONES DE FLUORESCENCIA CON CRISTAL VIOLETA

El colorante fluorescente CrV (Figura 23), perteneciente a la familia de compuestos
amino-triarilmetano, se comporta como un bloqueador del canal i6nico del nAChR cuando
este se encuentra en el estado abierto (bloqueador de canal abierto) y posee una alta

afinidad por el nAChR en su estado desensibilizado (Lurtz y Pedersen, 1999).

55



Metodologia

HaC. 7 -CHs

Gy o
o T O

CH3 CHS

Figura 23. Estructura quimica del CrV.

Las suspensiones de membranas ricas en nAChR en Buffer A (100 pg de
proteina/ml) fueron tratadas para generar los cambios lipidicos correspondientes o
incubadas durante 15 minutos con los compuestos a testear. A continuacién, para
determinar las posibles alteraciones funcionales del nAChR, se evalué la capacidad de la
carbamilcolina (carb, agonista del nAChR) de generar un cambio conformacional del
nAChR desde el estado de reposo (R), de baja afinidad por el CrV, a un estado
desensibilizado (D), de alta afinidad por el CrV (Lurtz y Pedersen, 1999). Para tal fin,
posteriormente a los tratamientos, las membranas ricas en AChR de T. californica se
incubaron con 1 mM de carb durante 15 minutos. Se realiz6é luego una titulacién de las
membranas con concentraciones crecientes (desde 5 nM a 1400 nM) de CrV disuelto en
Buffer A. Luego de cada agregado de CrV, las muestras se incubaron por 15 minutos y se
obtuvieron los espectros de emision de fluorescencia del CrV. La longitud de onda de
excitacién fue 600 nm y los espectros de emisién de fluorescencia se obtuvieron desde 605
a 700 nm. A cada espectro de fluorescencia obtenido se le rest6 la fluorescencia inespecifica
previa al agregado de CrV. Para determinar las constantes de disociacién (KD) del CrV del
nAChR se midié la intensidad maxima de CrV (a 623-625 nm) de cada uno de los espectros
y se graficaron los valores en funcion de la concentracion molar del CrV agregado. La curva
sigmoidea resultante se ajust6 con la funcién de Boltzmann y se calcularon los valores de

KD (Fernandez Nievas et al., 2008) (Figura 24).
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Figura 24. Grafico representativo de las curvas obtenidas para el NAChR en estado D y R luego de la titulacion con
CrVv.
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3.4.3. MEDICIONES CON a-BUNGAROTOXINA FLUORESCENTE

La o-BTX es un antagonista de los nAChRs, a los cuales se une de forma
irreversible y competitiva. Al estar conjugada con la sonda Alexa-488, es posible relacionar
la intensidad de fluorescencia con la cantidad de sitios de union de a-BTX sobre el nAChR.

En los estudios realizados con membranas ricas en AChR de T. californica, se
preparé una suspension de membranas en buffer A en una concentraciéon de 100 pg
proteina/ml. En los estudios realizados con células BOSC 23 que expresaban el receptor
a7 neuronal, estas se resuspendieron en PBS (Bouzat et al., 1994; Corradi et al., 2007). En
ambos casos se realiz6 una incubacion durante 20 minutos con concentraciones crecientes
de cafeina (0,1, 0,3, 1, 5 0 10 mM), con galantamina (0,3 y 1 mM) o con carb (10mM). Cada
condicién fue luego incubada con 10 nM de Alexa 488-aBTX durante 30 minutos. La unién
de a-BTX al AChR fue finalizada por centrifugacion a 12000 rpm durante 1 minuto, la cual
se repitio 3 veces. Las muestras fueron resuspendidas en 200 ul de PBS. La bungarotoxina
fluorescente Alexa 488-aBTX fue excitada a 488 nm, y el espectro de emisién se colectd
desde 500 a 600 nm. Se obtuvo, en primer lugar, una emisién de fluorescencia basal en
ausencia de toxina fluorescente, cuyo valor fue luego restado a cada espectro de emisién

obtenido en presencia de Alexa 488-aBTX y se tomé la intensidad maxima a 520 nm.

3.5. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DE MISCIBILIDAD DE GUVs

GUVs de DOPC:Col:eSM (1:1:1), conteniendo o no el péptido yTM4 (L:P 250:1),
fueron colocados en una camara conectada a un termostato, a la que se le controld la
temperatura mediante circulaciéon de agua (Kubsch et al., 2016, 2017). La temperatura
inicial fue seteada a 22 °C, temperatura a la cual todas las vesiculas presentaron
separacion de fases y fue incrementandose de a 2 °C. Los GUVs fueron incubados por 3
minutos una vez alcanzada la temperatura deseada, y luego se conté la cantidad de
vesiculas con separacion de fases de un total de 100 vesiculas cada vez. La fraccién de
vesiculas homogéneas a cada temperatura fue graficada en funcién de la temperatura (°C)
y ajustada a un modelo sigmoideo de Boltzmann. Dado que existe un comportamiento
sigmoideo, se consideré como O (el numero de vesiculas homogéneas) a temperaturas
inferiores a 22 °C, y como 1 a todas las temperaturas mayores a la temperatura en la cual

se observaron sélo vesiculas sin separacién de fases.
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3.6. RECUPERACION DE LA FLUORESCENCIA TRAS FOTOBLANQUEO (FRAP) EN

GUVs

Las mediciones de FRAP fueron hechas en los dominios desordenados de GUVs de
DOPC:Col:eSM (1:1:1) en tres condiciones diferentes: 1) vesiculas sin el péptido yTM4, ii)
vesiculas con yTM4 (L:P 250:1), y iii) vesiculas con yTM4 (L:P 125:1), utilizando un
microscopio confocal Leica TCS SP8 con un objetivo de inmersién en agua HC PL APO
CS2 63x/1,20. Se registraron imagenes de 256 x 256 pixeles a 1000 Hz. La sonda Dil-C18
fue excitada con un laser de 561 nm, y la sefal de fluorescencia fue colectada a 567-606
nm. El tamano de la apertura fue de 1 disco de Airy. El fotoblanqueo se llev) a cabo a 505
ms a una intensidad del laser del 100 % utilizando una regién circular de interés (ROI)
con un radio nominal r»= 2,5 um. El coeficiente de difusion, D, fue calculado como D=
re2+rnZ/ 8ti2, donde re y rn son el radio efectivo y el radio nominal, respectivamente, y tiz

es el tiempo medio de recuperacién de fluorescencia del Dil-C18 (Kang et al., 2012).

3.7. ESTUDIOS DE INHIBICION DE LA ACETILCOLINESTERASA

La actividad de ACE fue determinada utilizando el método de Ellman (Ellman et
al., 1961). La enzima ACE hidroliza la ACh, lo que resulta en la formacién del producto
tiocolina, la cual reacciona con el reactivo de Ellman (5,5-ditiobis-(2-4cidonitrobenzoico),
DTNB) produciendo un disulfuro mixto y acido 5'-tio-2-nitro-benzoico (TNB), un producto
amarillo que puede ser detectado a 405 nm (Figura 25).

El DTNB fue disuelto en buffer fosfato pH 7 conteniendo NaHCO3 para obtener una
solucidén stock que fue diluida al momento de su uso con buffer fosfato pH 8 para obtener
DTNB 0,25 mM. La reaccién enzimatica fue iniciada por el agregado de 20 pl de
acetiltiocolina 75 mM, cuya hidrdélisis fue cuantificada mediante la medicién de valores de

absorbancia a 405 nm cada 10 segundos durante 180 segundos.

Figura 25. Reaccion colorimétrica mediante el método de Ellman. EI DTNB reacciona con un tiol, en este caso
de la tiocolina, dando como productos de reaccién un disulfuro mixto y TNBZ,
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Para determinar el ICso (concentracién a la cual se observa un 50 % de hidrélisis
del sustrato), los valores correspondientes a los porcentajes de hidrdlisis obtenidos
inmediatamente luego del agregado de acetiltiocolina fueron graficados en funcién del
logaritmo de la concentraciéon de los extractos o los compuestos estudiados. La curva
sigmoidea resultante fue ajustada utilizando la funciéon de Boltzmann, obteniéndose el

valor de ICso para cada situacién experimental.

3.8. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS PRESENTES
EN LOS EXTRACTOS DE C. sinensis

La identificacion del compuesto activo presente en el correspondiente sub-extracto
se realiz6 en el laboratorio de la Dra. Ana Paula Murray (Departamento de Quimica,
Universidad Nacional del Sur). Luego de realizado el fraccionamiento bioguiado de un
extracto de C. sinensis con solventes de polaridad creciente (hexano, DCM, acetato de etilo
y butanol), se conservé el subextracto que mostré actividad y se lo sometié a una columna
cromatografica de Silica gel 60 (70x230 mesh, Merck). Entre las fracciones obtenidas, solo
una mostré actividad sobre la ACE. A dicha fraccién activa se le realizé luego una
separacion por TLC. La cromatografia fue realizada en hojas de Silica gel 60 F524 (0,2mm
de ancho, Merck) y las bandas fueron detectadas utilizando p-anisaldehido-acético. La
caracterizacién de la estructura del compuesto activo aislado fue realizada por
espectroscopia NMR. Los espectros de NMR fueron obtenidos en un espectrometro Bruker
ARX300 (300 MHz y 75 MHz para 'H y !3C respectivamente). Se utilizé6 como solvente

CDCls con tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

3.9. EXPERIMENTOS DE ELECTROFISIOLOGIA

Para obtener registros de canal Unico (en la configuracion cell-attached) o de
corrientes macroscopicas (en la configuraciéon whole-cell) por medio de la ténica patch-
clamp, se utilizaron células BOSC 23 expresando los nAChRs muscular o neuronal a7, o
el receptor 5HT3A(uc), 2 o 3 dias luego de haber sido transfectadas con las subunidades

correspondientes (Figura 26).
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Cell-attached Whole-cell
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Figura 26. Detalle de las distintas configuraciones utilizadas en la técnica de patch clamp. Los circulos naranjas
representan las moléculas de agonistas y/o moduladores empleados.

3.9.1. REGISTROS DE CANAL UNICO

Los registros de canal tnico fueron obtenidos en la configuracion cell-attached. La
composicién del buffer extracelular fue: KCl 142 mM, NaCl 5,4 mM, CaCl: 1,8 mM, MgCl2
1,7 mM y HEPES 10 mM, con un pH de 7,4 cuando se trabajé con nAChR, y KCl 142 mM,
NaCl 5,4 mM, CaClz 0.2 mM y HEPES 10 mM con un pH de 7,4 cuando se trabajé con el
receptor 5-HT3Amc.

Las soluciones de pipeta fueron preparadas en el mismo buffer extracelular, y
contuvieron los agonistas y/o compuestos a probar. Todos los registros de canal tnico
fueron obtenidos a temperatura ambiente y a un potencial de membrana de -70 mV. Para
esto se utilizé un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices Corp, CA), los registros
fueron digitalizados a intervalos de 5 us y 200 kHz y filtrados a una frecuencia de 10 kHz
mediante una interfaz Instrutech ITC-18 (HEKA Instruments Inc.). Los registros fueron

adquiridos mediante el software Acquire (Bruxton Corp, Seattle, WA).

Los registros obtenidos fueron idealizados utilizando el programa QuB 2.0.0.28

(www.qub.buffalo.edu), con la aplicacion previa de un filtro digital de 9 kHz (o 3 kHz en

los registros en los cuales se habia utilizado PNU) para facilitar el analisis. Los eventos
de apertura y cierre de los canales se detectaron e idealizaron mediante el criterio del
umbral de amplitud media. A partir de ellos, se obtuvieron histogramas de tiempos de
estados abiertos y cerrados. Para la obtencién de las duraciones de dichos tiempos se
utiliz6 el método del intervalo de la maxima probabilidad (funciéon MIL, mdximum interval
likelihood) del programa QuB, el cual, en base a un modelo cinético, aproxima las curvas
tedricas que mejor representen los histogramas experimentales (Qin et al., 1997, 1996).
Para este ajuste se fij6 un valor de duracién minima detectable, o dead time, de 0,03 ms

para el nAChR muscular y el receptor 5-HT3Anc, y de 0,03 ms o 0,1 ms para el nAChR
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neuronal a7 en ausencia o presencia de PNU, respectivamente. Para el receptor muscular,
el mejor ajuste fue obtenido con el modelo cinético clasico reportado previamente (Bouzat
et al., 1994; Corradi et al., 2007). Para el receptor a7, este analisis fue realizado agregando
secuencialmente un estado abierto y/o cerrado a un modelo inicial cerrado = abierto de
modo de lograr la mejor aproximacién del histograma experimental correspondiente. Los
modelos obtenidos para este receptor contaron con 4 o 5 estados cerrados y 2 o 3 estados
abiertos cuando los registros fueron obtenidos con ACh o cafeina como agonista y PNU
como modulador, o 3 estados cerrados y 1 o 2 estados abiertos cuando los registros fueron
obtenidos en presencia de acetilcolina o cafeina y en ausencia de PNU (Bouzat et al., 2008;
daCosta y Baenziger, 2009). Para el receptor de serotonina, el mejor ajuste fue obtenido
en todos los casos con el modelo cinético reportado previamente para el receptor 5-HT3A

de ratén (Corradi et al., 2014).

Los clusters fueron identificados como una serie de eventos de apertura sucesivos
de una misma molécula de receptor separadas por cierres breves, precedidos y seguidos
por cierres mas largos que una duracion critica (terit). Las duraciones criticas calculadas
a partir de la funcién MIL fueron diferentes para cada uno de los receptores estudiados.
Los tiempos criticos obtenidos para el receptor muscular (interseccién entre el segundo y
el tercer componente del histograma de estados cerrados) fueron de aproximadamente 15
ms, mientras que los obtenidos para el receptor neuronal a7 en presencia de PNU
(interseccién entre el tercer y el cuarto componente) fueron de aproximadamente 60 ms.
Para el receptor de 5-HTs3, los tiempos criticos obtenidos (interseccidon entre el tercer y el

cuarto componente cerrado) fueron de aproximadamente 20 ms.

3.9.2. REGISTROS DE CORRIENTES MACROSCOPICAS

Las corrientes macroscopicas se obtuvieron en la configuracién de célula entera o
whole-cell. La composicion del buffer de pipeta (intracelular) fue: KCl 134 mM, HEPES 10
mM, EGTA 5 mM y MgCl2 1 mM con un pH de 7,4. La solucién extracelular contenia: NaCl
150 mM, HEPES 10 mM, CaClz 1,8 mM y MgCl2 1,0 mM con un pH de 7,4 para los casos
en que se trabajo con el nAChR, y NaCl 150 mM, CaCl20,5 mM y HEPES 10 mM con un
pH de 7,4 cuando se trabajé con receptor 5HT3AHC.

Para realizar los experimentos se utilizé6 un sistema de perfusion formado por
reservorios que contenian las soluciones, valvulas de control manual, un controlador de
valvulas de 4 canales (ALA, Scientific System) y tres tubos de silicona (didmetro interno
0,3 mm, Cole-Parmer) colocados dentro de la capsula y orientados hacia la célula (Liu and

Dilger, 1991; DaCosta et al., 2011).
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Los registros se obtuvieron empleando los mismos instrumentos que en la
configuracion cell-attached, a un potencial de membrana de -50 mV, filtrandose a 5 kHz y
digitalizandose a 20 kHz. Los tiempos de activacién de las distintas valvulas y la
adquisicién de las sefnales de corrientes macroscépicas se realizaron mediante el programa
WinWCP 5.3.2 (University of Strathclyde, Glasgow, Escocia) y se analizaron empleando el
programa Clampfit 10.7.0.3 (Molecular Devices, San José, CA).

A partir de las corrientes macroscopicas obtenidas analizamos el pico de corriente,
el rising time (que corresponde al tiempo que tarda la respuesta en llegar de un 10 a un
90 % de la respuesta total, tio-90 %), y el tiempo de decaimiento, obtenido por el ajuste de
las corrientes con la funcién:

ly=loexp(-t/tq)+loo

donde I° e Io corresponden a los valores del pico y del estado basal (en pA),

respectivamente, y tq es la constante del tiempo de decaimiento (en ms).

3.10. MODELADO MOLECULAR Y DOCKING

Para los estudios con la ACE se utilizé la estructura 4EY7, que corresponde a ACE
humana cristalizada con donepezilo (Cheung et al. 2012). Para los estudios con el nAChR
de ratén se crearon modelos por homologia del dominio extracelular de las subunidades
adyacentes correspondientes a los sitios de unién de ACh (a1/8 y al/e). Para los modelos
correspondientes al receptor con el C-loop cerrado se utilizé la estructura del receptor
nicotinico humano a482 unido a nicotina (Protein Data Bank code -PDB- 5KXI, Morales-
Pérez et al., 2016). Para los modelos correspondientes al receptor con el C-loop
parcialmente cerrado se utilizé la estructura de la quimera a7/AChBP (acetylcholine
binding protein) cristalizada con el agonista parcial lobelina (PDB 5AFM, Spurny et al.,
2015). Las secuencias de aminoacidos fueron alineadas usando ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y el modelado fue realizado usando
MODELLER 9.19 (https://salilab.org/modeller/) (Sali et al., 1995). Cada modelo se evalué
con DOPE (Discrete Optimized Protein Energy; Shen y Sali, 2006) y se confirmé que mas
del 90 % de los residuos se encontraban dentro de las regiones permitidas del
correspondiente grafico de Ramachandran con PROCHECK (Lakowski et al., 1996).

Para realizar el docking proteina-ligando se utilizé el programa AUTODOCK 4.2
(Morris et al., 2009). Para los experimentos sobre la estructura de la ACE se defini6 la

regiéon a evaluar con una grilla que abarcé toda la molécula. Para el docking sobre los
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modelos del receptor nAChR de ratén se definié una grilla de 62x62x62 puntos y 0,375 de
espaciado en la regién que corresponde al sitio de unién de la ACh en las dos interfases
(a1/6 y al/e) de forma tal que los residuos reportados como implicados en la unién y
activaciéon del receptor quedaran contenidos en la regién a evaluar. Se realizaron 3
experimentos de 50 corridas cada uno para cada condicién. Las distintas conformaciones
obtenidas en cada experimento se agruparon segin la similitud estructural en base al
valor de desviacién cuadratica media de sus 4tomos con un criterio de corte de 2 A. La
conformaciéon que mejor representd la unién del correspondiente ligando con su sitio de
unioén fue graficada con Discovery Studio Visualizer 4.5 (Dassault Systemes BIOVIA, San

Diego, 2016).

3.11. ANALISIS ESTADISTICO

Las comparaciones entre grupos de resultados se realizaron utilizando la prueba
estadistica de analisis de la varianza unidireccional, conocida como one-way ANOVA. En
el caso de las mediciones de canal unico, el andlisis estadistico se realizé utilizando el test
de Student. Todos los datos estan expresados como promedio + desvio estandar (D.S.) de
experimentos independientes. “*’= p<0,05; “**’= p<0,001. Las comparaciones entre dos
lineas de datos se realizaron mediante la prueba ANCOVA (anélisis de covarianza). Antes
de este analisis, se asegur6 que la varianza en los dos grupos de datos a comparar fuera la
misma. La hipdtesis nula estandar establece que para que dos lineas de datos sean iguales,
sus pendientes deben ser iguales. De lo contrario, las lineas son diferentes. Aqui, la
hipétesis nula fue rechazada con un valor de p <0,05. Cuando se encontr6 que las

pendientes eran las mismas, se llevé a cabo una investigacién adicional de las diferencias

en las medias utilizando la prueba de intersecciones iguales.
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INTRODUCCION

La interaccion lipido-proteina a nivel de membrana es un area importante de
investigacion dada su implicancia en una enorme cantidad de procesos tanto fisiolégicos
como patolégicos. En particular, la neurotransmisién involucra receptores que son
proteinas integrales de membrana, las cuales se encuentran en intimo contacto con los

lipidos que las rodean, como es el caso de los nAChRs.

Los componentes de las membranas bioldgicas estan distribuidos asimétricamente
entre las dos hemicapas. Tanto las proteinas como los carbohidratos presentan una
asimetria absoluta, mientras que la mayoria de los lipidos estan presentes en ambas
hemicapas, pero en distintas concentraciones (Rothman y Lenard, 1977; Lin y London,
2014), hecho importante para el correcto funcionamiento celular. La hemicapa externa de
la membrana se encuentra principalmente enriquecida en PC y SM, mientras que los
lipidos que contienen aminas (como la fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS))
se encuentran preferentemente en la hemicapa citoplasmatica o interna de la membrana
celular (Schroit y Zwaal, 1991). El Col, que comprende cerca del 40 mol % de los lipidos de
la membrana plasmatica (Wood et al. 1989), también se encuentra distribuido
asimétricamente entre ambas hemicapas. La hemicapa interna, o citoplasmatica, de las
membranas contiene cerca del 85 % del Col total (Schroeder 1985; Wood et al. 2002). Dado
que el Col tiene una velocidad de flip-flop menor a 1 segundo (Steck et al., 2002), se
esperaria que tuviera una distribucién simétrica entre ambas hemicapas, pero se ha
demostrado que, dependiendo del tipo celular estudiado, el Col se distribuye de manera
asimétrica (McIntosh, 2003). Sin embargo, esta distribucién depende fundamentalmente
de la afinidad del Col por los otros lipidos y proteinas que componen la membrana de cada

célula.

A nivel del SNC se ha visto que la composiciéon y organizaciéon de las membranas
cambia durante el envejecimiento y en distintas patologias. Las primeras evidencias de
que la composiciéon lipidica de las membranas en el cerebro cambia a lo largo de la vida de
una persona fueron presentadas por Burger y Seidel (Burger y Seidel, 1958) y por Rouser
y Yamamoto (Rouser y Yamamoto, 1968). En 1994, Svennerholm y colaboradores
analizaron la corteza temporal y frontal y la materia blanca de cerebros obtenidos de
sujetos de entre 20 y 100 afios que fallecieron de muerte natural. Demostraron una
disminucién moderada de lipidos, fundamentalmente Col, luego de la segunda década de
vida, y cambios mas pronunciados a partir de los 80 afos. Estos cambios que ocurren en

condiciones fisiolégicas influencian la transmisién colinérgica alterando la comunicacion
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sinaptica (Svennerholm et al., 1994). Existen ademas diversos cambios en la composicién
de las membranas bioldgicas, asi como también en la asimetria de los lipidos de las mismas
y en las interacciones entre los lipidos y las proteinas que la componen, que han sido

asociados a distintas enfermedades, entre ellas la EA (Fabiani y Antollini, 2019).

En cuanto al nAChR, ademas de los cambios fisiolégicos y/o patoldgicos
mencionados, el entorno lipidico del mismo cambia a lo largo de su trafico desde las
membranas intracelulares, donde es sintetizado, hacia los distintos sitios sindpticos en la
membrana plasmatica (Baenziger et al., 2015). Ademas, estd ampliamente documentada
la dependencia de la presencia de ciertos lipidos en su entorno inmediato,
fundamentalmente Col y fosfolipidos anidnicos, para su correcto funcionamiento, y el
hecho de que distintas perturbaciones de dicho entorno llevan a alteraciones en la funcion
del receptor (Criado et al., 1984; Fong y McNamee, 1986; Antollini et al., 1996; Baenziger
et al., 2000; daCosta y Baenziger 2009; Sturgeon y Baenziger, 2010; daCosta et al., 2013;
Baenziger et al., 2017). Es por todo esto que resulta de gran interés conocer cémo la
presencia o ausencia y la localizacién de distintos lipidos afectan tanto la correcta
localizacién de los receptores en la sinapsis como su funcién.

El estudio de las membranas in vivo no es una tarea facil. Las membranas modelo
son consideradas aproximaciones razonables de las membranas celulares y es por eso que
se usan como modelo de estudio de las membranas nativas ya que permiten estudiar mas
facilmente la organizaciéon de las mismas. La posibilidad de reconstituir al nAChR en
sistemas modelo de composicién lipidica definida permite estudiar la importancia del
entorno lipidico sobre la funcionalidad del mismo. Teniendo en cuenta que el nAChR
muscular ha sido el modelo para la mayoria de los estudios tanto biofisicos como
farmacolégicos de toda la familia de receptores nicotinicos, los distintos experimentos en

este capitulo se realizaron utilizando el nAChR muscular.
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OBJETIVOS

Conociendo que el nAChR es una proteina transmembrana cuya actividad esta
intimamente condicionada por su entorno lipidico, y que durante el envejecimiento y en
ciertas patologias neurodegenerativas, tal como la EA, las membranas plasmaticas
cambian tanto su composicién lipidica como su organizacién, siendo el Col uno de los
lipidos trascendentales en dichos cambios, el OBJETIVO GENERAL del capituloI de la
Tesis fue estudiar la influencia de diferentes modificaciones del Col de membrana sobre el
nAChR muscular. Dada la complejidad de las membranas celulares, en este capitulo de la
Tesis elegimos recurrir a diversos sistemas modelo, reduccionistas, que nos permitieron

explorar y entender interacciones intermoleculares especificas.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS del presente capitulo fueron:

e Estudiar en LUVs y en membranas ricas en nAChR de T. californica las posibles
consecuencias en las propiedades biofisicas de la membrana producidas por
alteraciones del Col, ya sea un aumento del mismo, su transformacién a

colestenona o la incorporaciéon de CHEMS en la hemicapa externa.

¢ LEstudiar en sistemas modelo en presencia de nAChR (membranas ricas en nAChR
de T. californica) las posibles perturbaciones del equilibrio conformacional del

receptor por alteraciones del Col de la membrana.

e Estudiar en lineas celulares que expresan heterdlogamente al nAChR muscular
las posibles implicancias de alteraciones del Col de la membrana sobre la

funcionalidad del mismo.

e LEstudiar en sistemas modelo en presencia de nAChR (LUVs con nAChR purificado
de membranas de 7. californica) la distribucién, localizaciéon o preferencia del

nAChR por dominios Lo y/o Ld.

e Para profundizar los resultados obtenidos a partir del objetivo anterior, en este
ultimo objetivo nos propusimos utilizar GUVs, sistemas modelo de membrana de
tamano celular (Walde et al. 2010; Dimova, 2019), para estudiar mediante

microscopia de fluorescencia posibles cambios ocasionados por alteraciones del Col
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en la forma, las propiedades mecanicas y las caracteristicas fisicoquimicas de
membranas biolégicas, y como esto repercute sobre la distribucion, localizaciéon o
preferencia de un péptido sintético representativo del nAChR por dominios Lo y/o

Ld.
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RESULTADOS

Con la intencién de estudiar la importancia de la presencia y localizacién del Col
de membrana en relacién al nAChR, trabajamos con diferentes sistemas modelos a los que
enfrentamos a distintos tratamientos a fin de modificar la condicion inicial de Col. Los
sistemas de estudio utilizados fueron LUVs de solo lipidos o reconstituidos con nAChR
purificado, GUVs conteniendo o no un péptido sintético correspondiente al segmento TM4
de la subunidad y del nAChR, membranas de 7. californica ricas en nAChR y lineas

celulares expresando heterélogamente el nAChR muscular.
A estos sistemas modelo se les realizaron distintos tratamientos:

1) Se aumenté la cantidad de Col en la membrana por incubacién de los mismos en
una solucién conteniendo Col;

11) Se aument6 la cantidad de esteroles en la membrana por incubacién de los
mismos en una solucién conteniendo CHEMS, molécula similar al Col pero con un grupo
succinato cargado negativamente que lo posiciona cerca de la interfase lipido-agua y lo
concentra en la hemicapa externa (Kulig et al., 2014);

111) Se oxid6 parte del Col de la membrana a colestenona por accién de la enzima

colesterol oxidasa (Cox).

1. MODIFICACIONES DEL CONTENIDO DE COLESTEROL

Para garantizar que los diferentes tratamientos estuvieran efectivamente
produciendo los cambios buscados, comparamos la composiciéon lipidica de los LUVs
(POPC:Col:bSM (1:1:1)) sin nAChR antes y después de dichos tratamientos mediante la
extraccion de lipidos y su posterior separacion por TLC. Esta técnica nos permitio

visualizar e identificar los lipidos presentes en las distintas muestras.

La imagen de las placas de TLC muestra que los tratamientos utilizados
ocasionaron variaciones en la composicién de los LUVs con respecto a la situacion inicial
(Figura 1 A). A partir de las placas se realizé un analisis semi-cuantitativo utilizando el
programa Image J 1.43u (NIH, USA). Los resultados fueron expresados y graficados como
la relaciéon Col/SM (Figura 1 B). Se pudo confirmar que todos los tratamientos produjeron
cambios estadisticamente significativos con respecto a la cantidad de Col en la situacién
control. Se comprob6 un aumento cuando se incubaron los LUVs con Col. Luego de la

incubacién con CHEMS, la cantidad de Col se mantuvo igual que en la situacién control y
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se observé ademas la presencia de CHEMS, resultando en un incremento de casi un 70 %
en la presencia de esteroles totales en la membrana. El tratamiento con la enzima Cox
llevé a una disminucion aproximada del 25 % en la cantidad de Col y a la apariciéon de
colestenona, lo que se condice con la conversién de parte del Col a colestenona por la accion

de dicha enzima.
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Figura 1. Composicion lipidica de los extractos de liposomas de POPC:Col:bSM (1:1:1) antes y después de
los distintos tratamientos. A) TLC representativa de las distintas condiciones. B) Relacion Col/bSM para cada
una de las condiciones: situacién control, agregado de més Col, agregado de CHEMS e incubacién con Cox.
Cada columna representa la media = D.S. de tres experimentos independientes. “*”= p<0,05.

2. MODIFICACIONES DEL ORDEN DE MEMBRANA

Para estudiar si el orden de membrana se vio modificado luego de los distintos
tratamientos, realizamos experimentos de anisotropia de fluorescencia utilizando las
sondas fluorescentes DPH y TMA-DPH, y experimentos de GP utilizando la sonda
fluorescente Laurdan. E1 DPH es una molécula hidrofébica que se localiza en la zona de

las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos. De esta manera, esta sonda permite obtener
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informacién sobre el orden y el empaquetamiento de las mismas en la parte méas interna
de la bicapa. E1 TMA-DPH posee un grupo nitrogenado unido a la estructura basica del
DPH que provoca que esta sonda se localice en una zona mas préxima a la interfase agua-
lipido del liposoma o membrana y, por lo tanto, permite obtener informacién de una zona
mas superficial de la membrana. Al poseer una carga positiva, una vez agregada a los
LUVs, la molécula del TMA-DPH permanece mayoritariamente en la hemicapa externa
(Lentz et al., 1993; Lee y Lentz, 1997). La sonda Laurdan posee un grupo polar dimetil
amino que ancla a la molécula superficialmente en la membrana (Antollini et al., 1996),
pudiendo ubicarse tanto en la hemicapa interna como en la externa. Tiene la capacidad
de sensar las moléculas de agua presentes en la membrana (Yu et al., 1996), estando dicha
presencia condicionada por el orden de la misma. De esta manera, la molécula Laurdan
actua como un indicador o reportero del orden de los lipidos presentes en la membrana
(Parasassi et al., 1991, 1994; Antollini et al., 1996; Antollini y Barrantes, 1998). El
aumento de los valores tanto de r como de GP se correlaciona con un aumento en el orden
de membrana, mientras que una disminucién de dichos valores con un menor orden de
membrana (Barshtein et al., 1997; Antollini y Barrantes, 1998; Harris et al., 2002;
Jaikishan et al., 2010; Seel et al., 2020). A fin de interpretarlos en conjunto y siempre que

sea posible, hablaremos de valores de orden de membrana r/GP.

