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PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado Académico
de Doctor en Bioquimica de la Universidad Nacional del Sur y no ha sido presentada
previamente para la obtencién de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma
contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito del
Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca (INIBIBB), dependiente del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia (UNS) y del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), durante el periodo comprendido entre
el septiembre de 2017 y mayo 2023, bajo la direcciéon de la Doctora Cecilia Bouzat,
Investigadora Superior de CONICET, Directora del INIBIBB y Profesora Titular de la
Catedra de Farmacologia II, y bajo la codireccién de la Doctora Maria del Carmen Esandi,

Profesora Titular de la Catedra de Genética Molecular.
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MODULACION DE LAS FUNCIONES IONOTROPICA
Y METABOTROPICA DEL RECEPTOR NICOTINICO
DE ACETILCOLINA a7 HUMANO

RESUMEN

La supervivencia de los organismos superiores depende de que sus células se
organicen y actien de manera sincronizada para cumplir funciones especificas, para lo
cual es fundamental la comunicacién intercelular. Este proceso es basico para la vida de
todas las células, pero es la razén de ser en las neuronas que estan especializadas en
recibir informacion, procesarla y comunicarla a otras células. En el sistema nervioso, la
principal forma de comunicacién se realiza a través de la sinapsis quimica, en la que una
neurona libera un mensajero quimico, el neurotransmisor, que es reconocido por un
receptor presente en otra célula permitiéndole responder al mensaje.

La acetilcolina es uno de los principales neurotransmisores utilizados por las
neuronas, y sus receptores, tanto metabotrépicos como ionotrépicos, estan expresados
en muchos tipos celulares. Los receptores ionotrépicos de acetilcolina, llamados
receptores nicotinicos, son canales catiénicos pentaméricos que pertenecen a la familia
de receptores Cys-loop.

El receptor nicotinico de acetilcolina a7 es un homopentamero que exhibe
propiedades funcionales particulares fundamentales para su rol neuromodulador,
incluyendo la elevada permeabilidad al Ca2+* y la capacidad para transformar respuestas
ionotropicas transitorias en eventos mas sostenidos de sefializacién metabotrdpica. Es
uno de los receptores nicotinicos mas abundantes en el sistema nervioso, aunque también
se encuentra presente en otros tejidos. En el sistema nervioso central cumple un rol
importante en procesos de cognicidn, atenciéon y memoria, al regular la liberacién de
neurotransmisores, mediar la transmision sinaptica rapida y modular la excitabilidad
neuronal. Una disminucién de su actividad se ha asociado con diversos desordenes
neurologicos y neurodegenerativos, incluyendo esquizofrenia, autismo y enfermedad de

Alzheimer. El receptor a7 también se expresa en células no neuronales, tales como -entre



otras-, los astrocitos, la microglia, los linfocitos B y T, las células epiteliales, los
macrofagos, cumpliendo un rol importante en inmunidad, inflamacién y neuroproteccion.

Las acciones neuromoduladoras, neuroprotectoras y antinflamatorias sistémicas
del receptor nicotinico de acetilcolina a7 junto a sus propiedades Unicas de activacidn,
desensibilizacién, permeabilidad al Ca%* y rol dual ionotrépico-metabotrépico, lo han
convertido en un blanco farmacolégico emergente muy importante en diversos
desordenes neurolégicos, neurodegenerativos e inflamatorios.

Este trabajo de tesis se basé en el estudio de los aspectos moleculares relacionados
a diferentes tipos de modulacién de las funciones ionotrépicas y metabotrépicas del
receptor nicotinico de acetilcolina a7 humano. Para ello se utilizaron principalmente
técnicas electrofisiolégicas a nivel de canal Unico y de corrientes macroscopicas, en
conjunto con analisis de proteinas por western blot y ensayos de movimiento de Ca%*
intracelular.

El capitulo [ se centro en el estudio de la modulacion de las funciones ionotrépicas y
metabotropicas del receptor a7 por eventos de fosforilacion/desfosforilacion. Se
demostro que favorecer el estado desfosforilado de las tirosinas del dominio intracelular
de a7 potencia la actividad ionotrdpica del receptor. A nivel de corrientes unitarias, el
efecto potenciador involucré un aumento en la frecuencia y duracion de los episodios de
activacion, mientras que a nivel de corrientes macroscépicas se manifestd6 por una
disminucion en la velocidad de decaimiento de la corriente, y un aumento en la tasa de
recuperacion desde el estado desensibilizado. Por el contrario, la desfosforilaciéon de las
tirosinas tuvo un efecto negativo en la actividad metabotrdpica del receptor, estudiada
por western blot a partir de la via de ERK 1/2. Ademas, a diferencia de lo observado para
las tirosinas, las alteraciones en el estado de fosforilacion de serinas y treoninas del
dominio intracelular no ocasionaron cambios importantes en la actividad ionotrépica de
a7 en las condiciones experimentales aqui utilizadas. En sintesis, los resultados
presentados en este capitulo ponen en evidencia que la fosforilacién de las tirosinas, si
bien es absolutamente necesaria para la actividad metabotrépica de a7 mediada por la
via ERK 1/2, actia como un modulador negativo de la actividad ionotrépica del receptor.

El capitulo II abord6 el estudio de la asociaciéon funcional entre un fragmento
peptidico de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 (Y674-R685) y el receptor nicotinico de
acetilcolina a7 humano. La asociacion entre SARS-CoV-2 y los receptores nicotinicos fue

propuesta en forma de hipétesis al comienzo de la pandemia. Mas adelante, simulaciones



de dinamica molecular mostraron que el fragmento Y674-R685 no solo tiene afinidad por
a7, sino que penetra profundamente en el bolsillo de unién a agonista del receptor. En
este capitulo, en primer lugar, se demostré que el fragmento Y674-R685 actiia como un
agonista silente de a7, ya que es capaz de provocar corrientes unitarias y macroscopicas
del receptor, pero solo en presencia de un modulador alostérico positivo. Por otro lado,
se demostré que Y674-R685 también ejerce una modulacién negativa de a7, que se
evidencio6 por una profunda disminucién, dependiente de la concentracion, en la duracion
de los episodios de activacién de los canales potenciados y en la amplitud de las
respuestas macroscopicas provocadas por la acetilcolina. De esta manera, utilizando
distintos enfoques electrofisiolégicos, se devel6 la existencia de una interaccién funcional
entre el fragmento Y674-R685 de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 y el receptor a7 que
proporciona las bases moleculares para seguir explorando la participacion de los
receptores nicotinicos en la fisiopatologia de la COVID-19.

El capitulo III se basé en el estudio del receptor a7 como blanco del cannabidiol, lo
cual resulta de gran interés debido al uso expandido de este fitocannabinoide para tratar
diferentes condiciones patoldgicas gracias a sus propiedades terapéuticas y a la ausencia
de efectos psicoactivos. Para ello se exploré el efecto del cannabidiol en las funciones
ionotrdpicas y metabotropicas de a7 mediante técnicas electrofisiolégicas y ensayos de
movimiento de Ca?* intracelular. En lo que respecta a las funciones ionotrdpicas, se
demostré que el cannabidiol produce una rapida disminucién de la actividad del canal a
nivel de corrientes unitarias evidenciada porla reduccién en la frecuencia de los episodios
de activacidn. Este efecto fue dependiente de la concentracidn y se dio con una Clso en el
rango submicromolar, lo que indica una potente modulacidn negativa. Por otra parte, el
cannabidiol también produjo una modulacién negativa en la funcién metabotrépica de a7
que se evidencid por una marcada disminucién en las respuestas de CaZ* intracelular tras
la activacion del receptor. Estos resultados demuestran que el cannabidiol ejerce una
modulacién negativa de a7 de relevancia farmacolégica que debe tenerse en cuenta a la
hora de evaluar los posibles usos terapéuticos del fitocannabinoide.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis amplian el entendimiento de
los aspectos moleculares relacionados con la modulacién de las funciones ionotrépicas y
metabotropicas del receptor nicotinico de acetilcolina a7 en distintas condiciones, a
saber, fisiologicas (eventos de fosforilacion/desfosforilacion), patoldgicas (fragmento

peptidico derivado de la glicoproteina S del SARS-CoV-2) y terapéuticas (cannabidiol).



MODULATION OF HUMAN a7 NICOTINIC
ACETYLCHOLINE RECEPTOR IONOTROPIC AND
METABOTROPIC FUNCTIONS

SUMMARY

The survival of higher organisms depends on the ability of their cells to be well
organized and to behave in a synchronized manner to fulfill specific functions for which
intercellular communication is of pivotal importance. This process is basic for the life of
all cells, but it is the raison d'étre in neurons that are specialized in receiving information,
processing it, and communicating it to other cells. In the nervous system, the main form
of communication is carried out via the chemical synapse, in which a neuron releases a
chemical messenger, the neurotransmitter, which is identified by a receptor present in
another cell, allowing it to respond to the message.

Acetylcholine is one of the main neurotransmitters used by neurons, and its
receptors, both metabotropic and ionotropic, are expressed in many cell types. [onotropic
acetylcholine receptors, called nicotinic receptors, are pentameric cation channels
belonging to the Cys-loop receptor family.

The o7 nicotinic acetylcholine receptor is a homopentamer with particular
functional properties critical to its neuromodulatory role, including high Ca?*
permeability and the ability to transform transient ionotropic responses into more
sustained metabotropic signaling events. It is one of the most abundant nicotinic
receptors in the nervous system, although it is also present in other tissues. In the central
nervous system, it plays an important role in cognition, attention, and memory, by
regulating the release of neurotransmitters, mediating rapid synaptic transmission, and
modulating neuronal excitability. A decrease in a7 activity has been associated with
various neurological and neurodegenerative disorders, such as schizophrenia, autism,
and Alzheimer's disease. The a7 receptor is also expressed in non-neuronal cells; namely,
astrocytes, microglia, B and T lymphocytes, epithelial cells, and macrophages, and plays

an important role in immunity, inflammation, and neuroprotection.



The neuromodulatory, neuroprotective, and systemic anti-inflammatory actions of
a7, together with its unique activating, desensitizing, Ca%* permeability, and dual
ionotropic-metabotropic properties, have made the receptor a very important emerging
drug target in various neurological, neurodegenerative, and inflammatory disorders.

This P.D. thesis work was based on the study of molecular aspects related to
different types of modulation of the ionotropic and metabotropic functions of the human
a7 nicotinic acetylcholine receptor. To this end, electrophysiological techniques at the
single channel and macroscopic current levels were mainly used, as well as protein
analysis by western blot and intracellular Ca2* movement assays.

Chapter I focused on the study of a7 receptor ionotropic and metabotropic function
modulation by phosphorylation/dephosphorylation events. It was shown that favoring
the dephosphorylated state of a7 intracellular domain tyrosine residues potentiates its
ionotropic activity. At the single-channel level, this potentiating effect involved an
increase in the frequency and duration of activation episodes, while at the macroscopic
level it was manifested by a decrease in the rate of current decay and by an increase in the
rate of recovery from the desensitized state. In contrast, tyrosine dephosphorylation had
a negative effect on receptor metabotropic activity, studied by western blot from ERK 1/2
pathway. In addition, unlike what was observed for tyrosine residues, alterations in the
phosphorylation status of serine and threonine residues present in the intracellular
domain did not cause any significant changes in a7 ionotropic activity under the
experimental conditions used. Summing up, the results collected in this chapter show that
tyrosine phosphorylation, although it is absolutely necessary for a7 metabotropic activity
mediated by ERK 1/2 pathway, acts as a negative modulator of receptor ionotropic
activity.

Chapter II focused on the study of the functional association between a peptide
fragment of SARS-CoV-2 S glycoprotein (Y674-R685) and human a7 nicotinic
acetylcholine receptor. The association between SARS-CoV-2 and nicotinic receptors was
hypothesized at the beginning of the pandemic. Later, molecular dynamics simulations
showed that the Y674-R685 fragment not only has affinity for a7 but also penetrates deep
into its agonist-binding pocket. In this chapter, it was firstly stated that the Y674-R685
fragment acts as a silent a7 agonist, since it is capable of triggering single-channel and
macroscopic currents, but only in the presence of a positive allosteric modulator. On the

other hand, it was shown that Y674-R685 also exerts a7 negative modulation, which was
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evidenced by a profound concentration-dependent decrease in the duration of
acetylcholine-induced activation episodes from potentiated channels and macroscopic
responses. In this way, using different electrophysiological approaches, the existence of
functional interaction between SARS-CoV-2 S glycoprotein Y674-R685 fragment and a7
receptor was revealed, which provides the molecular bases to further explore nicotinic
receptor participation in COVID-19 pathophysiology.

Chapter III was based on the study of the a7 receptor as a target of cannabidiol,
which is of great interest due to the expanded use of this phytocannabinoid to treat
different pathological conditions thanks to its therapeutic properties and the absence of
psychoactive effects. To this end, the effect of cannabidiol on o7 ionotropic and
metabotropic functions was explored using electrophysiological techniques and
intracellular Ca%2* movement assays. Regarding ionotropic functions, it was shown that
cannabidiol produces a rapid decrease in single-channel activity evidenced by the
reduction in activation episodes frequency. This concentration-dependent effect occurred
with an ICso in the submicromolar range, indicating a potent negative modulation. On the
other hand, cannabidiol also produced a negative modulation in a7 metabotropic function
that was evidenced by a marked decrease in intracellular Ca2+* responses after receptor
activation. These results demonstrate that cannabidiol exerts a7 negative modulation of
pharmacological relevance that must be taken into account when evaluating possible
therapeutic uses of the phytocannabinoid.

Taken together, the results presented in this thesis broaden the understanding of
molecular aspects related to the modulation of a7 nicotinic acetylcholine receptor
ionotropic and metabotropic functions under different conditions, namely physiological
(phosphorylation/dephosphorylation events), pathological (SARS-CoV-2 S glycoprotein

fragment) and therapeutic (cannabidiol).
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INTRODUCCION GENERAL



1. Mecanismos de comunicacion intercelular: transmision

sinaptica y extrasinaptica

1.1. Sistema Nervioso

Si bien desde comienzos del siglo XIX se sabe que las células constituyen los
elementos basicos de los organismos, no fue hasta el siglo XX en que se concordé que el
tejido nervioso también estaba compuesto por estas unidades fundamentales
individuales. Las distintas formas de las células nerviosas y la gran extension de algunas
de sus proyecciones dificultaban a los cientificos a establecer semejanzas con células de
otros tejidos, por lo que muchos afios prevalecié la “teoria reticular” que establecia que
cada célula nerviosa estaba conectada a sus vecinas por un reticulo de conexiones
protoplasmaticas. Esta teoria fue refutada por los trabajos de Santiago Ramon y Cajal que,
mediante microscopia dptica y tincion del tejido nervioso con sales argénticas, demostré
que las células nerviosas eran entidades separadas y no un sincitio. Siguiendo esta idea,
Charles Scott Sherrington introdujo el concepto de “sinapsis” para describir una region de
discontinuidad entre neuronas donde podria ocurrir la comunicacion entre ellas (Levine,
2007; Purves et al., 2001).

El sistema nervioso (SN) esta formado por células que se dividen en dos grandes
grupos: (i) las neuronas o células nerviosas; y (ii) las células de sostén o células gliales.
Las neuronas son células especializadas en la sefializacién eléctrica, mientras que las
células gliales tienen un rol de soporte metabélico y mantenimiento de un entorno éptimo
para asegurar una correcta sefializacion eléctrica por las neuronas. Se estima que en el
encéfalo humano hay 100000 millones de neuronas y, tal vez, tres veces mas células
gliales.

El SN se subdivide, desde un punto de vista estructural, en un componente central y
otro periférico. El sistema nervioso central (SNC) comprende el encéfalo (cerebro,
cerebelo y tronco encefalico) y la médula espinal. El sistema nervioso periférico (SNP)
incluye neuronas sensitivas que conectan el SNC con los receptores sensitivos y neuronas
motoras que conectan el SNC con los efectores (musculos y glandulas). La division motora
del SNP se divide en somatica, si el efector es musculo esquelético, y auténoma, si el

efector es musculo liso, cardiaco o glandula (Purves et al., 2001).



1.2. Comunicacion celular

La vida de los organismos pluricelulares consiste en una continua respuesta y
adaptacion tanto al medio externo como al medio interno. Las células tienen que percibir
sefiales de lo que sucede en el exterior, pero también deben conocer la situacién de las
demads células del organismo para que sus respuestas sean acordes a las circunstancias.
La supervivencia de los organismos superiores depende, en gran medida, de que sus
células se organicen y actiien de manera sincronizada en 6rganos y tejidos para que los
mismos cumplan sus funciones especificas. La comunicacion celular es el proceso por el
cual las células transmiten informacién a distancias significativamente variables para
promover o modificar respuestas en otras células.

Si bien la comunicacién celular es un proceso basico para la vida de toda célula, en
la neurona la comunicacion es su razon de ser. Los fendmenos de comunicacién celular
estan detras de todos los procesos del SN, desde la conduccién de impulsos por una
cadena neuronal hasta los sofisticados cambios que dan lugar al conocimiento, al
aprendizaje y a la memoria. En el SNC se describen dos formas amplias de comunicacién
intercelular: (i) transmisién sinaptica clasica o wired-transmission; y (ii) transmisién

extrasinaptica o volume-transmission (Agnati et al., 2010; Guidolin et al., 2022).

1.2.1. Transmision sinaptica

La sinapsis se define como la estructura que permite el contacto funcional para el
pasaje de informacién entre una neurona y otra célula. Si la segunda célula es una neurona
la sinapsis se denomina interneuronal, pero si es otro tipo celular (muscular, glandular)
se la llama sinapsis neuroefectora. El proceso de comunicacion directo y eficiente que es
mediado por una sinapsis se conoce como transmision sinaptica. En el SN las sinapsis
pueden ser de tres tipos: (i) eléctricas, (ii) quimicas, y (iii) mixtas.

En la sinapsis eléctrica existe un contacto fisico entre neuronas dado por uniones en
hendidura (gap junctions), que son canales, llamados conexones, formados por proteinas
(conexinas), a través de los cuales transitan libremente agua, pequefios iones y moléculas.
Por ello, la sefal eléctrica es capaz de pasar directamente de una célula a la siguiente sin
necesidad de mediacién quimica. Gracias a esto, la sinapsis eléctrica ofrece una via de baja
resistencia entre neuronas, con un retraso minimo en la transmisién del mensaje. La

sinapsis eléctrica aparentemente surgié primero en la evoluciéon debido a que es mas



abundante en organismos inferiores. En mamiferos solo se encuentra en algunas
neuronas del tronco encefalico, del cerebelo y de la retina, mediando la transmisién en
reflejos rapidos o que implican la sincronizacion de la actividad de grupos neuronales
(Okamura et al., 2005).

En la sinapsis quimica no hay una continuidad estructural entre la neurona
presinaptica y la célula postsinaptica, sino que existe un espacio de separaciéon de unos
20-40 nm denominado hendidura sindptica. La transmisién sindptica comienza cuando
un potencial de accién llega al terminal ax6nico de la neurona presindptica, modificando
el potencial de membrana que activa canales de Ca*2 dependientes de voltaje. La apertura
de estos canales permite el rapido influjo de Ca*? y la elevacion de la concentraciéon
intracelular de este cation en el terminal presinaptico, provocando la exocitosis de las
vesiculas sinapticas que contienen el mensajero quimico, denominado neurotransmisor
(NT). Los NT difunden por la hendidura sinaptica hasta unirse a receptores especificos en
la membrana de la célula postsinaptica, los cuales seran responsables de transducir la

sefal hacia el interior celular para generar una respuesta (Figura 1).
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FIGURA 1. Sinapsis quimica.

Esquema de una sinapsis quimica entre dos neuronas (presinaptica y postsinaptica). Se muestran
los pasos secuenciales de la transmision sindptica clasica. Creado con BioRender.com.




Las principales caracteristicas de la transmisién sinaptica quimica son: (i) elevada
concentracion del NT en la hendidura sinaptica; (ii) gran densidad de receptores
postsinapticos, generalmente de baja afinidad; (iii) rapida eliminacién del NT de la
hendidura sindptica, por degradaciéon enzimatica o recaptaciéon por transportadores; y
(iv) rapida velocidad de comunicacion, del orden de los milisegundos (ms).

La sinapsis quimica es el modo de transmision sindptica preponderante en el SN,
aunque también pueden encontrarse sinapsis mixtas donde hay coexistencia de la

transmision eléctrica y quimica.

1.2.2. Transmision extrasinaptica

A diferencia de la sinapsis quimica, en la transmision extrasindptica no existe una
estructura de contacto especializada entre la célula que libera el mensajero quimico y la
célula blanco que posee los receptores. EI NT puede ser liberado tanto por células gliales
como por neuronas, desde cualquiera de sus partes (cuerpo, dendritas, axén o terminal
axonico). La liberacién se da hacia el espacio extracelular, incluyendo al liquido
cefalorraquideo, y el movimiento del NT hacia otras células del SNC ocurre por procesos
de difusién y conveccion originados por diferentes gradientes energéticos.

Los NT liberados desde el terminal ax6nico de una sinapsis clasica pueden difundir
fuera de la hendidura sinaptica e impactar en receptores ubicados cerca de dicha sinapsis,
tanto en la terminal presinaptica como en la neurona postsinaptica o en un astrocito. Este
tipo de transmision extrasinaptica se conoce como perisinaptica.

La transmisidn extrasinaptica también incluye a aquella que va mas alla de la region
cercana a una sinapsis clasica, donde los NT pueden ser liberados desde terminales
axonicos no sinapticos, varicosidades encontradas a lo largo del ax6n, dendritas o soma
neuronal; y los receptores se encuentran a una distancia considerable en localizaciones
netamente extrasinapticas.

Las principales caracteristicas de la transmisién extrasindptica son: (i) baja
concentracion del NT, por la dilucion en el fluido extracelular; (ii) baja densidad de
receptores, generalmente de alta afinidad; (iii) mayor vida media del NT; y (iv) baja

velocidad de comunicacidn, del orden de segundos a minutos.



2. Neurotransmisores

2.1. Definicion y generalidades

Clasicamente un NT se define como una sefial quimica liberada por una terminacién
nerviosa presindptica en la hendidura sinaptica, que se une a receptores especificos
presentes en la célula postsindptica modificando en forma transitoria sus propiedades
eléctricas (Purves et al.,, 2001). Como se comenté anteriormente, hoy en dia se sabe que
los NT pueden ser liberados desde sitios diferentes a la terminacién presinaptica, asi
como también pueden impactar en receptores distantes de la hendidura sinaptica.
Ademas, no necesariamente modifican las propiedades eléctricas de la célula receptora
sino algun aspecto relacionado con su actividad, como por ejemplo el metabolismo o la
expresion génica. Es decir, de forma mas general, se puede definir a un NT como un
mensajero quimico que media la comunicacién intercelular de modo sinaptico y
extrasinaptico (Kandel E., Koester J., et al,, 2021).