Para estos estudios trabajamos tanto con LUVs de lipidos sintéticos como con
membranas ricas en nAChR, obteniendo resultados cualitativamente similares en ambos
casos. Cuantitativamente, los valores de r/GP fueron mayores en membranas nativas que
en sistemas modelo, posiblemente debido a su composicién mas compleja y a la presencia
de proteinas (Tabla 1). En todos los casos se observd, ademds, que los valores de
anisotropia correspondientes a TMA-DPH fueron mayores que los obtenidos con DPH
debido a que, al localizarse el TMA-DPH maés externamente en la membrana, esta sonda

se encuentra de por si en un entorno mas ordenado.

Se observé que al incubar las membranas con Col los valores de r/GP fueron
similares a los obtenidos en la situacién control (Tabla 1). Este resultado indica que a pesar
de que hubo una incorporacién efectiva de Col con un incremento aproximado del 50 %, tal
como se puede apreciar en la figura 1, este incremento no llevé a un mayor orden de
membrana, posiblemente debido a que habria una cantidad maxima de Col para afectar
dicho orden y cantidades mayores no tendrian efecto, es decir, se llegaria a una saturacién.
Soto-Arriaza y colaboradores observaron que el Col lograba un maximo efecto en las
propiedades de membranas de sistemas modelo binarios o ternarios cuando estaba en un

33 mol %, lo que coincide con la concentracion de Col en nuestro sistema modelo control
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(Soto-Arriaza et al., 2013). Resultados similares se observaron al transformar
aproximadamente el 25 % del Col a colestenona por incubacién con la enzima Cox; los
valores de r/GP obtenidos fueron similares a los de la situacién control (Tabla 1). Si bien
el tratamiento con la enzima no cambid la cantidad absoluta de moléculas, parte de las
moléculas de Col fueron oxidadas, modificacién que evidentemente no afecté el orden de

los lipidos de la membrana medido por estas técnicas.

Liposomas Membranas
DPH TMA-DPH Laurdan Laurdan
Control 0,2851 + 0,3254 + 0,3455 + 0,4651 +
0,0004 0,0007 0,0106 0,0042
+ Col 0,2669 * 0,3269 + 0,3055 * 0,4565 *
0,0011 0,0012 0,0134 ** 0,0091
+ CHEMS 0,3220 + 0,3811 + 0,4081 + 0,5052 +
0,0031 ** 0,0012 ** 0,0015 ** 0,0042 **
+ Cox 0,2853 + 0,3288 + 0,3335 £ 0,4645 +
0,0015 0,0021 0,0063 0,0007

Tabla 1. Valores de anisotropia de fluorescencia (DPH y TMA-DPH) y polarizacién generalizada (Laurdan)
obtenidos a partir de LUVs y de membranas ricas en nAChR de T. californica antes y después de los distintos
tratamientos. Los valores corresponden a la media £ D.S. de por lo menos tres experimentos independientes.
Ceskk_—

= p<0,001.

Una situacién diferente se observé cuando tanto los liposomas como las membranas
fueron incubados con CHEMS donde, a diferencia de lo que ocurrié con el agregado de mas
Col, el orden de membrana aument6 de manera significativa (Tabla 1). Es sabido que tanto
el Col como el CHEMS causan efectos similares en las membranas (Kulig et al., 2014,
2015), siendo la principal diferencia entre ambas moléculas la presencia de un grupo
succinato cargado negativamente a pH 7,4 en el CHEMS que lo posiciona muy cerca de la
interfase lipido-agua, impidiendo su pasaje transbicapa y concentrandolo en la hemicapa
externa (Kulig et al., 2014). Por lo tanto, el incremento del orden de membrana observado
corresponderia a perturbaciones mayoritariamente de la hemicapa externa. Con la
intencién de verificar esta conclusiéon realizamos experimentos adicionales en las

condiciones control, con agregado de Col y con agregado de CHEMS. Medimos la
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anisotropia de fluorescencia de las sondas DPH y TMA-DPH en presencia de TNBS
(trinitrobenzenesulfonic acid), molécula polar extintora de fluorescencia que Unicamente
tiene acceso a los fluoréforos localizados en la hemicapa externa (Mondal et al., 2009). La
figura 2 muestra que en las tres condiciones estudiadas hubo un incremento de los valores
de anisotropia tanto de DPH como de TMA-DPH en funcién de la concentraciéon de TNBS.
Considerando que la fluorescencia remanente corresponde principalmente a la hemicapa
interna, este resultado sugiere que el mayor efecto de ordenamiento ocurre en esta
hemicapa. Mendiante ANCOVA se confirm6 que las pendientes de las curvas obtenidas al
linealizar los resultados fueron similares (curvas paralelas: no se rechazé la igualdad de
pendientes pero si la igualdad de ordenadas) para DPH y TMA-DPH en la condicién
control (Figura 2 A) y en la de agregado de Col (Figura 2 B), aunque en esta ultima
condicién las pendientes fueron mayores. Esta similitud de pendiente con ambas sondas
en cada condicion habla de que las membranas poseen simetria transbicapa.
Contrariamente, en la condicién de agregado de CHEMS, ANCOVA confirmé que las
pendientes obtenidas con DPH y con TMA-DPH fueron diferentes (se rechazé la igualdad
de pendientes), siendo la primera similar a la condicién control y la segunda a la condicién
de agregado de Col (por ANCOVA se confirmé igualdad de pendientes en ambos casos)
(Figura 2 C). La diferencia observada confirma el hecho de que al adicionar CHEMS en la
membrana se induce una asimetria transbicapa, permaneciendo la hemicapa interna
similar a una situacién control y confirmando que las moléculas de CHEMS se localizan

mayoritariamente en la hemicapa externa.
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Figura 2. Anisotropia de fluorescencia de las sondas fluorescentes DPH (circulos verdes) y TMA-DPH (circulos
azules) en presencia de concentraciones crecientes de TNBS. A) Condicidn control, correspondiente a LUVS de
POPC:Col:bSM (1:1:1), B) LUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1) + Col, y C) LUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1) +
CHEMS. Las ecuaciones corresponden a la regresion lineal realizada para cada condiciéon. Cada punto
corresponde a la media = S.D. de 3 experimentos independientes.
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3. EFECTOS DEL COLESTEROL DE MEMBRANA SOBRE EL ESTADO
CONFORMACIONAL DEL nAChR

Una vez controlado el sistema experimental, estudiamos cémo los cambios en la

cantidad y localizacién de Col en la membrana repercutian en la funcionalidad del nAChR.

Para evaluar el estado conformacional del receptor utilizamos la sonda fluorescente
CrV, que emite fluorescencia solo cuando se encuentra unida a la proteina. El CrV es un
bloqueador de canal abierto que muestra una mayor afinidad por el nAChR muscular en
estado D (en situacién control, en presencia del agonista carb) respecto al receptor en
estado de reposo (R, en situacién control en ausencia del agonista carb) (Lurtz y Pedersen,
1999). Se utilizé el valor de KD de esta sonda fluorescente para inferir el estado
conformacional del nAChR en las diferentes condiciones (Fernandez Nievas et al., 2008;

Perillo et al., 2012; Fabiani et al., 2018).

Cuando las membranas ricas en nAChR se incubaron con Col no se observaron
cambios con respecto a la situacién control, los valores de KD obtenidos en ausencia y en
presencia de carb fueron similares (Figura 3). Este resultado se condice con los resultados
anteriores: la presencia de mas Col tampoco modifica el orden de la membrana de nuestro
sistema. Al incubar las membranas con CHEMS si observamos una diferencia con respecto
al control. Los valores de KD obtenidos para el receptor en ausencia de carb se
mantuvieron similares a los de una situacién control de reposo. Sin embargo, los valores
de KD en presencia de carb aumentaron hasta valores similares a una situacién de reposo
(Figura 3). Por lo tanto, el incremento total de esteroles en la membrana, con la presencia
asimétrica de CHEMS, alterd tanto el estado biofisico de la membrana como el estado

conformacional del nAChR.

Al incubar las membranas con Cox, enzima que convierte parte del Col a
colestenona, se observd que, al igual que en el caso anterior, los valores de KD en presencia
de carb fueron similares a los de la situacién control en estado de reposo (Figura 3). A
diferencia de la situacién anterior, en la condicién de transformacién de un 25 % del Col
de membrana en colestenona no hubo perturbacion del orden de la membrana (Tabla 1) y,
por lo tanto, esto no podria explicar los cambios conformacionales en el nAChR

evidenciados por el CrV.

Para las condiciones en las que se observ) al nAChR estabilizado en valores de
reposo, es decir, luego del tratamiento con CHEMS o con Cox, es importante tener en
cuenta que este experimento solo permite sensar estados de equilibrio R o D. Es decir, no

nos permite determinar si efectivamente el receptor se encuentra en un estado R, o si
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existen otras situaciones que puedan estar ocurriendo, por ejemplo, cambios en el tiempo
o velocidad de desensibilizacion del nAChR, o estabilizacién en otros sub-estados

conformacionales. Estas posibilidades se estudiaron y describen mas adelante.
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Figura 3. Cambios en la relacion de los valores de KD del CrV (entre valores de KD en presencia de carb y
valores de KD obtenidos en estado de reposo) de membranas ricas en nAChR de T. californica. La columna gris
corresponde a la situacion control. Los valores fueron calculados a partir de las curvas de titulacién y
corresponden a la media + D.S. de por lo menos 3 experimentos independientes. “**”= p<0,001.

A continuacién, y a fin de entender el mecanismo molecular que subyace a los
cambios observados en los equilibrios conformacionales del nAChR, evaluamos la
funcionalidad del receptor en las condiciones experimentales de incubacién con CHEMS y
con Cox mediante la técnica de patch-clamp. Para ello se utilizé la configuracién cell-
attached para evaluar la activacién del nAChR a nivel de canal Gnico, con el agregado de

los agonistas en la solucién de pipeta; y la configuraciéon whole-cell para medir corrientes

macroscopicas activadas por un pulso de agonista.
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4. ACTIVACION DEL nAChR EN CELULAS EXPUESTAS A CHEMS y Cox

Para los estudios en configuracién cell-attached, se realizaron en una primera
instancia controles con 30 uM de ACh, agonista natural del nAChR. En esta condicién se
registraron eventos de 5,2 + 0,6 pA (a -70 mV de potencial de membrana) agrupados en
clusters de 120 + 65 ms de duracién con una probabilidad de apertura de 0,4 + 0,1 (Figura
4). El analisis de los registros permitié obtener los histogramas de tiempos de estados
abiertos y cerrados caracteristicos (Bouzat et al., 2000; Corradi et al., 2007), los cuales se
describen con 2 componentes para el estado abierto, cuyas duraciones (y areas relativas)
fueron 1,39 + 0,17 ms (0,66 + 0,21) y 0,32 + 0,18 ms (0,34 + 0,18), y con 3 0 4 componentes
para el estado cerrado, de los cuales los dos mas breves corresponden a cierres dentro del
cluster y cuyas duraciones medias (y areas relativas) fueron 0,135 = 0,090 ms (0,17 + 0,07)

y 1,518 £ 0,304 ms (0,74 + 0,12) (n=9).

Para evaluar la actividad del nAChR en presencia de CHEMS, células BOSC 23
expresando el receptor muscular se incubaron con 170 uM de CHEMS por 90 minutos.
Finalizado el tiempo de incubacidn, se reemplazé el medio de cultivo DMEM por el buffer
extracelular para realizar registros de patch clamp en presencia de 30 uM de ACh. Se
observaron cambios cinéticos significativos y muy marcados con respecto a los registros
obtenidos a partir de células sin tratar (Figura 4). Los eventos de canal tinico se agruparon
en clusters de menor duracién (52 + 19 ms) con una probabilidad de apertura también
reducida (0,35 £ 0,06) (n=11, p<0,001) respecto a la condicién control (Figura 4). Se
observd, ademads, una reduccién del tiempo de estado abierto, los histogramas presentaron
dos componentes cuyas duraciones fueron de 0,75+ 0,15 ms y 0,11+ 0,06 ms (n=11) (Figura
4). La duracién del componente mas prolongado fue significativamente menor que la del
control (p<0,001). Los histogramas de estado cerrado mostraron 4 o 5 componentes, de los
cuales los dos mas breves, correspondientes a cierres dentro del cluster, fueron de 0,036 +
0,012 ms (0,31 £ 0,08) y 0,97 = 0,39 (0,61 = 0,17). La comparacién con la condicién control
mostré un aumento del area del componente més breve de estado cerrado en esta
condicién. Esto podria corresponderse con una estabilizacién de un estado cerrado breve o

bien con un bloqueo del canal.
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Figura 4. Registros de canal Gnico del nAChR muscular luego de la activacion por ACh 30 uM antes y después
de la incubacién con CHEMS (170 uM). Para cada condicidn se muestra un trazo a menor (arriba) y otro a mayor
(abajo) resolucion. Potencial de membrana: -70 mV. A la derecha se muestran los respectivos histogramas de
estado abierto y cerrado.

En conjunto, estos resultados muestran que la incubaciéon con CHEMS produjo una
modulacién negativa del nAChR, observandose eventos de canal inico de menor duracién
y agrupados en clusters también de corta duracién, con una baja probabilidad de apertura.
Esta modulacién podria ser explicada por dos mecanismos diferentes: 1) una disminucién
de la velocidad de apertura del canal y un aumento de la velocidad de cierre, o ii) un
bloqueo del receptor.

Para evaluar la actividad del nAChR cuando parte del Col es transformado a
colestenona, células BOSC 23 expresando el receptor muscular se incubaron por 90 o 230
min con una solucién conteniendo 5U Cox/100 ul DMEM. Obtuvimos luego, registros con
30 uM de ACh y observamos que la activacién del receptor fue similar a una situacién
control (explicada mas arriba en el texto). En estas condiciones se observaron eventos de
5,1 + 0,4 pA (a -70 mV de potencial de membrana) agrupados en clusters de 123 + 37 ms,
con una probabilidad de apertura de 0,40 £ 0,09. Los histogramas de estado abierto y
cerrado mostraron el mismo numero de componentes y valores similares a los del control
(1,35+ 0,27 ms y 0,15 £ 0,09 ms para el estado abierto, y 0,11+ 0,02 y 1,69 + 0,58 ms para
los componentes de cierres dentro del cluster). Estos componentes mostraron ademas una
frecuencia similar a la del control, ya que las areas de los mismos fueron de 0,76 + 0,13 y
0,24 + 0,11, y 0,19 £ 0,09 y 0,71+ 0,09, para los componentes abierto y cerrado,

respectivamente.
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Es decir, los parametros analizados a partir de registros de canal tnico no
mostraron cambios funcionales que justifiquen los cambios conformacionales observados

con la sonda fluorescente CrV.

Por ello, a fin de profundizar en el estudio de la funcionalidad del nAChR en
presencia de Cox se realizaron registros de corrientes macroscépicas. Para esto, las células
fueron incubadas con 5U Cox/ml durante 90 o 230 minutos y se registraron corrientes
macroscopicas en la configuracion de whole-cell activadas por un pulso de 300 ms con 300
uM de ACh. En la situacion control se observaron corrientes con un tiempo de crecimiento
(tri0-90 %) de 15+ 5 ms las cuales decayeron completamente durante el tiempo de aplicacién
del agonista (ACh) por desensibilizaciéon (Figura 5 A). Estos resultados fueron similares a
los reportados previamente (Arias et al., 2006). Luego del tratamiento con Cox, el perfil de
las corrientes activadas por el pulso de ACh fue similar al control (células no tratadas) en
lo que respecta a sus velocidades de activacién y desensibilizacién. Es decir, las corrientes

macroscopicas no mostraron cambios significativos respecto a la condicién control.

Para explorar otros posibles efectos del tratamiento, se midi6 el tiempo de
recuperacion de la desensibilizaciéon del nAChR. Para esto se realiza un pulso de ACh para
generar una corriente control y permitir su total desensibilizacién (Figrua 5 A), luego se
aplica un pulso de duracién variable de solucion extracelular en ausencia de agonista (en
este caso de 0 a 4000 ms) y finalmente un segundo pulso de ACh para activar nuevamente
los receptores. Durante el pulso en ausencia de agonista el receptor se recupera de la
desensibilizaciéon. El tiempo medio de recuperaciéon de la desensibilizacién se obtiene
comparando el pico de corriente del segundo pulso de ACh respecto del primero en funciéon
de la correspondiente duracién del interpulso. Asi, relacionamos la duracién del pulso sin
agonista con el porcentaje de corriente recuperada. Al graficar la fracciéon de corriente
recuperada en funcién de la duracién del pulso sin agonista se obtuvieron las curvas de
recuperacion de la desensibilizacion (Figura 5 B), las cuales se ajustaron a una funcién
sigmoidea que permitié definir la fraccion de corriente recuperada y el tiempo medio de
recuperacién para cada condicién. Los resultados obtenidos en las diferentes condiciones
indicaron que el tiempo de recuperacion de las corrientes fue mas breve en las células
tratadas con Cox con respecto a la situacién control: 257 + 15 ms para la situacién control,
y 217 £ 16 ms y 186 + 7 ms para las células incubadas con Cox durante 90 o 230 min,

respectivamente (Figura 5 B).
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Figura 5. Recuperacion del pico méximo de corriente en funcion del tiempo transcurrido hasta el siguiente pulso
de ACh. A) Corrientes obtenidas en situacién control y luego de la incubacion de las células con Cox durante
230 min. B) Curvas obtenidas en situacion control y luego de la incubacion de las células con Cox durante 90 o
230 minutos en 2 escalas temporales, a 4000 ms y a 1000 ms.

Es decir, luego de la incubacion de las células con Cox el receptor fue capaz de
abrirse y desensibilizarse en presencia del agonista ACh, en forma similar a la condicién
control, lo que se condice con lo observado en los registros de canal tinico. Sin embargo, el
nAChR se recupero de la desensibilizacion méas rapidamente que en una situacion control.
Estos resultados apoyan los resultados de fluorescencia obtenidos utilizando la sonda CrV,
en donde el nAChR se mantuvo en estado de reposo atin en presencia del agonista carb. A
diferencia de los registros electrofisiolégicos que permiten resolver en tiempo real los
cambios conformacionales, los estudios con CrV solo detectan los estados m4s estables, en
reposo y desensibilizado. Es posible que la mayor recuperacion de la desensibilizacion en
células tratadas con Cox haga, por lo tanto, que en este tipo de experimento el receptor se

observe como en un estado de reposo.
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5. RELACION ENTRE EL COLESTEROL DE MEMBRANA Y LA DISTRIBUCION
DEL nAChR EN DOMINIOS Lo Y/O Ld

Una estrategia utilizada para estudiar los dominios raft es su relativa resistencia
a la solubilizacién por Tritén X-100 a 4 °C, que permite obtener fracciones DRM y DSM,

correspondientes a dominios Lo y Ld, respectivamente.

A partir de los cambios observados en la funcionalidad y conformaciéon del nAChR
debidos a alteraciones del Col de la membrana, nos preguntamos qué es lo que ocurria con
respecto a la preferencia del nAChR por dominios Lo o Ld en las distintas condiciones
experimentales. Para estudiar su localizacion se utilizaron liposomas de POPC:Col:bSM
(1:1:1) conteniendo al nAChR previamente purificado a partir de membranas de T.
californica. Los liposomas tratados con Col, CHEMS y Cox fueron incubados con Tritén X-
100 1 % durante 30 min a 4 °C, y una ultracentrifugacion posterior permitié obtener las
fracciones DRM y DSM. Estas fracciones se trataron con TCA 10 % a fin de precipitar las
proteinas presentes en las mismas (nAChR), las cuales se corrieron luego en un gel de

poliacrilamida.

En una situacién control se observé que practicamente el 50 % de la subunidad a
del nAChR se localizé en la fraccion DRM (Figura 6), lo cual se corresponde con lo
reportado previamente (Bermudez et al., 2010; Perillo et al., 2016). Observamos que en las
condiciones de agregado de Col o de CHEMS (de manera de estar frente a una condicién
simétrica o asimétrica de incremento de este esterol, respectivamente) hubo un aumento
similar y estadisticamente significativo del nAChR en la fraccion DRM (Figura 6). Para
interpretar mejor este resultado realizamos dos condiciones adicionales: preparamos
proteoliposomas con una cantidad mayor de Col o con Col + CHEMS (POPC:Col:bSM
(1:1:2) y POPC:Col:bSM:CHEMS (1:1:1:1), respectivamente). En ambas condiciones el
nAChR se localizé6 mayoritariamente en la fraccion DRM (Figura 6), de manera similar a
lo observado con los tratamientos; es decir, la distribucién asimétrica del CHEMS no
influencié la afinidad del nAChR por los dominios Lo. Por lo tanto, a pesar de que el
diferente orden de membrana observado al agregar Col o CHEMS sugeriria que habria
una diferente organizacién de dominios Lo, ya sea en cantidad y/o en composicion lipidica,
estos resultados no permiten discriminar entre ambas posibilidades. El1 aumento de la
cantidad de nAChR en dominios Lo puede hablar tanto de una mayor cantidad de dominios
Lo con igual afinidad del nAChR por ellos, o de un cambio en la composicién lipidica de los
dominios que se correlacione con una mayor afinidad del nAChR, llevando a una mayor

concentracion de receptores en dichos dominios.
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Luego del tratamiento con Cox, por el contrario, el nAChR se ubicé preferentemente
en la fraccion DSM (Figura 6). Es sabido que la oxidacion del Col de la membrana produce
una disrupcién de los dominios Lo (Neuvonen et al., 2014) dado que la colestenona
resultante no tiene preferencia por dichos dominios. Por lo tanto, se puede considerar que
el aumento de los receptores en fase L.d se debe a una disminucion significativa de los
dominios Lo, y que el nAChR posee la misma afinidad que en situacién control por dichos
dominios. Ademéas, dado que el orden de membrana permanece constante en estas
condiciones se puede suponer que, sumado a la menor cantidad de dominios Lo, la mayor
cantidad de dominios Ld ahora poseen un orden de membrana diferente al de la situacién
control, posiblemente mayor, y que quiza favorezca la presencia de receptores en ellos. De
esta manera, el diferente entorno lipidico del nAChR podria explicar los cambios en su

funcionalidad y equilibrio conformacional.
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Figura 6. Porcentaje de la subunidad o del nAChR en las fracciones DRM y DSM obtenidas de liposomas de
POPC:Col:bSM (1:1:1) conteniendo el nAChR purificado y calculado a partir del SDS-PAGE. Los valores
corresponden a la media £ D.S. de por lo menos 3 experimentos independientes. “*”= p<0,05.

6. MODIFICACIONES DEL COLESTEROL DE MEMBRANA Y FORMACION DE
DOMINIOS Lo

A continuacion, y a fin de entender los cambios observados en la distribucion del
nAChR entre dominios Lo y Ld luego de los diferentes tratamientos, realizamos
experimentos con GUVs, sistemas modelo que pueden ser observados al microscopio. Para
visualizarlos y estudiarlos se utiliz6 la sonda Dil-C18, un colorante fluorescente que es
excluido de los dominios ordenados y, por lo tanto, permite la diferenciacién entre estos y

los dominios desordenados.
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Como situacién control, los GUVs se formaron a partir de una mezcla de lipidos
POPC:Col:bSM (1:1:1). En estas condiciones, a 23 °C hay coexistencia de dominios Ld y
Lo, sin embargo, los dominios son transitorios y nanoscépicos y, por lo tanto no son
observables al microscopio (Petruzielo et al., 2013). Para tener una condicion en la cual los
dominios pudieran verse por microscopia, se obtuvieron GUVs con una mezcla de
DOPC:Col:eSM (1:1:1) que presenta coexistencia de dominios Ld y Lo microscopicos.
Mientras que POPC es un lipido abundante en las membranas biolégicas, DOPC no es
frecuentemente encontrado en membranas celulares; sin embargo, dado que en sistemas
ternarios forma dominios microscépicos, es ampliamente usado en sistemas modelo para
el estudio de los mismos (Zhao et al., 2007). La Figura 7 muestra que las dos mezclas
ternarias utilizadas se encuentran en la zona de coexistencia de dominios Lo y Ld (circulos

rojos en los dos triangulos de Gibbs)

XBSM XBsSMm

Figura 7. Diagramas de fase para POPC:Col:bSM (1:1:1) y DOPC:Col:eSM (1:1:1) a 15°C (linea azul sélida)
0 a 25°C (linea azul punteada) (extraidos de Petruzielo et al., 2013). Los distintos puntos sefialados indican
diferentes composiciones. Las lineas rojas muestran la fraccion de cada lipido en los sistemas estudiados y los
circulos rojos la composicion ternaria resultante. El area dentro del semicirculo formado por las lineas azules
indica la coexistencia de dominios Lo/Ld.

Los GUVs obtenidos por electroformacion, tal como se indica en la seccién de
metodologia, se sometieron a los distintos tratamientos y se observaron luego al
microscopio. Inicialmente se estudié el efecto de los tratamientos en GUVs formados con
POPC. Esta condicién, ademas de corresponderse con los sistemas modelo utilizados en
los estudios anteriores, permite evaluar si una alteraciéon de la composicién es capaz de
alterar el tamano de los dominios Lo de manera tal que estos sean observables por
microscopia. Esta estrategia fue utilizada previamente en el laboratorio, observandose una
relacién entre el tamano de los dominios Lo y la especie de SM presente en la membrana

modelo (Perillo et al., 2015).
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Con la intencién de ver si el aumento de nAChR en dominios Lo observado luego
del agregado de Col o CHEMS correspondia a un aumento de los dominios Lo, se incubaron
GUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1) con Col o con CHEMS. En ambas condiciones
experimentales se observé la aparicién de dominios Lo microscépicos (Figura 8). De esta
manera, tanto la incorporacién simétrica del Col (debido a su capacidad de flip-flop)
(Figura 8 B) como la incorporacién asimétrica del CHEMS (Figura 8 D) resultaron en una
coexistencia de dominios Lo-Ld observables al microscopio. Para confirmar que este efecto
se debi6 a la presencia de mas Col o CHEMS, independientemente de la distribucién
simétrica o asimétrica, obtuvimos GUVs con dos composiciones adicionales:
POPC:Col:bSM (1:2:1) y POPC:Col:bSM:CHEMS (1:1:1:1). Al igual que en las condiciones

anteriores, se observd una coexistencia de dominios Lo-Ld (Figura 8 C y E).

1:1:1 1:1:1:1
+ CHEMS (CHEMS)

Figura 8. Microscopia de fluorescencia confocal de GUVs marcados con Dil-C18. La imagen A corresponde a
la situacion control POPC:Col:bSM (1:1:1), las imagenes B-F corresponden a las distintas condiciones
experimentales. Las barras de escala representan 50 pm.

Por lo tanto, los dominios Lo observados luego de los distintos tratamientos podrian
explicarse teniendo en cuenta el incremento de las moléculas de esteroles totales
independientemente de su distribucion transbicapa, lo cual podria producir ya sea la

coalescencia de dominios nanoscépicos o un aumento de su tamano.

Los GUVs compuestos por POPC:Col:bSM (1:1:1) fueron incubados también con la

enzima Cox. Luego del tratamiento enzimatico, se observé la aparicion de dominios Lo
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microscépicos (Figura 8 F). La oxidacién de cerca del 25 % del Col a colestenona podria
llevar a una estructura de membrana diferente que implique una migracién de las
moléculas de colestenona desde los dominios Lo (Xu and London, 2000; Samsonov et al.,
2001; Rouquette-Jazdanian et al., 2006; Neuvonen et al., 2014), lo que generaria un
intercambio con las moléculas de Col localizadas inicialmente en dominios L.d. De esta
forma, ambos tipos de dominios cambiarian tanto su composicién como, probablemente,
sus propiedades biofisicas, lo que podria llevar a la coalescencia de los dominios Lo

nanoscopicos que se mantuvieron luego del tratamiento con Cox.

Con la intencién de complejizar el modelo para estudiar el efecto de las alteraciones
en el Col de membrana sobre el nAChR y considerando que hasta ahora no ha sido posible
obtener GUVs con nAChR, nos propusimos estudiar el comportamiento del péptido
correspondiente a la porcién TM4 de la subunidad y del nAChR, segmento de mayor
contacto con los lipidos, mediante su incorporacion en vesiculas de POPC:Col:eSM (1:1:1)

o de DOPC:Col:eSM (1:1:1).

Como condicién control se formaron los GUVs con una mezcla de lipidos de
POPC:Col:eSM o0 DOPC.:Col:eSM, en ausencia del péptido de interés. Cuando las vesiculas
se formaron con POPC, como era esperable, no se observd una separaciéon de fases
(Petruzielo et al, 2013) (Figura 9 A), mientras que cuando se formaron con DOPC si se

pudieron distinguir claramente los dominios Lo de los dominios L.d (Figura 9 B).

Figura 9. Microscopia de fluorescencia confocal de GUVs marcados con Dil-C18. A) POPC:Col:eSM (1:1:1),
sin separacion de fases. B) DOPC:Col:eSM (1:1:1), con separacion de fases. Las barras de escala representan
50 pm.
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Las vesiculas de DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yYTM4, en una relacién lipido:péptido
125:1 y 250:1, fueron semejantes a las obtenidas en una situacién control en ausencia de
yTM4, observandose vesiculas de tamanos y formas similares, y con separacién de fases
(Figura 10 A y B). Con respecto a las vesiculas de POPC:Col:eSM (1:1:1) + yYTM4, cuando
la relacion lipido:péptido fue de 250:1, estas fueron similares a las obtenidas en ausencia
del péptido, es decir, no se observé la formacién de dominios (Figura 10 C). Sin embargo,
cuando la relacién lipido:péptido fue de 125:1 se detectaron dominios, indicando esto que
el péptido ocasiondé un aumento del tamano de los dominios existentes (de dominios

nanoscopicos a dominios microscopicos) o la coalescencia de los mismos (Figura 10 D).
.
.

Figura 10. Microscopia de fluorescencia confocal de GUVs marcados con Dil-C18. A) DOPC:Col:eSM (1:1:1)
+yTM4 (L:P 250:1), B) DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4 (L:P 125:1), C) POPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4 (L:P
250:1), D) POPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4 (L:P 125:1). Las barras de escala representan 50 pm.

Para intentar dilucidar si el péptido se localiza preferentemente en dominios Lo o
Ld, o bien si lo hace indistintamente en ambos dominios, las vesiculas conteniendo el
péptido fueron marcadas con cumarina. Esta sonda emite fluorescencia cuando reacciona
con grupos tioles, en este caso los presentes en el yTM4. Trabajamos con vesiculas de

DOPC:Col:eSM (1:1:1) o de POPC:Col:eSM (1:1:1) conteniendo o no el péptido
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correspondiente a la regiéon yTM4 del nAChR, en una relacion lipido:péptido 250:1. En
vesiculas de POPC:Col:eSM (1:1:1), que no presentan separacién de fases, no fue posible

detectar senal de la cumarina en las membranas (Figura 11).

.
Figura 11. Microscopia de fluorescencia confocal de GUVs de POPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4. A) Marcados
con Dil C-18. B) Marcados con Dil C-18 y cumarina. Las barras de escala representan 25 pum.

En las vesiculas de DOPC:Col:eSM (1:1:1), en cambio, se detecté senal de
fluorescencia de cumarina. Esta sefal coincide con la sefial de fluorescencia de la sonda

dil, indicando que el péptido particiona preferentemente en dominios Ld (Figura 12).

.
Figura 12. Microscopia de fluorescencia confocal de GUVs de DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4. A) Marcados
con Dil C-18. B) Marcados con Dil C-18 y cumarina. Se observa la sefial de la cumarina en los dominios Ld (se

corresponde con una intensidad de fluorescencia mayor de la sonda Dil-C18). Las barras de escala representan
25 pm.

Para descartar una sefial inespecifica de la cumarina, se realizaron diferentes

controles: DOPC:Col:eSM (1:1:1) y DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yYTM4 (L:P 250:1) con DilI-C18
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y sin cumarina, y DOPC:Col:eSM (1:1:1) sin yYTM4 con Dil-C18 y cumarina (Figura 13). Si
bien en la condicion con solo Dil-C18 (Figura 13 B y C), al utilizar la longitud de onda de
excitacion de la cumarina (405 nm) se detecté senal de emision a la intensidad
correspondiente a la cumarina, la misma fue desprecible en comparacién con la senal
obtenida cuando las vesiculas de DOPC:Col:eSM + yTM4 fueron marcadas con cumarina
(Figura 13 A). De manera similar, en presencia de cumarina, pero en ausencia de yTM4,

la sefial fue mucho mas débil (Figura 13 D).

-
-

Figura 13. Microscopia de fluorescencia confocal de GUVs. A) DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4 marcados con
Dil C-18 y cumarina. B) DOPC:Col:eSM (1:1:1) marcados con Dil C-18. C) DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4
marcados con Dil C-18. D) DOPC:Col:eSM (1:1:1) marcados con Dil C-18 y cumarina. Las barras de escala
corresponden a 25 pm.

Dado que no se detectaron diferencias en cuanto al tamano, forma y presencia de
dominios entre los GUVs de DOPC:Col:eSM (1:1:1) con y sin péptido, nos propusimos
realizar estudios adicionales para ver si existian diferencias de otro tipo a nivel de
membrana. Para esto, estudiamos la temperatura de transicion de GUVs de
DOPC:Col:eSM (1:1:1) conteniendo o no el péptido yYTM4 (L:P 250:1). Esta determinacion
consiste en el recuento de vesiculas con separacién de fases en funcién de la temperatura.
Para esto, se realiz6 un aumento gradual de la temperatura (cada 2 °C) de una camara

especial en donde se encuentran contenidas las vesiculas, desde una temperatura en la
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que todas las vesiculas presenten separacion de fases, hasta una temperatura a la cual
todas las vesiculas sean homogéneas (en cada condicién se contaron un total de 100
vesiculas). Los resultados obtenidos fueron graficados y ajustados con una funcién
sigmoidea para asi calcular la temperatura de miscibilidad, temperatura a la cual la mitad
de las vesiculas se encuentran como vesiculas homogéneas.

La figura 14 muestra que la temperatura de miscibilidad aumenta de 31,6 °C en
los GUVs sin péptido a 36,3 °C en las vesiculas conteniendo yTM4 (L:P 250:1). Este
incremento confirma el hecho de que el péptido se particiona en la membrana de los GUVs,
y sugiere un orden mayor de los lipidos en los dominios Ld, lo que podria ser consecuencia

de su localizacién en estos dominios.
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Figura 14. Fraccion de GUVs de DOPC:Col:eSM (1:1:1), con y sin yTM4, sin coexistencia microscépica de
dominios (GUVs homogéneos) en funcion de la temperatura. Se muestran las curvas obtenidas luego del ajuste
a una funcién de Boltzmann de los puntos experimentales calculados para las distintas temperaturas en cada
condicién. A partir de las curvas se calcul6 la temperatura de miscibilidad/transicién para cada una de las
condiciones. Los valores iniciales y finales fueron fijados en 0 y 1, respectivamente. Cada punto corresponde a
la media + D.S. de 3 experimentos independientes.

Para confirmar esta hipétesis se realizaron mediciones de FRAP con GUVs de
DOPC:Col:eSM (1:1:1) conteniendo o no yYTM4 en dos relaciones molares (L:P 250:1 y
125:1). Se observé que la velocidad de difusién de la sonda Dil-C18 disminuyé
significativamente en presencia del péptido y de manera dependiente de la concentracién

del mismo (Figura 15).
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Figura 15. Coeficiente de difusion de la sonda Dil-C18 en GUVs de DOPC:Col:bSM (1:1:1) sin yTM4
(situacion control) o con yTM4 en dos relaciones L:P diferentes, 250:1 y 125:1. Los valores corresponden a la
media £ D.S. de 3 experimentos independientes.

De esta manera, se pudo verificar que la sola presencia de un componente proteico
en el sistema altera las caracteristicas de la membrana, llevando al sistema a un mayor
orden. Esto, ademas, apoya la diferencia de los valores de orden de membrana observados
en membranas nativas con respecto a aquellos observados en sistemas modelos

conformados inicamente por lipidos.
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DISCUSION

Dado el caracter transmembrana de los nAChRs, es bien conocido que las
propiedades o caracteristicas de los lipidos de la membrana en la que se encuentran
embebidos son fundamentales, ya que dichos lipidos influencian la actividad de estos
receptores afectando tanto su funcién como su localizacién y organizaciéon en la misma.
(Barrantes, 2004; daCosta et al., 2004; Pediconi, et al., 2004; Baier y Barrantes, 2007;
Baenziger et al., 2015). Por otro lado, ha sido demostrado que los lipidos que componen las
membranas celulares cambian en respuesta al envejecimiento y a distintas enfermedades
neurodegenerativas como la EA (Yadav y Tiwari, 2014), y, adema4s, varian en los distintos
tejidos. Resulta de gran importancia entonces entender cémo los cambios en el entorno

lipido del nAChR generan un impacto en el mismo.

El capitulo I de este trabajo de Tesis se enfocé en estudiar como diferentes
modificaciones del Col de membrana afectan la localizacién y funciéon del nAChR muscular.
Para esto se trabajé con distintos sistemas de estudio (GUVs, LUVs, membranas ricas en
nAChR o cultivos celulares) a los que se les realiz6 diferentes tratamientos para alterar
su composicién lipidica, centrados en el contenido de Col. Se obtuvieron tres condiciones

diferentes:

¢ Enriquecimiento en Col. En esta condicién se aument6 la cantidad total de
Col en la membrana, y, dados los sistemas de estudios utilizados y la
capacidad de flip-flop que posee esta molécula, su distribucién en la
membrana se considerd simétrica.

e Enriquecimiento en CHEMS. Se aumento la cantidad de esteroles totales
en la membrana por incubacién de los distintos sistemas de estudio en una
solucién conteniendo CHEMS, molécula similar al Col pero con un grupo
succinato cargado negativamente que lo posiciona cerca de la interfase
lipido-agua y lo concentra en la hemicapa externa (Massey, 1998; Kulig et
al., 2014). De esta forma, el tratamiento con CHEMS permitié obtener una
condicién de asimetria de membrana.

e Oxidacién de parte del Col total a colestenona por tratamiento con la
enzima Cox. Dicha enzima se asocia a la membrana lipidica y cataliza asi
la conversion del Col a 4-colesten-3-ona (colestenona). En la colestenona, el
grupo 3-hidroxilo del Col es reemplazado por una cetona, que posee una
menor capacidad de formar puentes hidrégenos. Debido a esto, la

colestenona se localiza principalmente en dominios Ld en membranas
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modelo y es por esta razén que el tratamiento con Cox fue utilizado para
desorganizar los dominios ricos en Col de la hemicapa externa. Ademas,
esta molécula presenta una alta capacidad de flip-flop (Neuvonen et al.,

2014).

En una primera instancia, se buscé garantizar que los tratamientos utilizados
estuvieran produciendo los cambios deseados de manera tal de obtener las tres condiciones
experimentales. Se trabajé para esto con LUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1) a los que se
expuso a los distintos tratamientos, realizando luego la extraccién lipidica de cada una de
las muestras y su posterior separacién por TLC. Mediante esta técnica se pudo confirmar
que todos los tratamientos produjeron cambios estadisticamente significativos con
respecto a la situacion control: un aumento de ~ 50 % del Col de membrana cuando los
LUVs se incubaron en presencia de Col; un incremento de ~ 70 % en los esteroles totales
cuando los LUVs se incubaron en presencia de CHEMS; y una disminucién aproximada
del 25 % en la cantidad de Col, que se corresponde con su conversién a colestenona, cuando
los LUVs fueron incubados en presencia de Cox.

Obtenidos estos resultados favorables, se continud con el resto de los estudios. Para
estudiar el orden de membrana en LUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1) 0 en membranas ricas
en nAChR de T. californica, utilizamos las sondas fluorescentes Laurdan (Parasassi et al.,
1991, 1994; Antollini et al., 1996; Antollini y Barrantes, 1998), DPH y TMA-DPH (Lentz
et al., 1996; Lee y Lentz, 1997), obteniendo a partir de ellas valores de GP y r,

respectivamente, como indicadores del orden de los lipidos presentes.

Si bien la incubacion de los sistemas modelo con Col produjo un incremento del 50
% en el Col total de membrana, no se observaron cambios significativos en los valores de r
y GP con respecto a la situacion control. Esto indicaria que el orden de membrana no se
ve afectado en estas condiciones. Distintos trabajos postulan que habria una cantidad
maxima de Col para afectar el orden del sistema, hasta que se llega a una saturacién y no
se producen mas cambios (Chong et al., 2009; Soto-Arriaza et al., 2013). Soto-Arriaza y
colaboradores observaron en sistemas binarios y ternarios que la incorporaciéon del Col a
los mismos lograba un maximo efecto sobre el orden de membrana cuando se encontraba
en un 33 mol % (Soto-Arriaza et al., 2013). Este porcentaje coincide con la concentracion
de Col en los sistemas modelo control de este trabajo de Tesis, y podria explicar el hecho
de que a pesar de incrementarse la cantidad de Col en un 50 % no se observen cambios en
el orden de membrana. Esto se condice con los resultados de fluorescencia obtenidos
utilizando la sonda CrV: cuando las membranas ricas en nAChR de T. californica fueron

enriquecidas en Col, no se observaron cambios en el estado conformacional del nAChR con
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respecto a la situacién control. En este sentido, ha sido demostrado que el nimero de
nAChRs funcionales que se abren en respuesta al agonista aumenta con el porcentaje de
Col en la bicapa, alcanzando un maximo a ~ 30-35 mol % de Col (Rankin et al., 1997;
Hamouda et al., 2006). Las membranas ricas en nAChR de T. californica poseen ~ 35 mol
% de Col (Hamouda et al., 2006). Por lo tanto, la situacién control posee la concentracién
de Col éptima no solo para causar el maximo efecto de orden de membrana sino también
para brindar el mejor entorno a fin de lograr la maxima estabilidad del equilibrio
conformacional del nAChR, y, por lo tanto, la adicién de mas Col no conlleva a cambios en

el mismo.

El CHEMS es un derivado del Col que presenta un grupo succinato cargado
negativamente a pH 7,4 que lo posiciona cerca de la interfase lipido-agua, concentrandolo
en la hemicapa externa (Massey et al., 1998; Kulig et al., 2014). Es sabido que tanto el Col
como el CHEMS causan efectos similares en las membranas, reduciendo la movilidad de
las cadenas acilicas y estabilizando de esta manera las mismas (Massey, 1998; Zhang et
al., 2000; Ding et al., 2005). Dependiendo el sistema lipidico en estudio, algunos autores
postulan que el CHEMS posee una mayor capacidad para estabilizar las membranas (Ding
et al., 2005), aunque la mayoria coinciden en que el mayor efecto ordenador lo posee el Col
(Massey et al., 1998; Kulig et al., 2014, 2015). Los resultados de este capitulo mostraron
que, luego de la incubacién con CHEMS, el orden de membrana aumentd
significativamente tanto en membranas ricas en nAChR como en LUVs. Utilizando
liposomas de POPC y la sonda DPH, Massey y colaboradores (1998) observaron mayores
cambios en la anisotropia de fluorescencia cuando se incubaron con Col que los observados
cuando se incubaron con CHEMS (Massey, 1998). Nuevamente, esta aparente
contradiccién con los resultados aqui presentados puede ser explicada teniendo en cuenta

la condicién de saturacion en Col de los sistemas control utilizados.

Las diferencias que existen entre Col y CHEMS en cuanto a los efectos en el orden
de membrana en sistemas modelo podrian resultar en diferencias con respecto a la
Iinteraccion lipido-proteina en las membranas biolégicas (Kulig et al., 2015). La
distribucién asimétrica de CHEMS produjo alteraciones tanto en el estado biofisico de la
membrana como en el estado conformacional del nAChR. Atn en presencia de carb, el
nAChR permanecié en estado de reposo, situacion diferente a lo que se observo luego de la

incubacién con Col.

Otra de las condiciones estudiadas fue la transformacion de parte del Col de
membrana a colestenona, mediante la accién de la Cox (Sampson et al., 2001; Sampson y

Vrielink, 2003; Lario et al., 2003). Se ha postulado que esta enzima se une directamente
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en la superficie de la membrana sin inducir mayores modificaciones en su estructura
(Chen et al., 2000) y, una vez que se encuentra unida, ocurre un cambio conformacional
que lleva a la formacién de un canal hidrofébico permitiendo el acceso del Col al sitio activo
de la enzima (Sampson y Vrielink, 2003; Ahn y Sampson, 2004). La actividad de la Cox es
sensible a las propiedades fisicoquimicas y bioquimicas de las membranas, como la
composicién lipidica, la concentracién de Col, el empaquetamiento lipidico, entre otras (De

Martinez y Green, 1979; Pal et al., 1980; Ghoshroy et al., 1997; Ahn y Sampson, 2004).

El orden de membrana no se vio afectado luego de la oxidacién de ~ 25 % del Col
total a colestenona. Esto esta de acuerdo con los resultados obtenidos por Jafurulla y
colaboradores (2017), donde observaron que una reducciéon del Col de membrana del ~ 45
% luego del tratamiento con Cox no produjo cambios en el orden de la misma. Los autores
consideraron que, si bien ocurre la oxidaciéon de un grupo hidroxilo del Col, la estructura
general de la molécula sigue siendo la misma y ocupa el mismo sitio en la membrana
(Jafurulla et al., 2017). Sin embargo, el nAChR sufrié dicha alteraciéon dado que, atin en
presencia de carb, el receptor permanecié en un estado conformacional cuyos valores de
KD para el CrV se corresponden con un estado de reposo, igual a lo observado por

enriquecimiento en CHEMS.

Como ya se menciond, el CrV es un bloqueador de canal abierto que presenta una
mayor afinidad por el nAChR muscular en estado D respecto al receptor en estado R (Lurtz
y Pedersen, 1999), permitiendo de esta manera detectar y diferenciar estos dos estados.
Es importante, entonces, tener en cuenta que este experimento no permite detectar
cambios en el estado abierto. Debido a esto, para las condiciones en las que se observé al
nAChR estabilizado en valores de reposo, luego de los tratamientos con CHEMS y con Cox,
no fue posible determinar si efectivamente el receptor permanecié en un estado R atin en
presencia de carb, o si ocurrieron otras posibles situaciones como podrian ser cambios en
el tiempo o velocidad de desensibilizacion del nAChR, o la existencia de estados

conformacionales diferentes no detectados por esta técnica.

Para profundizar en el tema y entender el mecanismo molecular que subyace a los
cambios observados en los equilibrios conformacionales del nAChR, se estudié la
funcionalidad del receptor mediante técnicas de electrofisiologia. Se evalué la activacion
del nAChR a nivel de canal Gnico utilizando la configuraciéon cell-attached, y se midieron

corrientes macroscopicas mediante la configuracion whole-cell.

El efecto del aumento de Col en membrana sobre la funcionalidad del nAChR ya

habia sido reportado. Baez-Pagan y colaboradores estudiaron mediante corrientes
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macroscopicas la funcionalidad de distintos subtipos de nAChR expresados en ovocitos de
Xenopus laevis, en los cuales se aument6 gradualmente la relacién Col/fosfolipidos (Baez-
Pagan et al., 2016). La respuesta macroscopica de a7, a4B2, receptor muscular y receptor
de Torpedo californica se vio reducida cuando los ovocitos se enriquecieron en Col, aunque
se observé una mayor reduccion en los subtipos de 7. californica y a7. Estos autores
postularon que la menor susceptibilidad observada en los receptores muscular y a482
podria indicar un mecanismo por el cual estos dos subtipos de receptores enfrentan las
concentraciones crecientes de Col que resultan del envejecimiento (Cohen y Zubenko 1985;
Krainev et al. 1995; Wood et al. 2002). Baez-Pagan y colaboradores propusieron que estos
resultados podrian implicar la agregacién de los receptores nicotinicos en dominios ricos
en Col como consecuencia del aumento de Col de membrana. Estos dominios constituirian
un pool de receptores no activables, lo que sugiere que las diferencias observadas en los
distintos perfiles de inhibicién podrian ser explicadas por diferentes afinidades de los
receptores estudiados al Col. Santiago y colaboradores (2001) observaron una inhibicién
de la respuesta macroscopica de receptores de 7. californica del ~ 52 % cuando la relacién
Col/fosfolipidos en ovocitos de Xenopus se aument6 de ~ 0,51 a 0,87. Reportaron, ademas,
que el receptor no se recuper6 de esta inhibicién cuando el exceso de Col fue removido
hasta alcanzar valores normales de Col/fosfolipidos, y postularon que la disminucién de la
respuesta podria deberse a una reduccién del niumero de nAChRs que se encuentran en
estado de reposo (Santiago et al., 2001). La disminucién de la funcién de los nAChRs por
un aumento del Col ha sido estudiada también por otros autores. Borroni y colaboradores
reportaron una disminucién del 33 % en el tiempo de estado abierto del canal en registros
de canal Gnico luego de la incubacién de las células con Col (Borroni et al., 2007). Por lo
tanto, aun en condiciones de menor funcionalidad, el equilibrio conformacional no se ve

alterado de acuerdo a los resultados de CrV.

En el capitulo I de este trabajo de Tesis se estudié la funcionalidad del nAChR
muscular luego del enriquecimiento en CHEMS y de la conversion de parte del Col a

colestenona en células BOSC 23 expresando heterologamente este receptor.

A partir de registros de canal Unico se observdé que el CHEMS genera una
modulacién negativa del nAChR, con eventos de menor duracién, agrupados en clusters
también de menor duracién, y con una baja probabilidad de apertura. Estos resultados,
junto con los obtenidos por espectroscopia de fluorescencia con CrV, que mostraron una
permanencia del nAChR en estado de reposo, indican que en presencia asimétrica de
CHEMS el nAChR es capaz de abrirse en respuesta a la ACh, aunque lo hace con una

menor probabilidad de apertura. E1 CHEMS produce una modulacién negativa que podria
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ser explicada por dos mecanismos diferentes: 1) una disminucién de la velocidad de

apertura del canal y un aumento de la velocidad de cierre o ii) un bloqueo del receptor.

Si bien los estudios de fluorescencia mostraron resultados similares luego de la
incubacién con CHEMS o Cox, donde el receptor se encontraba estabilizado en valores
correspondientes a una situacién de reposo, los resultados de los estudios de funcionalidad
fueron diferentes en ambos casos. Luego de la incubaciéon de las células con Cox, los
registros de canal unico activados por ACh no mostraron diferencias con respecto a la
situacién control. Las corrientes macroscépicas tampoco mostraron cambios respecto a la
condicién control en cuanto a las velocidades de activacién y de desensibilizacién. Sin
embargo, el tiempo de recuperacion de la desensibilizacion fue mas breve en las células
tratadas con Cox. Asi, una transformacién del 25 % del Col a colestenona de la membrana
celular permite que el receptor se abra y se desensibilice frente a la presencia del agonista
ACh, lo que se condice con lo observado en los registros de canal tinico. Sin embargo, el
nAChR en estas condiciones es capaz de recuperarse de la desensibilizacién mas
rapidamente que en una situacién control. Aunque todavia no esta claro el rol fisiolégico
de la desensibilizaciéon para el nAChR, la recuperacion desde el estado desensibilizado
podria tener importancia en la latencia requerida para generar otra respuesta luego de
una estimulacién sinaptica (Bouzat y Sine, 2018). Asi, un receptor que se recupere mas

rapido podria considerarse como un receptor que posee ganancia de funcién.

A partir de los cambios observados en la conformacion y funcionalidad del nAChR
por alteraciones del Col de membrana, nos propusimos estudiar posibles cambios con
respecto a su localizacion en la misma haciendo foco en su preferencia por dominios Lo,
ricos en Col, o dominios Ld, pobres en Col. Para esto, utilizamos como estrategia la
resistencia de los dominios raft (Lo en sistemas modelo) a la solubilizacién por Tritén X-
100, que permite obtener fracciones DRM y DSM, correspondientes a dominios Lo y Ld,
respectivamente. La particién de una molécula en dominios Lo en modelos artificiales de
membrana (en general examinados a temperatura ambiente) se suele correlacionar con su
aparicién en fracciones DRM (obtenidas a 4°C) (Kusumi and Suzuki, 2005). Esta
correlacién entre las fracciones DRM aisladas y los dominios raft resulta a veces
controversial, ya que el efecto de los detergentes en las membranas bioldgicas es muy
complejo y en muchos casos los marcadores de estos dominios son segregados
espacialmente en distintos compartimentos en la membrana y, por lo tanto, su asociacién
no reflejaria exactamente la organizacién in situ (Kusumi y Suzuki, 2005; Mayor y Rao,
2004; Lichtenberg et al., 2005). Sin embargo, estos autores coinciden en el hecho de que si

una molécula se encuentra en dominios DRM es altamente probable que la misma esté
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asociada a dominios rafts en la membrana plasmaéatica. Por otro lado, para este
experimento se utilizdé nAChR de T. californica reconstituido en liposomas de
POPC:Col:bSM (1:1:1); el hecho de tener una tinica proteina en el sistema permiti6 evaluar
su localizaciéon asegurandonos de que los resultados correspondian efectivamente a la

proteina de interés, el nAChR.

Luego de los tratamientos con Col y CHEMS, se observ6 un aumento significativo
de la cantidad de nAChR en la fraccién DRM con respecto a la situacién control. Esto
ocurrié en proteoliposomas de POPC:Col:bSM (1:1:1), a los que se traté con los lipidos
mencionados, en proteoliposomas de POPC:Col:bSM (1:2:1) y en proteoliposomas de
POPC:Col:bSM:CHEMS (1:1:1:1). Por lo tanto, un aumento en la cantidad de esteroles
totales, independientemente de que existiera o no una asimetria de membrana o un mayor
orden de la misma, resulté en la localizacién preferencial del nAChR en las fracciones
DRM. Este incremento en la cantidad de nAChR en la fraccién DRM (dominios Lo) podria
deberse tanto a una mayor cantidad de dominios Lo con igual afinidad del nAChR por
ellos, como a un cambio en la composicién lipidica de los dominios que se correlacione con
una mayor afinidad del nAChR por los mismos, produciéndose, de esta manera, una mayor

concentracién de receptores en dichos dominios.

Contrario a lo observado con Col y CHEMS, luego del tratamiento con Cox el
nAChR se localizé preferentemente en la fraccion DSM. Como ya ha sido mencionado, la
oxidacién del Col de la membrana produce una disrupcién de los dominios Lo (Neuvonen
et al., 2014). Se podria considerar entonces que el aumento de los receptores en la fraccién
DSM se debié a una disminucién significativa de los dominios Lo, y que el nAChR posee
la misma afinidad por dichos dominios que en una situacién control. Ademas, dado que el
orden de membrana no se vio modificado en esta condicién, es decir luego de la conversién
de un 25 % del Col de membrana a colestenona, se puede suponer que, sumado a la menor
cantidad de dominios Lo, los dominios Ld presentes poseian un orden de membrana
diferente al de la situacién control, posiblemente mayor, y que quizas favorecié la
presencia de receptores en ellos. De esta manera, el diferente entorno lipidico del nAChR
podria explicar los cambios observados en su funcionalidad y equilibrio conformacional.

Para continuar investigando el efecto de la modificaciéon del Col de membrana, se
realizaron por ultimo experimentos con GUVs. Los GUVs son sistemas modelo de tamano
celular, y por lo tanto visibles al microscopio, por lo que resultan muy adecuados para el
estudio de las membranas biolégicas mas complejas que involucran heterogeneidades en
la composicién lipidica, forma y propiedades quimicas y mecanicas (Bhatia et al., 2015).

Se estudidé en primer lugar el efecto de los tratamientos en GUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1),
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condicién que se corresponde con los sistemas modelo utilizados en este trabajo y que, al
no presentar dominios microscopicos, permite evaluar si una alteracién de la composicion
lipidica es capaz de alterar el tamano de los dominios Lo de manera tal que estos sean

observables por microscopia.

En las tres condiciones experimentales estudiadas, enriquecimiento en Col,
CHEMS o conversiéon del Col a colestenona, mas dos composiciones adicionales,
POPC:Col:bSM (1:2:1) y POPC:Col:bSM:CHEMS (1:1:1:1), se observé la aparicién de
dominios Lo microscépicos. Con respecto a las condiciones de enriquecimiento en Col y
CHEMS, los dominios Lo observados podrian explicarse teniendo en cuenta que el
incremento de las moléculas de esteroles totales, independientemente de la distribucién
transbicapa de las mismas, podria producir ya sea la coalescencia de dominios
nanoscopicos o el aumento de su tamano haciéndolos de esa manera visibles al
microscopio. Esto se condice con nuestros resultados de localizacién del receptor, en los
que luego del enriquecimiento en esteroles, de manera simétrica o asimétrica, se observd

un aumento de la localizaciéon del mismo en dominios Lo.

Un resultado llamativo fue que luego de la incubacién con Cox, aun cuando en estas
condiciones se habia observado una marcada preferencia de localizaciéon del nAChR en
fracciones DSM (dominios Ld), también se observdé la aparicion de dominios Lo
microscopicos. La oxidacién de cerca del 25 % de Col a colestenona provocaria una
estructura de membrana diferente produciéndose una migracion de las moléculas de
colestenona desde los dominios Lo (Xu y London, 2000; Samsonov et al., 2001; Rouquette-
Jazdanian et al., 2006; Neuvonen et al., 2014), lo que generaria un intercambio con las
moléculas de Col que se encuentren inicialmente en dominios L.d. Si esto ocurriera, ambos
tipos de dominios cambiarian tanto su composicién como sus propiedades biofisicas. Esto
podria llevar a la coalescencia de los dominios Lo nanoscdpicos que se mantuvieron luego

del tratamiento con Cox.

Con el propodsito de estudiar el efecto de distintas alteraciones en el Col de
membrana utilizando un modelo de estudio representativo de la interaccién nAChR-
membrana, y dado que hasta el momento no ha sido posible obtener GUVs conteniendo
AChR, se estudid el comportamiento del péptido correspondiente a la porcién TM4 de la
subunidad y del nAChR reconstituido en GUVs de POPC:Col:eSM (1:1:1), en las que no se
observan separacion de fases Lo-Ld al microscopio, o de DOPC:Col:eSM (1:1:1) que si

presentan separacién de fases visible al microscopio.
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En membranas nativas de T. californica la relacién lipido:proteina es de ~400:1
(Hamouda et al., 2006). En esas condiciones, el receptor permanece en estado de reposo
siendo capaz de sobrellevar las transiciones de estado producidas por el agonista, hasta
una relacién L:P ~65:1. Por debajo de esta relacién, hay una disminucién de la proporcién
de nAChRs estabilizados en estado de reposo, y por debajo de ~30:1 el receptor se
encuentra totalmente estabilizado en un estado tipo desensibilizado no reactivo al
agonista. Teniendo esto en cuenta, para estos estudios se utilizé una relaciéon L:P de 250:1
0 125:1 tanto en GUVs de POPC como de DOPC. En el Ginico caso en que se observaron
diferencias con respecto a la situacién control fue en los GUVs de POPC:Col:bSM (1:1:1) +
YTM4 en una relacion L:P 125:1. En esta condiciéon se observé la presencia de dominios
Lo, indicando esto que el péptido ocasioné ya sea un aumento del tamafio de los dominios
existentes (de dominios nanoscopicos a dominios microscopicos) o la coalescencia de los

mismos.

Para estudiar la localizacién del yYTM4 en estas vesiculas, se utilizd la sonda 7-
dietilamino-3-(4'-maleimidilfenil)-4-metilcumarina) que emite fluorescencia cuando
reacciona con grupos tioles, en este caso los presentes en el péptido. En GUVs de
POPC:Col:eSM (1:1:1) con una relaciéon L:P 250:1, que no presentan separacién de fases,
no fue posible detectar senal de la cumarina en las membranas. En las vesiculas de
DOPC:Col:eSM (1:1:1), con la misma relacion L:P, si se detecté sefal de fluorescencia de
cumarina. Contrariamente a lo publicado anteriormente en donde se propone una
localizacién mayoritaria del péptido yTM4 en dominios ordenados (de Almeida et al., 2004;
Bermudez et al., 2010), en este caso la sefial coincidié con la sefial de fluorescencia del Dil-
C18, lo que indicaria que el péptido particionaria “preferentemente” en dominios Ld. Sin
embargo, analizando en forma conjunta los resultados obtenidos con GUVs conteniendo
POPC 0 DOPC se podria interpretar que la falta de sefial en GUVs de POPC con L:P 250:1
se deberia a que la cumarina solo puede acceder a dominios Ld, y que en condiciones
nanoscopicas la cercania de dominos Lo impediria el acceso a los dominios desordenados.
Por lo tanto, solo se pudieron visualizar los péptidos que se localizaron en entornos més
fluidos por lo que no podemos descartar la existencia de péptidos en dominios Lo. Para
profundizar en esta idea, se realizaron estudios de temperatura de transicién y de FRAP
en vesiculas de DOPC:Col:eSM (1:1:1) + yTM4 (L:P 250:1 o 125:1). Los resultados
obtenidos sugieren que luego de la incorporaciéon del péptido existe un mayor orden de los
lipidos en los dominios Ld, lo que seria consecuencia de la presencia de péptido en estos
dominios. Asi, los resultados de GUVs con péptidos (como indicador del comportamiento

del nAChR) juntos con los obtenidos al estudiar la distribuciéon del nAChR entre dominios
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DRM y DSM, indican que el péptido/nAChR lleva a la coalescencia de dominios Lo y que
el péptido/nAChR tiene la posibilidad de localizarse en ambos dominios segtin las

caracteristicas de los mismos.

En resumen, en la condiciéon de un enriquecimiento de ~ 50 % en Col, los resultados
de este trabajo de Tesis no mostraron cambios en cuanto al orden de membrana, aunque
si se observé un aumento de dominios Lo microscopicos. El nAChR se localizd
preferentemente en dichos dominios, no observandose modificaciones del estado
conformacional del mismo. Aunque no se realizaron experimentos de electrofisiologia en
esta condicion, distintos trabajos postulan que se produce una disminucién de su actividad
a medida que la relaciéon Col/fosfolipidos aumenta (Santiago et al., 2001; Borroni et al.,
2007; Baez-Pagan et al., 2016). Por otro lado, en la condicién de enriquecimiento en
CHEMS, en la cual se increment6 la cantidad de moléculas de esteroles en un ~ 75 %
generandose, ademads, una asimetria en la bicapa, se observé un aumento en el orden de
membrana y presencia de dominios Lo microscépicos, asi como también la localizacion
preferencial del nAChR en dichos dominios. En este caso, la presencia de CHEMS ocasion6
perturbaciones en el equilibrio conformacional del nAChR, ademés de una disminucién de
su actividad, similar a lo reportado para Col. Finalmente, en la condicién de conversion de
~ 25 % del Col total a colestenona, no se observaron cambios en el orden de membrana,
aunque si se observd la presencia de dominios Lo microscopicos, y una localizacién
preferencial del nAChR en dominios desordenados. El nAChR mantuvo su funcionalidad,
aunque su tiempo de recuperacién de la desensibilizacién se redujo, hecho reflejado en el
cambio observado del equilibrio conformacional. La posibilidad de localizaciéon del nAChR
o del péptido en uno u otro dominio segun las condiciones de entorno fue observado en los

experimentos con GUVs con POPC y DOPC.