A pesar de que mas de 100 moléculas son reconocidas como NT, estos se clasifican
en base a su tamafio en dos categorias amplias: (i) NT de molécula pequefia (NT clasicos)
y (ii) neuropéptidos (NT no clasicos). Los neuropéptidos son moléculas relativamente
grandes compuestas por 3 a 36 aminoacidos, que se sintetizan en el cuerpo neuronal a
partir de un precursor proteico y luego son transportados al terminal presinaptico. En
cambio, los NT de molécula pequefia son compuestos mas sencillos y de menor tamafio,
que se sintetizan y empaquetan en vesiculas en el terminal presinaptico. En general, los
NT de molécula pequefia median reacciones rapidas, mientras que los neuropéptidos
modulan funciones encefalicas mas lentas y continuas en el tiempo (Kandel E., Koester J.,
etal, 2021; Purves et al,, 2001).

Entre los NT de molécula pequeia se incluyen: acetilcolina (ACh, AcetylCholine);
algunos aminoacidos como el glutamato (Glu), la glicina (Gly, Glycine), el aspartato (Asp)
y el &cido y-aminobutirico (GABA, Gamma-AminoButiric Acid); aminas biégenas como
histamina, dopamina (DA), adrenalina, noradrenalina (NA), serotonina o 5-
hidroxitriptamina (5-HT, 5-HydroxyTryptamine); y purinas como adenosina y adenosin
trifosfato (ATP, Adenosine TriPhosphate).

Hasta hace poco tiempo se consideraba que una neurona dada producia un tnico

tipo de NT, pero hoy en dia esta demostrado que muchas neuronas pueden producir y



liberar dos o mas NT diferentes. Cuando hay mas de un NT en una terminacion nerviosa,
las moléculas se denominan cotransmisores. Estos le dan gran versatilidad a la
transmisidén sinaptica ya que, si son empaquetados en vesiculas diferentes, como
generalmente ocurre, pueden ser liberados de forma no necesariamente simultanea. La
estimulacion de baja frecuencia generalmente solo libera NT de molécula pequefia ya que,
los neuropéptidos requieren alta frecuencia de estimulos para ser liberados (Purves et al.,
2001).

Una transmision sinaptica eficaz requiere un control minucioso de la concentracién
del NT en la hendidura sinaptica, por lo que las neuronas controlan rigurosamente la
sintesis, el empaquetamiento en vesiculas, la liberacién y también, la degradacién de los

NT.

En el siguiente apartado se describe con mayor detalle a la ACh debido a que es el

NT enddgeno del receptor en el que se centra este trabajo de tesis

2.2.ACh

En un experimento muy sencillo, el fisiélogo aleman Otto Loewi en 1926, puso a
prueba la hipotesis de que la informacién eléctrica es transferida desde una neurona hasta
la siguiente célula por medio de un mensajero quimico. Loewi aisl6 dos corazones de rana,
en el primero midio la frecuencia cardiaca luego de estimular eléctricamente el nervio
vago, notando una disminucidon. Recogid el liquido de perfusion de dicho corazon y lo
utiliz6 para perfundir el segundo en ausencia de estimulacion eléctrica del vago. En este
segundo corazén también detect6 una reduccion de la frecuencia cardiaca. Asi demostré
que el nervio vago libera un mensajero quimico que es responsable de disminuir los
latidos del corazon. Loewi la llamé “sustancia del vago”, y mas tarde se demostré que esta
“sustancia” era la ACh, identificando asf al primer NT (Purves et al., 2001).

La ACh es sintetizada en las terminaciones nerviosas a partir del acetil-CoA y de la
colina en una reacciéon de un unico paso catalizada por la acetiltransferasa de colina
(Figura 2). Las acciones postsinapticas de este NT son terminadas por su degradacion
enzimatica mediada por la acetilcolinesterasa. Este hecho diferencia a la ACh del resto de
los NT de molécula pequefia, en los que las acciones postsinapticas son terminadas por
recaptaciéon del NT. Tras la hidroélisis por la acetilcolinesterasa, la ACh se desdobla en

acetato y colina. Las terminaciones nerviosas son ricas en un transportador de colina de



alta afinidad que capta la colina hacia el interior de la neurona presinaptica a favor del
gradiente de Na*, para que pueda volver a ser utilizada en la sintesis de ACh (Figura 2)

(Kandel E., Koester J., et al., 2021; Purves et al., 2001).
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FIGURA 2. Sinapsis colinérgica.

Esquema de una sinapsis quimica colinérgica. Se muestra la sintesis de ACh en la neurona
presinaptica, su degradacion enzimatica en la hendidura sinaptica y sus receptores ionotrépicos
y metabotropicos en la neurona postsinaptica. ChAT: acetiltransferasa de colina; AChE:
acetilcolinesterasa; ChT: transportador de colina; nAChR: receptor nicotinico de ACh; M1-M5:
subtipos de receptores muscarinicos de ACh. Modificada a partir de Smedlib, basado en el original
de Pancrat [CC BY-SA 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0)].

La ACh es el NT en: (i) las neuronas motoras del SN somatico; (ii) las neuronas
preganglionares del SN auténomo; (iii) las neuronas postganglionares del SN
parasimpatico; y (iv) varias sinapsis a nivel del SNC (Kandel E., Koester ]., etal.,, 2021;
Purves et al., 2001).

En el encéfalo se describen dos sistemas colinérgicos principales: (i) el sistema
magnocelular del cerebro anterior basal; y (ii) el sistema del tronco encefalico. El sistema
colinérgico magnocelular del cerebro anterior basal estd compuesto por el nicleo basal
magnocelular o de Meynert, los nucleos del septo medial, y los nudcleos de las ramas

horizontal y vertical de la banda diagonal de Broca, que dirigen sus proyecciones



principalmente a diversas areas de la neocorteza, asi como a regiones limbicas (corteza
cingulada, corteza entorrinal e hipocampo), y a otras estructuras, incluida la amigdala
basolateral y el bulbo olfatorio. Por otro lado, el sistema colinérgico del tronco encefalico
incluye neuronas ubicadas en el nucleo tegmental pedunculopontino y en el nucleo
tegmento-pontino laterodorsal, que inervan principalmente el tdlamo y los ganglios
basales, y también en menor medida el cerebro anterior basal y algunas estructuras
corticales (Newman et al., 2012).

En la placa neuromuscular y en los ganglios auténomos la ACh es el NT de una
transmision sindptica clasica. En cambio, en el SNC la transmision extrasinaptica resulta
ser el principal mecanismo de transmisién colinérgica, ya que solo aproximadamente un
10 % de los terminales ax6nicos de neuronas colinérgicas establecen contactos sinapticos
con neuronas postsinapticas (Lendvai y Vizi, 2008). Este hecho, le otorga a la ACh un rol
fundamentalmente neuromodulador en el SNC. La mayoria de las neuronas productoras
de ACh en el SNC libera el NT al medio extracelular en puntos no sinapticos, incluso desde
varicosidades axonales. Esta ACh no es degradada tan rapidamente ni por completo como
ocurre en la hendidura sinaptica (Lendvai et al.,, 2013), por lo que persiste en el medio
extracelular por mas tiempo, posibilitando la activaciéon de receptores de alta afinidad.
Ademas, la colina que se forma por la escision del NT también puede actuar como agonista
de algunos receptores de ACh (Dani y Bertrand, 2007), los cuales generalmente se
encuentran en sitios extrasinapticos, incluyendo localizaciones perisinapticas (Lendvai y

Vizi, 2008).

3. Receptores de neurotransmisores

La respuesta que genera un NT depende del receptor al que se una. Los receptores
de NT son proteinas integrales de membrana que poseen un sitio al que se une de forma
especifica el NT. Luego de dicha unidn el receptor sufre un cambio conformacional que de
forma directa o indirecta conlleva a la apertura o cierre de canales i6nicos. Los receptores
de NT se pueden clasificar en dos grandes categorias: (i) receptores metabotrdpicos, y (ii)
receptores ionotropicos (Figura 3).

Los receptores metabotrépicos tras ser activados por el NT disparan una cascada de
sefalizacidn intracelular que puede generar la apertura o el cierre de canales i6nicos. La
mayoria son receptores de siete segmentos transmembrana que se acoplan a proteina G
(GPCR, G-Protein Coupled Receptor) (Figura 3). A este grupo pertenecen los receptores
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muscarinicos de ACh, los receptores de GABA tipo B (GABABR, GABA B Receptor), la
mayoria de los receptores de 5-HT, y los receptores metabotrépicos de Glu (Purves et al.,
2001).

Los receptores ionotrépicos son canales iénicos activados por ligando (LGIC,
Ligand-Gated Ion Channel), es decir por NT (Figura 3). El cambio conformacional que
induce la unién del NT al receptor ionotrdépico provoca la apertura de un poro iénico en
su interior, permitiendo el pasaje de iones entre ambos lados de la membrana (Kalamida

etal., 2007).

Receptor lonotropico ' Receptor Metabotrépico
acoplado a proteina G

Vias intracelulares

FIGURA 3. Receptores ionotrdépicos y metabotrdpicos.

Comparacién esquematica de un receptor ionotrépico y uno metabotrépico acoplado a proteina
G. Creado con BioRender.com.

Los receptores ionotrdpicos y metabotrdpicos ejercen sus acciones fisiolégicas con
diferente escala temporal. Los primeros lo hacen de forma rapida, generando potenciales
postsinapticos en 1-2 ms que no duran mas de 10 ms; y los segundos lo hacen de manera
mas lenta, con potenciales postsinapticos que tardan en producirse segundos a minutos
(Purves et al., 2001). Ambos tipos de receptores pueden sufrir desensibilizacion, que se
define como una disminucion en la amplitud de las respuestas postsinapticas debido a la
presencia continua del NT. En general, este fendmeno ocurre durante la aplicacion
repetida de NT, por ejemplo, durante un tren de potenciales de accidon.

Es importante destacar que un NT puede activar tanto a receptores metabotrépicos
como ionotroépicos, incluso en una misma sinapsis. Por lo tanto, la respuesta postsinaptica
de un NT estda determinada por el complemento de receptores ionotrépicos y

metabotroépicos en la célula postsinaptica.
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La ACh posee receptores ionotropicos y metabotréopicos (Figura 2). Los primeros, se
denominan receptores nicotinicos de ACh (nAChR, Nicotinic AcetylCholine Receptor), y
seran descriptos en detalle mas adelante. Los segundos son receptores acoplados a
proteina G, y se conocen como receptores muscarinicos de ACh (mAChR, Muscarinic
Acetylcholine Receptor). Existen cinco subtipos de mAChR en el SNC que se clasifican en
dos grupos: (i) los subtipos M1, M3 y M5 se acoplan a proteina Gq, y pueden localizarse
postsindpticamente (mediando un efecto excitatorio) o presinapticamente (favoreciendo
la liberaciéon de NT); y (ii) los subtipos M2 y M4 se acoplan a proteina Giso, y pueden
localizarse postsindpticamente (mediando un efecto inhibitorio) o presinapticamente

(disminuyendo la liberacién de NT).

3.1. Canales i6nicos pentaméricos activados por ligando

Los LGIC se clasificaron histéricamente en tres categorias segin el nimero de
subunidades que forman el receptor y la cantidad de segmentos transmembrana que tiene
cada subunidad (Collingridge etal.,, 2009; Le Novére y Changeux, 2001): (i) canales
activados por ATP (P2X) que poseen tres subunidades homélogas, cada una con dos
segmentos transmembrana; (ii) canales activados por Glu (receptores NMDA, AMPA,
kainato) formados por cuatro subunidades homélogas, cada una con tres segmentos
transmembrana; y (iii) canales ionicos pentameéricos activados por ligando (pLGIC,
Pentameric Ligand-Gated Ion Channel) formados por cinco subunidades homologas, cada
una con cuatro segmentos transmembrana. En los ultimos afios se han afadido dos
categorias mas dentro de los LGIC: (iv) los canales de potencial receptor transitorio (TRP,
Transient Receptor Potential); y (v) los canales i6nicos sensibles al acido (ASIC, Acid-
Sensiong lon Channel) (Briggs y Gopalakrishnan, 2007).

Los pLGIC son una superfamilia de receptores ionotrépicos constituidos por el
ensamblaje de cinco subunidades que se distribuyen delineando un poro central por
donde pasan los iones. Los pLGIC se encuentran tanto en organismos eucariotas como en
procariotas, e incluye a la familia de receptores Cys-loop, que estan conformados por cinco
subunidades homologas, cada una de las cuales tiene un extremo N-terminal extracelular,
cuatro segmentos transmembrana (M1-M4), un gran loop intracelular entre M3 y M4, y
un extremo C-terminal extracelular corto (Figura 4). Estas subunidades presentan en su

dominio extracelular N-terminal un puente disulfuro (S-S) entre dos residuos cisteinas
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separadas por 13 aminoacidos que conforman un loop, que da el nombre de “Cys-loop” a

esta familia (Miller y Smart, 2010; Thompson et al., 2010).

NH,

Extracelular

Intracelular

loop intracelular

FIGURA 4. Subunidad de un receptor Cys-loop.

Esquema de una subunidad de receptor Cys-loop. Se muestran: (i) el extremo N-terminal, el Cys-
loop y el extremo C-terminal en la cara extracelular; (ii) los cuatro segmentos transmembrana
(M1-M4); y (iii) el gran loop que une M3 y M4 en la cara intracelular.

Ademas de los receptores Cys-loop, los pLGIC comprenden los antecesores
procariotas, que carecen del cys-loop -caracteristico, pero poseen estructuras
pentaméricas y conservan muchos residuos funcionalmente importantes con sus
homologos eucariotas. Estos son los canales idnicos activados por ligando de Erwinia
chrysanthemi (ELIC) y de Gloeobacter violaceus (GLIC) (R.]. Hilf y Dutzler, 2009; ]J. Zhang
etal,, 2013a).

En vertebrados, los receptores Cys-loop se subdividen en dos grupos: (i) los que son
selectivos a cationes, como los nAChR, los receptores de 5-HT tipo 3 (5-HTsR, 5-
HydroxyTryptamine 3 Receptor) y los receptores activados por zinc (ZAC, Zinc-Activated
Ion Channel); y (ii) los que son selectivos a aniones, entre los cuales estan los receptores
de GABA tipo A (GABAAR, GABA A Receptor) y los receptores activados por Gly (GlyR,
Glycine Receptor) (Le Novere y Changeux, 2001; Lynagh y Pless, 2014; Thompson et al,,
2010).
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Este trabajo de tesis se basa en el estudio de la modulacion de las funciones
ionotrdpicas y metabotroépicas del receptor nicotinico de ACh a7 humano (nAChR «7), por
lo que a continuacioén la introduccion se enfoca en la descripcidn de la estructura y funcion

de los nAChR, con énfasis en el subtipo a7.
4. Receptores nicotinicos

4.1. Generalidades

Los nAChR son pLGIC que pertenecen a la familia de receptores Cys-loop (Taly et al.,
2009; Thompson et al., 2010) y estan presentes en todo el reino animal, desde nematodos
hasta humanos (Le Novere y Changeux, 1995). En los vertebrados, los nAChR comprenden
una familia de canales catiénicos no selectivos, que son permeables a Na*, K*, Cs* y a los
cationes bivalentes Ca%* y Mg2*. Son activados endégenamente por ACh y ex6genamente
por nicotina (alcaloide extraido de la planta de tabaco), y se expresan tanto en células
neuronales como en no neuronales.

Los nAChR estan implicados en diversas condiciones patolégicas, incluidos
trastornos neuromusculares, neurolégicos, neurodegenerativos e inflamatorios. La
amplia diversidad estructural y funcional de los nAChR, asi como sus principales
funciones moduladoras en el SN, han despertado el interés como dianas terapéuticas para

un amplio espectro de afecciones médicas.

4.2. Diversidad de subunidades

En los vertebrados, hay 17 subunidades distintas de nAChR que se combinan para
producir una gran variedad de receptores pentaméricos (Figura 5) con diferentes
propiedades farmacolégicas y biofisicas, roles fisioldgicos y localizaciéon (Le Novére y
Changeux, 2001; Zoli et al., 2015). Las subunidades son de dos tipos: a (al-al0) y no o
(B1-B4,v, 6,y €). La presencia de un puente disulfuro entre dos cisteinas adyacentes en el
sitio de unién ortostérico del agonista caracteriza a una subunidad como «, mientras que
la ausencia de dichas cisteinas consecutivas la convierte en una subunidad no a (R. Hurst
etal, 2013; Papke, 2014; Taly etal,, 2009). En mamiferos se expresan 16 de las 17

subunidades, ya que la a8 solo ha sido detectada en aves.
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FIGURA 5. Subunidades de nAChR.

Se muestra un cladograma de subunidades de nAChR de vertebrados y ejemplos de los subtipos
de nAChR mas comunes que se forman por combinaciones de estas subunidades. Modificado de
(Le Novere et al.,, 2002).

Considerando las subunidades que conforman el pentadmero, los nAChR pueden ser
homomeéricos, si estan formados por cinco subunidades a iguales, o heteroméricos, si
estdn constituidos por dos o mdas subunidades distintas, de las cuales una es tipo a
(necesaria para formar el sitio de unién del agonista). Las subunidades a1, 1, v, 6,y € se
consideran de tipo muscular ya que se combinan para formar el nAChR heteromérico
muscular, tanto embrionario como adulto (Figura 5). El resto de las subunidades (a2-a10

y B2-B4) son de tipo neuronal dado que se asocian para formar distintos tipos de nAChR
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que se expresan principalmente en neuronas, pero también en células no neuronales
como las gliales, epiteliales e inmunes (Sharma y Vijayaraghavan, 2002). Las reglas que
rigen el ensamblaje combinatorio de subunidades para formar nAChR funcionales son en
su mayor parte desconocidas. Mientras que algunas subunidades pueden combinarse con
varias subunidades, aunque especificas, otras solo pueden formar receptores funcionales
con un subconjunto limitado. Solo las subunidades a7, a8 y a9 son capaces de formar
receptores homoméricos. Las subunidades a7 y a9 también puede formar receptores
heteroméricos, a732 y a9a10 respectivamente (Figura 5). Por su parte las subunidades
restantes solo pueden formar receptores heteroméricos por combinacién de subunidades

a(a2, a3, a4, a5y ab)y B (B2, B3y B4) (Figura 5).

4.3. Distribucion celular y funciones fisioldgicas

En términos generales, los nAChR se dividen en dos clases principales: (i) muscular,
y (ii) neuronal. Los receptores de tipo muscular estan ubicados en la unién neuromuscular
(NM], Neuromuscular Junction) y su activacion produce potenciales despolarizantes de la
placa terminal que conducen a la contraccién muscular. Los receptores de tipo neuronal
se encuentran en neuronas en sistema SNC y en SNP, asi como también en varios tipos de

células no neuronales, como células inmunes, epiteliales y gliales (Zoli et al., 2015).

4.3.1. nAChR en la NM]J

La NM] es una sinapsis quimica que se forma entre una motoneurona y una fibra
muscular esquelética. Tras la llegada del potencial de acci6n, la terminal de la
motoneurona libera ACh, que activa los nAChR de la fibra muscular, despolarizandola
para desencadenar la liberaciéon de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmatico e iniciar la
contraccion muscular. Las alteraciones en la formacion y el mantenimiento de la NM]
causan trastornos neurolégicos, entre los que se incluyen el sindrome miasténico
congénito y la miastenia gravis (L. Li et al., 2018). Los nAChR musculares de mamifero
existen en dos isoformas diferentes segin la etapa del desarrollo. El receptor embrionario
estd compuesto de dos subunidades al, una 1, una y y una &: (al)2p1y$ (Figura 5).
Durante la maduracion de la placa terminal, la subunidad y es reemplazada por la € para
formar el receptor muscular adulto: (a1)21ed (Figura 5), que difiere del embrionario en

conductancia y propiedades cinéticas (Bouzat et al.,, 1994; Mishina et al.,, 1986).
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4.3.2. nAChR en el SNP

En el SNP los nAChR median la transmisidn sinaptica rapida en los ganglios del SN
autonomo entre la neurona preganglionar y la neurona postganglionar o la célula
cromafin en la médula suprarrenal. En estas sinapsis, los nAChR se encuentran agregados
en gran densidad sobre las membranas de las células postsinapticas, y estdn compuestos
predominantemente por las subunidades a3, a5, a7, 2, y f4 (Ferns, 2021; N. Wang et al.,
2002). La subunidad a3 es por lejos la mas abundante entre las subunidades «, y se la
encuentra principalmente formando el receptor a3p4* (el * indica que otra subunidad
puede formar parte del pentamero). Estos receptores pueden presentar dos
estequiometrias diferentes: (a3B4)2a3 y (a334)2p4 (Figura 5), o también combinarse con
una tercera subunidad para formar los receptores (a3p4)2a5 y (a334)232. Ademas, en el
SNP se encuentran nAChR en los ganglios de la raiz dorsal de los nervios espinales. Estos
ultimos son un blanco terapéutico de interés ya que modulan sefiales nociceptivas (Hone

y Mcintosh, 2017).

4.3.3. nAChR en el SNC

A pesar de ser receptores ionotropicos, que se asocian tipicamente a la transmision
sinaptica rapida, los nAChR a nivel de SNC median principalmente un efecto
neuromodulador: (i) en localizaciéon postsinaptica generan potenciales postsinapticos
excitatorios que favorecen la potenciacion a largo plazo; (ii) en localizacion presinaptica
favorecen la liberacion de NT como GABA, Glu, ACh, DA, y NA; y (iii) en localizacion
extrasinaptica modulan la actividad eléctrica de las neuronas y activan una variedad de

vias de sefalizacion intracelular (Corradi y Bouzat, 2016b) (Figura 6).

y \x nAChR
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FIGURA 6. Transmision sinaptica y extrasinaptica de los nAChR en el SNC.
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Esquema que ilustra las diferentes localizaciones de los nAChR en el SNC: postsinaptica
(izquierda), presinaptica (medio) y extrasinaptica (derecha). Modificado de (Corradi y Bouzat,
2016Db).

Los nAChR neuronales modulan la excitabilidad neuronal, median la plasticidad
sinaptica, contribuyen en procesos cognitivos y de memoria, regulan diversos
comportamientos y estan involucrados en la neuroprotecciéon y en los efectos
gratificantes de la nicotina (Picciotto etal, 2012). Debido a su importante rol en
patologias del SNC, los nAChR son blancos farmacolégicos de interés en desérdenes
neuroldgicos, neurodegenerativos e inflamatorios.