Como conclusién general de este Capitulo, existiria una relacién inversa entre la
presencia de nAChRs en dominios Lo y la funcionalidad de los mismos. A mayor orden de
membrana mayor localizacién de los receptores en dominios Lo y menor actividad. Por otro
lado, la presencia de nAChR en dominios desordenados lleva a un aumento de su funcion.
Esta posibilidad que mostré el nAChR de localizarse tanto en dominios Lo como Ld, y la
diferente funcionalidad observada en cada localizacién, estaria confirmando que el nAChR
es altamente sensible a su entorno lipidico inmediato, y que el pasaje de uno a otro dominio
podria explicar los cambios en la sefial colinérgica observados en situaciones de
envejecimiento y/o patologias como la EA. El receptor seria funcional en dominios
desordenados, y en dominios ordenados estaria inactivo. A medida que aumenta la

concentracion de Col en la membrana, se produce el reclutamiento de mas receptores hacia
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dominios Lo llevando a una pérdida de actividad. Baez-Pagan y colaboradores, mediante
distintas estrategias experimentales, propusieron que, como consecuencia del aumento de
Col de membrana, ocurriria una agregacién de receptores nicotinicos en dominios ricos en

Col, siendo estos no activables (Baez-Pagan et al., 2017).

Adicionalmente, es importante considerar que, en los tres tratamientos realizados
a fin de alterar el Col de membrana, se observé que el receptor en ausencia de agonista
estaba en un estado de reposo. Esto estaria sugiriendo que los lipidos no anulares, en
intimo contacto con las subunidades, no fueron alterados, dado que es conocido el
requerimiento estricto de Col en dichos sitios para una correcta conformacién del nAChR
(Brannigan et al., 2008). Posiblemente las moléculas adicionadas de CHEMS, dada la
presencia del grupo succinato, no hayan accedido a los sitios no anulares. De igual manera,
es poco probable que la enzima Cox haya oxidado las moléculas de Col presentes en sitios
no anulares. En este sentido, distintos autores reportaron que el Col es menos susceptible
a la oxidacion por Cox en presencia de SM (Patzer et al., 1978; Yandouzi and Le Grimellec,
1992; Gimpl et al., 1997), y que, por lo tanto, podria ser posible que la oxidaciéon del mismo
ocurra primero en las moléculas que no interaccionan de manera directa con el receptor,
seguido esto de una reorganizacién de la membrana (Jafurulla et al., 2017). Es decir, el
nAChR en todas las condiciones mantuvo su conformacién activable. Es importante
considerar que Hamouda y colaboradores informaron un requerimiento de 35 mol % de
Col en membrana, correspondiente con ~ 15 moléculas en el sitio anular del nAChR (3
moléculas de Col por cada subunidad del receptor) (Hamouda et al., 2006). Por lo tanto, de
acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, los lipidos anulares serian los
responsables de que ocurran los cambios conformacionales asociados al gatillado del canal,
y por tanto, la localizacion del nAChR en un entorno mas o menos rigido repercutiria

directamente en su funcionalidad.
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INTRODUCCION

La proteina precursora amiloide, APP, a partir del clivaje secuencial por las
enzimas B-secretasa y y-secretasa, origina distintos fragmentos peptidicos entre los que se
encuentran los péptidos ABis, de 40 aminoacidos, y ABi.42, de 42 aminoacidos. En
condiciones fisioldgicas, este ultimo representa solo el 10 % del péptido producido, pero es

el mas hidrofébico y propenso a formar fibrillas (Zhang et al., 2011).

La hipétesis amiloide ha ido cambiando a lo largo del tiempo. Actualmente tiene un
gran peso la teoria que enfatiza la importancia de las formas oligoméricas de AB como las
causantes de la enfermedad, por sobre las formas insolubles o las monoméricas (Lacor et
al., 2004; Shankar et al., 2008; Hayden y Teplow, 2013; Collins-Praino et al., 2014).
Algunos estudios han demostrado que los oligdmeros de ABi.42 inducen dafio oxidativo y
producen hiperfosforilacién de la proteina tau, resultando en efectos téxicos en las sinapsis
y las mitocondrias. Estos consideran a los agregados de AB como los responsables de los
dafios neuronales y la degeneracion vascular en los cerebros de las personas con EA

(Kumar et al., 2015).

Como ya se menciond, otra caracteristica de la EA es la disminucidon de la actividad
colinérgica mediada por el nAChR a7. Para contrarrestar este efecto se ha investigado el
uso de agonistas parciales y PAMs (Moduladores Alostéricos Positivos) como terapia. Por
ejemplo, el tratamiento con drogas que potencian la funcién colinérgica central ha
mostrado aumentar la atencién, el rendimiento en el aprendizaje y la memoria en
pacientes con EA leve a moderada (Dineley, 2007). La desensibilizacién rapida del nAChR
a7 hace que tanto los farmacos que aumentan los niveles de ACh como los agonistas totales
o parciales que se unen dicho receptor tengan un efecto limitado. Es por eso que la
potenciacion del nAChR a7 mediante PAMs puede plantearse como una estrategia
terapéutica novedosa para mejorar la memoria y la cognicién (Chatzidaki y Millar, 2015;

Terry et al., 2015; Echeverria et al., 2016; Bouzat et al., 2018).

Existen numerosas evidencias de interacciones funcionales entre el péptido AB y el
nAChR a7. Varios estudios han reportado que el péptido AB afecta directamente el
funcionamiento del nAChR a7 a nivel molecular, presentando efectos tanto agonistas como
antagonistas (Pettit et al., 2001; Dineley et al., 2002; Wu et al., 2004; Khan et al., 2010; Li
et al., 2011; Parri et al., 2011; Liu et al., 2015; Yan et al., 2015; Ma y Qian, 2018). Incluso,

se plantea que el tipo de efecto podria depender de la concentracién de AB, donde, en
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general, a bajas concentraciones (del orden picomolar) actiia como agonista y a altas (nano
o micromolares) como antagonista (Mura et al., 2012).

Dado que los oligobmeros de AB son actualmente considerados las especies asociadas
a los cambios en plasticidad sinaptica, a la neurodegeneracion y a la demencia que se dan
en la EA (Lacor et al., 2004; Shankar et al., 2008; Hayden and Teplow, 2013; Collins-Praino
et al., 2014; Esparza et al., 2016), en este capitulo de Tesis se estudiaron sus efectos sobre
el nAChR a7.
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OBJETIVOS

Considerando que una de las caracteristicas principales de la EA es la pérdida de
la senal colinérgica mediada por el nAChR a7, y que el AB afecta directamente al
funcionamiento del nAChR a7 presentando efectos tanto agonistas como antagonistas, el

OBJETIVO GENERAL del capitulo II de la Tesis fue estudiar el efecto de oligdmeros de

ABi1.40 y AB1.42 sobre el receptor a7 a nivel molecular.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS de este capitulo fueron:

e Estudiar las posibles alteraciones en el equilibrio conformacional del receptor a7

en funcién de la concentracion de oligbmeros de AB.

e KEstudiar si los oligdmeros de ABi.10 y AB1.42, en ausencia del agonista natural ACh,
son capaces de activar el receptor a7, en presencia o ausencia del modulador

alostérico positivo (PAM) PNU-120596.

o Estudiar si la funcionalidad del receptor a7 activado por su agonista natural ACh
es modificada en funcién de la concentracion de oligdbmeros de ABi.40 y AB1.42 en

presencia o ausencia de PNU.
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RESULTADOS

1. CAMBIOS CONFORMACIONALES DEL nAChR a7 INDUCIDOS POR
OLIGOMEROS DE Ap

Para estudiar la posibilidad de que los oligbmeros de AB ocasionen cambios

conformacionales en el nAChR a7, se realizaron mediciones con la sonda fluorescente CrV.

Hasta el momento, esta sonda solo habia sido wutilizada para estudios
conformacionales del nAChR de T. californica. Para ese receptor se observé que el CrV se
une con una mayor afinidad si el mismo se encuentra en estado desensibilizado que si se
encuentra en estado de reposo, obteniéndose valores de KD de ~ 60 nM y ~ 400 nM,
respectivamente (Fernandez Nievas et al., 2008; Perillo et al., 2012; Fabiani et al., 2018)
(Figura 1 A).

En este trabajo de Tesis se utilizé la sonda CrV para estudiar por primera vez los
estados conformacionales del receptor a7 humano. Es por esta razén que, en primer lugar,
se determind si esta sonda era capaz de sensar los cambios conformacionales del receptor
producidos por carb. Para esto, las células transfectadas con el ADNc de la subunidad a7
se resuspendieron en PBS y se realizaron titulaciones con concentraciones crecientes de
CrV en dos condiciones: en ausencia de carb (donde el receptor se encontraba en estado de
reposo) y en presencia de carb 10 mM (donde se favorece el pasaje del receptor al estado
desensibilizado).

En la figura 1 A se muestran las curvas obtenidas luego del ajuste de los valores de
KD en funcion de la concentracion de CrV para las dos condiciones estudiadas, llegandose
en todos los casos a una saturacion del efecto.

El valor de KD obtenido a partir de la curva para el estado de reposo (Figura 1 A)
fue de 492 + 41 nM, lo que indica una afinidad similar a la del receptor muscular. Sin
embargo, el valor de KD obtenido para el receptor en estado desensibilizado fue 680 + 89
nM, significativamente diferente al valor de KD del receptor de T. californica en estado

desensibilizado (p<0,05, Figura 1 Ay B).
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Figura 1. A) Curvas obtenidas luego de la titulacién con CrV del nAChR de T. californica (circulos) y del
nAChR a7 humano (cuadrados) en ausencia (reposo) o presencia de carb (desensibilizado). Las flechas indican
el cambio desde la condicion de reposo a la condicion desensibilizada para cada tipo de nAChR. B) Cambios en
los valores de KD del CrV en ausencia y luego de la exposicion a bajas (0,1 nM) o altas (100 nM) concentraciones
de AP 1-40. Los valores fueron calculados a partir de las curvas de titulacion, en ausencia y presencia de 10 mM
de carb (columnas blancas y rosas, respectivamente). Cada columna corresponde a la media =+ D.S. de por lo
menos 4 experimentos independientes. “*”’= p<0,05.

Los resultados obtenidos indican, por un lado, que el CrV satura sus sitios de unién
al receptor a7 tanto en estado de reposo como en estado desensibilizado. No obstante, las
diferentes afinidades son inversas al perfil de unién para el receptor muscular, ya que el
CrV se une al receptor a7 con mayor afinidad cuando este se encuentra en estado de reposo
que cuando se encuentra desensibilizado. Las intensidades maximas de fluorescencia de
las muestras fueron similares en ambas condiciones, descartando esto la posibilidad de
que la menor afinidad por el nAChR en estado desensibilizado pueda deberse a una
reduccion de la unién de la sonda en este ultimo estado.

Estos primeros experimentos demostraron que la sonda CrV puede ser utilizada
para detectar cambios conformacionales en equilibrio en el receptor a7 y ademas indicaron

diferencias conformacionales entre los estados desensibilizados del nAChR muscular y el

nAChR a7.

Una vez determinada la capacidad del CrV de diferenciar estados conformacionales
en el nAChR a7, se determinaron los efectos de concentraciones bajas (100 pM) y altas

(100 nM) de ABi.40 sobre la conformacion del receptor a7. Para esto se estudiaron los
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valores de KD del CrV para el receptor en estado de reposo y en estado desensibilizado en

las diferentes condiciones experimentales (Figura 1 B).

Cuando el receptor a7 en estado de reposo (en ausencia de carb) se incub6 con
oligbmeros de AB1.40 a baja concentracién (100 pM), se observéd un incremento de los valores
de KD hacia valores correspondientes al estado desensibilizado, indicando que los péptidos
amiloides inducen cambios conformacionales en a7. El agregado posterior de carb produjo
un desplazamiento ain mayor hacia valores mas altos de KD, sugiriendo esto que, cuando
el agonista se encuentra junto con el péptido AB, se puede inducir un nuevo estado
conformacional (Figura 1 B). Resultados similares se obtuvieron con oligdmeros de ABi-42

a la misma concentracién (100 pM).

La incubacién de los receptores en estado de reposo con concentraciones 1000 veces
mayores (100 nM) de ABi.«0 mostré resultados diferentes a los observados a bajas
concentraciones, dado que no se observaron cambios significativos en los valores de KD del
CrV. Ademas, los valores de KD permanecieron constantes, incluso luego del agregado de
20 mM de carb, indicando asi que el nAChR a7 no fue reactivo a la adicién de agonista.

Resultados similares se obtuvieron con ABi42 100 nM (Figura 1 B).

2. ACTIVACION DEL nAChR a7 NEURONAL POR OLIGOMEROS DE Ap

Luego de establecer que el AB oligomérico provoca cambios conformacionales en el
receptor a7, realizamos registros de canal Unico para intentar explicar el mecanismo
subyacente a dichos efectos. Los registros electrofisiolégicos fueron realizados en conjunto

con el Dr. Matias Lasala.

Para determinar si los oligdbmeros de AB tienen la capacidad de activar al receptor
a7, se realizaron registros de canal Gnico en presencia de AB y ausencia de ACh. En primer
lugar, se realizaron registros a modo de control en presencia de 100 pM de ACh. En estas
condiciones, el receptor a7 presenté aperturas individuales muy breves separadas por
cierres largos; o, menos frecuentemente, pocas aperturas en rapida sucesién separadas por
cierres breves, llamadas bursts (Figura 2). La media de la duraciéon de los eventos de
apertura fue de 0,36 £ 0,07 ms y la duracién media de los bursts fue de 0,77 + 0,21 ms. No
se observo actividad de a7 en ausencia de agonista.

En presencia de 100 pM de oligbmeros de ABi.40 (y ausencia de ACh) se detectaron
eventos de apertura breves tipicos, similares a los detectados en presencia del agonista

(Figura 2). En la mayoria de los registros (correspondientes a un sello en una célula) no se
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observaron canales, solo 2 registros (de un total de 8 experimentos) presentaron actividad
con una reducida frecuencia de aperturas. Al aumentar la concentracién de péptido a 100
nM no se detectd actividad en ninguno de los registros, lo que indica que la activacién se

produce a bajas concentraciones de AB.

ACh 100 uM | AB, ,,100 pM
S MWM

Figura 2. Registros de canal unico del receptor a7 obtenidos en presencia de 100 uM de ACh o 100 pM de Aps-
40. Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial de membrana. Para
cada condicion se muestra, ademas, un trazo a mayor resolucion temporal (abajo).

3

Debido al bajo porcentaje de sellos con actividad y a la baja frecuencia de los eventos
detectados, los mismos experimentos se realizaron en presencia de 1 pM de PNU. Este
compuesto es un PAM tipo II que, al aumentar la posibilidad de apertura del canal,
favorece la deteccion de eventos de apertura poco frecuentes.

En presencia de ACh y PNU, la activacién se observa como largos episodios que
llamamos clusters. Cada cluster, a su vez, estd compuesto por dos o tres bursts que
contienen aperturas de larga duracién separadas por cierres breves (DaCosta et al., 2011).
La duracién media del cluster en presencia de 100 pM de ACh y 1 pM de PNU fue de 2263
+ 990 ms (Figura 3, Tabla 1).

ACh 100 uM + PNU TuM AB,,, 100 pM + PNU 1 uM AB,,, 100 pM + PNU 1uM

"
L N S . " ST}
—_—ln

500 ms

Figura 3. Registros de canal Unico del receptor a7 en presencia deACh y PNU, o ABi1.40 0 AP1.42 ¥ PNU. Los
registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a —70 mV de potencial de membrana. Se muestran
trazos representativos de un registro para cada una de las condiciones indicadas
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Para determinar si existe una dependencia de la concentracién de AB (en presencia
de PNU), se realizaron registros con distintas concentraciones del péptido. Nuevamente,
la proporcion de sellos con actividad fue menor que la esperada en presencia de ACh: mas
del 95 % de los registros mostraron actividad cuando se utiliz6 ACh como agonista,
mientras que el porcentaje de los registros con actividad fue del 42 % y 77 % en presencia
de 100 pM de ABi.40 y 100 pM de ABi.42, respectivamente (Tabla 1). Ademas, se observd
que, a medida que se increment6 la concentracion de AB, disminuy6 el namero de sellos
que mostraron activaciéon de a7. A 100 nM no se detect6 actividad a7 producida por AB,
tanto para ABis como para ABi.s2. Concentraciones bajas (100 pM) de ABi.40 y ABi42
produjeron la activacion del receptor a7, detectandose en los registros de canal tnico los
clusters tipicos que se observan en presencia de ACh y PNU (Figura 3). En la mayoria de
las concentraciones testeadas no se detectaron diferencias significativas en la duracién
media del cluster, salvo para 10 nM de AB1.40, en donde la duracién resulté ser mas larga
(Tabla 1). Estos resultados muestran que, incluso en presencia de un PAM, AB en

concentraciones picomolar o nanomolar bajas produce la activacion de los receptores a7.

[ACh] Ap [AB] % de sellos con Duracion media del cluster
(uM) (nM) actividad (ms)
(n)
100 0 100 (6) 2263 +990
0 0,1 42,9 (7) 762 + 316
0 1 22,2 (18) 2016 + 1364
APs-
0 Pr-40 10 30 (10) 5229 + 1392*
0 100 0(9) -

0 0.1 77,8 (9) 1401 + 805
0 1 46,2 (13) 1208 + 946
0 10 33,3(9) 1751 + 766
0 100 0 (6) -

Tabla 1. Duracién media de los clusters del receptor o7 activado por ACh 0 ABi1-40 0 APi-42, €n presencia de PNU
1 uM. Los datos representan la media = D.S. “*”= p<0,001.
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3. CAMBIOS EN LA ACTIVACION DEL nAChR a7 NEURONAL POR
OLIGOMEROS DE AB EN ALTAS CONCENTRACIONES

Para evaluar el efecto del AB sobre la duracién de los episodios de apertura del receptor a7
provocados por el agonista ACh, se estudié la accién combinada de AB con ACh sobre dicho

receptor.

En primer lugar, se realizaron registros de canal tnico activados por 100 uM de
ACh en presencia de ABi-s0 (10 y 100 nM). Si bien las diferencias con respecto al control no
fueron estadisticamente significativas, la duracién media de las aperturas y los bursts a
ambas concentraciones fue ligeramente menor que la del control (Tabla 2). Dado que las
duraciones de los eventos de apertura son muy breves, las diferencias en estos valores
pudieron no ser del todo precisas ya que se acercan al limite de resolucién del sistema
utilizado. Para superar este inconveniente, se estudio el efecto del AB (10 nM - 1 uM) en

canales activados por ACh en presencia de 1 pM de PNU.

En estas condiciones, tanto ABi.40 como ABi42 a altas concentraciones produjeron
una reduccién estadisticamente significativa de la duracién del componente mas lento de
las aperturas individuales y de los clusters detectados en presencia de ACh y PNU, a
aproximadamente un tercio del valor control en cada caso. Esto fue, ademas, dependiente
de la concentracion del péptido (Figura 4 A). Cuando se trabajé con ABi.42, esta reduccion
se observd a partir de una concentraciéon 10 nM, mientras que para el caso de ABi.s0, se

pudo observar a concentraciones mayores, a partir de 100 nM (Figura 4 B, Tabla 2).

A B
ACh + PNU
MWM TN e
2501 aperturas  3000[ Cluster
ACh + PNU + AB, , 100 nM g 2001
~ 2000
L L | g o0 .
m Il. .I le | ‘ || |_ %‘IOO * * *
Il 1000
I TR
s>z zx3 © Tz z=xz
c c = c C 3 cC Cc 3 c Cc
ACh + PNU + AB, ,,100 nM 6o~ oo oo~ oo~
bS 7O pe 7o

-.MMMMW s

S00ms
Figura 4. A) Registros de canal Unico del receptor a7 en las distintas condiciones. Los registros fueron
obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial de membrana. B) Variaciones en la media

de las duraciones de tiempo de apertura y cluster por la presencia de Ap. Cada columna corresponde a la media
+ D.S. de por lo menos 3 registros independientes. “*”= p<0,001.
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PAM ApB ApB n Duracion media Duracién media
(nM) apertura burst/cluster
(ms) (ms)
No 0 3 0,36 + 0,07 0,77+0,21
No

10 3 0,26 + 0,02 0,48 + 0,06

100 3 0,27 £ 0,04 0,49+0,11

No 0 6 159,6 + 69,6 2263 £ 990

PNU-120596 _

1M 50 3 176,7 £ 22,5 2220 = 256
APi-a0 100 5 61,6 +33,1* 698 + 409*

1000 3 23,4 +22,0* 931 + 303*

10 5 61,1 + 23,8* 888 £ 261*

100 5 54,7 + 47,8* 755 + 560*

1000 6 59,6 + 32,2* 883 + 289*

Tabla 2. Duracién de los episodios de activacién en presencia o ausencia de AB, potenciados o no por PNU. En
todos los casos la activacion del receptor a7 se realizo con 100 uM de ACh. Los datos representan la media + D.S.
sk

= p<0,001.

De esta manera, concluimos que la duracién de los episodios provocados por ACh y

potenciados por PNU es reducida por oligémeros de AB.
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DISCUSION

Unas de las caracteristicas de la EA es el hecho de que los péptidos AB, que en el
cerebro de personas sanas se encuentran en concentraciones picomolares cumpliendo roles
fisiolégicos, alcanzan concentraciones nanomolares causando la formacién de placas
insolubles, una de las principales condiciones de esta patologia (Dineley, 2007; Parihar y
Brewer, 2010; Puzzo et al., 2015). Otra de las caracteristicas de esta enfermedad es el

déficit colinérgico severo, que involucra principalmente a los nAChRs a4B82 y a7.

El receptor a7 ha demostrado tener una alta afinidad por el AB. Esta interaccién
podria influenciar la transmision sinaptica y la plasticidad neuronal, e incluso contribuir
a la disfuncién de las redes neuronales y al déficit colinérgico que ocurre en esta patologia
(Wang, 2000; Buckingham et al., 2009; Dineley et al., 2015; Hascup y Hascup, 2016). El
mecanismo molecular por el cual el AB afecta la actividad del receptor ha sido estudiado
principalmente a nivel de corrientes macroscopicas y aun no es del todo conocido. En este
capitulo de este trabajo de Tesis, se utilizaron las ventajas de dos técnicas diferentes para

dilucidar las bases moleculares de la accién o efecto del AB sobre el nAChR a7.

Hasta el momento de este trabajo, la sonda CrV solo habia sido utilizada para
estudios en receptor de T. californica (Fernandez Nievas et al., 2008; Perillo et al., 2012;
Fabiani et al., 2018) y no se habia aplicado para el receptor a7. Esta sonda permite detectar
estados conformacionales en equilibrio, como son los estados en reposo y desensibilizado.

Dado que el estado abierto es rapido y breve, no puede ser detectado.

El primer objetivo fue determinar si el CrV podia diferenciar entre estados de
reposo y desensibilizado en el receptor a7, como ocurre en el nAChR muscular. Un
resultado importante que se obtuvo es la demostracién de que la sonda fluorescente CrV
puede ser utilizada para detectar cambios conformacionales en el receptor a7 neuronal.
Ademas, demostramos que la unién del CrV al receptor muscular y al a7 presenta
diferentes perfiles. En el nAChR muscular, el CrV presenta una mayor afinidad por el
receptor en estado desensibilizado con respecto al estado de reposo, mientras que en el
receptor a7 la situacion es inversa. La sonda CrV se comporta como un antagonista no-
competitivo localizdndose en el vestibulo del canal (Lurtz y Pedersen, 1999). Nuestros
resultados demostraron que la conformacion de la region vestibular es similar para ambos
receptores en estado de reposo, pero no asi para los receptores en estado desensibilizado.
De esta manera, los cambios conformacionales producidos por una exposicién prolongada
a la carb son diferentes para el nAChR muscular que para el nAChR a7. En resumen, el

uso de la sonda CrV ha demostrado ser util para revelar arreglos estructurales especificos
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de los distintos subtipos de receptores asociados con distintos estados conformacionales, y

abre una puerta para realizar mas estudios en este sentido.

Los cambios conformacionales del receptor a7 provocados por la presencia de AB
fueron detectados utilizando la sonda CrV. A una concentraciéon baja, de 100 pM, el AB
oligomérico ocasion6 un cambio conformacional en el receptor, obteniéndose valores de KD
similares a los valores obtenidos para el receptor en estado desensibilizado. Luego de la
adicién de carb a la condicién anterior, se obtuvieron valores de KD aiin mayores que los
obtenidos para el receptor en estado desensibilizado. Esto permitié sugerir que existe al
menos otro estado conformacional del receptor que puede ser detectado por el CrV, al que
se llega luego de la incubacién con 100 pM de AB y carb. A pesar de que este método solo
permite sensar conformaciones en equilibrio y no da informacién sobre el estado abierto
del receptor, el hecho de que en presencia de AB el receptor a7 siga respondiendo a carb se
condice con la induccién tanto de estados de apertura como de desensibilizacién. La
conformaciéon del nAChR a7 en presencia de concentraciones bajas de AB y altas de carb
es diferente a la del estado desensibilizado (concentraciones altas de carb en ausencia de
AB), indicando esto la induccién de un nuevo estado conformacional. Ademas, dado que los
efectos de AB a bajas concentraciones y en presencia de carb observados sobre la
conformacion del receptor a7 se sumaron, ambas moléculas estarian actuando en sitios
diferentes, y por lo tanto el AB se estaria comportando como un modulador alostérico del
receptor. Sin embargo, a una alta concentraciones de AB, 100 nM, no se detectaron cambios
conformacionales del nAChR a7 con respecto a la situacion de reposo control, hecho que
no se reverti6 por adicién de altas concentraciones de carb, sugiriendo que en estas

condiciones el nAChR a7 se encontraria en un estado menos activable.

Por otro lado, los resultados de canal Ginico también permitieron confirmar el efecto
dual de AB dependiente de su concentracién. Dos caracteristicas de la activacién del
receptor a7 son los eventos de apertura muy breves (en la escala de los microsegundos) y
la rapida desensibilizacién (Bouzat et al., 2008; Corradi y Bouzat, 2016). Encontramos que
el AB es capaz de provocar la activaciéon de este receptor tanto en ausencia como en
presencia del PAM de tipo II PNU-120596. En ambas condiciones, la activacién por AB se
produjo a 100 pM o a concentraciones nanomolares bajas, mientras que no se detectd
actividad a concentraciones micromolares, en concordancia con los resultados de corrientes
macroscopicas reportados previamente en ovocitos (Dineley et al., 2002, 2015) y con
nuestros resultados de CrV (Lasala et al., 2019). La actividad provocada por el péptido AB
fue significativamente menor con respecto a la provocada por ACh, tanto en términos del

numero de sellos que mostraron actividad como de la frecuencia de aperturas dentro de

113



Capitulo Il

un registro, indicando que es menos efectivo que el agonista para producir la activacion.
De todos modos, cuando se produjo la apertura del canal, la duracién media de las
aperturas de los clusters fueron similares a las provocadas por ACh. Por lo tanto, la
capacidad de AB a bajas concentraciones, compatibles con las encontradas en individuos
sanos, para activar el receptor a7 podria explicar su rol fisiolégico beneficioso propuesto

(Puzzo et al., 2015).

Distintos estudios han mostrado que concentraciones altas de AB poseen un efecto
inhibitorio en la amplitud de las corrientes macroscopicas generadas por el receptor a7,
como también en las vias de sefializaciéon (Dineley et al., 2002; Parri et al., 2011). De
acuerdo con estos resultados, encontramos que, en presencia de PNU, la duracién media
de los episodios de activacién (bursts o clusters), como asi también la duracién de las
aperturas individuales del canal, se ven significativamente reducidas por concentraciones
altas de AB oligomérico. Desde un punto de vista mecanistico, la menor duracién de los
clusters y de las aperturas podria ser compatible con un aumento en la desensibilizacién
y/o un bloqueo del canal. El bloqueo rapido del canal abierto puede ser descartado, ya que
los cierres breves correspondientes a aperturas bloqueadas (flickering) no fueron
observados.

El aumento en la desensibilizacion y el bloqueo lento del canal son procesos dificiles
de distinguir mediante técnicas de electrofisiologia (Arias et al., 2009; Bouzat y Sine,
2018). Los experimentos utilizando la sonda fluorescente CrV mostraron que a altas
concentraciones de AB, el receptor a7 adopta un estado conformacional similar al estado
de reposo en términos de los valores de KD del CrV. Ademas, desde este estado el receptor
no responde a la adicién de carb. En concordancia con estas observaciones, en otra linea
de experimentos desarrollados en el préoximo capitulo se vio que el bloqueador de canal
abierto QX-314 no cambié el valor de KD de CrV para el estado de reposo del nAChR
muscular, y que este valor permanecié constante incluso en presencia de altas
concentraciones de carb (Fabiani et al., 2018). Por lo tanto, se puede inferir que el AB
oligomérico a altas concentraciones se comporta como un bloqueador lento de canal del
receptor a7. La disminucién de la actividad del receptor a7 en presencia de AB podria
contribuir al déficit de sefializacion colinérgica y por lo tanto estar involucrado en el inicio
y desarrollo de la EA. Estos resultados estan de acuerdo con el buscado rol protector de la
estimulacion de la actividad del receptor a7 para el tratamiento del dafo cognitivo y de la
memoria asociados a enfermedades neurolégicas como la EA (Inestrosa et al., 2013;
Lendvai et al., 2013; Wallace y Bertrand, 2013; Uteshev, 2014; Dineley et al., 2015; Corradi
y Bouzat, 2016; Yang et al., 2017).
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El sitio de unién de AB al receptor a7 permanece aun sin conocerse. Estudios de
docking sugieren que el péptido podria interactuar con el sitio de unién al agonista en las
interfases entre subunidades (Espinoza-Fonseca, 2004), proponiendo que la tirosina 188
en el loop C de este sitio estaria involucrada en la activacién del receptor a7 por AB (Tong
et al., 2011). Por otra parte, se postuld que la cavidad transmembrana, un sitio de unién
para diferentes ligandos alostéricos de la familia de receptores Cys-loop (Young et al.,
2008; Sauguet et al., 2015; Corradi y Bouzat, 2016) estaria involucrada en el bloqueo no
competitivo por AB de receptores a4B2 (Pandya and Yakel, 2011). Los resultados de
espectroscopia de este capitulo demuestran que en presencia de bajas concentraciones de
AB el nAChR a7 sigue siendo reactivo a carb, sugiriendo esto que el AB no ocupa el sitio
ortostérico de unién al agonista y, por lo tanto, la activacién ocurriria a través de sitios
alostéricos. La activaciéon alostérica de a7 a través de un sitio transmembrana se ha
demostrado para 4BP-TQS aunque con un perfil de activacién muy diferente al de la ACh
(Gill et al., 2011; Lasala et al., 2018). Alternativamente, el AB podria ser capaz de activar
al receptor sin ocupar los cinco sitios ortostéricos de agonista; los sitios restantes, ocupados
luego por carb, podrian favorecer la activacién y desensibilizacién. Esta posibilidad se
condice con estudios previos que demostraron que la ocupacién de solo uno de los sitios de
activacion del agonista es suficiente para la activacién del receptor a7 (Andersen et al.,
2013). A altas concentraciones, AB podria inhibir a a7 actuando a través de un sitio
alostérico, diferente del sitio que ocupa el CrV en el poro del canal, dado que no interfiere
con su unién. Las acciones duales como agonistas de baja eficacia y bloqueadores de
canales se han descrito para varios compuestos, actuando en diferentes sitios de los
nAChRs (Bouzat and Mukhtasimova, 2018; Bouzat and Sine, 2018, Fabiani et al., 2018).