En el SNC de mamiferos existen varios subtipos diferentes de nAChR distribuidos en
distintas areas. Cada subtipo tiene propiedades biofisicas y farmacolégicas diferentes que
surgen de la composicion y estequiometria de las subunidades que lo conforman. Los
nAChR mas abundantes y mejor caracterizados en SNC son los subtipos a42* y a7.

El receptor a432* es el mayoritario y estd muy extendido en todo el SNC, con sus
niveles mas altos en talamo, sustancia negra parte compacta y area tegmental ventral
(Drago et al., 2003). Participa en procesos cognitivos, de consciencia y de dolor, y ademas
se vincula con el tabaquismo ya que es un mediador clave en los efectos aditivos de la
nicotina. Estd asociado a epilepsia del 16bulo frontal nocturna autosémica dominante,
depresion y desordenes neurodegenerativos, como enfermedad de Alzheimer y
Parkinson (Gotti y Clementi, 2004; Tapper etal, 2004; Zanardi etal, 2002). Estos
receptores presentan dos estequiometrias principales: (a42)232 y (a42)2a4 (Figura 5),
que difieren en la sensibilidad a la ACh, la cinética de activacion y desensibilizacidn, la
permeabilidad al Ca2+, la conductancia unitaria, la modulacién por Zn2+*y la sensibilidad a
la exposicidn cronica de nicotina (Moroni et al., 2006). La estequiometria (a42)22 tiene
mayor sensibilidad a la ACh, menor conductancia unitaria y menor permeabilidad al CaZ*
que la estequiometria (a4p2)2a4, ademdas su expresion se regula positivamente de
manera selectiva por la nicotina (Benallegue etal, 2013; Moroni etal, 2006). Las
subunidades a4 y 2 también pueden ensamblarse con otras subunidades neuronales
como o5, a6 y 3. Los receptores (a42)2a5 y (a4B2)2B3 se han encontrado en una
pequeiia proporcidn en SNC y se han asociado a la adiccién a nicotina. La subunidad a6
forma receptores que se expresan en vias dopaminérgicas como la mesolimbica y la

nigroestriatal, con un rol en la enfermedad de Parkinson (Zoli et al., 2015).
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El segundo nAChR mas abundante en SNC es el homomérico (a7)s, que se encuentra
altamente expresado en hipocampo, corteza y regiones limbicas subcorticales (Bouzat
et al.,, 2018; Lendvai et al., 2013). Alli cumple un rol importante en procesos de cognicion,
atencion y memoria, al regular la liberacion de NT, mediar la transmision sinaptica rapida
y modular la excitabilidad neuronal (Albuquerque etal., 2009; Zoli etal., 2018). Una
disminucién de su actividad se ha asociado con diversos desérdenes neuroldgicos y
neurodegenerativos, incluyendo esquizofrenia, autismo y enfermedad de Alzheimer
(Buckingham etal,, 2009; Corradi y Bouzat, 2016b). El nAChR o7 posee una elevada
permeabilidad al Ca%* y una velocidad de desensibilizacién muy rapida, la mayor de la
familia (Bouzat etal., 2018). Ademas de su funcién ionotrépica canénica, a7 funciona
también como un receptor metabotroépico, ya que luego de su activacion puede disparar
distintas vias de sefializacion intracelular dependiendo del tipo celular estudiado (Corradi
y Bouzat, 2016b; Egea et al., 2015; Kabbani y Nichols, 2018).

En los dltimos afios se ha demostrado que, a pesar de su caracter homomérico, la
subunidad a7 puede ensamblarse con otras subunidades para formar receptores
heteroméricos. En particular, se han detectado receptores heteroméricos a732 en varias
areas del cerebro, y aunque su rol fisiolégico aiin no se conoce en profundidad, se sugiere
que estarian involucrados en anestesia y enfermedad de Alzheimer (Nielsen et al., 2018;

Thomsen et al., 2015; J. Wu et al,, 2016; Zoli et al., 2015).

4.3.4. nAChR neuronales en células no neuronales

Los nAChR neuronales también se expresan en células no neuronales, como las
células gliales, inmunitarias y epiteliales (Wessler y Kirkpatrick, 2008). Estos receptores
responden a la ACh liberada por las terminaciones nerviosas vagales o por células que la
producen localmente. Tienen un rol importante en la proliferacion celular, la adhesion, la
migracion, la secrecion, la supervivencia y la apoptosis. Los nAChR presentes en células
del sistema inmune regulan procesos inflamatorios, siendo a7 un actor clave de la via
antinflamatoria colinérgica, que es un vinculo entre las fibras eferentes vagales y el

sistema inmune innato.

4.4. Estructura

Todas las subunidades que forman los nAChR poseen entre 400-500 aminoacidos y

comparten una estructura terciaria similar que comprende: (i) un gran segmento
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extracelular N-terminal de ~200 aminoacidos compuesto por diez laminas f3; (ii) cuatro
segmentos o hélices a transmembrana (M1, M2, M3 y M4) unidos por loops, de los cuales
M1-M2 y M2-M3 son cortos; (iii) un gran loop intracelular de tamafio variable que conecta
los segmentos M3-M4; y (iv) un corto segmento extracelular C-terminal (Figura 4)
(Unwin, 2005).

Se han resuelto estructuras 3D de alta resolucion para algunos nAChR, incluido el
muscular, a334, a4B2 y a7 (Gharpure et al.,, 2019; Morales-Perez et al., 2016; Noviello
etal, 2021; Rahman et al., 2020; Unwin, 2005; Zhao et al., 2021). Las cinco subunidades
estdn dispuestas pseudosimétricamente alrededor de un eje central formando un
receptor con tres dominios estructurales: (i) el dominio extracelular N-terminal (ECD,
ExtraCellular Domain), que posee los sitios de unién del agonista; (ii) el dominio
transmembrana (TMD, TransMembrane Domain), que contiene el poro iénico; y (iii) el
dominio intracelular (ICD, IntraCellular Domain), que posee determinantes de la
conductancia y sitios de regulacion y sefializacion intracelular (Figura 7). Entre el ECD y
el TMD existe una zona de transiciéon estructural, denominada regiéon de acoplamiento,
que es esencial para el vinculo funcional entre la unién del agonista y la apertura del canal

(Bouzat et al., 2004).

ECD

Vista inferior
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FIGURA 7. Estructura de los nAChR.

Modelo tridimensional del nAChR muscular de Torpedo marmorata, PDB: 2BG9 (Unwin, 2005). A
la izquierda se muestra una vista lateral del receptor y a la derecha una vista lateral de una
subunidad individual. Se sefialan los tres dominios estructurales: ECD, TMD e ICD. Se muestran
también las vistas superior e inferior del arreglo pentamérico.

4.4.1. Dominio extracelular

Cada una de las cinco subunidades contribuye al ECD del receptor con una hélice o
corta en el extremo N-terminal que es seguida por 10 ldminas u hojas plegadas 3 (f1-
10) formando una estructura -sandwich. Las hojas plegadas 3 se conectan entre si
mediante loops (1-10), siendo el loop 1 el que une la hélice a N-terminal con la lamina 81,
el loop 2 el que une las laminas 1 y B2, y asi sucesivamente. La lamina 10 se continda
con el inicio de M1. El cys-loop altamente conservado que da el nombre a la familia de
receptores es el loop 7 que une las ldminas 36 y 37, y se ubica en la parte inferior del ECD,
en estrecho contacto con el TMD (Figura 8A y B). Las laminas 3 son antiparalelas y
opuestas, y en base a la proximidad del eje central del pentamero se clasifican en internas
(B1, B2, B3, B5, B6 y B8) y externas (34, B7, B9 y f10) (Thompson et al., 2010).

Ubicado a aproximadamente a 40 A de la membrana plasmatica, el ECD posee el sitio
de union ortostérico, que es el sitio donde se une el ligando que activa al receptor en forma
enddgena (ACh). Cada sitio de union ortostérico es una cavidad que queda delimitada en
la interfaz entre los ECD de dos subunidades adyacentes; con una cara, denominada cara
principal (+), proporcionada por una subunidad de tipo «, y la otra, la cara
complementaria (-), proporcionada por una subunidad a o no a (Figura 8B y C). Cada cara
esta formada por tres loops o segmentos de aminoacidos. La cara principal, conformada
por los loops A, B y C, siempre es aportada por una subunidad de tipo «a, debido a que
posee las cisteinas adyacentes unidas por un puente disulfuro en el loop C que son
fundamentales para la unién del agonista. La cara complementaria, conformada por los
loops D, E y F, puede ser aportada por cualquier subunidad, a 0 no a (Figura 8B y C)

(Corringer et al., 2000; Sine, 2002; Taly et al., 2009; Thompson et al., 2010).
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FIGURA 8. ECD de los nAChR.

(A) Diagrama de topologia de una subunidad de la proteina unidora de ACh (AChBP, Acetylcholine
Binding Protein) de Lymnaea stagnalis, modificado de (Brejc etal,, 2001). Las subunidades de
AChBP tienen una longitud de 210 residuos y forman un homopentamero estable que es un
andlogo del ECD de los nAChR. Se muestra el extremo N-terminal, la hélice a, las hojas plegadas 3
(B1-B10), los loops (L1-L10), el extremo C-terminal y los puentes disulfuro (S-S).

(B) Se muestra la interfaz entre dos subunidades de AChBP de Lymnaea stagnalis, modificado de
(Thompson et al., 2010). La subunidad de la izquierda aporta la cara principal (loops A,By C) yla
de la derecha la complementaria (loops D, E y F). En la subunidad que aporta la cara principal se
muestra el N-terminal, la hélice a, las hojas plegadas 8 (1-10), el extremo C-terminal y el cys-
loop.

(C) Representacion esquematica del sitio de uniéon de ACh en la interfaz entre dos subunidades
adyacentes en el ECD. Se sefialan los residuos aromaticos claves y el puente disulfuro conservado
en el loop C de la subunidad a. Y: tirosina; W: triptéfano; y C: cisteina.

El nimero de sitios de union ortostéricos varia entre los distintos nAChR, por
ejemplo, el muscular adulto posee dos en las interfaces a/ey a/5; el (a432)22 también
tiene dos en las interfaces a4/f2; el (a432)2a4 posee un tercer sitio en la interfaz a4 /a4,
que reduce la sensibilidad a la ACh; y el (a7)s tiene cinco sitios idénticos en las interfaces
a7 /a7 (Bouzat, 2012; Brejc et al.,, 2001). La mayoria de los nAChR se activan con dificultad
cuando solo se ocupa un sitio de unién ortostérico. Para la maxima activacion se requiere
la ocupacién de dos o tres sitios. El nAChR a7 es la excepcidn, ya que la ocupacién de uno
de los cinco sitios es suficiente para la activacion maxima (N. Andersen et al., 2013a), lo

cual resulta fundamental para la transmisién extrasinaptica.
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Los loops A, B y C de la cara principal forman un nido de residuos aromaticos
(triptéfano y tirosina) con capacidad de hacer interacciones catién-T con el grupo amonio
cargado positivamente de la ACh u otros ligandos (Figura 8C). La cara complementaria se
correlaciona con selectividad a las drogas debido a interacciones divergentes con
diferentes ligandos. Ademas de las interacciones cation-m, las fuerzas de estabilizacion de
los ligandos en el sitio de unién incluyen interacciones dipolo-catién, puentes de
hidrégeno y fuerzas de Van der Waals (C. ]. B. daCosta y Baenziger, 2013; Noviello et al.,
2021; Sine, 2002; Thompson et al., 2010; Zhao et al.,, 2021).

4.4.2. Dominio transmembrana

El TMD est4 compuesto por cuatro segmentos o hélices a de cada subunidad (M1,
M2, M3 y M4) que atraviesan la membrana plasmatica de forma perpendicular. Este
dominio contiene el poro del canal idnico ubicado en el eje de simetria en el centro de las
hélices formado por los segmentos M2 de las cinco subunidades (anillo interno) (Figura
9A). Las 15 hélices a restantes (M1, M3 y M4 de las cinco subunidades) forman un anillo
externo que actia como un escudo que protege al canal de los lipidos de la membrana
(Bouzat, 2012) (Figura 9A). Los segmentos M4 del anillo externo son los mas distales al
poro central y los que mas contacto tienen con el dominio lipidico de la membrana. Actian
como sensores del ambiente lipidico que rodea al receptor, alterando sus propiedades
funcionales. Se ha demostrado que mutaciones en los aminoacidos de los segmentos M4
expuestos a los lipidos modifican la funcion del canal (C. J. B. daCosta y Baenziger, 2009).
Los segmentos M1 y M3 quedan en una localizacion intermedia entre M2 y M4 (Miyazawa
etal,, 2003; Thompson et al., 2010).

El poro ionico bordeado por las hélices a M2 muestra una organizacion estratificada
en la que anillos de cinco residuos (uno de cada subunidad), generalmente homologos, se
alinean a lo largo del eje Z formando la pared interna del canal. Siguiendo este eje, desde
la porcién extracelular hacia la intracelular se distinguen: un anillo externo, tres anillos
hidrofébicos, dos anillos polares, un anillo intermedio y un anillo interno (Figura 9B). Los
aminoacidos de M2 se enumeran desde su nacimiento en la porcién intracelular y hacia la
extracelular como 0’ a 20’ (Corringer et al., 2000; Nemecz et al., 2016; Thompson et al.,
2010). El anillo externo en 20’, que da inicio al canal, esta formado generalmente por
residuos polares con carga negativa que atraen electrostaticamente a los cationes, lo que

favorece su traslocacion a través del poro, por ejemplo, en el nAChR a7 el residuo 20’ es
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un acido glutdmico (Figura 9B). A continuacion, descendiendo en el eje Z desde el lado
extracelular, se encuentra una serie de tres anillos hidrofébicos (16’, 13’ y 9’) que
contienen principalmente residuos muy conservados de leucina (Figura 9B). Estos anillos
hidrofébicos conforman una regién denominada compuerta o gate de activaciéon del poro
ionico donde la constriccién es maxima en el anillo conservado de leucinas (L9") debido a
las interacciones hidrofébicas que se dan entre los residuos. El consenso para el didmetro
del poro en esta zona en el estado cerrado de los receptores Cys-loop es de
aproximadamente 6 a 8 A, por lo que la barrera para el paso de iones no esti dada por
oclusion estérica, sino por una cuestién energética debido a la alta hidrofobicidad
(Absalom et al., 2009; Morales-Perez et al., 2016). Después de la compuerta, se presentan
dos anillos polares en posicion 6’ y 2’, un anillo intermedio en -1’ y, finalmente, un anillo
interno en -4’, que es parte del loop intracelular entre M1 y M2 (Figura 9B). Los anillos
intermedio e interno poseen aminodacidos cargados negativamente (Asp y Glu) que, al
formar complejos transitorios con cationes hidratados, sustituyen las moléculas de agua
disminuyendo la energia necesaria para su pasaje a través del poro (Taly et al., 2009). Esta
porcion final del poro presenta residuos de cargas positivas en los canales selectivos a
aniones, por lo que se la considera el filtro de selectividad del receptor (Unwin, 2005), con
una influencia muy significativa sobre la conductancia y la selectividad ionica (Taly et al.,
2009). Enla porcioén citoplasmatica del poro, junto al filtro de selectividad, se ha postulado
la presencia de una compuerta de desensibilizacion, que estaria formada por el loop M1-

M2y la interfaz intracelular entre M2 y M3 (Gielen et al., 2015; Gielen y Corringer, 2018).
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FIGURA 9. TMD de los nAChR.

(A) A la izquierda se muestra la vista lateral del receptor a432 con los dominios funcionales en
diferentes colores (ECD en rosa, TMD en amarillo e ICD en celeste), modificado de (Morales-Perez
etal,, 2016). Ala derecha se muestra un esquema de la vista superior del TMD del receptor donde
se visualiza el poro delimitado por los segmentos M2 de las cinco subunidades.
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(B) A laizquierda se muestran en vista lateral dos hélices a M2 del nAChR a7 en estado cerrado
por unién al antagonista a-bungarotoxina (a-BTX) (Noviello et al., 2021). El poro esta delimitado
por anillos de 5 aminoacidos cada uno (aqui se muestran solo 2, uno de cada M2) que se disponen
de forma estratificada siguiendo el eje Z desde el lado extracelular al intracelular. Se indican los
anillos y los aminoacidos (tipo y numeracién) que los forman segun (Noviello et al,, 2021). Los
puntos de constriccién se indican con linea punteada, y las distancias estan expresadas en A. Ala
derecha se muestra un modelo tridimensional de a7 (verde oscuro) en estado cerrado por unién
a a-BTX (verde claro) y la via de permeacidn de los iones, representada por una superficie sélida
coloreada por hidrofobicidad. Los puntos de constriccién se indican con distancias en A.
Modificado de (Noviello et al., 2021).

4.4.3. Region de acoplamiento

La regiéon ubicada en la interfaz entre el ECD y el TMD se denomina regién de
acoplamiento porque media la transicion entre los cambios estructurales que ocurren en
el ECD porlaunion del ligando a su sitio de unién ortostérico, con los cambios que suceden
en el poro idnico para permitir su apertura y el pasaje de los cationes. Esta region esta
formada por una serie de estructuras que permiten la transiciéon funcional entre ambos
dominios. El ECD contribuye con los loops 2 (31-82), 7 (B6-B7, cys-loop) y 9 (B8-p9), y
con la parte final de la lamina 10; mientras que el TMD aporta el segmento que se
continua con la lamina 10 (pre-M1), el loop M2-M3 y el extremo C-terminal luego de M4

(Bouzat, 2012; Bouzat et al., 2004, 2008; Nemecz et al., 2016; Thompson et al.,, 2010).

4.4.4. Dominio intracelular

El ICD esta conformado por dos loops citoplasmaticos: un loop corto entre M1 y M2
(de ~ 8 aminoacidos), y un loop grande entre M3 y M4. El loop M1-M2 esta relativamente
conservado, mientras que el loop M3-M4 es la region mas divergente entre las diferentes
subunidades nicotinicas tanto en términos de longitud (desde 80 a 260 aminoacidos)
como de secuencia (Ferns, 2021; Stokes et al., 2015). Avances recientes en el campo de la
biologia estructural han aumentado considerablemente el numero de estructuras
resueltas de pLGIC, pero ninguna incluye al ICD completo, debido a que estos receptores
a menudo se disefiaron reemplazando el ICD nativo con péptidos mas cortos para
aumentar la calidad de la estructura (Noviello et al., 2021). A pesar de estas dificultades,
se sabe que la estructura del loop M3-M4 consiste en un loop corto post-M3, una hélice a

denominada MX (de ~ 13 aminoacidos) que se encuentra paralela al plano de la
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membrana, una region intermedia desordenada y pobremente conservada, y finalmente
una hélice a larga llamada MA previa al segmento M4 (Figura 10B).

Las hélices MA de cada subunidad se extienden aproximadamente 40 A hacia abajo
desde la membrana plasmatica y enmarcan un vestibulo intracelular con forma de cono
pentagonal invertido que posee cinco portales o ventanas, uno por cada interfaz MA-MA
(Figura 10Ay C). Los iones que atraviesan el canal i6nico estan obligados a pasar a través
de estos portales. Cada una de estas ventanas tiene un tamafio aproximado de 8 A (similar
al tamafio de Na* y K* hidratados) y esta enmarcada por residuos cargados negativamente
(Figura 10C), garantizando de esta manera el paso selectivo de cationes a su través e
impidiendo el paso de aniones o de iones de mayor tamafio (Ferns, 2021; Thompson et al.,
2010; Unwin, 2005, 2013).

Esta region formada por las hélices MA posee gran importancia en la conductancia
(velocidad de paso de los iones) de los receptores Cys-loop, como fue demostrado por
primera vez en el 5HT34R (receptor de 5-HT tipo 3 subtipo A). Este receptor homomérico
posee una conductancia muy baja (0,4 pS) por lo que sus corrientes unitarias no pueden
resolverse. Sin embargo, el receptor heteromérico, formado por subunidades Ay B posee
una conductancia mayor (16 pS) que permite su deteccién a nivel de canal Unico. La
diferencia en la conductancia se debe a que la subunidad A posee tres argininas (cargas
positivas) en MA mientras que la subunidad B tiene residuos polares y/o cargados
negativamente (Hales et al.,, 2006; Kelley et al., 2003; Peters et al., 2010). En el ICD del
nAChR a7 los tres aminoacidos homélogos son polares y/o con carga negativa (Q428,
E432 y S436), por lo que el receptor posee alta conductancia unitaria. La relevancia de los
portales laterales para la permeacion de iones ha sido documentada por un estudio en el
que mutaciones de los residuos del portal lateral de a7 causaron una disminucién (Q428A4,
S431A y E432A) o un aumento (H298A y R424A) en las corrientes en comparacién con el
salvaje (Bondarenko et al., 2022; Castelan et al., 2007). Mas aun, en a7, la triple mutacion
a argininas produce un receptor que muestra una disminucién muy marcada en la
amplitud de los canales unitarios (N. Andersen et al., 2013a).

Recientemente, en un trabajo que combina experimentos de resonancia magnética
nuclear y resonancia de espin de electrones con calculos de Rosetta se ha determinado la
estructura del ICD completo del nAChR a7 humano en un estado de reposo (Bondarenko
etal.,, 2022). La regién intermedia entre MX y MA, denominada loop L por los autores,

alberga tres hélices cortas (h1, de 5 residuos; h2, de 3 residuos; y h3, de 7 residuos)
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(Figura 10B). La hélice o h3 en el medio del loop L esta anclada en la hélice MA a través de
interacciones electrostaticas y de Van der Waals, dividiendo el loop L en dos loops mas
pequefios con forma de "B" (Figura 10 B) y aumentando asi la estabilidad del loop L. La
presencia de regiones desordenadas y la flexibilidad que presenta el loop L pueden ser

necesarias para que el ICD se adapte a diferentes funciones (Bondarenko et al., 2022).

FIGURA 10. ICD de los nAChR.

(A) En el modelo tridimensional del nAChR muscular de T. marmorata, (PDB: 2BG9) se sefialan
los tres dominios funcionales (ECD, TMD e ICD). En el ICD de este modelo solo se muestra la hélice
o MA. Con un tridngulo se delimita un portal formado por dos hélices MA adyacentes.