En conclusién, los resultados de este capitulo proveen informacién desde una
perspectiva molecular para comprender las acciones complejas del AB a nivel celular. A
concentraciones picomolar o nanomolar bajo, compatibles con las encontradas en
individuos sanos, los oligdmeros son activadores del nAChR a7 y podrian tener un rol
beneficioso. A concentraciones nanomolar altas o micromolar, compatibles con las
encontradas en pacientes de EA, los oligdmeros son inhibidores del nAChR a7 y podrian

contribuir a la deficiencia en memoria y cognicién de esta enfermedad.
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INTRODUCCION

El hallazgo de un nuevo principio activo puede realizarse por sintesis quimica en
el laboratorio o por aislamiento de sustancias existentes en la naturaleza, provenientes de
plantas, animales, microorganismos o minerales. Esta btusqueda de nuevas sustancias
utiles para el ser humano a partir de productos naturales se denomina bioprospeccién
(Atanasov et al., 2015). Todos los compuestos quimicos presentes en la naturaleza cumplen
una funcion biolégica en el organismo en el que se encuentran. Especialmente interesantes
son los metabolitos secundarios, que si bien no cumplen funciones esenciales, su presencia
es consecuencia de una estrategia adaptativa del organismo a condiciones del ambiente en
el que éste se desarrolla. Adicionalmente, los compuestos naturales presentan ciertas
ventajas sobre las drogas sintéticas tales como menor toxicidad, facilidad para atravesar
la barrera hematoencefalica, muchos efectos sinérgicos (Kamal et al., 2015) y estructuras
complejas muy dificiles de vislumbrar, disefiar y/o obtener por sintesis quimicas. Por estos
motivos, entre otros, han sido durante siglos la principal fuente de agentes medicinales,
siendo su busqueda una tarea continua desde tiempos prehistéricos hasta nuestros dias.
Una de las estrategias mas utilizada para el descubrimiento de nuevas moléculas activas
en la naturaleza es la etnomedicina, que se centra en el estudio de plantas u otros
organismos que tradicionalmente se han usado para el tratamiento de distintas patologias.
El uso milenario de distintas plantas, acompafiado de la exhaustiva bioprospeccién
realizada por distintos grupos humanos en la zona en la que habitan, apoya fuertemente
su mayor estudio en busca de los principios activos que puedan explicar su uso. Estos
principios activos pueden ser el punto de partida para el disefio de nuevos farmacos.

El compuesto activo que se encuentra en la naturaleza, denominado molécula lider,
molécula madre o prototipo, generalmente no es el farmaco 6ptimo para un determinado
uso, dado que sumado a su actividad biolégica de interés puede presentar efectos no
deseados, efectos secundarios, toxicidad y complicaciones desde el punto de vista
farmacocinético, entre otras. Es por ello que, luego de la identificacién de un principio
activo, se realiza la optimizacién del mismo mediante estudios de relacién estructura-
actividad (estrategias SAR, por sus siglas en inglés). El disefio de las modificaciones
quimicas partiendo de la molécula lider puede seguir distintos criterios segun el objetivo

buscado.

Los seres humanos han hecho uso de la naturaleza para satisfacer distintas
necesidades basicas, entre las que se encuentra el tratamiento de enfermedades desde

tiempos inmemorables. Durante largo tiempo las plantas constituyeron la tinica fuente de
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medicamentos existente para el hombre (Cragg y Newmann, 2010), y la ciencia moderna
le asigna un valor cada vez mayor a la naturaleza y a la cantidad de compuestos
bioquimicos que a partir de ella se pueden obtener. El nimero de compuestos naturales
que se utilizan, no solo en la industria farmacéutica sino también en las industrias
alimenticia y cosmética, entre varias otras, es cada vez mayor (Navanesan et al., 2015).
Actualmente, los principios activos de origen natural representan una gran parte de los

farmacos utilizados (alrededor del 50 %).

Una gran cantidad de plantas utilizadas en la medicina tradicional han demostrado
mejorar las funciones colinérgicas y las funciones cognitivas actuando como inhibidores de
la ACE (Ahmed et al., 2013). Es por esto que existe un interés cada vez mayor en la
investigacién de distintas especies utilizadas tradicionalmente en la medicina popular
para el tratamiento y prevencion de la EA y otras enfermedades neurodegenerativas.
Entre las especies de plantas a las que se le han asignado distintas propiedades
medicinales, para el trabajo de esta Tesis se eligieron el boldo (Peumus boldus), laurel
(Laurus nobilis), poleo (Lippia turbinata), romero (Rosmarinus officinalis), té (Camellia
sinensis) y tilo (Tilia platiphyllos), a fin de encontrar principios activos interesantes para

la EA. Sus usos tradicionales se describen a continuacién:

1. Boldo (P. boldus). Es una planta mundialmente valorada por sus efectos
medicinales, la infusién preparada a partir de sus hojas consta de muy diversas
propiedades beneficiosas. Las mas conocidas son sus propiedades estimulantes sobre el
funcionamiento de la vesicula biliar y sus propiedades protectoras sobre el higado, ademaés
de su efecto tonificante y protector del estémago y el sistema digestivo. Estas propiedades
se deberian esencialmente a la boldina, alcaloide principal de esta planta, y a distintos
compuestos presentes en el aceite esencial. También se le atribuyen propiedades
potenciadoras del sistema inmune, e importantes propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes. Ademas, ayudaria a combatir el insomnio, el nerviosismo, el estrés y la
ansiedad, atribuyéndosele un efecto sedante y ligeramente anestésico (Cederbaum et al.,
1992; Gotteland et al., 1995; Chulia et al., 1996; Jang et al., 2000; Kubinova et al., 2001;
Schmeda-Hirschmann et al., 2003; Villar del Fresno y Gomez-Serranillos, 2006).

2. Laurel (L. nobilis). Es un arbol conocido popularmente por poseer diversas
propiedades medicinales. Se considera que la infusién preparada a partir de sus hojas
tiene propiedades digestivas, protege al higado y al estdbmago previniendo la acidez y
disminuyendo los espasmos intestinales. Posee un efecto beneficioso contra la gripe, la tos,

la bronquitis y las afecciones del aparato respiratorio en general. Ademads, se le han
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asignado propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Sayyah et al., 2003; Ferreira et
al., 2006; Speroni et al., 2011; Lee et al., 2019).

3. Poleo (L. turbinata). Sus propiedades beneficiosas han sido aprovechadas
desde la antigiiedad. La infusién preparada a partir de sus hojas puede utilizarse para el
tratamiento de dolores de estomago producidos por malas digestiones, se le asigna ademas
la capacidad de estimular al higado aumentando la secrecion de bilis, lo que favorece la
digestion. Se le atribuyen propiedades expectorantes y benéficas en tratamientos contra
la gripe y resfriados. Por otro lado, ayudaria a mejorar la circulacién sanguinea
utilizandose contra el “mal de altura” (Pascual et al., 2001).

4, Romero (R. officinalis). El té de romero es la forma mas utilizada para
administrar sus beneficios medicinales. Se han descripto efectos digestivos y protectores
del higado, propiedades diuréticas y antiictericicas asi como también analgésicas y
bactericidas. Es un poderoso antioxidante. Se le atribuye la capacidad de aliviar dolores
articulares, 6seos y musculares, de mitigar migrafias y dolores de cabeza, de aliviar la
ansiedad y de promover el bienestar en general. Uno de los usos méas interesante del
romero es debido a las propiedades que se le asignan sobre las células cerebrales,
haciéndolas mas eficientes para aprovechar el oxigeno proveniente de los pulmones. Esta
propiedad tendria como efecto principal una marcada mejoria en la concentracion y la
memoria, y una disminucién considerable de la fatiga mental (al-Sereiti et al., 1999;
Kennedy y Scholey, 2006; Cheung and Tai, 2007; Hsieh et al., 2007; Scheckel et al., 2008;
Yesil-Celiktas et al., 2010; Karthik et al., 2011; Kayashima y Matsubara, 2012; Ramadan
et al., 2013; Fernandez et al., 2014; de Oliveira et al., 2019).

5. Té rojo (C. Sinensis). El té es la segunda bebida méas consumida del mundo,
luego del agua. Originario de China, son miles los anos que respaldan sus numerosas
propiedades y beneficios. Hay tés de multiples colores, sabores y aromas, entre los que se
destacan cuatro tipos: té verde, té rojo, té blanco y té negro. En este trabajo de Tesis se
utilizo6 el té rojo, que es una variedad semifermentada (entre el té verde y el té negro). El
té rojo es muy beneficioso para la salud, ya que se le atribuyen propiedades antioxidantes,
efectos protectores del sistema cardiovascular, propiedades beneficiosas frente a procesos
malignos y se lo considera éptimo para el tratamiento de la obesidad debido a su efecto
“anti grasa” (Sharangi et al., 2009).

6. Tilo (T. platiphyllos). Es una planta que se consume en todo el mundo,
fundamentalmente como infusién, y que posee amplias propiedades medicinales. Se lo
considera un antiespasmodico, que relaja los musculos y alivia el estrés. Es popularmente

conocido por ser un poderoso sedante utilizado para bajar la presion sanguinea y tratar

119



Capitulo 111

las palpitaciones nerviosas; ademas calma la ansiedad, posee propiedades relajantes y
calmantes y ayuda a conciliar el suefio en personas que sufren de insomnio. Se utiliza
también para tratar estados gripales, y como descongestionante de los pulmones y la nariz.
También facilitaria la digestiéon y actuaria como un diurético natural (Triska, 1975;

Launert, 1981; Grieve, 1984; Lauriault, 1989; Bown, 1995; Jabeur et al., 2017).

120



Capitulo 111

OBJETIVOS

Considerando al nAChR y a la ACE como dos moléculas fundamentales en la
senalizacién colinérgica y el déficit colinérgico progresivo que ocurre en la EA, el
OBJETIVO GENERAL del capitulo III de la Tesis fue descubrir y optimizar compuestos
bifuncionales potenciadores del nAChR e inhibidores de la ACE, partiendo de plantas de

uso popular.
Los OBJETIVOS ESPECIFICOS fueron:
e Hallar un extracto con actividad potenciadora del nAChR e inhibidora de la ACE
partiendo de seis extractos obtenidos a partir de hojas de plantas utilizadas en

medicina popular por sus efectos a nivel de sistema nervioso central.

e A partir del o de los extractos activos, aislar e identificar la molécula responsable

de dicha actividad bifuncional.

e Kstudiar el mecanismo de accién de dicha molécula sobre el nAChR,

caracterizando el tipo de activacién y su sitio de accidn.

e Optimizar la molécula estudiada mediante disefio racional por sintesis quimica.
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RESULTADOS

Basandonos en el conocimiento popular de los usos medicinales de las hojas de P.
boldus, L. nobilis, L. turbinata, R. officinalis, C. sinensis (manufacturado como té rojo) y
de T. platiphyllos, iniciamos la busqueda de posibles nuevos principios activos en relacién
a dos blancos farmacoldgicos interesantes en el tratamiento de la EA como son: la ACE y
los nAChRs. El objetivo fue encontrar compuestos activos bifuncionales, que actuaran

sobre ambos blancos moleculares de manera conjunta.

En una primera instancia se obtuvo un extracto metandlico a partir de las hojas

trituradas de cada una de las especies de plantas mencionadas (Figura 1).

Figura 1. Obtencidn de extractos metandlicos a partir de las hojas trituradas de las distintas especies de plantas
utilizadas.

Como método de testeo se eligié evaluar la capacidad del extracto de inhibir la ACE
mediante la reaccién colorimétrica de Ellman (Ellman et al., 1961). Como control de
inhibicién se utilizé galantamina comercial, un conocido inhibidor de la ACE que produjo
una inhibicion de la actividad de la enzima mayor al 90 %. Para los extractos metanolicos
de las distintas plantas las concentraciones testeadas fueron entre 0 y 0,4 mg de extracto

seco /ml, y diferentes resultados se obtuvieron con cada una de ellas (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de la ACE en funcién de la concentracién de los extractos metandlicos de las
distintas especies de plantas. La actividad de la ACE se midié a los 180 s de iniciada la reaccion.

La Figura 2 muestra que cuatro de los seis extractos estudiados (boldo, té rojo, tilo
y laurel) presentaron actividad anticolinesterasica, siendo los obtenidos a partir de hojas
de boldo y de té rojo los de mayor poder inhibitorio (ICso te rojo= 0,043 mg/ml e ICso boldo=
0,089 mg/ml). Dado que el té rojo mostré una potencia de un orden de magnitud mayor se
eligi6 este extracto para continuar los estudios. La inhibicién de la actividad de la ACE fue
dependiente de la concentracion del extracto, con un valor de ICso de 0,043 mg/ml (Figura

2), observandose una saturacién a partir de valores cercanos a 0,1 mg/ml.

Luego de haber descripto el poder inhibidor del extracto de C. sinensis sobre la ACE
se evalud la capacidad del mismo de inducir cambios conformacionales en el nAChR, el
otro blanco molecular de interés. Para evaluar posibles cambios conformacionales del
receptor en presencia del extracto metandlico de C. sinensis, utilizamos la sonda
fluorescente CrV como en los dos capitulos anteriores de este trabajo de Tesis (Fernandez-
Nievas et al., 2008; Perillo et al., 2012; Fabiani et al., 2018). Esta sonda se ubica en el poro
del canal iénico y tiene la ventaja de que permite identificar facilmente distintos estados
conformacionales del nAChR, ya que presenta para el nAChR de T. californica muy alta

afinidad por el estado desensibilizado (en presencia de agonista) comparado con su
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afinidad por el estado de reposo (en ausencia de agonista). Para la evaluacién de la
actividad del extracto de té rojo sobre el nAChR se utilizaron membranas de T. californica
ricas en nAChR y se midié la fluorescencia del CrV. Los valores de la fluorescencia
normalizados se graficaron en funcién de la concentracién del CrV, obteniéndose de esa
manera las curvas que se observan en la figura 3. Todas las condiciones experimentales
fueron realizadas en ausencia y en presencia de carb, lo que en una situacién control da
informacién sobre el receptor en estado de reposo y en estado desensibilizado,
respectivamente. En ausencia de carb y en presencia del extracto, se observé un
corrimiento de la curva obtenida con respecto a la curva control sin extracto, lo que sugiere
que el extracto de C. sinensis en una concentracién de 0,1 mg/ml produce un cambio
conformacional en el nAChR acercandolo a un estado desensibilizado (atin en ausencia de
carb) (Figura 3). Cuando la misma condicién se realizé en presencia de carb, la curva
obtenida en presencia de extracto fue cercana a la obtenida en igual condicién en situacién
control, es decir, el nAChR mantuvo la capacidad de alcanzar un estado desensibilizado

en presencia del extracto. A partir de ambas curvas se calcul6 el valor de KD del CrV.
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Figura 3. Curvas obtenidas luego de la titulacion de membranas de ricas en nAChR T. californica con CrV.
Las curvas grises corresponden a la situacion control, las curvas rosas fueron obtenidas luego de la incubacion
de las membranas con el extracto metanolico de C. sinensis (0,1 mg/ml). Para cada situacion se obtuvieron
curvas en ausencia (simbolos coloreados) o presencia (simbolos sin color de relleno) de 1 mM de carb.
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1. IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS PRESENTES EN LOS
EXTRACTOS DE C. sinensis

Para iniciar el aislamiento e identificacién de los compuestos responsables de la
actividad sobre la enzima ACE y sobre el nAChR muscular, se realizé un fraccionamiento
bioguiado de un extracto de hojas de C. sinensis con una mezcla de metanol:agua (80:20)
con solventes de polaridad creciente. Se obtuvieron de esta manera cinco fracciones:

metanol (extracto inicial total), hexano, DCM, acetato de etilo y butanol (Figura 4).

Figura 4. Ampolla de decantacion que muestra la separacion de compuestos entre dos solventes de diferente
polaridad. En este caso, se observa la particién del extracto metandlico (fase inferior) con el solvente acetato de
etilo (fase superior).

Tanto el extracto metandlico inicial como las distintas fracciones obtenidas fueron
evaluados en su actividad, utilizando como método de testeo tinicamente la capacidad de
inhibicién de la ACE, dada su mayor facilidad y rapidez. La fraccion de DCM mostr6 el
mayor poder inhibitorio (Figura 5 A).

A continuacién, los componentes de la fraccién de DCM se separaron mediante una
columna de cromatografia utilizando como solvente eluyente DCM con concentraciones
crecientes de metanol. Se obtuvieron 10 subfracciones, de las cuales solo la subfraccién

numero 3 mostré actividad inhibidora de la ACE (Figura 5 B).
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Figura 5. Actividad de la ACE en presencia de A) las diferentes fracciones obtenidas a partir del extracto
metandlico de C. sinensis (las columnas grises, rosas y celestes corresponden a 5, 20 y 40 pl de cada una de las
fracciones aisladas, respectivamente) y B) las subfracciones obtenidas a partir de la fraccion de DCM (las columnas
rosas y celestes corresponden a 1y 5 pl de cada una de las subfracciones aisladas, respectivamente). Cada columna
representa la media £ D.S. de 3 experimentos independientes.

En la subfraccion que resulté activa se evalud la presencia de una o mas moléculas

mediante estudios de cromatografia en capa fina, que demostraron que dicha subfraccién

contenia una sola especie molecular. La identificacion de esta especie se realizé por

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) identificaAndola como cafeina

(Figura 6).
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Figura 6. Espectros de RMN de *H (izquierda) y **C (derecha) del compuesto activo obtenido de la subfraccion 3.
Se indican con distintas letras los diferentes hidrégenos (H) o carbonos (C) de las moléculas.
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Para los experimentos que se realizaron luego se utiliz6 cafeina sintética para tener

un control total de la identidad y pureza de la droga.

2. INHIBICION DE LA ACETILCOLINESTERASA POR LA CAFEINA

Para corroborar, luego de la identificaciéon de la cafeina como el compuesto activo
presente en el extracto de C. sinensis, que el efecto observado se debia a esta molécula, se
procedi6 a cuantificar tanto la actividad de la ACE como los cambios conformacionales del
nAChR en presencia de concentraciones crecientes de cafeina. Para la evaluacién de la
capacidad inhibitoria sobre la ACE, las concentraciones testeadas fueron 1, 5,10, 50, 100,
200, 400 y 600 uM (Figura 7). Al igual que el extracto metanolico de C. sinensis, la cafeina
produjo una inhibicién de la ACE dependiente de concentracién. El valor de ICso obtenido

luego del ajuste de la curva correspondiente fue 48,61 uM.
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Figura 7. Curva de la accion inhibitoria de la cafeina sobre la ACE. Se expresa la actividad de la ACE en
funcion del logaritmo de concentraciones crecientes de cafeina. La actividad de la ACE se midi6 a los 180
segundos de iniciada la reaccion. Cada punto representa la media + D.S. de 3 experimentos independientes.
CoskskI—

= p<0,001.

Para la evaluacién de la actividad de la cafeina sobre el nAChR, membranas ricas
en nAChR de T. californica fueron incubadas con concentraciones crecientes de cafeina (10-
300 uM) en ausencia y presencia de carb. Luego de la incubacién con cafeina, y en ausencia
de carb, se observ6 una disminucién del valor de KD del CrV, la cual fue dependiente de
la concentracion de cafeina agregada hasta una saturacién del efecto con un valor de ICso

de 98,1 uM (Figura 8). Cuando el mismo experimento se realizé en presencia de carb, el
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valor de KD del CrV se mantuvo constante en un valor cercano al obtenido con carb sola
(Figura 8). Esto nos permitié decir que la cafeina induce cambios en la KD del CrV de
manera saturante y dependiente de la concentracion.

El mismo experimento fue realizado a modo de comparaciéon utilizando
concentraciones crecientes de carb, agonista total del nAChR, observandose también un

decremento del valor de KD del CrV con una ICso de 0,12 uM (Figura 8, inserto).
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Figura 8. Variaciones en los valores de KD del CrV en presencia de concentraciones crecientes de cafeina. Los
valores fueron obtenidos a partir de membranas ricas en nAChR de T. californica en ausencia (m) 0 en presencia
(=) de 1 mM de carb. Cada punto representa la media + D.S. de por lo menos 3 experimentos independientes.
“x*7=n<0,001. Inserto: variaciones de los valores de KD calculadas en presencia de concentraciones crecientes
de carb.

Teniendo en cuenta estos resultados, los distintos efectos observados en presencia
del extracto metanodlico de C. sinensis fueron atribuidos al contenido de cafeina presente
en los mismos. Si bien ya habia sido reportado en trabajos anteriores la actividad
inhibidora de la ACE que presenta la cafeina (Pohanka y Dobes, 2013), la actividad dual
de la misma actuando también sobre el nAChR atn permanecia sin conocerse. Es por ello

que se continud la caracterizacion de su actividad sobre el nAChR.
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3. EFECTOS DE LA CAFEINA SOBRE LOS nAChRs MUSCULAR Y a7
NEURONAL

3.1. CAMBIOS CONFORMACI’ONALES DEL nAChR MUSCULAR
INDUCIDOS POR LA CAFEINA

Para profundizar en el conocimiento de la interaccién cafeina-nAChR, se realizaron

una serie de experimentos en los cuales las membranas ricas en nAChR de T. californica
fueron preincubadas con 1 uM de a-BTX, un antagonista competitivo especifico del nAChR
que bloquea los sitios de uniéon a ACh. Esto nos permitié dilucidar si la cafeina actia sobre
el nAChR en el mismo sitio que la ACh o bien si lo hace en un sitio alostérico. La presencia
de a-BTX por si sola no produjo ningtin cambio en los valores de KD del CrV en ausencia
de carb, es decir, el nAChR en presencia del antagonista competitivo a-BTX se mantuvo
igual a una situacién control en reposo (Figura 9). Dos concentraciones diferentes de
cafeina (10 y 225 uM) fueron testeadas en presencia de a-BTX (Figura 9). A 10 uM la
cafeina no produjo alteraciones de los valores de KD del CrV, es decir los valores obtenidos
fueron similares a los obtenidos en ausencia de a-BTX y de carb; similares a una situacién
de reposo. Por el contrario, a 225 uM y en presencia de a-BTX, se observé un gran aumento
de los valores de KD, por encima de los valores obtenidos para una situacién de reposo.
Este incremento no habia sido observado en ausencia de a-BTX, donde fue evidente una
reduccién del valor de KD en presencia de cafeina y ausencia de carb, o un valor constante
de KD en presencia de carb. Debido a esto, nos planteamos si la cafeina a altas
concentraciones podria estar bloqueando al nAChR desde un sitio distinto al que lo hace

la a-BTX.

Experimentos similares fueron llevados a cabo con galantamina (10 y 225 uM)
(Figura 9), un agonista parcial del nAChR e inhibidor comercial de la ACE (Grossberg,
2003; Nordberg y Svensson, 1998). Una clara disminucién de los valores de KD se pudo
observar a ambas concentraciones de galantamina en ausencia de carb, de manera similar
a lo observado con cafeina. Cuando las membranas fueron preincubadas con a-BTX, la
presencia de 10 pM de galantamina result6 en valores de KD del CrV cercanos a los valores
obtenidos para un estado de reposo y a los obtenidos con la misma concentraciéon de
cafeina. Sin embargo, con 225 pM de galantamina, se repitié el comportamiento observado
con altas concentraciones de cafeina: el valor de KD aument6 significativamente. Trabajos
previos (Akk y Steinbach, 2005) reportaron a la galantamina como un agonista parcial y
bloqueador de canal abierto del nAChR, es decir produce un bloqueo diferente al generado

por la a-BTX.
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Por ultimo, se realiz6 el mismo experimento pero en presencia ahora de 1 uM de
QX-314 (Figura 9), un bloqueador de canal abierto del nAChR (Pascual y Karlin, 1998; Yu
et al., 2003). Cuando las membranas fueron incubadas en presencia de QX-314 y en
ausencia de carb, no se produjeron cambios significativos en los valores de KD. En
presencia de carb, en cambio, el valor de KD fue similar al obtenido en estado de reposo,
lo que sugiere que este bloqueador de canal abierto impide que el nAChR se desplace hacia
una conformacién desensibilizada incluso en presencia de carb. Finalmente, cuando las
membranas fueron preincubadas con a-BTX, el agregado de QX-314 produjo un aumento
de los valores de KD con respecto a los valores obtenidos para el estado R. Estos resultados

fueron similares a los obtenidos con cafeina y galantamina.
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Figura 9. Variaciones en los valores de KD del CrV en las distintas condiciones estudiadas con respecto a la
situacion control. Las columnas amarillas corresponden a los valores obtenidos para el nAChR en estado de
reposo; las columnas rosas corresponden a los valores obtenidos en presencia de 1 mM de carb (mas la droga
correspondiente); las columnas celestes corresponden a los valores obtenidos luego de la preincubacion con a-
BTX (mas la droga correspondiente); y la columna azul corresponde a los valores obtenidos luego de la
incubacion con carb y a-BTX. Cada columna representa la media + D.S. de por lo menos 3 experimentos
independientes. “*”’= p<0,05 y “**”=p<0,001.

Los resultados obtenidos nos permitieron postular que la cafeina se comporta frente
al nAChR como un agonista y, ademads, en altas concentraciones, como un bloqueador de

canal abierto.
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3.2. MODULACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS nAChRs POR LA
CAFEINA

Para entender el mecanismo molecular subyacente a los cambios conformacionales
observados en el nAChR mediante técnicas de fluorescencia, se estudié mediante la técnica
de patch-clamp si la cafeina es capaz de activar tanto al nAChR muscular como al a7
neuronal. En una primera instancia se expres6é el nAChR muscular de ratén en células
BOSC 23, y se realizaron experimentos en la configuracion cell-attached con 30 uM de ACh
(agonista natural del nAChR) como un control de expresion. En los registros obtenidos se
observaron eventos de 5,2 + 0,6 pA (a -70mV de potencial de membrana) agrupados en
clusters de 140 = 70 ms con una probabilidad de apertura de 0,4 £ 0,1. A esta concentracién
de ACh los histogramas de estado abierto se describen con 1 o 2 componentes siendo
siempre la duracién del componente mayoritario de alrededor de 1 ms (Bouzat et al., 2000;
Corradi et al., 2007). Los histogramas de estado cerrado fueron descriptos con 3 o 4
componentes, de los cuales los 2 mas breves corresponden a los cierres dentro de los

clusters (Corradi et al., 2007) (Figura 10).

Para observar lo que ocurria en presencia de cafeina (y en ausencia de ACh) se
realizaron registros con 1, 10, 50, 100 y 500 uM de cafeina. A concentraciones de 1 uM de
cafeina no se observaron canales en un total de 11 sellos, a diferencia de lo que ha sido
reportado para la misma concentracion de ACh, donde se detectan eventos aislados
(Bouzat et al., 2000). Concentraciones mayores de cafeina (10, 50, y 100 uM) produjeron la
activaciéon del receptor en forma de eventos aislados. Si bien la frecuencia de canales
aumento con la concentracion de cafeina, el perfil de activacién se mantuvo constante y en
ningun caso se detectaron clusters. Estos resultados indican que la cafeina actia como un
agonista parcial del nAChR muscular (Figura 10). Los histogramas de estado abierto
obtenidos a partir del analisis de los registros en presencia de cafeina se describen con uno
o dos componentes, cuyas duraciones fueron semejantes a las observadas con ACh (Figura
10, Tabla 1). Sin embargo, las areas relativas de cada componente de apertura generadas
por cafeina fueron diferentes a las obtenidas con ACh, ya que ambos componentes

mostraron una frecuencia similar de aparicién de alrededor de 0,5 (Figura 10, Tabla 1).
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Figura 10. Registros de canal unico del NAChR muscular en las distintas condiciones, a baja (arriba) y alta (abajo)
resolucidn. Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial de membrana.
A la derecha se muestran los respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.

Agonista [uM] Amp (pA) 01 (ms) 02 (ms) C1 (ms) C2 (ms)
(area) (area) (area) (area)
ACh 30 52+0,6 1,3+0,3 0,3+£0,2 0,06 £ 0,04 28+0,9
(0,95 + 0,09) (0,15 +0,10) (0,11+0,05) (0,82 +0,07)
Cafeina 10 59+0,1 0,97 +0,19 0,13+0,04 0,04 +0,03 -
(0,43+0,23) (0,63 +0,26) (0,02 +0,01)
50 54+0,3 0,90+0,23 0,19 +0,08 0,04 +0,02 -
(0,51+0,21) (0,49 +0,21) (0,05 +0,02)
100 58+0,3 1,1+0,2 0,22 +0,08 0,03+0,01 -
(0,47 £0,19) (0,52 £ 0,19) (0,05 + 0,02)

Tabla 1. Caracteristicas a nivel de canal Unico de la activacion del nAChR muscular por ACh o cafeina. “0O1” y
“02” corresponden a las duraciones del estado abierto y “C1” y “C2” corresponden a las duraciones de estado

cerrado, obtenidos de registros activados por ACh (30 uM) o Cafeina (10, 50 y 100 uM).

Para explicar como la cafeina modula la respuesta del nAChR muscular a ACh, se
realizaron registros de canal tUnico a 30 uM de ACh en presencia de concentraciones

crecientes de cafeina (0 - 20 mM). A partir del analisis de los registros se observo6 una clara
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reduccién del tiempo de estado abierto, asi como un aumento de la duracion de los clusters
en funcién de la concentraciéon de cafeina. Los eventos obtenidos a 30 uM de ACh en
presencia de 500 o 5000 uM de cafeina mostraron una duracién de estado abierto de 0,61
+ 0,09 ms y 0,23 + 0,02 ms y una duraciéon media de cluster de 230 + 80 ms y 450 = 260 ms,

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Registros de canal unico del NnAChR muscular en presencia de 30 uM de ACh + 500 o 5000 uM
de cafeina. Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial de
membrana. A la derecha se muestran los respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.

Estas observaciones son consistentes con lo que se espera para un bloqueador de
canal abierto, que puede ser representado por el esquema clasico de bloqueo propuesto por

Neher y Steinbach (1978):

B ko[BI
C— O —~ B
a ks

Esquema 1

donde C, O y B corresponden a los estados cerrado, abierto y bloqueado,
respectivamente. Graficando la inversa de la duracion del componente abierto de mayor
duraciéon en funcién de la concentracién de cafeina se observa una relacién lineal. La
pendiente de la recta de regresion lineal permite obtener la constante de bloqueo (k+g), que

en este caso fue de 6,5 x 105 M-'s! (r2 = 0,98). El hecho de que el area del componente
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cerrado mas breve aumente cuando aumenta la concentraciéon de cafeina (0,11 + 0,04 y
0,77 + 0,04 a 0 y 5000 uM de cafeina, respectivamente) junto con la disminucién de la
duracién de la apertura mas larga, se puede asociar a un proceso de bloqueo rapido. De
esta manera, la inversa del componente cerrado més breve fue usada como una estimacién
de la constante de desbloqueo (k.B), cuyo valor fue 25000 s-!. Nuestros resultados
confirman que la cafeina es capaz de bloquear al nAChR con una constante de bloqueo

estimada en (Ks = k-B/k+B) 35 mM (Figura 12).
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Figura 12. Relacién entre la inversa de la duracién del componente de estado abierto mas largo y la
concentracion de cafeina. Los datos fueron ajustados en base al esquema 1, donde 1/101= a+k.g [caf]. TO1 es
la duracion de la apertura més larga, kg la constante de bloqueo y a la constante de cierre. Cada punto representa
la media + D.S. de 3 experimentos independientes.

Para comprender mejor la selectividad de la cafeina, se explord luego su capacidad
de activar al nAChR a7 neuronal. Con este fin, se realizaron experimentos de canal Ginico
a diferentes concentraciones de cafeina (100 y 300 uM) en células BOSC 23 expresando el
nAChR a7. Como control de expresion utilizamos ACh en una concentracion de 100 uM, a
la cual se detectaron eventos de alrededor de 10 pA (a -70mV de potencial de membrana)
en forma de aperturas aisladas, similar a lo reportado previamente (Bouzat et al., 2008).
Con 100 uM de cafeina, en cambio, no se detectaron eventos, pero si fueron detectados
eventos breves cuando la concentracién se aumenté a 300 uM de cafeina, sugiriendo esto

que la cafeina estaria actuando como un agonista débil sobre el nAChR a7 (Figura 13).
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Figura 13. Trazos representaticos de registros de canal tinico del nAChR a7 en presencia de 100 pM de ACh
y 300 uM de cafeina. Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial
de membrana. A la derecha se muestran los respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.