(B) Se muestra la estructura tridimensional del TMD e ICD de una subunidad del nAChR a7 en
estado cerrado (Bondarenko et al., 2022). En el TMD se sefialan los 4 segmentos transmembrana
(TM1-TM4); mientras que en el ICD se muestra el giro post-M3, la hélice MX, las hélices h (1-3) y
la hélice MA. La region comprendida entre MX y MA se denomina loop L, el cual se asocia a MA por
interacciones entre residuos de h3 y MA (sefialados en la figura) dandole al loop L la forma de “B”.
El c6digo de color se corresponde con la estructura secundaria: en celeste las hélices o (TM1-TM4,
MX, h1, h3 y MA), en azul la hélice 310 (h2), en naranja los giros y en plateado las regiones
enrolladas o “coil”. Modificado de (Bondarenko et al., 2022).

(C) Se muestra con gran aumento un portal formado entre dos hélices MA de subunidades
adyacentes del nAChR o7 en estado cerrado (Bondarenko et al., 2022). Los residuos que lo forman
estan numerados segin (Bondarenko et al., 2022) y sus cadenas laterales se muestran en barras
con cddigos de color: rojo para residuos con carga positiva, azul para residuos con carga negativa,
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verde para residuos hidrofilicos y blanco para residuos hidrofébicos. Modificado de (Bondarenko
etal,, 2022).

Comparado con el ECD y el TMD, el ICD esta involucrado en funciones mucho mas
divergentes. Desempefia un papel fundamental en el trafico, la localizacién y el
ensamblaje de los receptores (Ferns, 2021; Kracun et al., 2008). Ademas, el ICD no solo
afecta la conductancia del canal, sino también la desensibilizacién. E1 ICD media en las
interacciones receptor-receptor (S. Li etal., 2012) y en las interacciones con proteinas
intracelulares que regulan diversas vias de sefalizacion rio abajo (King et al., 2015). Se ha
demostrado que el ICD tiene residuos que pueden sufrir procesos de
fosforilacion/desfosforilacién por accion de quinasas y fosfatasas, ademas puede
interaccionar con proteinas del citoesqueleto, proteinas G y sensores de Ca%*, modulando
la actividad del receptor (Ahmad et al., 2019; Bondarenko et al., 2022; Charpantier et al.,
2005; Cho et al., 2005; Elnagar et al., 2018; Kuo et al., 2005; Nemecz et al., 2016). Por ello,
ha sido reconocido como un blanco potencial para el disefio de fArmacos (Stokes et al.,,

2015).

4.5. Estados conformacionales asociados a la activacion del canal

Los nAChR operan como convertidores de una sefial quimica (ACh, colina, nicotina)
en una sefal eléctrica (flujo de cationes a través del poro), y su disefio molecular se ha
ajustado para funcionar como un interruptor de encendido y apagado que responde a la
ACh. Segin el modelo de Monod-Wyman-Changeux, la respuesta funcional puede
interpretarse como una seleccion de unos pocos estados conformacionales discretos que,
considerando el grado de afinidad por el ligando y la capacidad de conducir iones, se
clasifican en tres clases: estado cerrado, estado abierto y estado desensibilizado (Figura
11). El mecanismo de activacion es complejo ya que hay multiples estados de cada clase
principal y estados intermedios entre los estados cerrado y abierto, y abierto y
desensibilizado. El nimero de estados conformacionales en cada clase principal y las tasas
de transicién entre estados definen la cinética del canal, que es Unica para cada subtipo
de nAChR y ligando (Changeux y Christopoulos, 2016). Los cambios en la cinética

originados por mutaciones conducen a canalopatias.
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FIGURA 11. Estados conformacionales de los nAChR.

Modelo minimo de activacion de nAChR que muestra las tres clases principales de estados
conformacionales: cerrado, abierto y desensibilizado. La unién del agonista estabiliza los estados
conformacionales abierto y desensibilizado. En el estado cerrado la compuerta de activacién esta
cerrada, mientras que en el estado desensibilizado esta cerradala compuerta de desensibilizacion.

En ausencia de agonista, el receptor se encuentra principalmente en estado de
reposo cerrado. Aqui, la afinidad por el ligando ortostérico es baja y la compuerta de
activacion esta cerrada, lo que impide el pasaje de los cationes (estado no conductor)
(Figura 11).

Se han identificado estados cerrados preactivados intermedios donde el ligando se
une con alta afinidad al receptor, llamados estados flipped (Lape et al., 2008) o primed
(Mukhtasimova et al.,, 2009), que median la transicion entre los estados cerrado y abierto.
Estos estados intermedios son no conductores ya que los cambios conformacionales
ocurren solo en el ECD sin involucrar al poro iénico. La capacidad de un agonista para
cambiar la conformacion del receptor del estado cerrado a un estado intermedio o
preactivado se relaciona con su eficacia (Lape et al., 2008; Mukhtasimova et al., 2009).

La union del agonista al receptor promueve el paso del estado cerrado a un estado
intermedio que, por un proceso denominado gatillado o gating, desencadena la apertura
de la compuerta del canal, dejando al receptor en estado abierto. Este estado tiene alta
afinidad por el ligando ortostérico y presenta el poro idénico abierto permitiendo el paso
de cationes (estado conductor) (Figura 11).

El proceso comienza con la union del agonista al sitio ortostérico en el ECD donde
interacciona con los residuos aromadticos e hidrofébicos de las caras principal y

complementaria. Para los nAChR el farmacéforo incluye un nitrégeno catiénico, que se
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asocia con la cara principal por una interaccidn catidn-m, y un aceptor de puente de
hidrégeno que interacciona con la cara complementaria.

Una vez que se ha unido el agonista tiene lugar la primera de dos transiciones
alostéricas sucesivas, llamada unblooming, que consiste en el movimiento de los ECD de
las subunidades radialmente hacia el eje Z y tangencialmente en sentido antihorario, lo
que da como resultado una compactacion de las estructuras -sandwich (F. Gao etal,
2005; Law et al., 2005; Noviello et al., 2021; Taly et al., 2005; Zhao et al., 2021). En este
proceso, el loop C rota hacia la cavidad o bolsillo del sitio de unién ortostérico y se cierra
sobre la molécula de agonista unida (atrapamiento o capping), siendo este un evento que
se asocia con el cebado o priming y la apertura del canal (Mukhtasimova et al,, 2009; H. L.
Wang et al., 2009). Se ha sugerido que los agonistas completos inducen conformaciones
mas compactas del loop C, mientras que los antagonistas y los agonistas parciales
producen un cierre incompleto o lo previenen (Brams et al.,, 2011; Hansen et al., 2005;
Hibbs et al., 2009).

Los cambios conformacionales en el ECD se propagan al TMD a través de la region
de acoplamiento. El loop 31-B2 se mueve hacia abajo, y el cys-loop junto al loop M2-M3 se
alejan del eje Z, generando la redistribucion de las cadenas laterales de varios
aminoacidos del TMD (Bocquet et al., 2008; C. ]. B. daCosta y Baenziger, 2013; R. ]. C. Hilf
y Dutzler, 2008; Nemecz et al., 2016). De esta manera, los cambios en el ECD se acoplan
con la segunda transicidn alostérica, denominada twisting, que consiste en la rotacion
concertada en sentido opuesto del ECD con respecto al TMD sobre el eje Z. Esta rotacion-
inclinacion de las hélices o del TMD desestabiliza las interacciones en los anillos
hidrofébicos de M2 lo que da como resultado la apertura de la compuerta de activacion
(Althoff et al., 2014; Bocquet et al., 2008; Calimet et al., 2013; R. ]. C. Hilf y Dutzler, 2008;
Nemecz et al,, 2016; Noviello et al., 2021; Sauguet et al., 2014; Taly et al., 2005; Zhao et al,,
2021).

El receptor abierto unido al agonista puede sufrir una transiciéon hacia estados no
conductores por desactivacidn o por desensibilizacién. La desactivacién es un proceso en
el cual el agonista unido se disocia, por lo que el receptor regresa al estado conformacional
cerrado. Bajas concentraciones del agonista, cortos periodos de exposicion y baja afinidad
del receptor por el ligando, favorecen al proceso de desactivacion. Por otro lado, la
desensibilizacion es un proceso en el cual el receptor pasa del estado abierto al

desensibilizado, que es un estado conformacional no conductor donde el ligando se
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mantiene unido al sitio ortostérico con alta afinidad (Figura 11). Este proceso se ve
favorecido ante elevadas concentraciones del agonista y/o tiempos prolongados de
exposicion al mismo.

Por estudios funcionales de mutagénesis se han dilucidado diferentes regiones del
receptor involucradas en la desensibilizacion: ECD, region de acoplamiento, TMD e ICD
(Bouzat et al,, 2008; Gielen y Corringer, 2018; Quick y Lester, 2002; Revah et al., 1991; ].
Zhang et al., 2013b). En los dltimos afios se han obtenido estructuras cristalinas de pLGIC
anidnicos en estado desensibilizado unido a agonista. En ellas se observa la compuerta de
activacion abierta y un estrechamiento de caracter hidrofébico préximo al extremo
intracelular del poro i6nico a la altura del filtro de selectividad que actuaria como la
compuerta de desensibilizacion (Gielen etal., 2015; Gielen y Corringer, 2018; X. Huang
etal., 2017; Laverty et al., 2017; Miller y Aricescu, 2014). La transicién alostérica que lleva
al estado desensibilizado implica un cambio estructural global luego de la activacién. El
extremo superior de las hélices del TMD hace un movimiento que expande el poro a ese
nivel, a la vez que estrecha el extremo citoplasmatico. Esto cierra la compuerta de
desensibilizacion manteniendo abierta la compuerta de activacion. Se sugiere que la
region de acoplamiento también sufre cambios estructurales, mientras que el ECD no se
modifica de forma significativa, lo que le permite mantener la alta afinidad por el agonista
que caracteriza al estado desensibilizado (Bouzat et al., 2008; Q. Wang y Lynch, 2011;
Yamodo et al., 2010; J. Zhang et al., 2013b).

Curiosamente, la estructura cristalina recientemente resuelta del nAChR a432 en
estado desensibilizado (Morales-Perez et al.,, 2016) muestra que la constriccion a nivel
intracelular del poro no es de caracter hidrofébico, como en los pLGIC aniénicos, sino que
es hidrofilica y cargada negativamente. Ademas, los residuos presentes en esa region
tienen movilidad y pueden rotar ensanchando el diametro del poro. Por lo tanto, atin no
se puede explicar de qué manera esta compuerta de desensibilizacion del receptor a42
logra impedir el pasaje de los cationes (Gielen y Corringer, 2018).

Por ultimo, en el estado desensibilizado del nAChR a7 humano, el poro iénico tiene
forma de embudo, con un estrechamiento polar en el extremo intracelular en posicién -1’
(Figura 12) (Noviello et al., 2021), similar a la compuerta de desensibilizacién del nAChR
042 (Morales-Perez et al., 2016). Una particularidad de a7 es que el poro en el estado
desensibilizado también esta parcialmente estrechado en la posiciéon 9’ (en el estado

cerrado en reposo L9’ es la compuerta de activacion). En este estrechamiento parcial, el
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diametro del poro y la hidrofobicidad en L9’ representan una barrera potencial para los
cationes hidratados (Figura 12). Mientras que el residuo L9’ forma la compuerta de
activacidn en reposo de todos los receptores Cys-loop, solo en a7 contribuye también con
la compuerta de desensibilizacion (Noviello et al., 2021). Como esta constricciéon en L9’
no se ve en otras estructuras en estado desensibilizado, se sugiere que el cierre parcial en
esta compuerta de L9’ tiene un rol en la desensibilizacién excepcionalmente rapida de a7,
con contribuciones adicionales del ECD (Gay et al., 2008; McCormack et al., 2010) y de la

region de acoplamiento (Bouzat et al., 2008).
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FIGURA 12. Via de permeacion de iones en tres estados conformacionales del nAChR a7.

Se muestran modelos tridimensionales de las vias de permeaciéon para tres estados
conformacionales del nAChR o7 segin (Noviello etal, 2021): cerrado por unién a a-BTX
(izquierda, a-BTX en verde claro); abierto por unién a epibatidina y PNU-120596 (medio); y
desensibilizado por unién a epibatidina (derecha). Las vias de permeacion de los iones estan
representadas por una superficie s6lida coloreada por hidrofobicidad. Los puntos de constriccién
se indican en amarillo con distancias en A. Debajo, para cada uno de los estados conformacionales
se muestran dos hélices M2 con las cadenas laterales de los residuos que forman el poro. Los
diametros de los estrechamientos se indican con linea punteada, y las distancias estan expresadas
en A. La constriccién en L9’ en el estado desensibilizado es una particularidad del nAChR «7.
Modificado de (Noviello et al., 2021).
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4.6. Modulacion farmacologica

El término alostérico hace referencia a la interaccién entre componentes de un
complejo molecular, donde la accién de uno genera un efecto en el otro. La unién de un
ligando generando una respuesta del efector que forma parte del complejo es una accién
alostérica, por ejemplo, la unién del agonista a un pLGIC produce la apertura de la
compuerta del canal dejando pasar iones.

El concepto inicial de alosterismo indicaba la transicién de una molécula entre sus
estados inactivo y activo provocada exclusivamente por la uniéon de otra molécula
integrante del complejo (receptor-agonista) (Del Castillo y Katz, 1957). El modelo de
Monod, Wyman y Changeux introdujo una modificacién a este concepto al proponer que
la molécula principal (por ejemplo, un receptor) puede transitar por los estados activo e
inactivo tanto en presencia como ausencia de la molécula accesoria (por ejemplo, el
agonista), y que la unién del ligando estabilizaria aquellos estados de mayor afinidad por
el mismo (Monod et al,, 1965). En el caso de un receptor, la unién del ligando estabilizara
el estado abierto. Este modelo fue confirmado por la observacién de aperturas
espontaneas, aunque con muy baja probabilidad, en ausencia de agonista. Si bien este
modelo fue inicialmente desarrollado para estudiar reacciones enzimaticas, fue adecuado
también para interpretar el comportamiento de receptores como los nAChR (Karlin,
1967).

Como se ha comentado anteriormente, se sabe que el nAChR puede coexistir en sus
diferentes estados (cerrado, abierto y desensibilizado), y que la uniéon de agonistas
estabiliza el estado abierto, mientras que la de antagonistas el estado cerrado. Segtn el
sitio que ocupen estos agentes moduladores en el receptor sera el mecanismo utilizado
para generar su accion. De esta manera, se definen como moduladores competitivos
cuando dichas moléculas se unen al mismo sitio que el agonista enddgeno (sitio
ortostérico), y moduladores no competitivos si se unen a sitios diferentes respecto del
sitio ortostérico (sitio alostérico). Los ligandos que actuan sobre el sitio ortostérico
(ligandos ortostéricos) pueden ser agonistas o antagonistas. En tanto, que aquellos que
actuan sobre sitios alostéricos (ligandos alostéricos) pueden ser moduladores alostéricos,

ya sea positivos, negativos o silentes, o agonistas alostéricos (Figura 13).
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FIGURA 13. Modulaciéon farmacoldgica de los nAChR por distintos tipos de ligando.

El esquema muestra distintos tipos de modulacién farmacolégica de los nAChR por ligandos
ortostéricos y alostéricos, y algunas de sus posibles combinaciones. La localizacién del sitio de
accién de cada uno es ilustrativa. Por debajo de cada combinaciéon de receptor y ligando se
muestra la respuesta macroscépica esperada.

4.6.1. Ligandos ortostéricos

4.6.1.1. Agonistas ortostéricos

Son ligandos que se unen al nAChR en el sitio de unidn ortostérico y disparan su
activacion (Figura 13). Pueden ser agonistas completos, si provocan la maxima actividad
o respuesta del receptor, o parciales, si presentan menor eficacia que los primeros. Si bien
ambos tipos estabilizan la misma conformacién abierta del receptor al unirse al sitio
ortostérico, los agonistas parciales son menos efectivos en favorecer los cambios
conformacionales para pasar del estado cerrado al estado intermedio (Lape et al., 2008;
Mukhtasimova et al., 2009). Para definir a un agonista nicotinico como completo o parcial
se ha considerado la actividad ionotrépica de los receptores. Recientemente se han
identificado agonistas parciales muy ineficientes para activar al canal i6nico, pero que
estabilizan el estado no conductor desensibilizado del receptor, activando vias de
sefializacion intracelular (actividad metabotrépica). Estos agonistas, con respuesta

ionotrépica casi nula, pero que tienen respuestas metabotrépicas notorias se han
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denominado agonistas silentes (Blunt y Dougherty, 2019; Chojnacka et al., 2013; Papke
et al., 2015; Papke y Lindstrom, 2020).

Los nAChR son activados por una gran cantidad de compuestos, desde productos
naturales hasta compuestos sintéticos que actiian como agonistas completos o parciales.
El farmacéforo del agonista de los nAChR presenta un atomo de nitrégeno catiénico
(cuaternario) que interacttia con la cara principal del sitio ortostérico. La presencia de un
aceptor de puente de hidrégeno para interactuar con la cara complementaria es
importante, aunque no indispensable.

Ademas del agonista enddgeno, ACh, y sus derivados de cadena lineal, como la colina
y la succinilcolina, existe una gran variedad de alcaloides heterociclicos que son agonistas
de los nAChR. El alcaloide (-)-nicotina, extraido de las hojas de la planta de tabaco
(Nicotiana tabacum), es el agonista prototipico para determinar la clasificaciéon
farmacolégica de la familia. Activa todos los subtipos de nAChR, excepto los que contienen
la subunidad a9, y muestra una afinidad y eficacia notablemente altas por (a4£2)282. La
epibatidina, un alcaloide biciclico obtenido de la piel de rana del Amazonas (Epipedobates
anthonyi), es uno de los agonistas no selectivos mas potentes. La (-)-citisina, un alcaloide
triciclico de quinolizidina que se encuentra en las plantas de la familia Leguminosae, tiene
alta afinidad por a4f2%*, y se utiliza para dejar de fumar y para tratar la depresion. Por
otro lado, existen muchos compuestos sintéticos con diferente selectividad hacia los
nAChR. Por ejemplo, el PNU-282987 (N-[(3'R)-1'-azabiciclo[2.2.2]oct-3"-il]-4-
clorobenzamida) se ha desarrollado para la activacion selectiva del receptor a7 (Bodnar

etal.,, 2005).

4.6.1.2. Antagonistas ortostéricos (competitivos)

Son ligandos que se unen al nAChR en el sitio de unioén ortostérico, pero que no
provocan su activacién (Figura 13). Las interacciones que establece un antagonista
competitivo en el sitio ortostérico son diferentes a la de un agonista. Por ejemplo, luego
de la unién de un antagonista, la incapacidad para activar al receptor podria estar
relacionada con la ausencia del cierre del loop C de la cara principal (C. J. B. daCosta y
Baenziger, 2013; R. Hurst et al., 2013).

Algunos antagonistas de los nAChR se utilizan en la clinica como bloqueadores
musculares, por ejemplo, la d-tubocurarina que tiene gran afinidad por el nAChR

muscular, se usa para la relajacién muscular durante la cirugia o la ventilacion mecanica.
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Hay una serie de toxinas obtenidas de venenos de animales que interactian
especificamente con los nAChR y muestran selectividad de subtipos. La a-BTX, aislada del
veneno de una serpiente taiwanesa (Bungarus multicinctus), muestra una union
pseudoirreversible a los nAChR muscular y a7. Las a-conotoxinas son una serie de
péptidos, de 12 a 19 aminodacidos, producidos por caracoles marinos que actiian como
potentes antagonistas de los nAChR y han servido como herramientas utiles para la
identificaciéon de subtipos (Kasheverov et al.,, 2022). El alcaloide metillicaconitina (MLA),
aislado de las plantas del género Delphinium, es un antagonista competitivo selectivo del

nAChR a7.

4.6.2. Ligandos alostéricos

Las respuestas de los nAChR pueden ser moduladas por diversas moléculas que se
unen a sitios distintos del sitio ortostérico, llamados sitios alostéricos. Los ligandos
alostéricos modifican las barreras energéticas de las transiciones entre estados
conformacionales y, por lo tanto, potencian o inhiben la funcién del receptor. Son
herramientas terapéuticas prometedoras porque mantienen las caracteristicas espaciales
y temporales de la activaciéon endégena; muestran una alta selectividad, ya que los sitios
ortostéricos estan mas conservados que los alostéricos; y permiten una alta diversidad
estructural.

Desde un enfoque funcional, los ligandos alostéricos se clasifican como: (i)
moduladores alostéricos negativos (NAM, Negative Allosteric Modulator); (ii)
moduladores alostéricos positivos (PAM, Positive Allosteric Modulator); (iii) moduladores

alostéricos silentes (SAM, Silent Allosteric Modulator); y (iv) agonistas alostéricos.

4.6.2.1. Moduladores alostéricos negativos

Son ligandos que al unirse a un sitio alostérico del receptor disminuyen la respuesta
evocada por un agonista ortostérico por medio de diferentes mecanismos (Figura 13). Los
NAM pueden estabilizar el nAChR en un estado cerrado en reposo al incrementar la
barrera energética entre el estado cerrado y el abierto, dificultando la activacién por parte
del agonista ortostérico; o también pueden aumentar la velocidad de desensibilizacidon.
La inhibiciéon también puede ocurrir a través del bloqueo de canales abiertos en los que el

farmaco bloquea fisicamente el flujo de iones.

35


https://en.wikipedia.org/wiki/Delphinium

Los NAM que actuan en diferentes subtipos de nAChR incluyen compuestos
endogenos, como esteroides, y muchos otros que tienen otros blancos principales, como
anestésicos, bloqueadores de Ca?*, antipsicoticos y antidepresivos. Los NAM pueden ser
terapéuticamente beneficiosos, por ejemplo, la quinidina y la fluoxetina son eficaces para
acortar las aperturas prolongadas del nAChR muscular en los sindromes miasténicos
congénitos de canal lento; el bromuro de hexametonio, un bloqueador de canales abiertos,
se ha utilizado como bloqueador de los nAChR ganglionares para tratar la hipertension; y
las NAM de a4p2* muestran efectos antidepresivos.

Existen algunos NAM selectivos del nAChR a7 que son derivados de un PAM del
receptor como el TQS (4-nafatlen-1-il-3a,4,5,9b-tetrahidro-3H-ciclopenta[c]quinoline-8-
sulfénico amida): 2,3,6MP-TQS y 2,6 MP-TQS (Gill-Thind et al., 2015).

4.6.2.2. Moduladores alostéricos positivos

Son ligandos que al unirse a un sitio alostérico del receptor potencian la respuesta
evocada por un agonista ortostérico por medio de diferentes mecanismos (Figura 13). Los
PAM pueden alterar las barreras de energia entre los estados de cerrado/abierto y
abierto/desensibilizado y pueden mejorar la potencia y/o eficacia del agonista.

Para a7, los PAM se clasifican en dos tipos (I y II) en base al mecanismo molecular
por el cual inducen la potenciacion (Bertrand y Gopalakrishnan, 2007; Chatzidaki y Millar,
2015). Los PAM tipo I potencian las corrientes macroscopicas inducidas por agonistas, lo
que se visualiza por un incremento del pico maximo de la corriente sin modificacion de la
desensibilizacion (Figura 14A). Estos compuestos actian disminuyendo la barrera
energética entre el estado cerrado y el abierto del receptor, y/o aumentando la barrera
energética entre el estado abierto y el desensibilizado. Por su parte, los PAM tipo Il no solo
incrementan el pico maximo de las corrientes macroscopicas, sino que también reducen
notoriamente la velocidad de desensibilizaciéon (Figura 14A). Actdan reduciendo la
estabilidad del estado desensibilizado del receptor, por lo cual disminuyen la barrera
energética entre el estado desensibilizado y el abierto, provocando una menor velocidad
de desensibilizacién y/o un aumento en la recuperacion desde el estado desensibilizado
(N. D. Andersen et al,, 2016; Bertrand y Gopalakrishnan, 2007; Grgnlien et al., 2007). A
nivel de corrientes unitarias, los PAM incrementan la duracién del canal abierto e inducen

la activacion en episodios en los que el canal oscila entre conformaciones abiertas y
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cerradas, generando asi un patrén de actividad marcadamente diferente al de las
aperturas aisladas breves (submilisegundos) en ausencia de PAM (Figura 14B)

La naturaleza quimica de los PAM de a7 es muy variada e incluye iones, como Ca?*;
compuestos endogenos; compuestos naturales, como los flavonoides; y compuestos
sintéticos (Chatzidaki y Millar, 2015). Los prototipos de PAM tipo I y Il para o7 son el 5-
hidroxiindol (5-HI) y el PNU-120596 (N-(5-cloro-2,4-dimetoxifenil)-N'-(5-metil-3-

isoxazolil)-urea), respectivamente (R. S. Hurst et al., 2005; Zwart et al., 2002).

4.6.2.3. Moduladores alostéricos silentes

Son ligandos que al unirse a un sitio alostérico del receptor no tienen efecto sobre
las respuestas de los agonistas ortostéricos, pero bloquean la accién de los NAM, PAM y
agonistas alostéricos al competir por el sitio alostérico de union (Figura 13).

Existen algunos SAM selectivos del nAChR a7 que son derivados del TQS: 2,3,5,6 MP-
TQS y 2,4MP-TQS (Gill-Thind et al., 2015).

4.6.2.4. Agonistas alostéricos

Son ligandos que al unirse a un sitio alostérico del receptor provocan su activaciéon
en ausencia de un agonista ortostérico (Figura 13). El mecanismo molecular por el cual se
da esta activacion es diferente al de la activacion ortostérica. Los agonistas alostéricos
actian como PAM, generalmente de tipo II, si se combinan con agonistas ortostéricos, por
lo que también son llamados ago-PAM.

El prototipo de agonista alostérico del nAChR o7 es el 4BP-TQS (4-(4-
bromophenyl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopenta[c]quinoline-8-sulfonamida) (Gill
etal, 2011).
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FIGURA 14. Modulacion de las corrientes microscopicas y macroscopicas de a7 nAChR por
PAM tipo Iy II.

(A) Corrientes macroscopicas de a7 provocadas por ACh 50 uM en ausencia (trazo negro) o
presencia de 5-HI 2 mM (trazo celeste), PAM de tipo I que solo aumenta la corriente maxima; o
PNU-120596 1 uM (trazo naranja), PAM de tipo II que también disminuye la desensibilizacion.

(B) Se muestran trazos de registros de canal tinico de a7 activado por ACh 100 uM en ausencia
(arriba) y en presencia de 5-HI 2 mM (medio) o PNU-120596 1 uM (naranja). Las aperturas del
canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

5. Receptor nicotinico a7

5.1. nAChR a7 neuronal

El receptor a7 se expresa principalmente en regiones que estan implicadas en
funciones cognitivas y de memoria, como el hipocampo, la corteza cerebral y varias
regiones limbicas subcorticales (Bouzat et al., 2018; Lendvai et al., 2013), aunque también
se ha encontrado en bajos niveles en regiones talamicas y ganglios basales (Poisik et al.,
2008).

De forma similar a otros nAChR neuronales, a7 puede hallarse en las neuronas en
distintas localizaciones: postsinaptica, presinaptica, perisinaptica y extrasinaptica. A nivel
postsinaptico los receptores a7 median la transmisién sinaptica rapida en distintos
circuitos neuronales, pero las principales funciones neuromoduladoras en el SNC las
ejerce en las demas localizaciones. A nivel presinaptico el influjo de Ca2* por el receptor
facilita la liberacidon de NT, principalmente en neuronas gabaérgicas y glutamatérgicas, y
en menor medida, en neuronas que liberan DA, NA y ACh (Albuquerque et al., 2009). El
nAChR a7 perisinaptico es capaz de potenciar o inhibir el efecto de otros NT sobre sus
receptores excitatorios o inhibitorios respectivamente al modular la excitabilidad de la
neurona postsindptica, ademas, el receptor es capaz de mediar diversos procesos de
sefializacidn por transmisidn extrasinaptica (Corradi y Bouzat, 2016b; Fabian-Fine et al.,
2001; 1. W. Jones y Wonnacott, 2004; Lendvai et al., 2013; Papke, 2014; Sinkus et al.,
2015). De esta manera, a7 media el rol neuromodulador de la ACh en los circuitos
neuronales que controlan procesos de cognicién, memoria, aprendizaje, atencion, vias de
recompensa y procesamiento de la informacion sensorial.

Se ha demostrado que potenciar la actividad de a7 mejora la atencion, el

rendimiento cognitivo y la resistencia neuronal a las lesiones (Uteshev, 2014). Por otro
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lado, la disfuncién de la sefalizacion colinérgica mediada por a7, particularmente en
hipocampo, se ha asociado a la enfermedad de Alzheimer y a la esquizofrenia (Bouzat
et al., 2018; Corradi y Bouzat, 2016b; Dineley et al., 2015; T. Yang et al., 2017). El gen a7
(CHRNA7), ubicado en el cromosoma 15, esta genéticamente relacionado con multiples
trastornos con déficits cognitivos, como la esquizofrenia, la discapacidad intelectual, el
trastorno bipolar, los trastornos del espectro autista, el trastorno por déficit de atencién
con hiperactividad, la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer y el déficit de procesamiento

sensorial (Corradi y Bouzat, 2016b; Dineley et al., 2015; Sinkus et al., 2015).

5.2. nAChR a7 extraneuronal

Ademas de encontrarse en neuronas, el receptor a7 se expresa en una gran variedad
de células no neuronales, como las gliales, inmunitarias y epiteliales, cumpliendo
funciones muy diversas.

La expresion del receptor es importante en células gliales, incluidos astrocitos,
microglia y células precursoras de oligodendrocitos (Corradi y Bouzat, 2016b; Dineley
etal, 2015). Se ha demostrado la existencia de una via colinérgica cerebral que regula la
activaciéon microglial a través de a7 (Shytle et al., 2004). Esta via es fundamental para la
neuroproteccion (Park et al.,, 2007) y probablemente sea importante en la enfermedad de
Parkinson, la privacion de oxigeno y glucosa, y la isquemia (Y. Z. Guan et al., 2015; Parada
et al,, 2013; Stuckenholz et al., 2013).

Por otro lado, a7 esta presente en varios tipos de células inmunitarias, incluidos los
linfocitos (T, B y NK), células dendriticas y macréfagos (Corradi y Bouzat, 2016b; Egea
etal., 2015; Zanetti etal, 2016). Aqui tiene un rol muy importante en la via
antinflamatoria colinérgica, que es un vinculo entre las fibras eferentes vagales y el
sistema inmunitario innato. En las células inmunitarias, o7 modula vias de sefiales
intracelulares lo que da como resultado potentes efectos antinflamatorios a través de la
inhibicién de la produccién de citoquinas proinflamatorias y la sobreexpresion de la
hemooxigenasa 1 (Baez-Pagan et al., 2015; Egea et al., 2015).

Ademas, a7 esta presente en muchos otros tipos de células no neuronales: células
sanguineas, queratinocitos, células epiteliales, fibroblastos, células del sistema digestivo,
células pulmonares, espermatogonias, espermatocitos y células tubulares seminiferas y
de Sertoli (Baez-Pagan et al, 2015; De Rosa et al., 2005; Kawashima y Fujii, 2004; Maus
etal.,, 1998; Schirmer etal,, 2011; Wessler y Kirkpatrick, 2008). El rol del receptor en
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todos estos tipos celulares es un campo de intensa investigacion, y se ha asociado a
procesos de diferenciaciéon, migracion, adhesion, contacto celular, apoptosis y
angiogénesis (Egea et al.,, 2015; Ni et al,, 2010; Zdanowski et al., 2015).

En consecuencia, la potenciacién de a7 ha surgido como una estrategia importante
para la modulacién de la inflamacién en diferentes contextos patolégicos, incluyendo
sepsis, isquemia/reperfusion, artritis reumatoide y pancreatitis. Sin embargo, el aumento
de la actividad de a7 en ciertas células podria contribuir a la progresiéon de cancer a través
de la promocién de la proliferacién celular, la inhibicion de la apoptosis y la estimulacién
de la angiogénesis tumoral (Hajiasgharzadeh et al., 2019; Pucci et al., 2021). Por lo tanto,
la interferencia con la expresiéon de a7 o el tratamiento con inhibidores especificos puede
revertir los efectos proangiogénicos de la nicotina e inhibir el crecimiento de células

cancerosas (Pepper etal, 2017; C. H. Wu et al., 2011).

5.3. Actividad ionotrdpica y metabotrdopica del nAChR a7

La actividad ionotrépica de a7 presenta algunas caracteristicas unicas que lo
diferencian del resto de los nAChR. El receptor presenta una rapida activacién, una rapida
desensibilizacién (la de mayor velocidad entre todos los nAChR), una alta permeabilidad
al Ca?+, baja afinidad por ACh y nicotina, activacidn total por colina, y alta afinidad por a-
BTX.

Las respuestas macroscopicas de a7 en funcion de la concentracion del ligando dan
como resultado una CEso (concentracion efectiva media) de 100 a 200 uM para ACh y de
18 a 91 uM para nicotina; y una Clso (concentracion inhibitoria media) de 1 a 100 nM para
a-BTX (N. Andersen etal, 2013a; Wonnacott y Barik, 2007). Estas corrientes
macroscopicas mediadas por el receptor a7 decaen rapidamente en presencia del
agonista como resultado de la desensibilizacidn. Con sistemas de perfusion rapidos, la
constante de tiempo de desensibilizacion de a7 esta por debajo del rango de ms, aunque
el valor real podria ser incluso menor (Bouzat et al., 2008). A nivel de canal uUnico, la
actividad de a7 aparece como pulsos breves aislados (de 0,1-0,3 ms) flanqueados por
largos periodos cerrados y, con menos frecuencia, como dos o tres pulsos breves en rapida
sucesion (burst). Por lo tanto, a7 tiene una probabilidad de apertura muy baja.

La maxima activacion de a7 es alcanzada con la unién de la ACh a un solo sitio
ortostérico de los cinco que posee (N. Andersen et al.,, 2013a). Ademas, la ocupacion de un

solo sitio ortostérico por MLA o a-BTX es suficiente para inhibir la funcién del receptor
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(C. ]. B. daCosta et al,, 2015; Palma et al., 1996). Aunque no existe un consenso general
para un modelo cinético de a7, un aspecto interesante es que el patron temporal de las
corrientes individuales activadas por ACh es similara 10 pM o 1 mM del NT (Bouzat et al.,
2008). Esta falta de dependencia de la concentraciéon, combinada con el hecho de que la
mayoria de los episodios de activacion del receptor consisten en una apertura simple con
una duracién similar a la constante de tiempo de desensibilizacién, sugiere que el
principal mecanismo por el cual el canal pasa del estado abierto conductor a un estado no
conductor es la desensibilizacién (Bouzat etal, 2008). Esto tiene consecuencias
potenciales para la latencia entre respuestas en una sinapsis donde el pulso del NT es
transitorio. La recuperacion de la desensibilizacion depende de la concentracién del
agonista y de la duracién de la exposicion, ya que pueden existir diferentes estados de
desensibilizacion. En a7 expresado en células HEK293 (Human Embryonic Kidney 293), la
recuperacion de la desensibilizacion en ausencia de agonista se da con una constante de
tiempo de ~1 segundo (Bouzat etal, 2008), mientras que se requieren de 15 a 30
segundos para la recuperacion completa en el hipocampo (Frazier et al.,, 1998). Por lo
tanto, después de una respuesta breve, se requiere una latencia de varios segundos para
generar otra respuesta de amplitud completa.

Una caracteristica muy distintiva de a7 es su elevada permeabilidad al Ca?+, que es
comparable a la de los receptores NMDA de Glu. La relaciéon de permeabilidad Ca2*/Na*
de a7 es de ~ 10-20, siendo una de las mas altas entre los nAChR (Fucile, 2017; Seguela
etal.,, 1993). La alta permeabilidad al Ca?* subyace a la mayoria de las funciones de a7:
facilitacion de la liberacion de NT, despolarizacién de las células postsinapticas e
iniciacion de muchos procesos celulares a través de su accién como segundo mensajero
(Gotti y Clementi, 2004).

Al influjo directo y transitorio de Ca2* por la actividad ionotrépica de a7 se le suma
el Ca2* que ingresa al interior celular por la activacién de los canales de Ca2* operados por
voltaje debido a la despolarizacién originada por la activaciéon de a7. Ademas, al ingreso
extracelular del cation se le acopla la liberacion de Ca2+ desde depdsitos intracelulares por
receptores de rianodina e inositol trifosfato, generando un incremento de Ca2* de mas
larga duracién (Bouzat etal, 2018; Corradi y Bouzat, 2016b; F. Dajas-Bailador y
Wonnacott, 2004; Egea et al., 2015; Guerra-Alvarez et al., 2015; Kabbani y Nichols, 2018).
De esta manera, la activacidon rapida y transitoria (actividad ionotrdpica) de a7 se

transforma, gracias al aumento de Ca2* intracelular, en un fenémeno sostenido a partir

41



del cual se disparan vias de sefializacidn intracelular mediadas por MAPK/ERK, AKT/PKB,
PKC, JAK2, entre otras (actividad metabotrdpica).

Es importante resaltar que la actividad metabotropica de o7 no depende
exclusivamente del aumento Ca2* intracelular, ya que el receptor, a través de su ICD,
puede interactuar fisicamente con diversas proteinas intracelulares y activar cascadas de
sefializacidn intracelular. Por ejemplo, en la primera mitad de la hélice MX existe un
motivo de acoplamiento para MAPK (Bondarenko et al., 2022); entre MX y h1 hay una
secuencia de aminoacidos (RMKR) que interaccionarian con proteinas Go y Gpy para
activar las vias de senalizacion rio abajo que implican la liberacién de Ca?* intracelular
mediada por fosfolipasa C e inositol trifosfato (King et al., 2015); un segmento en la hélice
h3 es esencial para el transporte selectivo de a7 a las dendritas en neuronas del
hipocampo (J. Xu et al., 2006); el ICD también interactiia con JAK2 y con quinasas de la
familia de Src (Bondarenko et al., 2022; Charpantier et al., 2005; Kabbani et al., 2013; King
et al., 2015; Shaw et al., 2002; K. Wang et al., 2004).

La via JAK2/PI3K/AKT que se dispara tras la activacién de a7 en algunas células
promueve efectos antinflamatorios y antioxidantes que son fundamentales para la
neuroproteccion (Kihara et al., 2001; Lendvai et al., 2013; Parada et al.,, 2013; Shaw et al,,
2002). Ademas, al activarse JAK2 se produce la fosforilacion y dimerizaciéon de STAT3
(factor de transcripcion), que transloca al nucleo y favorece la respuesta antinflamatoria,
a la vez que se inhibe al factor de transcripcion NF-kB, reprimiendo de esta manera la
expresion de genes proinflamatorios (De Jonge y Ulloa, 2007; Ren et al,, 2017; Zanetti
etal, 2016).

En definitiva, a7, originalmente catalogado como un receptor ionotropico, es hoy en
dia considerado como un receptor dual ionotrépico-metabotropico. La respuesta eléctrica
transitoria generada por su actividad de canal i6nico se prolonga en el tiempo en una
respuesta mas sostenida por activacion de vias de sefalizacidn intracelular (Corradi y
Bouzat, 2016b; Egea etal, 2015; Kabbani y Nichols, 2018). La activaciéon y
desensibilizacion extremadamente rapidas de a7 podrian ser un mecanismo para impedir
el ingreso masivo de Ca2* y la consecuente toxicidad celular, pero, la actividad
metabotroépica del receptor, que puede ocurrir desde el estado desensibilizado, puede
mantenerse en el tiempo. En células no neuronales, la respuesta metabotrépica de a7
parece ser la principal, sino la tnica, ya que solo se ha detectado actividad ionotrépica en

macrofagos (Baez-Pagan et al,, 2015).
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5.4. Estrategias terapéuticas que tienen como blanco el nAChR a7

Como se comentd anteriormente, la disfuncién de la actividad del nAChR a7 se ha
asociado a diversos desdérdenes neurodegenerativos, neuroldgicos, psiquiatricos e
inflamatorios, lo que no resulta sorprendente si se considera el rol fundamental que
cumple el receptor a nivel del SNC, pero también fuera de este. Las acciones
neuromoduladoras, neuroprotectoras y antinflamatorias sistémicas de o7 junto a sus
propiedades unicas de activacion, desensibilizacion, permeabilidad al Ca2* y rol dual
ionotrépico-metabotropico, han hecho del receptor un blanco farmacolégico emergente
muy importante en enfermedad de Alzheimer, de Parkinson, esquizofrenia, trastorno de
déficit de atencion e hiperactividad, dolor, adiccién a nicotina, entre otras (Corradi y
Bouzat, 2016b). Los estudios sobre plasticidad neuronal in vitro y sobre efectos cognitivos
in vivo apoyan favorablemente la idea de que la potenciaciéon de a7 podria resultar una
forma efectiva de terapia contra la declinacién cognitiva (Lendvai et al., 2013).

Tradicionalmente, las estrategias terapéuticas mas comunes para corregir los
déficits colinérgicos se han relacionado con el aumento de la sintesis de ACh, la
estimulacion de los receptores colinérgicos o la inhibicibn de la enzima
acetilcolinesterasa. Sin embargo, el incremento en la sintesis de ACh ha mostrado poca
eficacia; la utilizacidn de agonistas colinérgicos produce desensibilizacion de los
receptores, llevando a tolerancia y por lo tanto pérdida de los efectos beneficiosos; y la
inhibicién de la acetilcolinesterasa produce mejoras de los sintomas de corta duracion,
que no impiden la progresién de la enfermedad (Maelicke y Albuquerque, 2000).

En lo que respecta a a7, el enfoque inicial para incrementar su actividad se centré
en la busqueda de agonistas parciales selectivos, que al tener menor eficacia que los
agonistas completos ejercen un efecto sinérgico con el agonista enddgeno, resultando en
una mejora en la sefializacion por el receptor. Sin embargo, el tratamiento prolongado con
agonistas exogenos termina alterando la secreciéon normal del endégeno, y ademas
provoca desensibilizacion de los receptores, generando tolerancia y/o dependencia.

Una de las nuevas y prometedoras estrategias terapéuticas para mejorar la funcién
del nAChR o7 es la utilizacion de PAM selectivos. Estos compuestos producen la
potenciacion de la respuesta del receptor a su agonista ortostérico, pero tienen muy
escaso o nulo efecto por si solos (N. Andersen et al., 2016; Bouzat et al.,, 2018; Corradi y
Bouzat, 2016b; R. S. Hurst et al,, 2005). Como primera ventaja, los PAM mantienen las

caracteristicas temporales y espaciales de la activacién enddégena debido a que no son
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capaces de activar por si solos a los receptores, sino que aumentan la potencia o eficacia
de la activacién por agonistas endégenos liberados naturalmente segun las necesidades.
En segundo lugar, entre los distintos nAChR, los sitios alostéricos son mucho menos
conservados evolutivamente que los sitios ortostéricos, lo que permite mayor
selectividad, a la hora de emplear compuestos sintéticos, que la que ofrecen los sitios
ortostéricos. Por otra parte, los PAM permiten mayor diversidad en la estructura y efectos
finales a causa de la existencia de distintos sitios alostéricos dentro de un mismo receptor.
Por ultimo, en muchos tratamientos con agonistas, la activaciéon de a7 se ve disminuida a
causa de la desensibilizacién, por lo que aquellos PAM que actien sobre dicho proceso
reducirian la tolerancia, haciendo mas eficaces dichos tratamientos (Bouzat et al., 2018;
Chatzidaki y Millar, 2015; Corradi y Bouzat, 2016b; Maelicke y Albuquerque, 2000;
Uteshev, 2014).

El uso de agonistas y PAM de a7, no solo incrementa la actividad ionotrépica del
receptor sino también la metabotrépica. Esto puede resultar beneficioso si la patologia
que se quiere tratar se relaciona con déficit de la funcién del receptor. Sin embargo, no
deberia dejar de considerarse que en muchas células no neuronales el aumento de la
actividad metabotrépica de o7 puede promover el desarrollo de cancer, ya que estimula
la proliferacion celular, la metastasis y la angiogénesis. También, es importante destacar
que, si el receptor a7 se asocia al desarrollo de algin proceso cancerigeno especifico, la
utilizacidon de antagonistas competitivos y/o NAM especificos del receptor podria ser de

utilidad terapéutica (Grando, 2014; Zhao, 2016).

La presente tesis aborda el estudio de uno de los subtipos de receptores nicotinicos
de ACh mas abundantes en SN, el receptor a7. El enfoque esta puesto en entender aspectos
moleculares de la modulacion de las funciones ionotrépica y metabotrépica del receptor.
Los tres capitulos en los que se estructura esta tesis abordan modulaciones diferentes del
receptor: (i) eventos intracelulares de fosforilacion/desfosforilacion (Capitulo I); (ii)
fragmento peptidico de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 (Capitulo II); y (iii) cannabidiol
(Capitulo III).
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1. Cultivo celular

Se utilizaron células BOSC23, que son células epiteliales humanas embrionarias de
rifion derivadas de las HEK293 (Pear et al., 1993a). Las células se cultivaron a 37 °C bajo
una atmosfera controlada de 5 % de COz, en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino y con los antibidticos

penicilina y estreptomicina.