Dado que la activacion del receptor a7 por ACh ocurre en forma de eventos de muy
baja frecuencia, y considerando que la cafeina podria actuar como un agonista de baja
eficacia, se realizaron luego experimentos en presencia de PNU, modulador alostérico
positivo de este receptor. En presencia de 100 uM de ACh y 1 uM de PNU, los eventos
aparecen con mas frecuencia y en forma de clusters de alta probabilidad de apertura (0,92
+ 0,02) y larga duracién (3100 + 1700 ms). Los histogramas de estado abierto mostraron 2
0 3 componentes, y se observé un claro incremento en las duraciones de los mismos con
respecto a los obtenidos en ausencia de PNU, debido a la potenciaciéon del nAChR a7
neuronal. Los histogramas de estado cerrado mostraron 4 o 5 componentes, de los cuales
los 3 mas breves son considerados cierres dentro del cluster. El tiempo critico para definir
un cluster fue obtenido por la interseccién entre el tercer y cuarto componente del
histograma de estados cerrados. Todos los resultados obtenidos de la activacién del
receptor a7 con ACh en presencia de PNU fueron similares a los reportados previamente
(daCosta y Baenziger, 2011). Para confirmar que la cafeina actiia como un agonista del
nAChR a7, se obtuvieron registros de canal Unico a concentraciones crecientes de cafeina
(1, 10, 50 y 300 uM) en presencia de 1 uM de PNU. Eventos de canal tnico fueron
detectados a todas las concentraciones de cafeina testeadas, y el patrén de activacién fue
similar a lo observado con ACh y en presencia de PNU (3800 = 1600 ms y 3200 + 80 ms la
duracién del cluster, y 0,97 = 0,02 y 0,96 + 0,01 para la probabilidad de apertura a 1y 300
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uM de cafeina, respectivamente). Los histogramas de estado abierto y cerrado fueron
también similares a los obtenidos a partir de los registros de activaciéon con ACh,
observandose 2 o 3 componentes en los histogramas de estado abierto y 4 o 5 componentes

en los histogramas de estado cerrado (Figura 14).
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Figura 14. Registros de canal tnico del NAChR a7 en presencia de 100 uM de ACh + 1 uM de PNU y 300 uM
de cafeina + 1 pM de PNU. Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de
potencial de membrana. A la derecha se muestran los respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.

En base a los resultados de activacion y modulacion del receptor muscular y del
receptor neuronal a7, se pudo concluir que la cafeina actiia como agonista de ambos
receptores a bajas concentraciones y, ademas, como un bloqueador del nAChR muscular a

concentraciones altas.

4. SITIOS DE UNION DE LA CAFEINA A LOS nAChRs MUSCULAR Y a7
NEURONAL

Dados los resultados obtenidos, los cuales mostraron que la cafeina produce
cambios conformacionales en el nAChR muscular y que, ademas, es capaz de activar los

nAChRs muscular y a7 neuronal, nos propusimos estudiar sus sitios de unién a estos

receptores.
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Para esto se realizaron experimentos con a-BTX fluorescente utilizando
membranas ricas en nAChR de 7. californica o células BOSC 23 expresando el nAChR a7
neuronal. Tanto las membranas como las células fueron incubadas con concentraciones
crecientes de cafeina, seguido de la adicion de Alexa 488-aBTX. La a-BTX se une
irreversible y competitivamente a los nAChRs. Al estar conjugada con la sonda
fluorescente Alexa-488, es posible detectar los cambios de fluorescencia de la misma y
correlacionarlos al comportamiento de la a-BTX sobre el nAChR. Resultados similares
fueron obtenidos ya sea trabajando con membranas ricas en nAChR o con células que
expresan el nAChR. En presencia de 1 mM de carb, la intensidad de fluorescencia de Alexa
488-aBTX fue mas baja que la obtenida en la condicién control, diferencia
estadisticamente significativa, confirmando asi un desplazamiento de la a-BTX de sus
sitios en el receptor por carb (Figura 15). Sin embargo, a las diferentes concentraciones de
cafeina testeadas, la intensidad de fluorescencia fue similar a la obtenida para la condicion
control, sugiriendo que la cafeina no afecta la unién de la a-BTX al nAChR (Figura 15).
Resultados similares fueron observados cuando los experimentos fueron realizados en

presencia de galantamina, un activador alostérico del nAChR (Figura 15).
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Figura 15. Intensidad de fluorescencia de Alexa 488-aBTX normalizada detectada por su unién a nAChR
muscular de T. californica (m) 0 nAChR a7 (m) en las distintas condiciones testeadas. Todos los valores
corresponden a concentraciones mM. Cada barra representa la media + D.S. de 3 experimentos independientes.
“*7=p<0,05 y “***”’= p<0,001.
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Estos resultados permitieron postular que la cafeina se comporta como un agonista
alostérico, o bien un agonista ortdsterico de muy baja afinidad, de los nAChRs muscular y

nAChR a7 neuronal.
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RESULTADOS

Habiendo caracterizado la actividad de la molécula de cafeina en el nAChR, en la
segunda parte de este capitulo nos propusimos obtener andlogos sintéticos de esta

molécula con la finalidad de potenciar su actividad biolédgica.

La IUPAC define un farmacéforo como "un conjunto de rasgos estéricos y
electrénicos necesarios para asegurar las éptimas interacciones supramoleculares con un
blanco biolégico especifico y desencadenar (o bloquear) su respuesta biolégica”. El primer
modelo de farmacéforo nicotinico se formul6 en 1970, cuando Beers y Reich postularon que
los ligandos nicotinicos forman un puente de hidrégeno con el receptor debido a que poseen
un atomo aceptor de puente de hidrégeno (nitrégeno en la nicotina y oxigeno en la ACh),
ademas de un centro cargado positivamente (Beers y Reich, 1970). Este modelo clasico ha
servido de punto de partida para el desarrollo de otros modelos, y, mientras que algunos
detalles atin contintian debatiéndose, a lo largo de los afios ha quedado demostrado que
existen dos caracteristicas determinantes para los ligandos de los nAChRs: la presencia
de un centro catiénico con un atomo electronegativo, que establece una interaccién catién-
I con un triptéfano conservado en la estructura de los nAChRs, y un aceptor de un enlace
de hidrégeno (Blum et al., 2010).

Teniendo esto en cuenta, para el disefio de los andlogos sintéticos de la cafeina se
tom6 como punto de partida la molécula de teofilina, cuya unica diferencia con la cafeina
es la ausencia de un grupo metilo en posicién 7 (Figura 16 B). En dicha posicién se conectd
esta molécula, por medio de una cadena hidrocarbonada, con un grupo pirrol (estructura
presente en la molécula de nicotina), pirrolidina (Figura 16 B). Esta incorporacién tuvo el
objetivo de hacer mas especifica la molécula para los nAChRs. Se obtuvieron asi cinco
analogos que difirieron en el largo de la cadena hidrocarbonada (desde 3 hasta 7 atomos

de carbono, compuestos en adelante denominados C3 a C7) (Figura 16 C).
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Figura 16. Estructura quimica de A) cafeina, nicotina y ACh, B) compuestos base para la sintesis de los
anélogos: teofilina y pirrolidina y C) analogos de la cafeina obtenidos.

1. INHIBICION DE LA ACETILCOLINESTERASA POR LOS ANALOGOS DE LA
CAFEINA

Inicialmente se evaludé que los compuestos obtenidos mantuvieran la actividad de
inhibicién de la ACE descripta para la cafeina. Dicha actividad fue evaluada in vitro
mediante el método espectrofotométrico de Ellman. Los valores de ICso para la inhibicion

de la ACE se resumen en la tabla 2.

142



Capitulo Il — Parte 11

Compuesto 1Cs0 (ULM) log ICs0+ D.S.
Cafeina 48,61 1,680 + 0,058
Teofilina 473,01 2,675+ 0,0787
Pirrolidina ND ND

C3 56,22 1,750 + 0,031

C4 21,75 1,337 £ 0,044

C5 13,50 1,130 £ 0,025

C6 6,09 0,784 + 0,044
c7 0,22 -0,657 + 0,015
Tacrina 0,029 -1,532 £ 0,051

Tabla 2. Actividad de la ACE en presencia de los distintos compuestos testeados. ND: no detectada.

Los derivados sintéticos de la cafeina presentaron mayor potencia inhibitoria sobre
la actividad de la ACE con respecto a sus precursores, la teofilina y la pirrolidina, y la
mayoria de ellos también con respecto a la cafeina. Dicho aumento en la potencia de los
compuestos fue directamente proporcional a la longitud de la cadena carbonada entre la
teofilina y la pirrolidina. El compuesto C7, con una cadena espaciadora de siete carbonos

mostré la inhibicién mas potente con un valor de ICso de 0,22 uM.

2. EFECTO DE LOS ANALOGOS DE LA CAFEINA SOBRE EL nAChR
MUSCULAR

2.1. CAMBIOS CONFORMACIONALES DEL nAChR MUSCULAR
INDUCIDOS POR LOS ANALOGOS DE LA CAFEINA

Para explorar si, ademas de la capacidad de inhibir la actividad de la ACE, los
distintos andalogos de cafeina testeados tenian un efecto directo sobre el nAChR,

recurrimos nuevamente a evaluar posibles cambios conformacionales del nAChR
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inducidos por la presencia de C3-C7. En primer lugar, se incubaron las membranas de 7.
californica con los sustratos teofilina y pirrolidina, en ausencia y en presencia de carb. La
teofilina no produjo cambios en el estado conformacional del nAChR en ninguna de las dos
concentraciones estudiadas (Figura 17 A y B). Por el contrario, la pirrolidina indujo
cambios en los valores de KD del CrV. Los valores de KD obtenidos en ausencia de carb
fueron cercanos a los obtenidos para el nAChR en estado desensibilizado, lo que sugiere

que la pirrolidina llevé a la desensibilizacién del nAChR (Figura 17 Ay B).
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Figura 17. Variaciones en los valores de KD del CrV obtenidas luego de la incubacién con distintas
concentraciones de pirrolidina y teofilina. A) Condicidn en ausencia de carb: las variaciones son calculadas con
respecto a la situacion control en reposo, recta “R”. B) Condicidn en presencia de carb: las variaciones son
calculadas con respector a la situacion control desensibilizada, recta “D”. Cada columna representa la media +
D.S. de por lo menos 3 experimentos independientes. “*”= p<0,05.

Para estudiar el efecto de los analogos sintéticos de la cafeina sobre el nAChR, se
incubaron las membranas ricas en nAChR de T. californica con concentraciones crecientes
(0,01 pM - 400 uM) de C3, C4, C5, C6 y C7 tanto en ausencia como en presencia de carb.
Independientemente del compuesto con el que se hayan incubado las membranas, en
presencia de carb los valores de KD del CrV obtenidos fueron similares a la situacién
control (presencia de carb y ausencia de los andlogos) (Figura 18 B). Es decir, cuando se
agregd carb se observd, en presencia de todos los analogos, la desensibilizacién del nAChR.
En ausencia de carb, por el contrario, diferentes resultados fueron obtenidos con los
diferentes analogos. Cuando las membranas de 7. californica se incubaron con distintas
concentraciones de C3 o de C7, practicamente no se observaron cambios. En estas
condiciones los valores de KD se mantuvieron similares a los obtenidos para el nAChR en
estado de reposo (Figura 18 A). En cambio, cuando las membranas se incubaron con los

analogos C4, C5 o C6 se observaron cambios en los valores de KD. Con C4 fueron
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necesarias altas concentraciones del compuesto (200-400 uM) para que los valores de KD
obtenidos fueran cercanos a los obtenidos para el nAChR en estado desensibilizado (Figura
18 A). Cuando se trabajé con los compuestos C5y C6, en cambio, los valores de KD del CrV
fueron practicamente iguales a los obtenidos en presencia de carb en todo el rango de
concentraciones estudiadas, sugiriendo esto que C5 y C6, aun en muy bajas
concentraciones, son capaces de llevar al receptor a un estado desensibilizado (Figura 18

A).
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Figura 18. Variaciones en los valores de KD del CrV obtenidas luego de la incubacién con distintas
concentraciones de los analogos de cafeina. A) Condicidn en ausencia de carb: las variaciones son calculadas con
respecto a la situacion control en reposo, recta “R”. B) Condicion en presencia de carb: las variaciones son
calculadas con respecto a la situacion control desensibilizada, recta “D”. Cada columna representa la media +
D.S. de 2 0 3 experimentos independientes. “*”= p<0,05.

2.2. MODULACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS nAChRs POR LOS
ANALOGOS DE LA CAFEINA

Nos propusimos luego estudiar la funcionalidad de los nAChRs en presencia de los
analogos sintéticos de cafeina. Para un primer estudio se realizaron registros de canal
unico en configuracién cell-attached en presencia de los compuestos C3, C4, C5, C6 0 C7 a
una concentraciéon de 10 uM y en ausencia de ACh. Como control de expresion se utilizd
nuevamente ACh 30 uM, obteniéndose los registros tipicos ya descritos. Los registros
obtenidos a partir de los analogos sintéticos de cafeina mostraron eventos de aperturas de
aproximadamente 5 pA, lo que indica que son capaces de actuar como agonistas del nAChR
muscular. Las aperturas se observaron en general como eventos aislados para todos los

compuestos testeados (Figura 19).
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Figura 19. Registros de canal Gnico del NnAChR muscular en presencia de los distintos analogos de cafeina. Los
registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial de membrana. A la derecha se

muestran los respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.

Para comparar la potencia de los compuestos, se fue reduciendo en forma
sistematica la concentracién utilizada para los registros para determinar cual era la
minima concentracién capaz de producir activacién, evidenciada por la deteccién de
eventos en los registros. Determinamos que, para todos ellos, la minima concentracién fue
0,1 pM. Estos resultados indican que los analogos presentan una potencia mucho mayor
que la de ACh y de cafeina, ya que con ninguno de estos dos ligandos se observo activacion
del nAChR muscular a concentraciones menores o iguales a 1 pM.

Para concentraciones entre 0,1 pM y 10 uM los histogramas de duracién del estado
abierto del canal fueron descriptos con dos componentes. La duracién del componente mas
largo se mantuvo constante a este rango de concentraciones para cada compuesto y varid
entre 0,75y 1,26 ms para los diferentes compuestos (Tabla 3). Comparamos dicha duracién
con la duracién del mismo componente en presencia de ACh y cafeina. Con respecto a ACh,
la activacién por C3, C5 y C6 no presento diferencias estadisticamente significativas en la
duracién del estado abierto. Encontramos una leve disminucién de dicha duracién para C4

y C7 (Tabla 3). La cafeina posee un tiempo de estado abierto levemente menor que el de
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ACh. Respecto a la cafeina, C4 y C7 no mostraron diferencias en la duracién del canal

abierto mientras que C3, C5 y C6 mostraron un leve incremento significativo (Tabla 3).

O1(ms) n Concentracion

Compuesto minima [ uM ]
ACh 1,36 £ 0,28 7 1 uM
Cafeina 0,76 £ 0,26 7 10 uM
C3 0,98+0,28 # 6 0,1 pM
C4 0,87+0,10 * 5 0,1 pM
C5 1,26 £ 0,29 # 15 0,1 pM
C6 1,22 + 0,04 # 5 0,1 pM
c7 0,75+0,15 * 5 0,1 pM

Tabla 3. Caracteristicas a nivel de canal Gnico de la activacion del receptor muscular por ACh, cafeina o los
distintos anélogos de cafeina. “O1” corresponde a la duracién del componente més largo del histograma de
estado abierto. “n” corresponde al nimero de ensayos independientes para cada condicion. El simbolo “*” indica
la comparacion con ACh y el simbolo “#” con cafeina, p<0,05. A la derecha se muestra la minima concentracién
requerida para observar eventos de apertura en registros de canal Unico.

Dado que todos los compuestos se comportaron en forma similar, se realizé un
estudio mas detallado de C5 para determinar su patréon de activacion en funciéon de la
concentracién. Se eligi6 C5 porque los registros presentaron mayor actividad con este
compuesto y ademas porque produjo el mayor efecto observado por CrV. Se estudidé un
rango de concentraciones entre 0,1 pM y 30 uM (Figura 20).

Para todas las concentraciones se observaron eventos de 5,5 + 0,5 pA de amplitud,
con un patrén de activacién en forma de eventos aislados, y no se pudieron identificar

clusters en ninguna de las concentraciones evaluadas. Sin embargo, a concentraciones
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mayores a 1 uM, se observé con muy baja frecuencia la apertura de dos o hasta tres eventos
sucesivos agrupados, formando bursts (Figura 20). La duracién del componente de estado
abierto mas largo se mantuvo constante a las distintas concentraciones de C5 hasta 30
uM, cuyo valor fue similar al obtenido con 30 uM de ACh. A partir de 30 uM de C5 se
observé una reduccion de dicha duracién, probablemente debida a un efecto de bloqueo del

canal producido por el compuesto (n=3, p<0,05) (Tabla 4).
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Figura 20. Registros de canal Gnico del nAChR muscular en presencia de concentraciones crecientes de C5.
Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-attached a — 70 mV de potencial de membrana. A la
derecha se muestran los respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.
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Compuesto Concentracion O1(ms)
(area)
C5 0,1 pM 1,21£0,3
(0,55 £ 0,09)
C5 0,1 nM 1,42 £0,05
(0,67 + 0,25)
C5 0,1 uM 0,99 + 0,08
(0,67 +0,10)
1 uM 1,34 £0,22
C5 (0,89 +0,12)
C5 10 uM 0,86 + 0,04
(0,87 + 0,05)
C5 30 pM * 0,52+0,01
(1+£0,00)

Tabla 4. Caracteristicas a nivel de canal Gnico de la activacién del receptor muscular por distintas concentraciones
de C5. “O1” corresponde a la duracién del componente més largo del histograma de estado abierto. El simbolo
“*” indica la comparacion con ACh, p<0,05.

En resumen, los estudios de patch clamp indican que los analogos son agonistas del
nAChR. Presentan mayor potencia que cafeina y ACh; sin embargo, se comportan como
agonistas parciales de nAChR dado que no son capaces de producir su activacién en forma

de clusters a ninguna concentracién.

3. SITIOS UNION DE LOS ANALOGOS DE LA CAFEINA A LA
ACETILCOLINESTERASA Y LOS nAChRs

Para intentar dilucidar los sitios de unién de los andlogos de cafeina a la ACE y al
nAChR se realizaron estudios de docking molecular.

Para los estudios sobre la ACE se utilizé la estructura que corresponde a la ACE
humana cristalizada con donepezilo (Codigo: 4EY7.pdb; Cheung et al. 2012). Se realizaron
en primer lugar controles con ACh, donepezilo, galantamina y huperzina (Cheung et al.,

2012), observandose que en todos los casos los distintos ligandos se ubicaban en regiones

149



Capitulo Il — Parte 11

reportadas como los sitios especificos de unién (Quinn, 1987; Harel et al., 1993; Kua et al.,
2003). Los ligandos ACh, galantamina y huperzina se ubicaron mas favorablemente en
una regién definida por residuos que componen el sitio CAS (Figura 21). En cambio, el
donepezilo se localiz6 de una forma mas expandida ocupando tanto el sitio CAS como asi
también el sitio PAS de la enzima (Figura 21). Cuando las corridas se realizaron con las
moléculas de pirrolidina y teofilina, moléculas que forman parte de la estructura de los
analogos sintéticos de la cafeina, también se observé una localizaciéon fundamentalmente

en el sitio CAS (Figura 21).

Figura 21. Docking molecular de Ach, galantamina, huperzina, donepezilo, pirrolidina y teofilina en la ACE
(estructura 4EY7.pdb, Cheung et al., 2012). Se ocultaron los residuos 72 al 86 para que se observen los sitios
CAS vy PAS.

Los estudios de docking molecular con los analogos de la cafeina mostraron que
estos compuestos se localizan en ambos sitios funcionales, abarcando tanto el sitio CAS
como el PAS, independientemente del largo de la cadena de carbonos (Figura 22 A). Todos
los compuestos mostraron la capacidad de hacer contactos con residuos de estos sitios
reportados como relevantes para su funciéon farmacoldgica (Dvir et al., 2010; Pohanka,
2011; Colovic et al., 2013). En todos los casos se observo la potencial interaccion del grupo
pirrol de los distintos compuestos con los residuos W86, E202, y Y337 del subsitio anénico,
y S203, H447 y E334 de la triada catalitica del sitio CAS, todos reportados como relevantes
para la actividad enzimatica (Quinn, 1987, Figura 22 B). Por otro lado, la estructura
correspondiente a teofilina mostré la capacidad de ubicarse en el sitio PAS, donde tendria

el potencial de interaccionar con residuos aromaticos como W286 e Y72, los cuales fueron
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sugeridos como importantes moduladores en la funcién de la enzima (Branduardi et al.,

2005; Johnson y Moore, 2006) (Figura 22 B).

Figura 22. Docking molecular de los distintos analogos sobre la ACE (estructura 4EY7.pdb, Cheung et al.,
2012). A) Localizacion de los compuestos C3-C7 (se muestran todos los compuestos con distintos colores)
abarcando los sitios funcionales CAS y PAS. Se ocultaron los residuos 72 al 86 para una mejor visualizacion.
B) Docking del compuesto C3. Se muestran los residuos de los sitios CAS y PAS que interaccionan con el
ligando. Puente de hidrégeno, verde; puente salino, naranja y enlaces n-m, lila.

Se procedié luego a realizar los estudios sobre el nAChR. Para ello se utilizaron dos
modelos de estructuras diferentes que presentan el C-loop en diferente conformacién. El
C-loop es esencial para desencadenar la activacién del canal, pasando de una configuracién
abierta a una cerrada luego de la uniéon del agonista, lo que desencadena los cambios
conformacionales que conducen a la apertura del canal (Billen et al., 2012). Por otro lado,
la bibliografia indica que los agonistas parciales que se unen al sitio de unién no presentan

las mismas interacciones que la ACh, por lo que provocan el cierre parcial del C-loop
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(Spurny et al, 2015), lo que se postulé como un posible mecanismo responsable de la
activacion parcial del receptor.

Para los estudios de docking se utilizaron dos modelos distintos del nAChR, uno
con el C-loop cerrado, para lo cual se usé como molde la estructura del receptor nicotinico
a4B82 (codigo: 5KXI.pdb, Morales-Pérez, 2016), y otro con una conformacién con su C-loop
parcialmente cerrado, para lo cual usamos como molde la estructura de la proteina
quimérica a7/AChBP (cédigo: 5AFM.pdb, Spurny, 2015).

Se realizaron en primer lugar corridas de docking con ACh, como control de la
conformacion de unién de un agonista completo, y con colina, como control de la
conformacién de unién de un agonista parcial (Figura 23 A y B) sobre ambos modelos en
las interfases al6 (Figura 23) y ale (no mostrada). Los mejores resultados se obtuvieron
con el modelo con el C-loop cerrado con ambos ligandos.

La ACh se unié en el sitio ortostérico (Figura 23 A) con una energia de unién de ~
5.0 Kcal/mol y una conformaciéon que coincide con la que muestra en el cristal de la
proteina unidora de ACh (AChBP) (cédigo: SWIP.pdb, Nayak et al., 2016). Se observé que
el grupo OH de la ACh tiene la capacidad de formar un puente de hidrégeno con el grupo
amino de la cadena carbonada del residuo 1.119 de la cara complementaria, lo que permite
orientar el grupo amino de la ACh para formar interacciones cation-mm con residuos
aromaticos, tales como Y93, W149, Y190 y/o Y198 (de la cara principal) y W55 (de la cara
complementaria). Estas interacciones han sido previamente reportadas como relevantes
para su accidén agonista (Dougherty, 2007).

La colina se uni6 al sitio ortostérico con una orientacion diferente a la observada
para ACh. En este caso la conformacién mas probable que se ubic6 en el sitio de unién
mostré la posibilidad de que el grupo OH de la colina forme un puente de hidrégeno con el
grupo carbonilo de la cadena carbonada del residuo W149 (Figura 23 B). Esto provoco el
desplazamiento del grupo amino de la colina, lo cual afecté su capacidad de formar el
enlace cation-n y redujo la energia de unién (~ 3,5 Kcal/mol) con respecto a lo observado
para ACh. Estas observaciones han sido postuladas previamente como los mecanismos
responsables de la accidén parcial de la colina y de otros agonistas (Blum et al., 2010;
Hernando et al., 2012; Bruhova y Auerbach, 2017).

Se realizaron luego las corridas de docking con los ligandos pirrolidina y teofilina.
Se observé que la pirrolidina necesita el C-loop cerrado para dar resultados mas
representativos, ya que con el C-loop parcialmente cerrado pocas veces se localizd en el
sitio de union. Observamos que las conformaciones mas probables de pirrolidina en el sitio

de unién fueron similares a las observadas con colina, con capacidad de formar enlaces
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cation-m con residuos aromaticos y puente de hidrégeno con el grupo carbonilo del residuo
W149 (Figura 23 C), y con energias de enlace cercanas a las observadas para ACh (~ -4,5
Kcal/mol). Cuando se realizé el estudio de docking con teofilina se observé que fue
necesario que el C-loop estuviera en la conformacién parcialmente cerrada para permitir
el ingreso del ligando. Las conformaciones méas probables mostraron que teofilina tiene la
capacidad de unirse al sitio ortostérico con una orientacién que le permite generar
Interacciones cation-1 con los residuos aromaticos antes mencionados, principalmente con
W149 de la cara principal (Figura 23 D), y un enlace puente de hidrégeno con el carbonilo
de este mismo residuo (similar a colina y pirrolidina). A diferencia de los demas ligandos
evaluados, la teofilina mostré mayor energia de enlace (~ -5,5 Kcal/mol) y la capacidad de
interaccionar con el residuo W55 (del lado complementario) con enlaces del tipo m-m. Los
tipos de enlaces que forma y la necesidad de que el C-loop se encuentre en una
conformacién parcialmente cerrada serian indicios de los mecanismos que llevan a que la

teofilina se comporte como un agonista parcial.

Figura 23. Docking de las distintas moléculas en las interfases ol y 8 modeladas a partir de la estructura con el C-
loop cerrado (cédigo 5KXI1.pdb; A, By C, C-loop cerrado) o a partir de la estructura con el C-loop parcialmente
cerrado (cédigo 5AFM.pdb; D). Se muestra la cara principal (+) en verde y la cara complementaria (-) en azul, los
residuos principales del sitio ortostérico y las distintas interacciones de cada molécula con los mismos como lineas
de trazos: cation-it (naranja), puente de hidrégeno (verde) y m-m (lila). A) ACh, B) colina, C) pirrolidina y D)
teofilina.
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Para evaluar las posibles interacciones de los analogos sintéticos de la cafeina
(compuestos C3-C7) se realizaron estudios de docking sobre ambos modelos del receptor
muscular (modelo con el C-loop cerrado y modelo con el C-loop parcialmente cerrado). Se
observé que ninguno de los compuestos mostré la capacidad de ingresar al sitio ortostérico
cuando utilizamos el modelo con el C-loop cerrado (Figura 24 A). En cambio, cuando se
utilizé el modelo con el C-loop parcialmente cerrado todos los compuestos se unieron en
el sitio ortostérico (Figura 24 B) con una frecuencia y energia de unién similares, ~20 % y

~ -8,0 Kcal/mol, respectivamente.

Figura 24. Docking de los compuestos C3-C7 sobre ambos modelos del nAChR muscular. A) C-loop cerrado
(codigo 5KXI.pdb) y B) C-loop parcialmente cerrado (c6digo 5AFM.pdb). Se muestra la cara principal (+) en
verde y la cara complementaria (-) en azul.

Todos los compuestos mostraron la capacidad de formar interacciones catién-1 con
los residuos W149, Y93, Y190 y/o Y198. Ademas, se observaron interacciones tipo I-m con
el residuo W55 del lado complementario , ya reportado previamente para otros compuestos
y que podria tener una funcion relevante para la accién agonista parcial segin lo reportado
para otros receptores (Blum et al., 2010; Hernando et al., 2012; Turani et al., 2018) (Figura
25).
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Figura 25. Docking del compuesto C3 en las interfases a1 y 8 modeladas a partir de la estructura con el C-loop
parcialmente cerrado (cédigo 5SAFM.pdb). Se muestra la cara principal (+) en verde y la cara complementaria
(-) en azul, los residuos principales del sitio ortostérico y las distintas interacciones de la molécula con los
mismos como lineas de trazos: cation-nt (naranja), puente de hidrégeno (verde) y m-rt (lila).

En conclusidn, los analogos de la cafeina inhiben a la ACE localizandose tanto en
el sitio CAS como en el PAS y que se comportarian como agonistas parciales de los nAChRs
debido a que impiden el cierre completo del C-loop y generan interacciones con los residuos

del sitio ortostérico compatibles con los de algunos agonistas parciales ya conocidos.
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DISCUSION

El capitulo III de este trabajo de Tesis se enfoc en la bisqueda de compuestos que
presenten una actividad biolégica dual: inhibidores de la ACE y activadores/agonistas del
nAChR. El estudio fue iniciado a partir de un screening de la actividad anticolinesterasica
de extractos metandlicos obtenidos a partir de hojas de distintas plantas popularmente
conocidas y a las que le han sido asignadas diferentes propiedades medicinales. Se
utilizaron para esto las hojas de Peumus boldus (boldo), Laurus nobilis (laurel), Lippia
turbinata (poleo), Rosmarinus officinalis (romero), Camellia sinensis (té rojo) y Tilia
platiphyllos (tilo). E1 mayor poder de inhibicién de la ACE lo presenté el extracto de té
rojo, con un valor de ICso de 0,043 mg/ml. Con respecto al nAChR, observamos, mediante
estudios de fluorescencia, que este extracto produjo perturbaciones en el estado
conformacional del nAChR de T. californica, lo que sugirié una modulacién de la funcién

de este receptor.

El té, obtenido a partir de las hojas de Camellia sinensis, es una de las bebidas mas
populares en el mundo, a la que se le han asignado diversas propiedades medicinales desde
hace siglos. Algunos de los efectos beneficiosos que se le otorgan sobre la salud son la
reduccién de lipidos en sangre, descenso de peso y actividades antimicrobianas,
antioxidantes y anticarcinogénicas, entre otras (Hamilton-Miller, 1995; Hamilton-Miller,
2001; Chan et al., 2011). El efecto inhibidor de la ACE observado en el extracto de té rojo
es similar a resultados reportados previamente para té verde y té negro (Karadsheh et al.,
1991; Okello et al., 2012), sugiriendo esto que en estos 3 tipos de tés se encuentra presente
el compuesto responsable del efecto de inhibicién observado. Estudios llevados a cabo con
estos tres diferentes tipos de tés (verde, rojo y negro) mostraron que el contenido de
catequinas en los mismos se correlacionaba de manera directa con el efecto neuroprotector
asignado al té (Singh et al., 2011; Schimidt et al., 2017). El té verde mostré la mayor
actividad neuroprotectora y se sugirié que esto podria deberse al alto contenido de (-)-
epigalocatequina-3-galato (EGCG), que no se encuentra presente en el resto de los tés.
Dado que los tés rojo y negro carecen de EGCG, pero igualmente poseen efectos
neuroprotectores (Schimidt et al., 2017), postulamos que debia existir otro compuesto

comun a los tres tés responsable de los efectos observados.