2. Subunidades salvajes y mutantes

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis se utilizaron los ADN complementarios
(ADNCc) de: (i) la subunidad humana del nAChR o7 salvaje; (ii) las chaperonas humanas
del nAChR a7, Ric-3 (Resistant to Inhibitors of Cholinesterase 3) y NACHO o TMEM35
(Transmembrane Protein 35); y (iii) la proteina fluorescente verde (GFP, Green
Fluorescence Protein). Los distintos ADNc fueron subclonados en los vectores plasmidicos
pRBG4 o pcDNA3.1. Las secuencias nucleotidicas fueron posteriormente verificadas por
secuenciacion.

Para la construcciéon de subunidades mutadas en uno o mas sitios puntuales de la
secuencia de aminoacidos de la proteina se disefiaron distintos oligonucleotidos,
llamados cebadores o primers, con secuencias idénticas a la del ADNc salvaje salvo por los
nucleotidos que codificaban los aminoacidos a mutar. Estos cebadores fueron utilizados
con un kit comercial de mutagénesis dirigida (QuikChange® Site-Directed Mutagenesis)
para generar las mutaciones en la secuencia nucleotidica de la subunidad salvaje
subclonada en vectores, por medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, Polymerase Chain Reaction) con una polimerasa de alta fidelidad (Pfu Ultra). A
continuacién, el producto de la PCR, que contenia muchas copias del vector con la
subunidad mutante, se someti6 a una digestion con la enzima Dpn I que degrada solo el
ADN del vector salvaje porque reconoce metilaciones en su secuencia provenientes de la
amplificaciéon bacteriana previa. Las secuencias finales se confirmaron mediante
secuenciacion.

Para esta tesis se construyeron las siguientes subunidades mutadas a partir del
nAChR a7 salvaje: (i) a7-Y386F; (ii) a7-Y442F; (iii) a7-Y386F/Y442F; (iv) a7-T331A; (v)
a7-S365A; (vi) a7-S365D; y (vii) a7-S368A. Ademas, en el capitulo III se utilizé una

subunidad de a7, ya generada en el laboratorio, que cuenta con cinco mutaciones

46



puntuales (a7-TSLMF). Por ultimo, para un experimento del capitulo I, se utiliz6é el ADNc

de la quinasa Src inactiva (Src-K297R).

3. Expresion heterologa de receptores

La linea celular BOSC23 fue empleada como sistema de expresion heterélogo para
los nAChR a7 salvaje y mutantes ya que posee una elevada eficiencia de transfeccion (Pear
etal, 1993b). Para lograr la expresion transitoria de dichos receptores se utilizo el
protocolo de transfeccion por precipitacion con fosfato de calcio (Bouzat et al., 1994). Este
consiste en la generacion de un precipitado fino de complejos de fosfato de calcio con los
ADNc mediante la mezcla de un buffer salino de HEPES con una solucién concentrada de
cloruro de calcio conteniendo los ADNc. Luego, dicho precipitado es agregado a las células
en cultivo en capsulas de Petri con un 40-60 % de confluencia. Finalmente, tras una
incubacion de las células por 8-18 horas a 37 °Cy 5 % de COz, se finaliza la transfecciéon
con el cambio completo del medio de cultivo. Las células asi transfectadas fueron
utilizadas a las 48-72 horas para los estudios electrofisiol6gicos, analisis de proteinas por
western blot o ensayos de movimiento de Ca2+ intracelular.

Para aumentar el nivel de expresion de los nAChR a7 salvaje y mutantes, los ADNc
de las subunidades de dichos receptores fueron cotransfectados con los ADNc de las
chaperonas Ric-3 y NACHO (Gu et al,, 2016; Loring, 2022; M. E. Williams et al., 2005). Para
cada capsula de Petri de cultivo celular de 35 mm se utiliz6 una mezcla de ADNc total de
4-5 pg en una proporciéon 1: 2: 0,5 de a7 salvaje o mutante : Ric-3 : NACHO.

Para los estudios electrofisioldgicos, se incorporé en la transfeccion el ADNc de GFP
en una proporcion 1:10 con respecto al ADNc de a7 salvaje o mutante. Las células
fluorescentes verdes, tras la exposicion a luz ultravioleta, por expresion de GFP fueron
seleccionadas para los estudios electrofisiolégicos, ya que son las que tienen mayor
probabilidad de haber incorporado también el ADNc del receptor de interés (Figura 1).
Ademas, la proporcion de células fluorescentes verdes con respecto al total de células
observadas por contraste de fase permitio verificar la eficiencia de la transfeccién del dia

de trabajo.
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FIGURA 1. Células BOSC23 transfectadas con el ADNc de GFP.

Se muestran dos microfotografias de células BOSC23 transfectadas con el ADNc de GFP por el
método de precipitacion con fosfato de calcio. La microfotografia de la izquierda es de microscopia
de campo claro, y la de la derecha corresponde al mismo campo con microscopia de fluorescencia.
Las células fluorescentes verdes fueron elegidas para realizar los experimentos. La barra de escala
corresponde a 50 pm.

4. Estudios electrofisiologicos: patch-clamp

4.1. Configuraciones de patch-clamp

La técnica de voltage-clamp es un método electrofisiolégico utilizado para investigar
las propiedades de los canales idnicos porque permite medir la corriente a través de la
membrana celular manteniendo constante el potencial de membrana. La técnica de patch-
clamp fue desarrollada por Erwin Neher y Bert Sakmann para detectar corrientes idnicas
de canales unitarios presentes en una pequefla porcion de membrana plasmatica (patch)
en configuracion voltage-clamp. Este método electrofisioldgico, no solo permite la
deteccion de corrientes idnicas que pasan a través de un unico canal (corrientes
microscopicas o unitarias), sino que también permite medir la suma de las corrientes
idnicas que pasan a través del total de los canales de la célula (corriente macroscdpica).
Para ello se utilizan diferentes configuraciones de la técnica de patch-clamp: (i) cell-
attached, (ii) inside-out, y (iii) outside-out para el registro de corrientes unitarias; y (iv)
whole-cell para el registro de corrientes macroscopicas (Hamill et al., 1981) (Figura 2).

El primer paso de la técnica para cualquiera de las cuatro configuraciones consiste
en la obtencién de un sello de alta resistencia entre un pequeiio parche de membrana
plasmatica y una pipeta de vidrio que funciona como un microelectrodo. Si se quiere
detectar corrientes unitarias del orden de los pA, el aislamiento del ruido eléctrico

exterior es fundamental y por ello debe obtenerse un sello de alta resistencia eléctrica, del
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orden de los GQ (“gigasello”). Para lograrlo, la pipeta de vidrio se dirige hacia las células
adheridas al fondo de una capsula por medio de un manipulador externo muy sensible.
Luego de acercar la punta de la pipeta a la célula, se la toca muy suavemente y se aplica
una pequefa succion negativa a través de la pipeta, formandose asi el sello de alta
resistencia. Este sello es el componente de mayor resistencia dentro del circuito de
resistencias en serie, de manera que, al fijar un voltaje constante a este pequeno parche
de membrana, la corriente que se detecta gracias al amplificador es la corriente que fluye
através de los canales presentes en esa porciéon de membrana. Esta primera configuracion
descripta, denominada cell-attached, sirve para detectar corrientes unitarias conservando
intacto el ambiente intracelular. Los agonistas, antagonistas y moduladores que se
quieran probar se colocan en la solucién del interior de la pipeta. La desventaja de esta
configuracion es la imposibilidad de cambiar las composiciones del interior de la pipeta
(solucién que bafia la cara extracelular del parche de membrana) y del interior celular.

A partir de la configuracion cell-attached es posible obtener las demas
configuraciones de patch-clamp. Si se retira la pipeta con el parche de membrana,
manteniendo el sello de alta resistencia formado previamente, se obtiene la configuracion
inside-out. En esta, la cara intracelular del parche de membrana queda expuesta a la
solucién que bafia a las células, por lo que utilizando un sistema de perfusion es posible
cambiar su composicion (agregar drogas, por ejemplo) mientras se registran las
corrientes unitarias con el agonista presente en la solucion de pipeta. La desventaja de
esta configuracion es que se pierden factores citosdlicos y contactos con proteinas
intracelulares que pueden alterar el comportamiento de los canales que se estan
registrando.

Si partiendo de cell-attached se aplica un pulso de succidn fuerte puede lograrse la
ruptura del parche adherido a la pipeta sin comprometer la integridad del gigasello entre
la pared de la pipeta y la membrana plasmatica, permitiendo el acceso al interior celular.
Esta configuracién, denominada whole-cell, permite registrar corrientes macroscopicas
provenientes del total de los canales i6nicos de la célula. Con un sistema de perfusion se
puede alterar de manera sencilla la soluciéon extracelular que bafna a las células,
permitiendo cambiar agonistas y/o moduladores. Las desventajas son la imposibilidad de
cambiar la solucién del interior de la pipeta y, con el tiempo, el lavado de factores

citosolicos como consecuencia de la dilucién en el liquido de la pipeta.
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Por ultimo, a partir de whole-cell, es posible obtener la configuracion outside-out.
Para ello se retira suavemente la pipeta permitiendo la separacion y el resellado de un
fragmento de membrana que contiene receptores, formando asi una vesicula en donde la
porcién extracelular de la membrana queda expuesta a la solucién que bafia a las células,
y la porcién intracelular, a la soluciéon de pipeta. De este modo se pueden registrar
corrientes a nivel de canal tUnico, con la posibilidad de modificar facilmente la
composicion del medio extracelular con un sistema de perfusién, aunque nuevamente
tiene la desventaja de la pérdida de factores citosdlicos.

Sello de baja
resistencia (50 mQ)

Succidn suave l

] ] Sello de alta resistencia:
Retirar pipeta Gigasello (2 5 G0)

. succion fuerte | Cell-attached ! 5pA
Inside-out il ]

&-L-—

500 ms
Retirar pipeta
P

o™ - o
Whole-cell _ Jo4na
Outside-out 05s

FIGURA 2. Configuraciones de patch-clamp.

Esquema de las diferentes configuraciones de patch-clamp indicando la secuencia de pasos para
su obtencién. Para las configuraciones cell-attached y whole-cell se muestran registros
representativos.

4.2. Microelectrodos

Las pipetas de patch-clamp (microelectrodos) se prepararon a partir de capilares de
vidrio de borosilicato (Kimble Chase) con un puller (Sutter Instruments, modelo P-97)
(Figura 3). Las terminaciones de las pipetas fueron pulidas por calor para suavizar la
punta y favorecer la formacion posterior de los sellos. El diAmetro de las puntas debe ser
menor a 1 pm para que las pipetas tengan una resistencia entre 5-7 MQ. Para los
experimentos en configuracion cell-attached e inside-out las pipetas fueron revestidas con

un polimero aislante, llamado Sylgard (Down Corning), con el objetivo de reducir la
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capacitancia de la pipeta de vidrio dentro de la solucién y de este modo disminuir el ruido

del sello.

SUTTER INSTRUMENT CO. .

FIGURA 3. Puller.

Se muestra el puller utilizado para preparar las pipetas de patch-clamp (microelectrodos).

4.3. Equipamiento

Las células se visualizaron mediante un microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100
o Zeiss Axiovert S100) equipado con un sistema de epifluorescencia (lampara de luz
ultravioleta incorporada o sistema LED). El acercamiento de la pipeta a la célula se realiz6
mediante micromanipuladores PatchMan (Eppendorf) o PatchStar (Scientifica). Las
corrientes idnicas fueron detectadas y amplificadas con un amplificador Axopatch 200B
0 200A (Molecular Devices), y digitalizadas a través de una interfaz PCI-6111E (National
Instruments). Estos equipos se ubicaron sobre mesas antivibratorias recubiertas por cajas

de Faraday (Figura 4).
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FIGURA 4. Equipo de patch-clamp.

Se muestra el equipo de patch-clamp utilizado para los estudios electrofisiologicos.

4.4. Registros de canal anico: configuraciones cell-attached e inside-out

4.4.1. Soluciones

Para los registros de canal Uinico en la configuracidn cell-attached se utilizé la misma
solucién en el bafio de las células y en el interior de la pipeta. Como esta solucion esta en
contacto con la porcién extracelular de la membrana plasmatica, tanto dentro como fuera
de la pipeta, se lallama solucidn extracelular (ECS, ExtraCellular Solution). La composicion
de la ECS se asemeja a la del interior celular: KCl 142 mM, NaCl 5,4 mM, CaClz 1,8 mM,
MgClz2 1,7 mM y HEPES 10 mM, con un pH = 7,4. Para los registros de canal tnico en la
configuracion inside-out, también se utilizé la misma solucion en el bafio de las células y
en el interior de la pipeta, aunque aqui no se la llama ECS ya que solo funciona como
solucion extracelular dentro de la pipeta, debido a que la solucién que bafia las células
esta en contacto con la cara intracelular del parche de membrana adherido a la pipeta. La

composicion es la detallada para la ECS
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Para la mayoria de los experimentos, los agonistas solos o combinados con
moduladores fueron disueltos en la solucién de pipeta a partir de las soluciones stock,
posibilitando registros de canal Uinico en presencia continua de las drogas de interés. En
algunos experimentos particulares, que seran explicados con mas detalle a lo largo de los
capitulos, la droga de interés fue agregada a la solucién que bafia las células durante el
transcurso del registro para poner en evidencia los cambios en las propiedades de los

canales por el agregado de dicha droga.

4.4.2. Obtencion de los registros y analisis de las corrientes unitarias

Los registros fueron realizados a temperatura ambiente (~ 20-22 °C) y a un
potencial de membrana de -70 mV. Las corrientes unitarias fueron detectadas,
amplificadas y filtradas a 10 kHz con el amplificador, digitalizadas a 200-100 kHz por
medio de la interfaz (intervalos de 5-10 ps respectivamente) y adquiridas en una
computadora con el programa Acquire (Bruxton Corporation).

El analisis de las corrientes unitarias fue llevado a cabo con el programa TAC X4.2.0
(Bruxton Corporation). En general, se aplic a los registros un filtro digital Gaussiano de 9
kHz, salvo aquellos obtenidos en presencia de PNU-120596, donde se utiliz6 un filtro de
3 kHz. Utilizando este programa, las corrientes microscopicas fueron idealizadas en
eventos individuales de apertura y cierre, los cuales se detectaron por el criterio del
umbral de amplitud media. Tras la idealizacidn de los registros se construyeron diferentes
histogramas que fueron ajustados con funciones matematicas por medio del programa
TACFit X4.2.0 (Bruxton Corporation) para el analisis de amplitud y el analisis cinético de
los canales idnicos.

Para el andlisis de amplitud todos los eventos fueron detectados sin discriminar su
amplitud y posteriormente se construyeron los histogramas para este parametro. Estos
fueron ajustados por el método de la maxima probabilidad mediante una funcién
gaussiana con uno o mas componentes sumados, cada uno con su amplitud promedio,
desviacién estdndar y area relativa.

Para llevar a cabo el andlisis cinético, en primer lugar, se construyeron los
histogramas de duracion de estado abierto y cerrado para todos los eventos detectados
en el registro, y posteriormente los histogramas de duraciéon de los episodios de
activacion sostenidos (bursts y/o clusters). Los histogramas de duracidn se graficaron

mostrando en las abscisas el tiempo de duracidn de los eventos en escala logaritmica, y
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en las ordenadas la raiz cuadrada del namero de eventos para cada duracion. Todos ellos
fueron ajustados mediante la suma de componentes de una funcién exponencial, cada uno
con su constante de tiempo 1y su area relativa, por el método de la maxima probabilidad.

En el histograma de estado abierto se determinaron las duraciones de las aperturas
del receptor, reportandose siempre el componente de mayor duracién (Topen). El
histograma de estado cerrado se construyd por su utilidad en la delimitacién posterior de
los episodios de activacion sostenidos (bursts y/o clusters).

Un burst se define como una serie de eventos de aperturas sucesivas, generados por
una Unica molécula de receptor, separadas entre si por periodos de cierre breves,
inferiores a cierto tiempo critico (teritico). Se sugiere que el agonista permanece unido al
receptor durante la duraciéon del burst. Para algunos receptores y/o en presencia de
ciertos moduladores se observan clusters, que son episodios de activacién sostenidos de
larga duracién constituidos por dos o méas bursts agrupados, también generados por una
Unica molécula de receptor. En general, los bursts y/o clusters estan separados entre si
por largos prolongados sin actividad que se corresponderian con estados
desensibilizados.

En un sistema heterologo, el grado de expresidn variable de los receptores afecta las
constantes de tiempo de estado cerrado de mayor duracidn, ya que pueden ser mayores
o menores dependiendo de si el nimero de canales en el parche de membrana es bajo o
alto respectivamente. Sin embargo, no se ve afectada la constante de tiempo del estado
cerrado de menor duracién dentro del burst, 1o que permite determinar el Tcritico, que se
define como el tiempo de interseccion entre el componente mas prolongado dentro del
burst y el componente siguiente fuera del burst. Utilizando el tcritico Se construyeron los
histogramas de duracion de bursts, donde los mismos quedaron definidos como una serie
de aperturas sucesivas separadas entre si por periodos de cierre con duraciones
inferiores al tcritico. En estos histogramas se determind la duracion de los episodios de
activacion sostenidos o bursts como la constante de tiempo del componente de mayor
duracion (tburst).

De la misma manera, para los casos donde la activacion del receptor se da en clusters,
se determind el tcritico para diferenciar los cierres entre bursts dentro de un mismo cluster,
de aquellos cierres prolongados fuera del cluster. Con el uso de este Tcritico S€ cOnstruyeron
los histogramas de duracion de clusters y se determiné su constante de tiempo a partir

del componente con mayor duracidn del histograma (Tcluster).
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4.5. Registros de corrientes macroscopicas: configuracion whole-cell

4.5.1. Soluciones

Para los registros de corrientes macroscépicas en la configuracién whole-cell se
utilizaron dos soluciones diferentes. La solucién de pipeta corresponde a la solucién
intracelular (ICS, IntraCellular Solution), y la del bafio a la extracelular (ECS). La
composicion de la ICS fue de: KCI 134 mM, EGTA 5 mM, MgCl2 1 mM y HEPES 10 mM, con
un pH = 7,3; mientras que la de la ECS fue de: NaCl 150 mM, CaClz 1,8 mM, MgCl2 1 mM y
HEPES 10 mM, con un pH =7,3.

La ACh, utilizada como agonista para evocar las corrientes de los receptores a7
salvaje o a7-Y386F/Y442F, fue disuelta en ECS a partir de la soluciéon stock, para luego

ser aplicada sobre las células mediante un sistema de perfusidn.

4.5.2. Obtencion de los registros y analisis de las corrientes macroscoépicas

Los registros fueron realizados a temperatura ambiente (~ 20-22 °C) y a un
potencial de membrana de -50 mV. Las corrientes macroscopicas fueron filtradas a 5 kHz
por el amplificador, digitalizadas a 20 kHz por medio de la interfaz y adquiridas en una
computadora con el programa WinWCP (Strathclyde Electrophysiology Software).

Para la aplicacién de las soluciones sobre las células se utilizé un sistema de
perfusion rapido. Este se compone de reservorios de soluciones suspendidos en altura
para favorecer por gravedad el flujo a través de mangueras hasta alcanzar las valvulas
controladas por el programa de adquisicién de las corrientes. Luego, las soluciones
contintian su circulacién por tubos muy finos cuyos extremos se sitian ligeramente por
encima del plano las células en la capsula de cultivo. Mediante el protocolo de open pipette,
se calcul6 el tiempo de intercambio de soluciones. Este consistié en colocar el extremo
abierto de una pipeta cargada con ICS en la proximidad del flujo de perfusién y modificar
sucesivamente las soluciones perfundidas (ECS y su dilucién al %2), provocando un cambio
en el potencial de unién liquida. El tiempo de intercambio de soluciones es el requerido
para producir entre el 20-80 % del cambio total, y vari6é en un rango entre 0,1-1,0 ms
(Corradi et al., 2009).

El analisis de las corrientes macroscopicas fue realizado con el programa ClampFit
(Molecular Devices). Para cada condicidn se registraron 3-5 trazos en la misma célula, los

cuales fueron alineados en el pico maximo y promediados para obtener la corriente
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macroscopica control o experimental final. Se determinaron las constantes de
decaimiento al ajustar las corrientes macroscopicas promedio con una funcién
exponencial simple, de acuerdo a la siguiente ecuacién: I(t) = I [exp(—t/t4)] + I»; donde
t es el tiempo, I es el pico maximo de corriente, I~ es el valor de la corriente en el estado
estacionario, y td es la constante de decaimiento.

Para estudiar la velocidad de recuperacién de los receptores a7 salvaje o o7-
Y386F/Y442F desde el estado desensibilizado se utilizé un protocolo de doble pulso
pareado (Bouzat etal.,, 2008). Luego de lograr la configuraciéon whole-cell, se aplica un
pulso desensibilizante de ACh 1 mM por 300 ms (pulso control), el agonista es removido,
y se lava con ECS durante intervalos de tiempo que van incrementandose gradualmente
de a 100 ms (interpulso), para luego dar un segundo pulso de 300 ms de ACh 1 mM (pulso
de testeo). El pulso control provoca una corriente macroscopica que es el resultado de la
activacion conjunta de todos los receptores presentes en la célula y, ademas, por su
duracion y la concentracion elevada de ACh, dicho pulso lleva a todos los receptores hacia
el estado desensibilizado. Durante el interpulso, de duracion variable, las células estan
expuestas a la ECS libre de agonista y, por lo tanto, los receptores se van recuperando
desde el estado desensibilizado hacia el cerrado en reposo. La velocidad a la que ocurre
esta transicion depende del receptor, del tiempo y de las condiciones experimentales.
Finalmente, el pulso de testeo, de igual duracién y concentracién de ACh que el pulso
control, evoca una respuesta macroscopica que es el resultado de la activacion conjunta
de todos los receptores que en ese momento estan en estado de reposo en la célula. La
relacion entre el pico de amplitud de la segunda corriente y el pico de amplitud de la
primera es una medida del porcentaje de receptores que se recuperaron de la
desensibilizacion durante el interpulso. Se calcula la relacion para cada tiempo de
interpulso y se grafica en funcién dicho tiempo. La curva obtenida se ajusta con una
funcién exponencial: I.(t) = a(1 — [exp(—t/T,)]); donde t es el tiempo de interpulso, Ir
es la fraccion de corriente recuperada entre el primer y segundo pulso para cada tiempo,
a es la maxima recuperaciéon respecto al control, y tr es la constante de tiempo de

recuperacion del receptor.
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5. Analisis de proteinas: western blot

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos (4x10> células/pocillo) donde
fueron transfectadas con el ADNc de las subunidades de a7 salvaje o a7-Y386F/Y442F,y
cultivadas durante 48 horas mas en DMEM con suero fetal bovino al 10 %. A continuacion,
fueron privadas del suero por 24 horas para dar comienzo a los ensayos. En el dia
experimental, las células fueron sometidas o no a un pretratamiento de 30 minutos con el
inhibidor de quinasas. Para la activacion de los receptores, se aplicé un pulso de PNU-
282987 10 uM. A continuacidn, las células se lavaron rapidamente con un buffer fosfato
salino (PBS, Phosphate Buffered Saline) frio y se lisaron en buffer RIPA (Tris 10 mM, pH
7,5; NaCl 150 mM; ortovanadato de sodio 2 mM; SDS al 0,1 %; Igepal al 1 % y desoxicolato
de sodio al 1 %) en presencia de inhibidores de proteasa (fluoruro de fenilmetilsulfonilo
y coctel de inhibidores de proteasa). Se separaron cantidades iguales de proteinas (20 pg)
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Amersham Biosciences). Los blots se bloquearon en leche descremada al 5
% y Tween-20 al 0,3 % en soluciéon salina tamponada con Tris y se incubaron con los
anticuerpos primarios en leche descremada al 2,5 % y solucion salina Tris tamponada
Tween-20 al 0,15 %. La quinasa ERK 1/2 fosforilada (p-ERK1/2) se detect6 usando el
anticuerpo monoclonal anti-p-ERK 1/2 en dilucién 1 : 100 (sc-7383, Santa Cruz
Biotechnology). Los inmunocomplejos se revelaron por quimioluminiscencia usando un
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (Amersham
Biosciences), en una dilucién 1 : 2000 en la misma solucién que los anticuerpos primarios.
Se utilizé la marcacion de ERK 1/2 (sc-94, Santa Cruz Biotechnology) para la
normalizacion de la carga de proteinas. La deteccion de quimioluminiscencia se realiz6
utilizando una solucion de deteccidon que consiste en: luminol 1,25 mM, acido p-cumarico
0,2 mM, peréxido de hidrogeno al 0,06 %v/v, Tris-HCl 100 mM, pH 8,8; y las

inmunotransferencias se expusieron a peliculas autorradiograficas.

6. Movimientos de Ca2+ intracelular

Los cambios en la concentraciéon de Ca?* intracelular ([Ca2*]i) en respuesta a la
estimulacion de los nAChR a7 luego de diferentes tratamientos fueron monitoreados en

células cargadas con la sonda fluorescente sensible a Ca* Fluo-3/AM.
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Las células BOSC23 fueron transfectadas con el ADNc de la subunidad o7, luego de
24 horas fueron levantadas y pasadas a placas de cultivo con fondo de vidrio recubierto
con poli-L-ornitina para favorecer el pegado de las células al vidrio. A las 24 horas de este
traspaso se realizaron los ensayos. En el dia experimental, las células fueron tratadas por
2 horas y mantenidas con atropina 1 pM (antagonista de los mAChR). Luego fueron
cargadas con Fluo-3/AM 3 uM en buffer Fura (NaCl 138 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM,
glucosa 5 mM, HEPES 10 mM, 1,5 CaCl2 mM, albimina sérica bovina 0,1 %, pH 7,4) durante
30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion, se lavaron con PBS y
se incubaron con probenecid 1 mM en buffer Fura durante 30 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad para permitir la desesterificacion intracelular de la sonda.

La [Ca%*]i se midi6 utilizando un microscopio de barrido laser confocal de
fluorescencia (LSM 900 Zeiss) con un objetivo de 10X y un ocular de 10X. Las células
cargadas con Fluo-3/AM se excitaron a 506 nm y la emision de fluorescencia a 526 nm se
registro utilizando el programa Zen 3.0 Blue (Zeiss). Las imagenes de fluorescencia fueron
obtenidas a intervalos de 0,633 segundos durante 3 minutos desde el pulso de activacion
de los receptores a7 (ACh 500 uM y PNU-120596 3 uM). El tratamiento con las diferentes
drogas y condiciones experimentales se llev6 a cabo antes de dicho pulso.

El analisis de la fluorescencia se realizé mediante el programa Zen lite (Zeiss). La
fluorescencia basal (Fo) se determind inmediatamente antes del pulso de activacién de
a7. Las mediciones se expresaron en relacion a este valor de Fo (F/Fo) para cada
condicion. Todas las condiciones se realizaron en ensayos paralelos, y el experimento
completo se repitid6 con diferentes lotes de células y transfecciones (N). Para la
cuantificacion, para cada ensayo individual, se determinaron los valores de Fo (justo antes
del pulso) y Fas (45 segundos después del pulso) para un total de 10 a 25 células en el

mismo campo, calculandose el valor medio de la relacién Fas/Fo (n).

7. Ensayos electrofisioldgicos en ovocitos de Xenopus laevis

En el capitulo II se presentan algunos resultados obtenidos en ensayos
electrofisiologicos de voltage-clamp de dos electrodos sobre ovocitos de X. laevis
expresando de forma heteréloga el nAChR a7 humano. Estos ensayos fueron realizados
por la Dra. Isabel Bermudez, del laboratorio de Farmacologia Molecular de la Universidad
de Oxford Brookes, Oxford, Reino Unido, en el marco de un trabajo en colaboracion. A

continuacion, se detalla de forma resumida la metodologia aplicada.
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7.1. Expresion de a7 en ovocitos de X. laevis

Los ejemplares hembra adultos de la rana africana X. laevis fueron hospedados en
tanques color negro con 15 L de agua por animal a 18 °C, mantenidos bajo ciclos de 12
horas de luz/oscuridad y alimentados dos veces al dia. El cuidado y los procedimientos
fueron acordes a las regulaciones del Reino Unido y aprobados por el Comité de Uso
Animal de la Universidad de Oxford Brookes. Los ovocitos de X. laevis en etapa V y VI se
prepararon como se describe en (Minguez-Vifias et al,, 2021), y luego se inyectaron con
2-6 ng del ADNc de la subunidad a7 humana en el ntcleo en un volumen de 23,0 nL,
utilizando un Nanoject Automatic Oocyte Inyector (Drummond). Para favorecer la
expresion de a7, su ADNc se coinyect6 con el ADNc de la chaperona NACHO en una
proporciéon de 1: 0,01 de a7 : NACHO (Gu et al., 2016; Nielsen et al., 2018). Los ovocitos
inyectados se incubaron hasta su uso a 18 °C en una solucién OR2 que contenia: NaCl 82
mM; KCl 2 mM; MgClz 2 mM; HEPES 5 mM; pH 7,5; suplementado con estreptomicina 0,1
mg/mlL, penicilina 1000 U/mL y amikacina 100 pg/mL. Los ovocitos se utilizaron para
registros electrofisiol6gicos uno o dos dias después de la inyecciéon (Minguez-Vifias et al.,

2021; Nielsen et al., 2018).

7.2. Registros electrofisiologicos en ovocitos de X. laevis

Los registros se realizaron a 18 °C y a un potencial de membrana de -60 mV. Las
corrientes se registraron utilizando una plataforma automatizada equipada con una
configuracion estandar de voltage-clamp de dos electrodos (HiClamp; Multi Channel
Systems, Reutlignen). Este sistema difiere de la electrofisiologia estandar y de otras
plataformas automatizadas porque, en lugar de aplicar el compuesto en la perfusion, el
ovocito se traslada a un pocillo desde una placa de microtitulacion de 96 pocillos que
contiene 230 pl de la solucidon deseada (Minguez-Vifias et al.,, 2021).

La capacidad del fragmento Y674-R685 para evocar corrientes en ovocitos de X.
laevis que expresan a7 se examind en un rango de concentraciones (1 pM-10 uM) en
paralelo con respuestas evocadas por ACh 100 uM (CEso) como control en las mismas
células. Los compuestos se aplicaron durante 20 segundos y el periodo de lavado fue de
300 segundos. Para obtener datos concentracién-respuesta para los efectos inhibidores
de Y674-R685 en a7, se coaplico el fragmento proteico a diferentes concentraciones (0,1

nM a 30 uM) junto a ACh 100 pM (CEso). El rango de concentracion fue similar al utilizado
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para determinar los efectos de los péptidos similares a neurotoxinas de la glicoproteina
del virus de la rabia en los nAChR (Hueffer etal., 2017). Los picos de las corrientes
obtenidas de esta manera se normalizaron con el pico de las respuestas provocadas por
la ACh sola. Los efectos del fragmento sobre la curva de concentracidon-respuesta de ACh
se evaluaron determinando la curva de concentracién-respuesta de ACh en ausencia y
presencia de Y674-R685 1 pM. El pico de las respuestas a ACh se normalizé a las
respuestas provocadas por ACh 1 mM. Para ambos conjuntos de estudios, los datos
normalizados se ajustaron con la ecuaciéon de Hill utilizando el programa GraphPad
version 5 (Minguez-Vifias et al., 2021). Los datos se expresaron como el promedio + SEM
de 5-6 ovocitos obtenidos de al menos tres lotes diferentes de ovocitos (N). Los datos se
filtraron a 10 Hz, se capturaron a 100 Hz utilizando un programa de adquisicion de datos

patentado que se ejecuta en Matlab (Mathworks Inc.).

8. Drogas utilizadas

A lo largo de los tres capitulos de esta tesis se emplearon distintos agonista,
antagonistas y moduladores del receptor a7. Como agonistas ortostéricos se utilizaron:
(i) ACh (Sigma-Aldrich), agonista enddgeno no selectivo; y (ii) PNU-282987 (Santa Cruz
Biotechnology), agonista especifico de a7. Como antagonistas se emplearon: (i) a-BTX
(ThermoFisher Scientific); y (ii) MLA, antagonista competitivo especifico de a7. Los PAM
utilizados fueron el 5-HI (Sigma-Aldrich) y el PNU-120596 (Tocris Biosciences). Las
soluciones stock de ACh y 5-HI fueron preparadas en ECS. Para los demas compuestos
evaluados, la solucidn stock fue preparada en dimetilsulféxido (DMSO).

En el capitulo I se utilizaron distintas drogas disueltas en DMSO para activar o
inhibir quinasas y fosfatasas: (i) PP2 (4-amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-butil)pirazolo]3,4-
d]pirimidina); (ii) pervanadato; (iii) SU6656 ((3Z)-N,N-Dimetil-2-ox0-3-(4,5,6,7-
tetrahidro-1H-indol-2-ilmetilideno)-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfonamida); (iv) 8-Br-
cAMP (8-Bromo-adenosina-3’,5'-monofosfato ciclico); (v) KT-5720 ((9R,10S,12S)-
2,3,9,10,11,12-Hexahidro-10-hidroxi-9-metil-1-0x0-9,12-epoxi-1H-diindolo[1,2,3-
fg:3',2",1'-kl]pirrolo [3,4-i][1,6]benzodiazocina -10-acido carboxilico, éster hexilico); (vi)
PMA (forbol-12-miristato-13-acetato, Phorbol 12-Myristate 13-Acetate); y (vii) G6-6983
(3-[1-[3-(Dimetilamino)propil]-5-metoxi-1H-indol-3-il]-4-(1H-indol-3-il)-1H-pirrol-2,5-

diona).
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En el capitulo II se utilizO un péptido sintético, denominado Y674-R685,
correspondiente a un fragmento de 12 aminoacidos de la glicoproteina S del SARS-CoV-2
(YQTQTNSPRRAR). El péptido fue sintetizado con un 90 % de pureza (Designer Bioscience
Ltd.) y almacenado como stock 1 mM en agua a -20 °C.

Para los experimentos del capitulo III, la solucién stock de cannabidiol en etanol fue
amablemente proporcionada por los Dres. Fernando ]. Sepulveda y Gonzalo Yevenes
(Universidad de Concepcién, Chile). El cannabidiol se identific6 como el unico
fitocannabinoide presente en la muestra mediante cromatografia de convergencia en
comparacién con estandares de referencia (ProVerde Laboratories). El delta-9-
tetrahidrocannabinol en etanol (Cerilliant Corporation) fue amablemente proporcionado
por la Dra. Susana Pasquaré (Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca,

CONICET).

9. Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron expresados como el promedio + la desviacion
estandar (SD, Standard Deviation). Los conjuntos de datos se sometieron a la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk y a la prueba de Levene para la igualdad de varianzas. A
continuaciodn, la significancia estadistica entre dos grupos fue evaluada por la prueba t-
Student a dos colas y, para comparaciones entre mas de dos grupos, se utiliz6 ANOVA de
una via, seguido por el test de comparaciones multiples de Bonferroni. Los test
estadisticos se realizaron con el programa SigmaPlot 12.0 (Systat Softwre). Las diferencias
estadisticamente significativas se establecieron para valores de p < 0,05 y los simbolos de
asterisco (*) fueron empleados para indicar: p < 0,05(*); p< 0,01 (**); y p < 0,001 (***).

Con la letra “n” se denoté al nimero de experimentos independientes, el cual se
corresponde con el numero de células utilizadas en los ensayos experimentales. Con la
letra “N” se denot6 al nimero de repeticiones del experimento, el cual se corresponde con

el nimero de transfecciones celulares realizadas.
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CAPITULO1

MODULACION DE LA FUNCION IONOTROPICA Y
METABOTROPICA DE o7 POR EVENTOS DE
FOSFORILACION/DESFOSFORILACION
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INTRODUCCION

1. Modificaciones postraduccionales de proteinas

Las células vivas estan constantemente expuestas a los estimulos de su entorno y,
por lo tanto, deben adaptarse a condiciones que cambian rapidamente. Ademas de la
expresion génica y el control de la traduccidn, que son procesos relativamente lentos, las
modificaciones postraduccionales (MPT) de proteinas representan un nivel importante
de regulacion. Las MPT son eventos de procesamiento covalente que cambian las
propiedades de una proteina luego de su biosintesis, ya sea mediante la escision
proteolitica o bien por el agregado de un grupo modificador, a uno o mas aminoacidos, y
que conducen a la generacion de una gran cantidad de proteoformas (Deribe et al., 2010;
Duan y Walther, 2015; Olsen y Mann, 2013; Ramazi y Zahiri, 2021; Venne et al., 2014). Las
MPT abarcan un espectro de reacciones, desde rapidas y reversibles, como por ejemplo la
fosforilacion (segundos), hasta otras mas lentas e irreversibles, como ciertas formas de
glicosilacion (Venne et al., 2014). Hay mas de 400 tipos diferentes de MPT que afectan
muchos aspectos de las funciones de las proteinas. Tales modificaciones son mecanismos
moleculares cruciales para regular diversas funciones celulares, y por lo tanto juegan un
papel clave en numerosos procesos bioldgicos al afectar significativamente la estructura
y la dindmica de las proteinas. Cualquier tipo de desregulacion en la homeostasis de las
MPT puede conducir potencialmente a un estado patolégico, como por ejemplo cancer,
diabetes, enfermedades neurodegenerativas y canalopatias (Curran y Mohler, 2015;
Ramaziy Zahiri, 2021; H. Xu et al., 2018). La fosforilacién, la acetilacién y la ubiquitinacién
son las MPT mas frecuentes, representando mas del 90% de todas las reportadas en la

bibliografia (K. Y. Huang et al.,, 2019).

2. Fosforilacion de proteinas

La MPT mas estudiada es la fosforilaciéon de proteinas, reportada por primera vez
en 1906 por Phoebus Levene con el descubrimiento del grupo fosfato en la proteina
vitelina (Levene y Alsberg, 1906). Esta MPT consiste en la transferencia de un grupo
fosfato desde el ATP a un aminoacido de la proteina sustrato mediante un proceso
catalizado por enzimas quinasas. El proceso opuesto, la desfosforilacion, es una reaccién

de hidrdlisis catalizada por diferentes enzimas fosfatasas que consiste en la remocioén o
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eliminaciéon del grupo fosfato de los residuos aminoacidicos de las fosfoproteinas. La
fosforilacidn de proteinas en eucariotas ocurre principalmente en los hidroxiaminoacidos
serina (Ser), treonina (Thr) y tirosina (Tyr), y también con menor frecuencia en histidinas
y cisteinas, asi como en lisinas y argininas (Ciesla et al., 2011).

En eucariotas, las quinasas se dividen en tres grupos principales: serina/treonina
quinasas, tirosina quinasas, y quinasas de especificidad dual (Jin y Pawson, 2012). El sitio
consenso de fosforilacion esta determinado por la estructura de la hendidura catalitica de
la quinasa y las interacciones locales entre la hendidura de la quinasa y el sitio de
fosforilacion de la proteina (Talwar y Lynch, 2014). Las proteinas quinasas mejor
caracterizadas incluyen la proteina quinasa A dependiente de AMPc (PKA), la proteina
quinasa C (PKC) y las proteinas tirosina quinasa (PTK), dentro de las que se incluyen las
quinasas de la familia Src (SFK: Src Family Kinase). Las quinasas PKA y PKC fosforilan
residuos de Sery Thr, y las PTK fosforilan residuos de Tyr. Existen muchas otras quinasas,
como por ejemplo la Ser/Thr quinasa dependiente de Ca2*/calmodulina (CaMKII) (Davis
et al., 2001; Swope et al,, 1992; Talwar y Lynch, 2014). La desfosforilacion de fosfoserinas
y fosfotreoninas de las proteinas ocurre principalmente por miembros de la familia de la
fosfoproteina fosfatasa (PPP, Phosphoprotein Phosphatase), que incluye PP1, PP2A, PP2B
y PP4-7, y de la familia de la proteina fosfatasa metalodependiente (PPM, Metallo-
Dependent Protein Phosphatase), representada por PP2C; mientras que las fosfotirosinas
son desfosforiladas por miembros de la familia de proteina tirosina fosfatasa (PTP, Protein
Tyrosine Phosphatase) (Moorhead et al.,, 2009).

La fosforilacion es un proceso reversible, que a menudo ocurre en el citosol o en el
nucleo de las células (Duan y Walther, 2015). Esta MPT altera la funcion de una proteina
en una de dos formas principales: (i) por un mecanismo alostérico (cambio
conformacional de la proteina), o (ii) por generacién de un sitio de unién a dominios de
interaccién de otras proteinas (Jin y Pawson, 2012). La fosforilaciéon es un mecanismo
regulador que juega un papel clave en las actividades de muchas enzimas, receptores,
canales idénicos y demas proteinas en organismos procariotas y eucariotas, y de esta
manera tiene un papel vital en procesos celulares importantes como la replicacion, la
transcripcion, la respuesta al estrés ambiental, el movimiento celular, el metabolismo
celular, la apoptosis, la diferenciacion y el transporte de iones/moléculas (Forrest et al,,
2006; Karve y Cheema, 2011; Ramazi y Zahiri, 2021). Se ha demostrado que las

alteraciones en procesos de fosforilacion/desfosforilaciéon pueden conducir a diversas
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patologias como cancer, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, entre otras

(Ramazi y Zahiri, 2021).

3. Fosforilacion de pLGIC

Los canales i6nicos juegan un papel esencial en todas las funciones celulares y su
correcta expresion, funcién y regulacion son fundamentales para la vida. Es bien sabido
que la fosforilacion influye en la funcién sinaptica al modular directamente los pLGIC
(Talwar y Lynch, 2014). Las sefiales extracelulares liberadas por la neurona presinaptica
(neurotransmisores y neuropéptidos) y las proteinas de la matriz extracelular regulan la
fosforilacion de los pLGIC con efectos funcionales variados que incluyen la regulacién de
la velocidad de desensibilizacién del receptor, el ensamblaje de subunidades y la
agregacion del receptor en la sinapsis. Por lo tanto, la fosforilacion de los receptores de
neurotransmisores representa un mecanismo importante en la regulacién de su funcién
y desempefia un papel fundamental en la plasticidad sinaptica (Swope et al., 1992).

E1 ICD es la tnica regién de los pLGIC que alberga sitios de fosforilaciéon (Talwar y
Lynch, 2014). La seccién media entre MX y MA del gran loop M3-M4 es la regiéon mas
divergente entre las diferentes subunidades, tanto en términos de longitud como de
secuencia de aminoacidos (Stokes etal., 2015). Ademas, su estructura no se resuelve
completamente para ninguna subunidad, probablemente por estar desordenada. Varios
sitios de fosforilacidn altamente conservados y sitios de unién de anticuerpos se asignan
a esta region desordenada, lo que sugiere que la misma esta parcialmente expuesta a
solventes y es capaz de interactuar con quinasas y fosfatasas, y posiblemente con otras
proteinas citoplasmaticas (Ferns, 2021).

Se ha demostrado que los cuatro tipos de pLGIC son regulados por procesos de
fosforilacion. Por ejemplo, los procesos de desinhibicion glicinérgica espinal
desencadenados por el dolor inflamatorio crénico son causados por la fosforilacion de los
GlyR sinapticos alf y a3 (San Martin etal, 2022). En los GABAaR neuronales, la
fosforilaciéon del receptor por activacion de la PKC modula tanto su funcién, como asi
también la potenciacién alostérica por benzodiazepinas y barbituricos (L. Gao y
Greenfield, 2005). Diferentes isoenzimas de la PKC modulan la densidad superficial de los
GABAAR, la conductancia y la sensibilidad del receptor a los moduladores alostéricos
positivos como el etanol, los neuroesteroides, las benzodiazepinas y los barbitdricos

(Song y Messing, 2005). Por otro lado, las corrientes de los 5-HT3R son potenciadas por la
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PKC y por la caseina quinasa II (CKIl, Casein Kinase 2) (S. Jones y Yakel, 2003; Sun et al,,
2003). En cuanto a los nAChR, es abundante la evidencia que vincula la fosforilacién con

la modulacion de los receptores. Esta informacion se resume en el siguiente apartado.

4. Fosforilacion de los nAChR

Los nAChR tienen varios residuos Tyr, Ser y Thr en el ICD con el potencial de ser
fosforilados. El sitio y tipo de fosforilacién, como asi también las consecuencias
funcionales de dicho proceso difieren entre los subtipos de nAChR. A continuacion, se
mencionan los efectos de la fosforilaciéon sobre los tres grandes grupos de nAChR: 1)
nAChR de la NM], dentro de los cuales se incluye a los nAChR del 6rgano eléctrico de
Torpedo californica (raya eléctrica) y Electrophorus electricus (anguila eléctrica); 2)
nAChR neuronales en el SNP; y 3) nAChR neuronales en el SNC. Estos temas se han
descripto con gran detalle en un trabajo de revisién realizado durante mi doctorado

(Chrestia et al., 2023).