Para identificar este compuesto, se realiz6 un fraccionamiento bioguiado del
extracto metandlico de C. sinensis utilizando solventes de polaridad creciente. La mayor
actividad inhibidora de la ACE fue hallada en la fraccién de DCM. Por TLC y analisis de

RMN pudimos identificar al compuesto activo presente en este extracto, que result6 ser
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cafeina. Si bien estudios previos habian reportado el efecto inhibitorio de la cafeina sobre
la ACE (Pohanka y Dobes, 2013), hasta el momento no existia informacion sobre los efectos
de la cafeina en el nAChR. Por lo tanto, postulamos que la cafeina podria ser el agente
comun presente en todos los tipos de tés, responsable, al menos en parte, de los efectos

benéficos observados.

En este capitulo se demostré que la cafeina induce cambios conformacionales en el
nAChR muscular, similares a los producidos por el agonista ortostérico carb y por el
agonista alostérico galantamina. Sin embargo, la potencia de este efecto fue diferente
cuando se tratd de cafeina (ICso de 98,1 uM) o de carb (ICso de 0,12 uM), sugiriendo esto
que la cafeina actuaria como un agonista parcial del nAChR. Mediante experimentos de
competencia entre cafeina y a-BTX utilizando la sonda fluorescente CrV, se observd que
una vez que la a-BTX se encuentra unida al nAChR, concentraciones bajas de cafeina no
producen perturbaciones en el estado conformacional del nAChR. La a-BTX se une al
nAChR bloqueando el acceso al mismo de los ligandos ortostéricos, manteniendo de esa
forma al receptor en un estado de reposo (Moore y McCarthy, 1995). Dos posibles hipdtesis
podrian explicar los resultados observados: que la unién de la a-BTX al sitio agonista
1mpida la unién de la cafeina a este sitio, o bien que la presencia de la a-BTX bloquee los
caminos alostéricos necesarios para que ocurran cambios conformacionales en el nAChR y
de esa manera, aunque la cafeina se una a sitios alostéricos, no pueda provocar ningin

cambio en el estado conformacional del receptor.

Experimentos de binding utilizando Alexa 488-a-BTX y cafeina o galantamina
demostraron, tanto en el nAChR muscular como en a7, que la toxina fluorescente y la
cafeina o la galantamina no compiten por un mismo sitio en el nAChR, confirmando que
tanto la cafeina como la galantamina activan al nAChR desde sitios alostéricos.

Mediante estudios de canal Unico se corroboré que la cafeina se comporta como
agonista de los nAChRs muscular y a7. Se observo que la cafeina activa al nAChR
muscular en forma de aperturas aisladas sin formacién de clusters, incluso a
concentraciones altas, y que también produce la activaciéon del nAChR a7. Estos resultados
confirman que la cafeina actiia como un agonista de baja eficacia para estos receptores.
Los registros de canal tnico realizados con cafeina en presencia de ACh mostraron ademas
una clara reduccion de la duracién del tiempo de estado abierto y un aumento de la
duracién de los clusters en funcién de la concentracion de cafeina, sugiriendo esto que la

cafeina actia ademas como un bloqueador de canal abierto del nAChR muscular.
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Para profundizar en esta idea se realizaron experimentos de competencia entre a-
BTX y cafeina en altas concentraciones en membranas de ricas en nAChR 7. californica.
Se observo que la a-BTX por si sola no produce cambios en los valores de KD del CrV para
el estado de reposo. Valiéndose de la fluorescencia intrinseca del nAChR como una
estrategia para monitorear los cambios conformacionales del receptor, Kawai y Raftery
(2010) reportaron que con la sola presencia de a-BTX no se observan cambios, lo que se
condice con nuestros resultados (Kawai y Raftery, 2010). M4s aun, mediante analisis del
patron de incorporacion de  3-(trifluoromethyl)-3-(m-[1251]iodophenyl)diazirine
([125I]TID) fotomarcada al nAChR, Moore y McCarthy (1994) concluyeron que la a-BTX
aumenta/estabiliza la cantidad de nAChR en el estado de reposo (Moore y McCarthy,
1994). Sin embargo, en presencia de a-BTX, altas concentraciones de cafeina produjeron
aumentos de los valores de KD mayores a los observados para el nAChR en estado de
reposo. Esto sugiere que la cafeina, a altas concentraciones y sin posibilidad de actuar
como activador del nAChR, disminuye atin mas la afinidad del CrV por el nAChR.
Teniendo en cuenta que el CrV se une en el poro del canal a sitios antagonistas no
competitivos, probablemente este incremento de los valores de KD corresponda a un
desplazamiento del CrV de esos sitios. Para corroborar esta hipétesis, experimentos
similares fueron realizados en presencia de QX-314, un derivado de la lidocaina que actta
como un bloqueador de canal abierto (Pascual y Karlin, 1998; Yu et al., 2003). E1 QX-314
por si solo no indujo ningtiin cambio en los valores de KD del CrV para el nAChR en estado
de reposo. Estudios previos reportaron que la mayoria de los compuestos clasificados como
bloqueadores de canal abierto se unen al nAChR en estado de reposo con una afinidad
similar (Moore y McCarthy, 1995), sugiriendo esto que la presencia de QX-314 no perturba
la conformacién de reposo del nAChR. Sin embargo, en presencia de a-BTX, el QX-314
produjo un marcado aumento de los valores de KD, apoyando la idea de que este aumento
puede estar relacionado con un desplazamiento del CrV del canal iénico. Considerando que
tanto en ausencia como en presencia de a-BTX el QX-314 se ubica en el poro del canal y
que solo en presencia de la misma el valor de KD se ve aumentado significativamente, una
explicacion podria ser que la a-BTX desencadena cambios conformacionales en el vestibulo
del nAChR, no detectables por CrV o por mediciéon de la fluorescencia intrinseca del
nAChR, exponiendo de esa manera las moléculas de CrV que pueden ser asi facilmente
desplazadas por el QX-314 o por la cafeina. Esta posibilidad sugiere, ademas, que la

cafeina podria comportarse como un bloqueador de canal abierto a altas concentraciones.

Efectos similares a los observados con bajas y altas concentraciones de cafeina

fueron obtenidos con galantamina (agonista parcial y bloqueador de canal abierto del
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nAChR; Akk, 2005). Experimentos de competencia fueron realizados con a-BTX y altas
concentraciones de galantamina, confirmando el aumento de los valores de KD y, de esa
manera, el desplazamiento del CrV del canal idénico y el comportamiento como bloqueador

de canal abierto de esta droga a altas concentraciones.

Los experimentos de fluorescencia y electrofisiologia llevados a cabo mostraron que
la cafeina produce dos efectos diferentes sobre el nAChR: activador y bloqueador de canal
abierto, lo que probablemente se corresponda con la uniéon de esta molécula a sitios
diferentes del nAChR con afinidades diferentes. Los experimentos de competencia entre

la a-BTX y la cafeina sugirieron que el sitio de inhibicién es el poro del canal iénico.

La cafeina, un alcaloide del grupo de las xantinas, es el estimulante con
propiedades psicoactivas mas consumido a nivel mundial (Christopher et al., 2005; Kim et
al., 2015; Cappelletti et al., 2016). A concentraciones bajas a moderadas (50-300 mg)
promueve distintas funciones, tales como la vigilancia, la atencién, y la cognicidn, entre
otras (Fredholm et al., 1999; Smith, 2002). A partir de la administracién oral, la cafeina
es absorbida rapidamente, y el pico en la concentracién plasmatica ocurre
aproximadamente 15 o 20 minutos luego del consumo. Sus efectos biolégicos abarcan un
amplio rango de blancos moleculares, dentro de los cuales se encuentran: 1) receptores de
adenosina, donde las xantinas actian como agonistas; i1) fosfodiesterasas, donde las
xantinas actian como inhibidores; 1il) receptores de rianodina en el reticulo
sarcoplasmatico y endoplasmatico, donde las xantinas actiian sensibilizando a los mismos
a la activacién por calcio, y iv) receptores GABA, donde las xantinas actian como
antagonistas. Hasta hace algunos afios, el inico mecanismo que se conocia en el que
interviene la cafeina en concentraciones cercanas a las concentraciones fisiolégicas (rango
micromolar) era la modulacion de los receptores de adenosina; concentraciones de cafeina
en sangre alcanzadas por la ingesta de una sola taza de café son suficientes para desplazar
la adenosina enddgena de sus receptores de tipo A; y Az (Fredholm, 1995; Xu et al., 2010).
La activacién de receptores de rianodina o la inhibicién de fosfodiesterasas se ha descrito
a concentraciones mas altas (rango milimolar) y por lo tanto téxicas a niveles plasmaticos

(Daly, 2007; Guerreiro et al., 2008; Kolahdouzan y Hamadeh, 2017).

Debido a su naturaleza hidrofébica la cafeina puede atravesar la barrera
hematoencefalica, y de esa forma la concentracion cerebro espinal de la misma igualar la
concentracién plasmatica (Fredholm et al., 1999; Kolahdouzan y Hamadeh, 2017).
Investigaciones previas han reportado que actia principalmente a nivel del sistema
nervioso central, aumentando la concentracién y la excitacién y disminuyendo la fatiga

(Kim et al., 2015). Si bien sus efectos a largo plazo aun no son conocidos en su totalidad,
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diferentes estudios en animales sugieren que posee efectos neuroprotectores
(Schwarzschild et al., 2006; Singh et al., 2011; Xu et al., 2016; Martins et al., 2017;
Schimidt et al., 2017). Otros estudios han sugerido que el consumo de cafeina esta
inversamente asociado con el riesgo de padecer EA o déficits cognitivos (Okello et al., 2012;
Ng et al., 2015). Diferentes modelos in vivo demostraron los efectos protectores de la
cafeina en la EA (Dall'lgna et al., 2007). Hoy en dia existe consenso sobre el hecho de que
la cafeina promueve la supervivencia neuronal en la EA, lo que podria contribuir a sus
efectos benéficos. Distintos ensayos clinicos han demostrado efectos beneficiosos en la
progresiéon y prevenciéon de la EA; por ejemplo, la cantidad de cafeina que se ingiere
durante un periodo de 20 afios esta inversamente asociada con el riesgo de padecer la EA,
y el consumo de 3 a 5 tazas de café por dia ha sido asociado con una disminucién del riesgo
de desarrollar demencia cercana al 65 % (Ng et al., 2015). Se ha descripto que la cafeina
reduce los niveles de AB y la neurotoxicidad que este péptido ocasiona, asi como el
mejoramiento de la funcién cognitiva en modelos de ratones con EA. En ratones
transgénicos que presentaron una mutaciéon en la APP (APP-swe), en la que el clivaje por
la enzima B-secretasa se ve aumentado causando la hiperfosforilacién de la proteina tauy
la aparicién temprana de la EA, la cafeina previno y disminuyé el deterioro cognitivo

(Arendash et al., 2006, 2009).

A pesar de estos hallazgos, los mecanismos que subyacen a estos efectos benéficos
aun permanecen sin conocerse. Los resultados de este capitulo junto con resultados de
estudios previos, indican que la ACE es también un blanco molecular de la cafeina a
concentraciones micromolares (Pohanka y Dobes, 2013). En esta seccién se describi por
primera vez la accién de la cafeina sobre los nAChRs en concentraciones micromolares, lo

que convierte a este receptor en un nuevo blanco molecular de gran importancia.

Se postula a la cafeina como una molécula bioactiva, molécula lider, que ejerce un
efecto dual en las vias colinérgicas, actuando como un inhibidor de la ACE y como un
activador de los nAChR. La cafeina es un compuesto con una alta solubilidad tanto en
agua como en solventes no polares. Esta propiedad quimica vuelve a esta molécula por
demas interesante ya que facilita la particiéon a través de las membranas plasmaticas,
permitiéndole alcanzar niveles de concentracién altos en todo el cuerpo, incluyendo en el
cerebro (Kolahdouzan y Hamadeh, 2017). Es por todo esto que la cafeina debe ser
considerada para el diseio de nuevas drogas dirigidas a multiples blancos para el
tratamiento de la EA. En esta tesis se reafirma a la ACE como un blanco molecular de la

cafeina y se introduce al nAChR como un nuevo blanco de accién.
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La segunda parte de este tercer capitulo consistié en el disefio, sintesis y evaluacién
de analogos de la cafeina, molécula lider, con el fin de obtener compuestos que, al igual
que esta, inhiban a la ACE y activen al nAChR con una mayor potencia y selectividad.
Utilizando las moléculas de teofilina y pirrolidina como sustratos iniciales, se obtuvieron
distintos analogos sintéticos que difirieron en el largo de la cadena de carbonos que conecta

ambas moléculas, a los que llamamos C3, C4, C5, C6 y C7.

Inicialmente se evalué la capacidad de los distintos analogos de cafeina sintetizados
para inhibir la ACE. La cafeina present6 un valor de ICso de 48,61 uM, y si bien la tinica
diferencia con respecto a la molécula de teofilina es la presencia de un grupo metilo, para
esta ultima se observé un valor de ICsode 473,01 uM. Esta pequena diferencia entre ambas
moléculas puso de manifiesto la significatividad de la estructura para la potencia del
compuesto, y sefialé la posicién estructural (N7 de la teofilina) en la que era indicado
Incorporar nuevos sustituyentes. La pirrolidina, por otro lado, no mostré capacidad para
inhibir a la ACE. Sin embargo, al ser la parte de la estructura de la nicotina que ofrece
uniones cruciales a nivel del sitio activo de los nAChRs, se la utilizé para combinarla con
la estructura original de la teofilina mediante una cadena hidrocarbonada. Los resultados
obtenidos mostraron que los analogos sintéticos presentan una mayor potencia que la
cafeina en la inhibicién de la ACE y, por lo tanto, también con respecto a los precursores
teofilina y pirrolidina. El ICso de los distintos compuestos disminuy6 acorde al aumento
del numero de carbonos de la cadena espaciadora entre la teofilina y la pirrolidina, siendo
el compuesto C7, con un ICso de 0,22 uM, el de mayor poder de inhibicién.

Para identificar el sitio de acciéon de estos compuestos en la enzima ACE, se
realizaron estudios de docking molecular. Las moléculas pirrolidina y teofilina se
localizaron preferentemente en el sitio CAS. Si bien los estudios no se realizaron con la
molécula de cafeina, se supuso que dada la semejanza de su estructura con la de la
teofilina, la misma también se localizaria principalmente en el sitio CAS. Los resultados
obtenidos con los analogos de la cafeina mostraron que los mismos se localizan en ambos
sitios funcionales, abarcando tanto el sitio CAS como el PAS, independientemente del
largo de la cadena espaciadora. Es decir, la estructura que corresponde al grupo pirrol en
las moléculas de C3, C4, C5, C6 y C7 se localiza en el sitio CAS de la ACE, mientras que
la que corresponde a la teofilina lo hace principalmente en el sitio PAS. La ocupacién de
ambos sitios podria explicar el aumento significativo del poder inhibidor de los compuestos
con respecto a la teofilina y a la pirrolidina. Es importante considerar ademés que todos

los compuestos mostraron energias de unién semejantes (8,0 Kcal/mol).

161



Capitulo 1

Otro de los blancos terapéuticos interesantes en la EA que se estudi6 en este trabajo
de Tesis es el receptor nicotinico. En este capitulo se estudiaron tanto los cambios
conformacionales como la funcionalidad del mismo provocados por su interaccion con los
distintos analogos. Al estudiar los cambios conformacionales del nAChR ocasionados por
las dos moléculas precursoras de los analogos, se observé que la pirrolidina produjo
cambios en la conformacién del receptor, mientras que la teofilina no provocé alteraciones
de su estado conformacional. Esto es contrario a lo que se observd con respecto a la
actividad de ambas moléculas sobre la ACE, lo que confirma que, si bien ambos blancos
moleculares comparten el mismo ligando natural (ACh), este tiene conformaciones
farmacoféricas diferentes en cada caso.

Cuando se estudié la interaccién de los analogos sintéticos con el nAChR, se
observaron diferencias importantes de acuerdo al largo de la cadena de carbonos de los
compuestos. Tanto los compuestos C3 como C7 no produjeron modificaciones en el estado
conformacional del nAChR incluso a altas concentraciones. Es decir, el receptor se
mantuvo en un estado correspondiente a un estado de reposo. Cuando las membranas de
T. californica se incubaron con C4 fueron necesarias altas concentraciones del compuesto
(>200 uM) para producir cambios en los valores de KD del CrV, los cuales fueron similares
a los obtenidos para el nAChR en estado desensibilizado. En presencia de C5 y C6, los
valores de KD del CrV fueron practicamente iguales a los obtenidos en presencia de carb,
incluso en concentraciones muy bajas de ambos compuestos (<1 pM). Esto indica que
ambos compuestos en muy bajas concentraciones son capaces de llevar al receptor a un
estado desensibilizado.

Para profundizar en el estudio de la interaccién entre los distintos compuestos y el
nAChR, se evalu6 la funcionalidad del mismo en presencia de los distintos analogos
sintéticos obtenidos. A una concentracion de 10 uM y en ausencia del agonista ACh, todos
los compuestos fueron capaces de producir la activacion del nAChR muscular. En todos los
casos se observaron aperturas en forma de eventos aislados, lo que podria indicar que estos
compuestos se comportan como agonistas parciales del receptor. Ademads, no fue posible
encontrar diferencias entre los compuestos en cuanto a la minima concentracién de
activacién, ya que para todos ellos se observé la presencia de canales a concentraciones de
hasta 0,1 pM. Todos los analogos sintéticos, independientemente del largo de cadena,
presentaron una potencia mucho mayor que la de cafeina, ya que con esta no se observo
activacion del nAChR muscular a concentraciones menores o iguales que 1 uM (Fabiani et

al., 2018).
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Debido a que los compuestos se comportaron de forma similar se realizé un estudio
mas detallado para el compuesto C5, ya que este mostré una mayor actividad en los
registros obtenidos y, ademas, produjo el mayor efecto en cuanto a los cambios
conformacionales del receptor medidos por CrV. Se observ) activaciéon del nAChR
muscular a concentraciones de entre 0,1 pM y 30 uM. En todos los casos se observaron
eventos aislados, sin poder identificar clusters en ninguna de las concentraciones. A
concentraciones mayores de 1 uM se observaron, en algunos casos, aperturas de dos o
hasta tres eventos sucesivos en forma de bursts. Ademas, a concentraciones de 30 uM se
observ6 una reduccién del tiempo de estado abierto del canal, lo que podria deberse a un
bloqueo del canal producido por este compuesto en més altas concentraciones, similar a lo
descripto para cafeina. Los resultados de patch clamp demostraron que los analogos de
cafeina son agonistas del nAChR muscular. Los compuestos obtenidos presentan una
potencia mayor que la cafeina y que la ACh, aunque su eficacia con respecto a esta ultima
es menor (actuando como agonistas parciales) dado que en ningdn caso se observé la
activacion en forma de clusters.

Para estudiar los sitios de unién de estos compuestos al nAChR muscular se
realizaron estudios de docking molecular para lo cual realizamos los modelos por
homologia de las interfases ald y ale del receptor muscular Se utilizé como molde para
el modelado la estructura del receptor a482 cristalizada con nicotina, la cual presenta el
C-loop cerrado (coédigo 5KXI.pdb, Morales-Pérez et al., 2016) y la estructura de la quimera
a7/AChBP cristalizada con el agonista parcial lobalina, la cual presenta el C-loop
parcialmente cerrado (cédigo 5SAFM.pdb, Spurny et al., 2015), ya que se ha postulado que
algunos agonistas parciales que se unen al sitio de unién ortostérico no presentan las
mismas interacciones que la ACh y provocan, ademas, el cierre parcial del C-loop (Spurny
et al, 2015).

A partir del docking de ACh, colina y pirrolidina en el modelo con el C-loop cerrado
se observaron interacciones con residuos reportados como importantes para la activaciéon
del receptor (como interacciones cation-mr con el residuo W149) en el modelo con el C-loop
cerrado. Estas interacciones mostraron diferencias entre los distintos ligandos acordes con
su accién como agonista completo, para la ACh, y como agonista parcial, para la colina y
la pirrolidina. Todos los andlogos sintéticos de la cafeina (C3-C7), asi como también la
teofilina, se localizaron en el sitio de unién agonista del modelo con el C-loop parcialmente
cerrado, tanto en la interfase ald como ale. Ademas, no se observaron diferencias ni en
frecuencia ni en energia de unién entre los distintos compuestos ni entre las distintas

interfases. Todos los compuestos presentaron interacciones con los residuos W149, Y93,
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Y190 y/o Y198, residuos reportados como relevantes para la accién agonista (Billen et al.,
2012; Post et al., 2017). Este estudio de docking sugiere que los compuestos se unen con
alta afinidad al sitio ortostérico del receptor, lo que podria explicar la alta potencia
observada en los registros de electrofisiologia, y que dicha unién promueve el cierre parcial
del C-loop y la formacion de enlaces con distintos residuos (tales como enlaces cation-mn), lo

que sugeriria la accién de estos compuestos como agonistas parciales del receptor.

En este capitulo de la Tesis se propone a la molécula de cafeina como una molécula
lider bifuncional, que actuaria sobre dos blancos moleculares directamente implicados en
la potenciacién de la sefal colinérgica, y por lo tanto como posible estrategia terapéutica
para la EA. Ademas, se presentan 5 analogos de la misma con propiedades muy
promotederas, ya que presentan mayor potencia que la cafeina sobre ambos blancos

moleculares.
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INTRODUCCION

Los receptores de 5-HT tipo 3 (5-HTS3), pertenecientes a la familia Cys-loop,
convierten la unién del neurotransmisor 5-HT en una corriente catiénica que media
respuestas excitatorias rapidas en el sistema nervioso central y periférico. Intervienen en
el procesamiento de la ansiedad y la depresion, y en el control de la liberaciéon de
neurotransmisores. Se encuentran involucrados en la regulacién de distintos procesos de
aprendizaje y memoria durante la adultez y el envejecimiento; es por esto que ciertos
cambios o desbalances en la senalizacion serotoninérgica se han asociado a distintas
condiciones patoldgicas en el CNS, entre las que se incluye la EA (Lai et al., 2003). En esta
enfermedad se observ6 una disminuciéon en el nimero de neuronas serotoninérgicas en
distintas regiones cerebrales (Yamamoto y Hirano, 1985; Kovacs et al., 2003), asi como
también una reduccion de los niveles de 5-HT (Gottfries, 1990; Garcia-Alloza et al., 2005).

La funcién de los receptores 5-HTs es modificada por varios y muy diferentes
compuestos moduladores. Los moduladores ortostéricos negativos de los receptores 5-HTs,
como granisetrén, alosetrén, ondansetrén y palanosetrén, son utilizados para aliviar
sintomas gastrointestinales asociados a la quimioterapia, anestesia y sindrome de
intestino irritable (Spiller, 2011; Gilmore et al., 2018; Juza et al., 2020). A su vez, son
considerados como una posible terapia para el tratamiento de otros desérdenes, tales como
esquizofrenia, depresion, ansiedad, adicciones, disfunciones cognitivas y desérdenes de
alimentacién (Walstab et al., 2010; Thompson, 2013; Juza et al., 2020). Otros compuestos,
entre los que se incluyen los alcaloides (Baptista-Hon et al., 2011), esteroides (Oz et al.,
2002), canabinoides (Oz, 2006) y distintos terpenos (Jarvis et al., 2016; Al Kury et al., 2018)
han sido reportados como moduladores alostéricos negativos mediante su unién a
cavidades dentro de la regién transmembrana. Ademas, varios compuestos, entre los que
se encuentran alcoholes (Lovinger y Zhou, 1998), 5-hidroxiindol (van Hooft et al., 1997) y
5-Cl-indol (Newman et al., 2013), han sido postulados como moduladores alostéricos
positivos.

Ha sido demostrado que los terpenoides actiian como moduladores alostéricos de
los receptores 5-HT3A, uniéndose, probablemente, a los sitios transmembrana de los
mismos. Algunos actian como moduladores negativos, como el mentol, la boldina o el
citronelol (Barann et al., 2000; Ashoor, 2013; Ziemba et al., 2015; Jarvis et al., 2016; Al
Kury et al., 2018), mientras que otros, como el carvacrol y el timol, presentes en los aceites
esenciales del orégano y el tomillo, y en los cuales se centra este trabajo de Tesis, actiian
como moduladores positivos con actividad agonista (ago-PAMs) (Lansdell et al., 2015;

Ziemba et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica del timol (izquierda) y el carvacrol (derecha).

Dentro de la familia de receptores Cys-loop, los receptores 5-HT3 son los menos
conocidos en cuanto a su mecanismo molecular de funcionamiento. La informacion
relacionada con su activacién y modulacién fue obtenida principalmente a partir de
estudios electrofisiolégicos de corrientes macroscépicas (Mott et al., 2001; Hapfelmeier et
al., 2003; Solt et al., 2007; Landsell et al., 2015). Sin embargo, los registros de corrientes
macroscopicas no proveen informacién mecanistica detallada y no permiten generar
modelos cinéticos completos. La falta de registros de canales unitarios se debi6 a la baja
conductancia de los receptores, especialmente del 5-HT3A, que impide la detecciéon de
eventos a partir de registros de canal Ginico.

Para sortear esta limitacién, Corradi y colaboradores (Corradi et al., 2009)
generaron un receptor mutante de 5-HTsA de ratéon en el que intercambiaron tres residuos
de arginina localizados en el dominio intracelular por los aminoacidos glutamina (Q), acido
aspartico (D) y alanina (A). Estos intercambios se basaron en trabajos de Kelley (2003),
quienes demostraron que el intercambio de dichas argininas de la subunidad 5-HTsA por
los residuos QDA, encontrados en posiciones homoédlogas en la subunidad 5-HT:B,
aumentaban la conductancia del canal en el receptor 5-HT3A, demostrando asi que estos
residuos son determinantes de conductancia. De esta manera, se determiné que el receptor
5-HT3A de ratén mutado en las tres argininas incrementd su conductancia a un valor que
fue posible detectarlo en registros de canal inico y, por eso, se denominé 5-HTsAnc (de alta
conductancia, por sus siglas en inglés, high conductance) (Corradi et al., 2009). Mediante
registros macroscopicos se determind que las mutaciones no alteran las propiedades de
activacion y modulacion y, combinado con los registros de canal Ginico, se gener6 un modelo
cinético para explicar el mecanismo de activaciéon del 5-HT3A de ratén por 5-HT y por
agonistas parciales (Corradi et al., 2009, 2013).

Los resultados del analisis cinético del receptor homomeérico de ratéon 5-HT3A

demostraron que si bien tiene 5 sitios de unién ortostéricos idénticos, solo 2 o 3 necesitan
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estar ocupados para obtener una respuesta maxima (Mott et al., 2001; Corradi et al., 2009).
Ademas, este andlisis demostré la existencia de un estado cerrado pre-activado o
intermedio, denominado flipped o primed. Este estado presenta alta afinidad por el
agonista y se encuentra, en el esquema de activacién, entre el receptor ya ocupado por el
agonista y el estado abierto del canal, tal como se describe en el siguiente esquema

simplificado lineal:

R «—>» AR «—» AF «——> AQO Esquema 1

donde R es el receptor en reposo y con el canal cerrado; AR unido al agonista y con el canal
cerrado; AF unido al agonista, en el estado preactivado y con el canal cerrado; AO unido
al agonista y con el canal abierto.

La importancia del estado preactivado se debe a que limita la respuesta maxima
evocada por agonistas parciales con respecto a la obtenida por agonistas totales. Es decir,
se sugirié que los agonistas parciales generan una respuesta maxima menor con respecto
a los agonistas completos debido a que tienen disminuida la velocidad de transiciéon del
receptor desde el estado en reposo con el agonista ligado hacia el estado preactivado. Este
estado, y su importancia en el proceso de activacion, fue postulado previamente para el
receptor 5-HT3A de ratén, y también para otros miembros de la familia Cys-loop, tales
como el nAChR y el receptor de glicina (Lape et al., 2008; Corradi et al., 2009;
Mukhtasimova et al., 2009; Corradi y Bouzat, 2014).

Al igual que el receptor de ratén, el receptor 5-HT3A humano presenta una muy
baja conductancia, lo que imposibilita la deteccién de eventos de canal Ginico mediante la
técnica de patch-clamp en la configuracién cell-attached (Kelley et al., 2003). Debido a esto,
la activacion y modulaciéon de los receptores humanos 5-HT3 habia sido estudiada
solamente mediante corrientes macroscopicas.

En el Gltimo capitulo de este trabajo de Tesis, a partir del modelo de receptor
humano 5-HT3A de alta conductancia (5-HTsAnc), generado mediante la mutacion de tres
argininas del dominio intracelular a los residuos QDA antes mencionado, se obtuvieron
registros de corrientes macroscépicas y de canales unitarios para revelar informacién
mecanistica novedosa sobre la activacién ortostérica del receptor como asi también sobre
su activacion y modulacién aldstéricas por dos compuestos terpenoides, el timol y el

carvacrol.
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OBJETIVOS

Considerando al 5-HTs como un blanco molecular interesante para el tratamiento
de la EA, el OBJETIVO GENERAL del capitulo IV de este trabajo de Tesis fue conocer
en detalle los mecanismos de activaciéon y modulacién del 5-HTs. En esta Tesis se tomé
ventaja del receptor de alta conductancia, 5-HT3Anc, como una herramienta para estudiar

en detalle dichos mecanismos.

Los OBJETIVOS ESPECIFICOS del presente capitulo fueron:

e Caracterizar a nivel de canal tnico la activacion del 5-HT3A humano en presencia

de su agonista endégeno, 5-HT, y del agonista parcial triptamina.

e Determinar como es la potenciacion mediada por los moduladores alostéricos del 5-

HT3A humano, timol y carvacrol.

e Dilucidar el mecanismo de activaciéon alostérica del 5-HT3A humano y establecer

las diferencias con su activacion ortostérica.
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RESULTADOS

1. ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HT:Auc POR LIGANDOS ORTOSTERICOS Y
ALOSTERICOS A NIVEL MACROSCOPICO

Como punto de partida de este trabajo, lo primero fue realizar una caracterizacién
de las propiedades de activacién macroscépica del receptor 5-HTsAnc humano para
demostrar que responde en forma similar al receptor nativo ya descripto. Se obtuvieron
registros de corrientes macroscopicas a partir de células BOSC 23 transfectadas con el
ADNc¢ de la subunidad de este receptor. Luego de la aplicacion de 100 uM de 5-HT, se
observaron corrientes macroscopicas que decayeron durante el pulso de aplicacién del
agonista (Figura 1 A). El tiempo medio de activacion (rising time), medido como el tiempo
en que tarda en aumentar la senal desde el valor 10 % al 90 % del total de la corriente
obtenida, ti0-90 %, fue de 10 £ 4 ms, y los decaimientos de la corriente fueron ajustados por
dos componentes exponenciales, cuyos tiempos fueron de 92 + 20 ms 'y 1100 + 900 ms (n=5).
Estos valores fueron similares a los observados luego de la activacién del 5-HT3A humano
por 100 uM de 5-HT (ti0-90 % de 16 + 6 ms y constantes de tiempo de decaimiento de 120 +
50 ms y 700 = 400 ms (n=>5)). Se obtuvieron corrientes en la configuracién whole-cell a
distintas concentraciones de 5-HT (Figura 1C) y se midieron los picos, o amplitudes
maximas, en funcién de la concentracién del agonista para generar curvas dosis-respuesta
(Figura 1B). A partir de la curva de dosis-respuesta se obtuvo un valor de ECsode 2,6 £ 0,1
uM, similar a lo reportado previamente para el receptor nativo de baja conductancia 5-
HT:A (Miles et al., 2014; Corradi et al., 2015; Lansdell et al., 2015; Munro et al., 2019).
Cuando la activacién se produjo con triptamina, un agonista parcial descripto previamente
para el 5-HT3A de raton (Corradi y Bouzat, 2014) se observaron corrientes que se activaron
en forma mas lenta (Figura 1 A y C) y que no decayeron durante el tiempo de aplicacion
del agonista. El tiempo medio de activacién obtenido a concentraciones saturantes de
triptamina (1 mM) fue de 200 + 100 ms. Las curvas de dosis-respuesta mostraron un ECso
de 197 + 50 uM y una respuesta maxima de 27 + 3 % en relacién a las corrientes originadas
por 100 uM de 5HT (Figura 1 B). Estos resultados confirman que la triptamina es un

agonista parcial del receptor 5-HT3Anc humano.
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Figura 1. A) Corrientes macroscépicas obtenidas a partir del receptor 5-HT3Anc humano luego de la aplicacion
de 5-HT, triptamina, carvacrol o timol en las concentraciones indicadas. Potencial: -50 mV. B) Curvas de dosis-
respuesta para los distintos agonistas. Las amplitudes fueron normalizadas con respecto a las corrientes obtenidas
con 100 uM de 5-HT. Los datos corresponden a la media + D.S. de 3 experimentos independientes. C) Corrientes
obtenidas a diferentes concentraciones de cada agonista.

El carvacrol y el timol son dos monoterpenos fendlicos que han sido caracterizados
macroscopicamente como agonistas alostéricos parciales y moduladores positivos del
receptor 5-HTsA humano (Lensdell et al., 2015; Ziemba et al., 2015). Utilizando el receptor
de alta conductancia, se obtuvieron registros de corrientes macroscopicas con estos
compuestos en un rango de concentraciones de entre 1 y 1000 uM (Figura 1 B y C). Las
corrientes macroscopicas observadas fueron similares para ambos agonistas, pero
diferentes a las producidas por 5-HT. Para todas las concentraciones evaluadas, el
decaimiento de las corrientes fue lento y no se alcanzé la caida completa durante el tiempo
de aplicacion del agonista (12 segundos) (Figura 1 C). Las corrientes obtenidas a partir de
concentraciones saturantes, tanto de carvacrol como de timol, mostraron un perfil de
activacion significativamente mas lento que lo observado con 5-HT, con tiempos medios de
activacion (tio-90 %) de 2280 + 810 ms para 1 mM de carvacrol y de 4850 + 750 ms para 1
mM de timol (Figura 1 A). Las curvas de dosis-respuesta mostraron valores de ECso (62 +
2 uM para carvacrol y 117 + 30 uM para timol) y de respuesta maxima (84 + 1 % para
carvacrol y 84 + 8 % para timol) similares a los reportados para el receptor salvaje
(Lansdell et al., 2015).

Estos resultados revelan que la activacién ortostérica y alostérica del 5-HTsAmnc es
indistinguible de la del receptor salvaje y, por lo tanto, que el receptor de alta conductancia

es un buen modelo para estudiar su activacion y modulacién a nivel de canal tnico.
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2. POTENCIACION DEL RECEPTOR 5-HT:Auc POR CARVACROL Y TIMOL A
NIVEL MACROSCOPICO

Para estudiar la acciéon del carvacrol y el timol como moduladores alostéricos
positivos del receptor 5-HTsAmc humano se registraron en primer lugar corrientes
macroscopicas con 50 uM de triptamina, una concentracion cercana al valor de ECz0, en
ausencia o presencia de 10 uM de carvacrol o 20 uM de timol, que corresponden a
concentraciones cercanas a los valores de ECio para estos compuestos (Figuras 1 y 2).
Cuando la triptamina fue aplicada sola, se obtuvieron las respuestas tipicas de activacién
lenta y decaimiento lento; la aplicacién de timol o carvacrol a estas concentraciones
produjo corrientes macroscopicas muy pequeiias o casi despreciables (Figura 2 A). Sin
embargo, cuando se realizé la co-aplicacion de triptamina (50 uM) y carvacrol (10 uM) o
timol (20 uM) se observ6 una marcada potenciacién de las corrientes macroscopicas. Para
ambos compuestos, el pico de la corriente aumenté cerca de 3 veces con respecto a las

corrientes originadas por triptamina sola en la misma célula (Figura 2 B).
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Figura 2. A) Corrientes macroscopicas producidas por la aplicacién de 50 uM de triptamina (rosa), 10 uM de
carvacrol (celeste), 20 uM de timol, 50 uM triptamina/10 uM carvacrol y 50 uM triptamina/20 uM timol.
Potencial de membrana: -50 mV. B) Incremento del pico de la corriente obtenida con triptamina luego de la
aplicacion de carvacrol (10 uM) o timol (20 uM). Los picos de corrientes fueron normalizados con respecto a los
obtenidos con triptamina sola en la misma célula. Los valores corresponden a la media + D.S. de 3 experimentos
independientes. “*”= p<0,001.

Estos resultados confirman que, ademas de actuar como agonistas, el carvacrol y

el timol actian como modulares alostéricos positivos del receptor 5-HT3Auchumano, y que

el efecto potenciador es evidente a concentraciones menores que el efecto agonista.

172



Capitulo IV

3. ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HT:Auc POR AGONISTAS ORTOSTERICOS A
NIVEL DE CANAL UNICO

Una vez caracterizada la activacion del 5-HTsAnc a nivel macroscopico, se realizaron
registros en la configuracién cell-attached para descifrar a nivel de canal tnico su forma
de activacién.

Para todas las concentraciones de 5-HT evaluadas (1-30 uM) la activacién se produjo
en forma de eventos de apertura de 4,5 + 0,4 pA (a -70 mV de potencial de membrana)
formando bursts de alta probabilidad de apertura que se agruparon en episodios de
activacion mas largos denominados clusters (Figura 3). A 1 uM de 5-HT se observaron
clusters de aproximadamente 290 ms con una alta probabilidad de apertura (~0,94)
(Figura 3 y Tabla 1). Los histogramas de estado abierto se describieron correctamente con
3 componentes, cuyas duraciones fueron de ~0,05 ms, ~0,40 ms y ~23 ms (Figura 3 y Tabla
1). Con el aumento de la concentracion de 5-HT se observé una clara reduccion de la
duracién del componente mas lento, probablemente debido a un bloqueo del canal, tal como
se describié anteriormente para el 5-HTsA de ratén (Corradi et al., 2009). Para describir
este efecto se utilizé el esquema de bloqueo de canal abierto (Neher y Steinbach, 1978, ver
capitulo 1, pagina 134) y se obtuvo un valor de k+s de 5,5 x 106 M1 s'1 (R2=0,98), similar a
lo observado con el receptor 5-HT3Anc de ratén (Corradi et al., 2009). Los histogramas de
estado cerrado mostraron 5 o 6 componentes, los 3 mas breves corresponden a cierres
dentro de los clusters (Figura 3 y Tabla 1). Los valores de estos cierres permanecieron
constantes para todas las concentraciones, indicando que no existe dependencia de la
concentracion del agonista en el perfil de activacion de este receptor (Figura 3 y Tabla 1).

La activacion por triptamina (10-100 uM) se produjo en forma de bursts breves (50
ms) sin formacién de clusters (Figura 3 y Tabla 1). Los histogramas de estado abierto
fueron descriptos con 2 componentes, siendo la duracién del componente mas largo de
aproximadamente 6 ms (Tabla 1). Al igual que con 5-HT, se observd una disminucién de
la duracion del componente de estado abierto de mayor duracién con el aumento de la
concentracién de triptamina, lo que sugiere que actiia como bloqueador de canal. El valor
de k+g obtenido fue de 4,9 x 106 M! s! (R2=0,98), similar a lo observado con 5-HT. Los

histogramas de estado cerrado mostraron 4 o 5 componentes.
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Figura 3. Registros de canal Unico del receptor 5-HT:Anc obtenidos con 5-HT, triptamina, carvacrol o
timol a baja (arriba) y alta (abajo) resolucion. Los registros fueron obtenidos en la configuracion cell-
attached a — 70 mV de potencial de membrana. A la derecha se muestran los respectivos histogramas de

estado abierto y cerrado.
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. 01 Burst Cluster n
ngando [MM] (érea 1'61) (Popen) (Popen)
5-HT
1 23+6 136 +54 287 123 13
(0,49 £ 0,19) (0,99 +0,01) (0,94 +0,05)
5 13+4 90 + 34 221 +83 5
(0,57 £0,08) (0,99 +0,01) (0,91 +0,04)
10 88+2,4 94 + 53 246 £ 131 4
(0,58 +0,09) (0,98 +0,01) (0,89 +0,04)
30 48+0,6 38+10 98 + 50 10
(0,51 +0,05) (0,97 £0,01) (0,78 £0,07)
Triptamina
10 69+1,0 29+17 3
(0,67 £0,28) (0,99 +0,01)
20 54+2,6 62 +33 3
(0,80 +0,23) (0,99 +0,01)
50 3,2+x1,2 26+10 10
(0,75+0,12) (0,99 +0,01)
100 1,7+0,1 309 5
(0,82+0,17) (0,98 +0,01)
Carvacrol
5 25%5 2542 £ 998 3
(0,59 £0,27) (0,94 +0,02)
10 38+11 1734 £ 910 8
(0,47 £0,20) (0,98 +0,02)
20 31+17 3615+ 1,563 4
(0,66 +0,09) (0,96 +0,02)
50 31+12 1013 + 367 4
(0,44 +0,16) (0,99 +0,01)
Timol
5 348 1539+ 771 4
(0,58 +0,22) (0,99 +0,01)
10 17 £2 1226 £ 459 3
(0,27 £0,19) (0,97 £0,02)
20 34+14 1761 + 495 5
(0,32 +0,14) (0,98 +0,01)
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50 45+12 1215+ 184 3
(0,32 +0,12) (0,97 £0,01)
100 39+15 1581 £ 803 6
(0,54 +0,13) (0,98 +0,01)
Triptamina
Carvacrol
50 44+1,1
! ! 1861 + 890 6
10 (0,83 +0,11) (0,96 £ 0,02)
Triptamina
Timol
50 2,7+0,1 560 + 445 3
10 (0,72 £ 0,04) (0,94 +0,02)

Tabla 1. Parametros de canal unico de los receptores 5-HTzAnc. “O1” corresponde a la duracion del
componente mas largo de estado abierto. “n” corresponde al numero de réplicas independientes para cada
condicion.

En conclusién, las principales diferencias observadas en la activacién con
triptamina respecto a lo observado con 5-HT fueron una menor duracién de los tiempos de
estado abierto y la ausencia de clusters de larga duracién, las que evidencian el caracter

de agonista parcial de la triptamina.

4. ACTIVACION DEL RECEPTOR 5-HT:Auc POR CARVACROL Y TIMOL A NIVEL
DE CANAL UNICO

Para estudiar el patrén de activacion del receptor 5-HTsAnc por los terpenoides

carvacrol y timol, se obtuvieron registros de canal tinico en presencia de estos compuestos.

En presencia de distintas concentraciones de carvacrol (5-50 uM) o timol (5-100 uM)
y en ausencia de 5-HT, se observaron eventos de aperturas agrupados en clusters de larga
duracién, similares a los obtenidos con 5-HT (Figura 3). Los histogramas de estado abierto
mostraron 2 o 3 componentes, sin observarse una dependencia de la concentracién (Figura
3y Tabla 1). A 5 uM, las duraciones medias del componente de apertura mas largo fueron
de ~ 25 ms para carvacrol y ~ 34 ms para timol, similar a lo observado con 5-HT. Los

histogramas de estado cerrado se describieron con 5 o 6 componentes, donde los 3 mas
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breves corresponden a cierres dentro del cluster (Figura 3). Los clusters obtenidos en estas
condiciones fueron entre 6 y 10 veces mas largos que los obtenidos con 5-HT (~ 2500 ms y

~ 1500 ms a 5 uM de carvacrol y timol, respectivamente) (Figura 3 y Tabla 1).

Es decir que, a pesar de que los perfiles de corrientes macroscépicas mostraron que
el carvacrol y el timol se comportan como agonistas parciales del receptor 5-HT3A humano,
los registros de canal tinico indican una activacién mas parecida a la activacién por 5-HT
que a la producida por un agonista ortostérico parcial como la triptamina. En presencia de
estos agonistas alostéricos, los receptores se activan en forma de clusters de larga duracién
y alta probabilidad de apertura, muy diferente a lo que ocurre con triptamina. Por otro
lado, las duraciones de los clusters son mayores a las obtenidas con 5-HT, indicando esto

una mayor eficacia.

5. POTENCIACION DEL RECEPTOR 5-HTs;Asc HUMANO POR CARVACROL Y
TIMOL A NIVEL DE CANAL UNICO

Para evaluar la potenciacién del receptor por carvacrol y timol se registraron eventos
de canal Unico con 50 uM de triptamina en presencia de 10 uM de los compuestos
terpenoides (Figura 4). Se eligié realizar los registros con triptamina, dado que
hipotetizamos que un cambio en la duracion de los periodos de activacién debido a una
modulacién positiva seria mas facilmente detectable en los bursts obtenidos con
triptamina que en los clusters de larga duracién obtenidos con 5-HT. Los registros
mostraron clusters de larga duracién y alta probabilidad de apertura, cuyos valores fueron
similares a los obtenidos en presencia de los agonistas alostéricos en ausencia de
triptamina (Figura 4 y Tabla 1). Sin embargo, para ambas condiciones (triptamina +
carvacrol y triptamina + timol) los histogramas de estado abierto mostraron el mismo
numero de componentes y de similar duracién a los obtenidos en presencia de triptamina

sola (Figura 4 y Tabla 1).
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Figura 4. Trazos representativos de registros de canal Unico del receptor 5-HT3Awc obtenidos con triptamina,
carvacrol, timol o la aplicacién de triptamina + carvacrol o triptamina + timol. Los registros fueron obtenidos
en la configuracion cell-attached a -70 mV de potencial de membrana. A la derecha se muestran los
respectivos histogramas de estado abierto y cerrado.

La razén de por qué se observa este perfil mixto, el cual muestra aperturas breves

como las originadas por triptamina y clusters de larga duracién como los observados con

carvacrol o timol solos, atin no estéa clara. Una posible explicacion es que la duracién de las

aperturas sea regida por el agonista ortostérico (triptamina), y la duracién de los clusters

por el agonista alostérico (carvacrol o timol). Alternativamente, la reduccién de las

aperturas originadas por carvacrol o timol podria ser explicada como un bloqueo del canal

producido por la triptamina.
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DISCUSION

En este capitulo de este trabajo de Tesis se describié la activacién a nivel de canal
unico del receptor homomérico 5-HTsA humano generada por la accién de ligandos
ortostéricos y alostéricos.

El hecho de que los receptores Cys-loop sean blancos importantes para diferentes
farmacos destinados al tratamiento de un gran nimero de enfermedades o desérdenes ha
atraido la atencién hacia los mecanismos por los cuales estos farmacos actian. La
modulacién farmacolégica puede ocurrir tanto en sitios ortostéricos como alostéricos,
resultando esto en un amplio espectro de estructuras quimicas, sitios y mecanismos de
modulaciéon. En particular, los ligandos alostéricos han surgido como herramientas
terapéuticas valiosas debido a que modifican las respuestas de los receptores sin alterar
los patrones temporales y espaciales de su activacion endégena (Uteshev, 2014; Chatzidaki
y Millar, 2015; Bouzat et al., 2018).

Estudios electrofisiolégicos y estructurales han permitido obtener informacién
sobre distintos mecanismos de activaciéon desde sitios ortostéricos (Solt et al., 2007,
Corradi et al., 2011; Sauguet et al., 2014; Gupta et al., 2017; Bouzat y Sine, 2018). Sin
embargo, los mecanismos de activacién alostérica de los receptores 5-HT's han sido menos
estudiados y atin no se conocen en su totalidad.

En esta seccion de este trabajo de Tesis, primeramente, se caracterizé la activacién
del receptor humano 5-HTsAnc a nivel de canal tinico por los agonistas ortostericos 5-HT
y triptamina, y, luego, la activacién alostérica mediada por terpenoides. Los terpenoides
son compuestos fendlicos monociclicos presentes en los aceites esenciales de plantas
aromaticas usadas en la medicina tradicional (T'suchiya, 2017; Hernando et al., 2019). A
nivel molecular, se ha demostrado que ejercen multiples efectos en toda la familia de
receptores Cys-loop, tanto en vertebrados como en invertebrados, tales como activacién,
potenciacion e inhibicién (Price y Lummis, 2014; Lozon et al., 2016; Hernando et al., 2019).
En los receptores 5-HTA, los terpenoides acttian como ago-PAMs y/o como inhibidores. En
particular, estudios de corrientes macroscopicas han demostrado que el carvacrol y el timol
actian como agonistas parciales y potenciadores de los receptores 5-HTsA (Lansdell,
2015). Estudios de docking molecular y mutaciones puntuales demostraron que la
activacion por estos compuestos ocurre de forma alostérica a través de una cavidad que se
encuentra entre las hélices TM1 y TM2 de una subunidad y las hélices TM3 y TM4 de la
subunidad adyacente (Lansdell, 2015; Price et al., 2017). Los registros de canal tnico

demostraron que, al igual que lo reportado para el receptor 5-HT3A de raton, el receptor
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5-HT3A humano se activa en eventos de apertura sucesivos que forman bursts y que, a su
vez, se asocian para formar clusters. Cada cluster corresponde a la activacién de una
molécula Unica de receptor que oscila entre distintos estados abiertos y cerrados hasta
finalizar por desensibilizacion.

Por otro lado, la activacion por el agonista parcial triptamina generd eventos de
apertura mas breves que los obtenidos con 5-HT y, si bien aparecieron formando bursts de
alta probabilidad de apertura, no se detectaron clusters. Estos resultados describen la baja
eficacia de la triptamina como activador del receptor humano.

Inicialmente se reporté que tanto el carvacrol como el timol se comportan como
agonistas parciales del receptor 5-HT3A humano. Sin embargo, valiéndonos de nuestro
modelo de alta conductancia, determinamos que estos dos terpenoides activan a los
receptores 5-HT3A humano con una alta eficacia, lo que se evidencia por una mayor
duracién de los clusters.

Se analizaron posibles explicaciones para la aparente discrepancia entre lo
observado a nivel macroscopico (ambos terpenoides actiian como agonistas parciales al
generar respuestas maximas menores a las obtenidas con 5-HT) y lo observado a nivel
microscopico (los eventos de canales unitarios se observan en forma de largos clusters de
alta probabilidad de apertura). Es sabido que un bloqueo del canal producido por altas
concentraciones del agonista podria reducir las respuestas macroscopicas (Corradi et al.,
2014). Sin embargo, a partir de los registros de canales unitarios no se detecté una
reduccién en los tiempos de estado abierto, en la duracién de los clusters o en la
probabilidad de apertura a concentraciones altas de timol o de carvacrol, lo que confirma
que no se produjo un bloqueo del canal.

Otra posibilidad planteada fue la existencia de un paso de preactivacion lento, el
cual limitaria la respuesta maxima del canal (Corradi y Bouzat, 2014). Las velocidades
de transicién pueden ser determinadas realizando analisis cinético a partir de los registros
de canal Unico obtenidos. El estudio cinético realizado utilizando los datos de canal tinico
del receptor 5-HTsAnc activado por los distintos ligandos determiné que la activacién
alostérica de este receptor puede describirse mediante el mismo mecanismo cinético que
el utilizado para 5-HT. Mas atn, el primer paso de transicion, luego de alcanzado el estado
de ocupacién o6ptima del agonista, y el cual corresponde a la formacién del estado
preactivado, fue similar para los ligandos alostéricos y para 5-HT. En cambio, en presencia
de triptamina este primer paso de preactivacién fue mas lento que el observado con 5-HT,
lo que confirma su accién como agonista parcial. Por lo tanto, el analisis cinético permiti6

concluir que la menor eficacia de estos ligandos alostéricos observada a partir de las
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corrientes macroscopicas debe tener un origen diferente al de los agonistas ortostéricos
parciales.

Otra posible explicacién para esta discrepancia entre el comportamiento del
carvacrol y el timol a nivel macroscépico con respecto a lo observado a nivel microscépico
seria su accesibilidad a los sitios de unién a través de la membrana plasmatica. Estudios
experimentales y computacionales mostraron que el timol se incorpora a la membrana
lipidica de manera saturante (Turina et al., 2006; Ferreira et al., 2016), lo que podria
reducir la concentracién efectiva y limitaria la saturacién de los sitios de unién. Mas aun,
el nimero de sitios alostéricos requeridos para la activaciéon del receptor podria ser
diferente del ntimero de sitios requeridos por agonistas ortostéricos. Por ejemplo, en los
receptores GABA se reporté que se requiere la ocupacion de solo dos sitios ortostéricos
para su maxima activaciéon, mientras que, para ligandos alostéricos, se necesita la
ocupacién de cinco sitios (Amin y Subbarayan, 2017). Por lo tanto, la limitacién en la
saturaciéon de los sitios alostéricos debido a la concentracién alcanzable de estos
compuestos en la membrana es otra posible explicacién para la respuesta parcial
observada a nivel macroscépico.

Como conclusidn, en este capitulo de este trabajo de Tesis se pudieron descifrar por
primera vez las diferencias entre activacién ortostérica y alostérica en uno de los
receptores menos explorados de la familia Cys-loop, el receptor de serotonina 5-HT3A,

blanco molecular poco estudiado para la EA.
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Conclusiones generales

En este trabajo de Tesis se abordé el estudio de la funcién y modulacién de dos
receptores de neurotransmisores pertenecientes a la familia Cys-loop: los nAChRs,
muscular y a7 neuronal, y los receptores 5-HTs. Dado que se encuentran involucrados en
distintas patologias neurodegenerativas, estos receptores se consideran blancos
moleculares importantes para el desarrollo de farmacos, y es por esto que el conocimiento

de su funcién y modulacion es crucial.

El nAChR es una proteina transmembrana cuya funcién estda condicionada por
estimulos tanto externos como propios de la membrana celular. Dado que la senal
colinérgica se encuentra afectada en varias patologias neurodegenerativas, como la EA,
gran parte de este trabajo de Tesis se centro6 en el estudio de la modulacién de dicha senal
a diferentes niveles. En el capitulo I se estudi6 la modulacién del nAChR muscular por
el entorno lipidico de la membrana en la que se encuentra. Se focaliz6 especialmente en el
Col, lipido clave para el correcto funcionamiento del nAChR y que presenta distintas
asimetrias laterales y transmembrana en diferentes momentos de la vida y en condiciones
de salud o enfermedad. Dada la importancia del Col en la formacién de los dominios Lo, se
pudo descifrar la implicancia de los mismos, y por lo tanto del Col, en la funcionalidad del
nAChR. Si bien el nAChR tiene la potencialidad de localizarse tanto en dominios Lo como
Ld, la localizacién del mismo en dominios Lo ocasiona una disminucién de su actividad,
mientras que su presencia en dominios L.d lleva a un aumento de su funcién. Los lipidos
anulares, en estrecho contacto con el nAChR, serian los responsables de que ocurran los
cambios conformacionales asociados al gatillado del receptor, y, por lo tanto, la localizacién
del nAChR en un determinado entorno repercutiria directamente en su funcionalidad.
Estos resultados dan una explicaciéon al hecho ya conocido de la alta dependencia del
nAChR por los lipidos de su entorno e informan de la importancia de los mismos en las
distintas patologias en las que esta involucrado. De esta manera, su localizacién en uno u
otro dominio podria explicar los cambios en la sefial colinérgica observados en situaciones

de envejecimiento y/o patologias como la EA.

Una de las caracteristicas principales y distintivas de la EA es la presencia
exacerbada de péptido AP, al que se le atribuyen multiples roles en la fisiopatologia de
dicha enfermedad, tal como se discutié en la Introduccién de este trabajo de Tesis. Al
mismo tiempo, en la EA hay una marcada pérdida de la funcién colinérgica también
explicada por mas de una causa, una de las cuales fue desarrollada en el capitulo I de este
trabajo. En el capitulo II se estudid la relaciéon del nAChR a7 neuronal con los oligdmeros
de AB desde un punto de vista conformacional y funcional. Concentraciones bajas de

oligbmeros de AB, similares a las que se encuentran en condiciones fisiolégicas en
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humanos, activan al nAChR a7 neuronal y podrian por lo tanto tener un rol beneficioso.
Concentraciones altas de estos oligdmeros, compatibles con las encontradas en pacientes
con EA, inhiben a dicho receptor, lo que podria estar relacionado con la deficiencia en la
memoria y cognicion que se observa en dicha enfermedad. Es decir, desde una perspectiva
molecular, se caracterizé la accién de los oligdmeros de AB a nivel celular, resultados
altamente significativos en la comprensién de uno de los multiples efectos que ocasionan

los oligémeros de AB en la EA.

El hecho de que el nAChR sea una proteina intimamente involucrada en la EA lo
transforma en un blanco molecular sumamente interesante para el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de esta patologia. Ademas, considerando las caracteristicas
multifactoriales de la EA, la estrategia de busqueda de nuevas moléculas apunta al
descubrimiento y desarrollo de “multitarget drugs”, es decir de moléculas activas en varios
blancos moleculares. El capitulo III se centr6 en el descubrimiento y optimizacién de
nuevas moléculas bifuncionales capaces de activar al nAChR e inhibir a la ACE, y que por
lo tanto permitan potenciar la transmisién colinérgica que se encuentra disminuida en la
EA. Partiendo de un screening de extractos obtenidos de distintas plantas medicinales, se
1dentific6é a la molécula de cafeina como una molécula sumamente interesante para esta
patologia, ya que sumado a su ya conocida actividad inhibidora de la ACE, se describi6 por
primera vez su actividad agonista sobre los nAChRs muscular y a7 neuronal. Ademais,
mediante disefio racional utilizando a la cafeina como molécula lider, se obtuvieron 5
analogos que presentaron actividad sobre ambos blancos moleculares, la ACE y los
nAChRs, con una mayor potencia que la cafeina. Estos hallazgos resultan prometedores

en la busqueda de nuevos farmacos como una posible estrategia terapéutica para la EA.

La otra molécula estudiada en este trabajo de Tesis fue el receptor 5-HTSs, proteina
transmembrana que en el ultimo tiempo se ha postulada como un blanco molecular
novedoso tanto en la EA como en otras patologias neurodegenerativas que requieran una
potenciacion de la sefial colinérgica. Sin embargo, es uno de los receptores de serotonina
mas recientemente descripto y uno de los menos estudiados dentro de los Cys-loop. En el
capitulo IV, utilizando el receptor de alta conductancia 5-HTsAnc, se descifraron por
primera vez las diferencias entre la activaciéon ortostérica del mismo y su activacion
alostérica por timol y carvacrol. Dado que se han encontrado ciertos antagonistas del
receptor 5-HT3 que mejoran los sintomas de la EA (Werner y Covenas, 2016) y otros que
potencian la inhibicién de la ACE (Skovgard et al., 2018), estos resultados constituyen un

primer paso en la descripcion mecanistica de un nuevo blanco molecular poco estudiado

en la EA.
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Conclusiones generales

Por lo tanto, en este trabajo de Tesis se profundizé en el conocimiento de distintas
formas de modulacién de los nAChRs y del receptor 5-HT3, ya sea por moléculas exdgenas
o por el entorno lipidico en el que se encuentran, brindando bases moleculares para el
entendimiento de su funcién, su modulacién y su afeccién en determinadas patologias. En
particular, en la EA se encuentra fuertemente afectada la actividad colinérgica que
involucra tanto a los nAChRs y a la ACE como a los recientemente descriptos 5-HTs. En
esta Tesis se lograron avances significativos, con resultados de gran relevancia, para el

estudio o tratamiento de esta enfermedad.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

5-HT: 5-hidroxitriptamina, serotonina.

ACE: acetilcolinesterasa.

ACh: acetilcolina.

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADNCc: &cido desoxirribonucleico complementario.

APP: proteina precursora amiloide.

Ap: péptidos beta amiloide.

BD: Buffer de diélisis (NaCl 100 mM, PO43- 0,1 mM , EDTA 0,1 mM, NaN3 0,02 %, pH 7,8).

BE: Buffer de elucién (NaCl 250 mM, EDTA 0,1 mM, NaN3 0,02 %, fosfato 5 mM, pH 7,8, con colato 0,5 % y
carbamilcolina (carb) 10 mM).

BH: Buffer de homogeneizacion (Buffer de fosfato de sodio 10 mM pH 7,4, NaCl 0,4 M, EDTA 5 mM, EGTA 5
mM, fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF) 3 mM y NaN3 0,02 % (p/v)).

bSM: brain sphingomyelin, esfingomielina de cerebro.

C: cerrado, referido al estado cerrado del receptor nAChR.

carb: carbamilcolina.

CAS: sitio catalitico.

CHEMS: colesterol hemisuccinato.

Col: colesterol.

Cox: colesterol oxidasa.

CrV: cristal violeta.

DCM: diclorometano.

DMEM: Dubecco’s modified Eagle’s médium, medio de Eagle modificado por Dubecco.
DMF: dimetilformamida.

DMSO: dimetilsulfoxido.

DPH: 1,-6-difenil-1,3,5-hexatrieno.

DPPC: dipalmitoilfosfatidilcolina.

DRM: fracciones de membrana resistentes a detergentes.
DSM: fracciones de membrana solubles en detergentes.
DTNB: 5'5'-ditio-bis(2-4cido nitrobenzoico).

DTT: ditiotreitol.

EA: enfermedad de Alzheimer.

ECso: half maximal effective concentration, concentracion media maxima eficaz.

ECD: dominio intracelular.

eSM: egg sphingomyelin, esfingomielina de huevo.

FRAP: Fluorescence recovery after photobleaching, recuperacion de la fluorescencia tras fotoblanqueo.

GFP: proteina verde fluorescente.
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Abreviaturas

GP: polarizacion generalizada.
GUVs: vesiculas unilamelares gigantes.
HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfdnico.

I1Cso: half maximal inhibitory concentration, concentracidn inhibitoria media maxima.

ICD: dominio intracelular.

KD: constante de disociacion.

Ld: dominio liquido-desordenado.

LGIC: canales idnicos activados por ligando.

Lo: dominio liquido-desordenado.

LUVs: vesiculas unilamelares grandes.

MIL: méximo intervalo de probabilidad.

MLVs: vesiculas multilamelares.

MuSK: tirosina quinasa especifica de musculo.

NAChR: nicotinic acetylcholine receptor, receptor nicotinico de acetilcolina.
O: open, referido al estado abierto del nAChR.

PAMs: moduladores alostéricos positivos.

PAS: sitio anidnico periférico.

PBS: Phosphate-buffered saline, buffer fosfato salino.

PC: fosfatidilcolina.

PE: fosfatidiletanolamina.

PNU: PNU-120596, N-(5-Chloro-2,4- dimethoxyphenyl)-N'-(5-methyl-3-isoxazolyl)-urea.
POPC: palmitoil-oleil-fosfatidilcolina.

PUFAs: acidos grasos poliinsaturados.

R: reposo, referido al estado de reposo del nAChR.

r: anisotropia de fluorescencia.
Receptores 5-HTs: receptores de serotonina de tipo 3.
Receptores 5-HT3A: receptor de serotonina de tipo 3 homomérico formado por 5 subunidades A.

Receptores 5-HT3Awc: receptor de serotonina de tipo 3 homomérico formado por 5 subunidades A, de alta

conductancia.

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SM: esfingomielina.

SNC: sistema nervioso central.

SNP: sistema nervioso periférico.

TCA: &cido tricloroacético.

TLC: cromatografia en capa fina.

TM1-TM4: segmentos que componen el dominio transmembrana de los receptores Cys-loop.
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Abreviaturas

TMA-DPH: (4-Trimetilamoniofenil)-6-difenil-1,3,5-hexatrieno.

TMD: dominio transmembrana.

TNBS: &cido trinitrobenceno-sulfonico.

a-BTX: a-bungarotoxina.

yTM4: péptido correspondiente a segmento TM4 de la subunidad y de los receptores Cys-loop.
T10-90: tiempo que transcurre entre el 10 % y el 90 % del m&ximo de corriente.

Terit: tiempo critico.
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