4.1. Fosforilacion de los nAChR de la NM]J

Los primeros estudios que se realizaron sobre el efecto de la fosforilacién en los
pLGIC fueron utilizando los nAChR aislados de las membranas del 6rgano eléctrico de la
raya T. californica. Posteriormente se usaron lineas celulares musculares, preparaciones
de musculo y células expresando de forma heterdloga el receptor muscular. Los efectos
de la fosforilacion sobre los nAChR de la NM] pueden clasificarse en dos categorias. Por
un lado, los efectos en la formacion y la estabilizacion de la NM], y por el otro, aquellos

que impactan en la funcionalidad de los receptores en la NM] ya madura.

4.1.1. Efecto de la fosforilacion de los nAChR en la formacion y estabilidad de 1a NM]

La fosforilacion de los nAChR musculares tiene un papel importante en la formacion
y maduraciéon de la NMJ (Ferns, 2021; Rudell y Ferns, 2013). Durante este proceso los
nAChR se agrupan en los sitios de contacto nervio-musculo de la membrana postsinaptica,
dispersandose aquellos que se encuentran en areas no sindpticas (Li et al., 2018). La alta
densidad de los nAChR en la NM] es un determinante clave de la eficacia sinaptica, y los
defectos en su expresion o agrupacién dan como resultado sindromes miasténicos (Engel,

2018).
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Las terminales nerviosas secretan agrina que al interactuar con el receptor Tyr
quinasa MuSK (Muscle-Specific Kinase) induce el agrupamiento de los nAChR por un
proceso que involucra la fosforilacién de la Tyr-390 en la subunidad (3 (Borges et al., 2008;
Borgesy Ferns, 2001; Ferns, 2021; Friese et al., 2007; Wiesner y Fuhrer, 2006). La agrina
también induce la fosforilacion de Tyr en la subunidad 6, aunque de manera
independiente de la activacién de MuSK, siendo responsables de este proceso las quinasas
Abl (Abelson tyrosine kinases) y/o las SFK (Mittaud et al.,, 2004; Wiesner & Fuhrer, 2006).

Por otro lado, se ha demostrado que la fosforilaciéon por la PKA de subunidades y sin
ensamblar promueve la estabilidad de las mismas, lo que lleva a un aumento en la eficacia
del ensamblaje de las demas subunidades, incrementando de esta manera la expresion en

superficie de los nAChR maduros (Green et al., 1991; Levitan, 1994).

4.1.2. Efecto de la fosforilacion de los nAChR en la funcién de los receptores en la

NM] madura

Los nAChR del 6rgano eléctrico de T. californica son fosforilados por la PKA, en Ser
de las subunidades y y 6 (Huganir y Greengard, 1983; Yees y Huganir, 1987); por las PTK,
en Tyr de las subunidades 3, y y 6 (Huganir et al., 1984; Wagner et al., 1991); y por la PKC,
en Ser de la subunidad & (Huganir et al., 1986; Safran et al., 1987; Schroeder et al., 1991).
Las consecuencias funcionales de la mayoria de estas fosforilaciones tienen relacién con
el fenémeno de desensibilizacion de los nAChR. Por accién de las PTK o de la PKA, la
fosforilacion de los nAChR de T. californica reconstituidos en liposomas aumenta su
velocidad de desensibilizacion (Hopfield et al., 1988; Huganir et al., 1986). De la misma
manera, la fosforilacion por la PKA y la PKC de los nAChR en diversas lineas de células
musculares de mamifero incrementa su tasa de desensibilizacion (Albuquerque et al,,
1986; Eusebi et al., 1985; Middleton et al., 1986, 1988; Miles et al., 1987; Mulle et al., 1988;
Ross et al., 1988; Smith et al., 1987). Ademas, la fosforilaciéon por la PKA de los nAChR
embrionarios de rana expresado en ovocitos de X. laevis aumenta la velocidad de
recuperaciéon del receptor desde el estado desensibilizado, al enlentecer la entrada del
mismo en el estado desensibilizado profundo tras la exposicién al agonista (Paradiso y

Brehm, 1998; Quick y Lester, 2002).
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4.2. Fosforilacion de los nAChR de neuronas del SNP

En el SNP los nAChR median la transmisién sindptica rapida en los ganglios del SN
autbnomo entre la neurona preganglionar y la neurona postganglionar o la célula
cromafin en la médula suprarrenal. La fosforilacién de estos receptores afecta su
expresion y localizacion, y también su funcionalidad.

Se conoce poco sobre los mecanismos de localizacién de los nAChR ganglionares en
las regiones sinapticas. La agrina conservaria el mismo rol que en los receptores
musculares (Martin et al.,, 2005), y la fosforilacion de la subunidad a3 en una Ser del ICD
seria importante para que los nAChR interactien con proteinas de andamiaje
postsinaptico (Chrestia et al., 2023; Ferns, 2021; Rosenberg et al., 2008).

La fosforilacion afecta también la funcionalidad de los nAChR ganglionares. En
neuronas simpaticas embrionarias de pollo y en diferentes preparaciones con nAChR
ganglionares la activacién de la PKC aumenta la velocidad de desensibilizacién de los
receptores nicotinicos (Clapham y Neher, 1984; Downing y Role, 1987; Role, 1984;
Stallcup y Patrick, 1980). En cambio, en neuronas ganglionares de pollo, la activacién de
la PKA incrementa el grado de fosforilacién de la subunidad a3 y también las corrientes
macroscépicas de los nAChR, por un mecanismo que involucra un aumento en el nimero
de receptores funcionales en membrana (Margiottat et al.,, 1987; Vijayaraghavan et al,,
1990). Sin embargo, en un trabajo mas reciente se demostré que la activacion de la PKA
mejora la funciéon del nAChR ganglionar a3f4* humano expresado en HEK293 al
disminuir la velocidad de desensibilizacion y acelerar la velocidad de recuperaciéon desde
el estado desensibilizado (Di Angelantonio et al.,, 2011). Por dltimo, en células cromafines
que expresan el nAChR (a3B4)2a5 la inhibicion de las SFK reduce las corrientes
macroscépicas disparadas por nicotina, mientras que la inhibiciéon de las PTP aumenta

dichas corrientes (K. Wang et al., 2004; Wiesner y Fuhrer, 2006).

4.3. Fosforilacion de los nAChR de neuronas del sistema SNC

En el SNC de mamiferos se expresan nueve subunidades de nAChR: a2-a7 y 32-34.
Estas subunidades forman varios tipos diferentes de nAChR, siendo los receptores
heteroméricos a432* y los homoméricos a7 los mas abundantes y mejor caracterizados.
A continuacion, se describe por separado el efecto de la fosforilacién en la expresién y

funcionalidad de ambos receptores.
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4.3.1. Fosforilacion de los nAChR a432*

En el ICD de la subunidad a4 existen muchas Ser, Thr y Tyr susceptibles de ser
fosforiladas y que son sitios consenso conservados para varias quinasas (Chrestia et al,,
2023; Viseshakul et al., 1998). Por su parte, la subunidad 2 posee sitios que podrian ser
fosforilados por la PKC y la CKII (Viseshakul et al., 1998) y, ademas, se conoce que dicha
subunidad esta fosforilada en estado basal en el receptor a432* humano maduro presente
en membrana (Pollock et al., 2009).

La fosforilacion regula el nimero de nAChR a4B2* al afectar el ensamblaje, el
transporte o la estabilizacion del receptor en la superficie celular por un mecanismo
independiente de la sintesis proteica (Gopalakrishnan et al., 1997; Rothhut et al., 1996).
La activacion de la PKA y 1a PKC conduce a la fosforilacién del nAChR a432* en diferentes
etapas de su formacion y maduracion, con efectos diferenciales en su expresion y funcion
(Chrestia et al., 2023; Pollock et al., 2009).

Los receptores a42* juegan un papel crucial en la adiccién a la nicotina, y su
fosforilacion esta involucrada en esta importante funcion. Se sabe que estos receptores se
desensibilizan y aumentan su nimero en membrana después de la exposicion créonica a
nicotina, ya que ésta actia como chaperona farmacolégica para mejorar la eficacia del
ensamblaje y maduracion de los nAChR a42* (Kuryatov et al., 2005). La eficacia de este
proceso se ve incrementada de manera sinérgica por activadores de la PKC y la PKA
(Biaggi-Labiosa et al., 2015; Gopalakrishnan et al., 1997). La regulacion al alza inducida
por nicotina implica un mecanismo dependiente de la PKC, y probablemente refleja la
capacidad de la nicotina para activar a esta quinasa, lo que conduce a la fosforilacién de
las subunidades a4 inmaduras, promoviendo su ensamblaje y la formacién de receptores
a4p2* maduros (Wecker et al., 2010).

La fosforilacién también ejerce una modulacién funcional de los nAChR a42*. La
velocidad de recuperacién del receptor desde el estado desensibilizado se ve
incrementada por la fosforilaciéon del mismo tras la activacién de la PKC (Fenster et al,,
1999). La explicacién de este fendmeno seria que el receptor fosforilado tiene mayor
velocidad de transicion entre un estado desensibilizado profundo y uno intermedio mas
superficial (Quick y Lester, 2002). De la misma manera, en otro trabajo mas reciente, se
demostré que la inhibicion de la PKCe o las mutaciones de los sitios de fosforilacion de
dicha quinasa en el ICD de a4 disminuyen la velocidad de recuperacion de los nAChR

0a4p32* desde el estado desensibilizado. Esto sugiere que la reduccion de la fosforilacion
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prolonga el tiempo del receptor en el estado desensibilizado y por lo tanto disminuye la

cantidad de receptores disponibles para la activacion (Lee et al.,, 2015).

4.3.2 Fosforilacion de los nAChR a7

El ICD de la subunidad a7 humana posee varias Ser y Thr, y dos Tyr (Y386 e Y442)
que pueden ser fosforiladas por diversas quinasas (Charpantier etal. 2005a; Stokes,
Treinin, y Papke 2015). Mediante la aplicaciéon de diferentes técnicas bioquimicas y
electroquimicas se demostré que la PKA, la PKC y la Src son capaces de fosforilar al nAChR
a7 humano (Ahmad et al., 2019). Un andlisis proteémico del interactoma de a7 de cerebro
de ratén mostré interacciones del receptor con la PKA, la PKC y también con varias
fosfatasas (Paulo et al., 2009).

En un trabajo in vitro con constructos del ICD de a7 de rata y pollo expresado en
Escherichia coli, se demostré que la PKA fosforila al ICD en la Ser-342, que se corresponde
con la Ser-365 humana (Moss et al.,, 1996). En células HEK293 transfectadas con el ADNc
de la subunidad a7 de ratén, la fosforilaciéon de esta Ser tras la activacién de la PKA
conduce a una disminucién de las corrientes macroscopicas del nAChR. El efecto se
explicd por una disminuciéon del numero de receptores en membrana sin verse
modificadas las propiedades cinéticas ni la conductancia unitaria de los canales (Komal
etal, 2015). En cortes de corteza prefrontal de raton, la activaciéon de los receptores de
DA subtipos D1/D5 activa la PKA y produce una disminucion de las respuestas
macroscopicas de a7, demostrando que la DA ejerce un efecto negativo sobre la
neurotransmisién nicotinica en las interneuronas corticales prefrontales, lo que puede
ser un mecanismo que contribuye a la modulaciéon de comportamientos cognitivos, como
la atencién o la memoria de trabajo (Komal et al., 2015).

En cuanto a la regulaciéon de la expresién y funcién de los nAChR o7 por parte de la
PKC hay varios estudios en diferentes sistemas celulares que demuestran un aumento en
las corrientes mediadas por el receptor después de la exposicion a diferentes ligandos que
activan la via de la PKC, como el 4cido araquidénico, el nefiracetam (farmaco para tratar
la demencia), el acido estedrico y la indometacina (Kanno et al., 2012; Nishizaki et al.,,
1999, 2000; Ohta et al., 2003). En ninguno de estos trabajos se demostro6 la fosforilacién
de los nAChR, ni se exploré el mecanismo que subyace a la potenciacion. Por otro lado, en
una familia de Japén se encontré un polimorfismo de un solo nucledtido que genera la

sustitucion G423S en el ICD de a7 e introduce un sitio de fosforilacién para la PKC. Este
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receptor mutante expresado de forma heteréloga en ovocitos de X. laevis genera
corrientes tras la activacion con ACh. Luego del tratamiento con ésteres de forbol para
activar a la PKC, dichas corrientes se ven reducidas en amplitud por un proceso que
involucra un aumento en la velocidad de desensibilizacién. Esto no ocurre con el receptor
salvaje, lo que demuestra que la fosforilaciéon por la PKC promueve la desensibilizacién
del receptor a7-G423S y proporciona la primera evidencia de que una variante en el gen
CHRNA7 humano, posiblemente asociado a la fosforilacidn, altera la funcién del receptor
(Tsuneki et al., 2007).

Por ultimo, hay varios trabajos que estudiaron de qué manera la fosforilacién de Tyr
afecta la expresiéon y funciéon de los nAChR a7. En ovocitos de X. laevis expresando el
receptor humano o de rata, en células de neuroblastoma SH-SY5Y, y en interneuronas del
hipocampo de rata, la inhibicién de las PTK o el aumento en la desfosforilaciéon de Tyr
lleva a un incremento en la amplitud de las corrientes macroscopicas de a7 disparadas
por ACh. En cambio, la inhibicién de las PTP o el aumento en la fosforilacién de Tyr lleva
a una disminucidn de esas respuestas (Charpantier et al., 2005; Cho et al., 2005). Ademas,
a7 interactua y es fosforilado por las SFK, y la inhibicién de dichas quinasas aumenta la
actividad del receptor (Charpantier etal., 2005). El mecanismo que subyace a estos
efectos es una cuestion controvertida. Existen evidencias que demuestran que la
desfosforilacion incrementa el nimero de receptores en membrana al favorecer
mecanismos de andamiaje y transporte de los mismos, sin modificarse las propiedades
funcionales de los canales, ni su estado de fosforilacion (Chang y Fischbach, 2006; Cho
et al.,, 2005). Pero, por otro lado, también hay trabajos que demuestran que los efectos
observados en las corrientes macroscopicas de a7 se deben a la modulacion directa de la
actividad del canal por fosforilacién, sin que haya modificaciones en el nimero de
receptores en membrana (Charpantier et al., 2005; Mielke y Mealing, 2009). En un estudio
realizado en neuronas neocorticales de raton se demostré que la activaciéon del receptor
de linfocitos T disminuye las corrientes de a7 debido a la fosforilacion de la Tyr-442 del
ICD. Esta disminucién provocada por la fosforilacidn se explica por una combinacién de
una caida en el numero de receptores a7 en membrana, sin alterar el nimero de
receptores en toda la célula, junto con una disminucién de la conductancia unitaria de los

canales (Komal et al., 2014).
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OBJETIVOS

Los estudios comentados previamente muestran que inequivocamente existe
modulacion de las corrientes de a7 a nivel macroscépico por modificacion en el estado de
fosforilacién/desfosforilacion, pero las interpretaciones y conclusiones son discrepantes,
sobre todo en lo que respecta a la fosforilaciéon de Tyr. Ademas, las corrientes
macroscopicas, en las que se basan la mayoria de estos trabajos, no brindan informacién
sobre los mecanismos moleculares subyacentes a esta modulacion, y por ello siguen
siendo en gran parte desconocidos. Esto se debe a que las amplitudes de dichas corrientes
dependen del nimero de canales en toda la célula, y de la conductancia y probabilidad de
apertura de cada canal individual. Los registros electrofisioldgicos a nivel de canal tnico
permiten revelar con buena resolucion estas propiedades funcionales microscopicas.

Por otro lado, como se comentd en la introduccion de esta tesis, a7 tiene, ademas de
la actividad ionotrépica candnica, un rol metabotrépico al disparar vias de sefalizacion
intracelular tras su activacion. El hecho de que la activaciéon de quinasas conduzca a la
fosforilacion de a7 sugiere que el receptor podria estar asociado fisicamente con
componentes de estas vias, y que la fosforilacién del receptor puede influir en la
transduccidn de sefiales.

Por lo tanto, el objetivo general de este primer capitulo de la tesis es descifrar las
bases moleculares de la modulacion de la actividad ionotrépica y metabotrdpica del
receptor a7 humano por eventos de fosforilacién/desfosforilacion. Para ello se utilizaran
técnicas electrofisiologicas, sobre todo a nivel de corrientes unitarias, que permiten
estudiar las funciones ionotropicas del receptor, en combinacién con western blot para el
estudio de las vias metabotrdbicas. Como estrategia para cambiar el estado de
fosforilacion se utilizaran activadores e inhibidores de diferentes quinasas y fosfatasas,
como asi también diferentes mutantes de o7 que carecen de sitios puntuales de
fosforilacidn.

Los objetivos especificos son:

e Explorar el efecto de la inhibicién de las quinasas de la familia de Src sobre la

actividad ionotrépica de a7 a nivel de corrientes unitarias.

¢ Dilucidar de qué manera se ven afectadas las corrientes microscépicas de a7 al

inhibir la accién de las PTP celulares.
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Caracterizar a nivel de canal inico mutantes de a7 que carecen de una o ambas
Tyr presentes en el ICD.

Estudiar el efecto del inhibidor de las SFK sobre la funcionalidad a nivel de
corrientes unitarias del mutante de a7 que carece de ambas Tyr en el ICD.
Examinar a nivel de corrientes macroscopicas la velocidad de desensibilizacion
y de recuperaciéon desde el estado desensibilizado del receptor a7 salvaje, y sus
cambios en el receptor que carece de Tyr fosforilables.

Evaluar la actividad metabotrépica de a7, y determinar el impacto de la
inhibicién de las SFK y de la mutacién en las Tyr del receptor sobre dicha
actividad.

Describir de qué manera se ve afectada la actividad ionotrépica de a7 a nivel de
corrientes unitarias al modificar el nivel de actividad de la PKA y de la PKC.
Explorar las propiedades cinéticas de mutantes simples de a7 que carecen de

Ser o Thr potencialmente fosforilables en el ICD.
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RESULTADOS

1. Efecto de la fosforilacion/desfosforilacion de Tyr en el ICD

de a7 sobre la funcion del receptor

En esta primera parte del capitulo se describe el perfil cinético de activacién de a7
por ACh a nivel de corrientes unitarias, que sera utilizado como control a lo largo de la
tesis. A continuacion, se explora la modulacién de las funciones ionotrépicas y
metabotropicas de o7 como consecuencia de la alteracion del estado de
fosforilacion/desfosforilacion de las Tyr del ICD mediante diferentes estrategias: (i)

inhibicién de PTK; (ii) inhibiciéon de PTP; y (iii) mutantes que carecen de Tyr en el ICD.

1.1. Perfil cinético de a7 a nivel de canal unico

Con el objetivo de contar con un control del patrén de activacion de a7 a nivel de
canal Unico, el receptor fue expresado de forma heterdloga en células BOSC23 y las
corrientes unitarias disparadas por ACh 100 uM (CEso) fueron registradas mediante la
técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached. En estos registros, la actividad
del receptor se evidencidé mayoritariamente como eventos aislados de aperturas de corta
duracion, y menos frecuentemente como bursts de duracion breve (Figura [.1A). Estos
ultimos son episodios de activacion mas sostenidos que consisten en una serie de eventos
de aperturas rapidas, de una misma molécula de receptor, separadas entre si por periodos
de cierre muy breves, inferiores a cierto Teritico. El histograma de duraciéon de estado
abierto (histograma de estado abierto) se ajusté con 2 componentes exponenciales, uno
de mayor area relativa y menor duraciéon (~ 0,1 ms), y otro de menor area relativa y mayor
duracioén (topen = 0,30 £ 0,06 ms; n = 38; N = 12; Figura .1B). Del histograma de duracién
de estado cerrado (histograma de estado cerrado) se obtuvo el tcitico @ partir de la
interseccion entre el primer y segundo componente exponencial de ajuste (Figura 1.1B).
Los estados cerrados cuyas duraciones son menores al Tcritico S€ corresponden con tiempos
de cierre muy breves que ocurren dentro de los bursts (cierre intraburst) y, por lo tanto,
sus duraciones no varian con el nivel de expresion del receptor entre células. Por el
contrario, aquellos estados cerrados cuyas duraciones son mayores al Tcritico S€

corresponden con cierres que ocurren entre un episodio de activacion, aislado o
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sostenido, y el siguiente (cierre interburst), y por ello, sus duraciones varian segun el
grado de expresion del receptor en las células y el nimero de receptores en el parche de
membrana que delimita la pipeta. Obtenido de esta manera, el Ttcitco fue de
aproximadamente 0,5 ms. Utilizando este valor se construy6 el histograma de duracion
de bursts (histograma de bursts), el cual también fue ajustado con dos componentes
exponenciales, uno de mayor darea relativa y menor duraciéon (~ 0,1 ms), y otro

minoritario y de mayor duracién (tburst = 0,46 + 0,12 ms; n = 38; N = 12; Figura [.1B).
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FIGURA I.1. Corrientes de canal uinico de «7 activadas por ACh.

(A) Registro representativo de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM obtenido por
la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached. El trazo de los canales se muestra en
dos escalas temporales diferentes. En el trazo de la derecha se sefiala un episodio de activacion
aislado, a continuacidn, un cierre interburst, y finalmente un episodio de activacién sostenido
(burst), compuesto de dos aperturas separadas por un cierre intraburst muy breve. Filtro: 9 kHz.
Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia
arriba de la linea de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto, de estado cerrado y de bursts de la condicién
detallada en (A). En los histogramas de estado abierto y de bursts la linea punteada coloreada
corresponde al componente mas lento (de mayor duracidn), cuya constante de tiempo (1),
indicada con una flecha, representa la duraciéon media de las aperturas aisladas (Topen) y de los
bursts (tourst) respectivamente. En el histograma de estado cerrado las lineas de puntos coloreadas
representan los dos componentes de menor duracién. El primero es el de menor duracion y esta
compuesto por cierres intraburst, mientras que el segundo es el primer componente de los cierres
interburst. La flecha sefiala el punto de interseccién entre ambos componentes, que se
corresponde con el Teitico Utilizado en la construccién del histograma de bursts.
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1.2. La inhibicion de la fosforilacion de Tyr aumenta la duraciéon y la

frecuencia de los episodios de activacion de a7

Para comenzar a estudiar de qué manera la fosforilacion/desfosforilacion de Tyr en
el ICD de a7 afecta su funcion ionotropica, se realizaron registros de corrientes unitarias
del receptor en diferentes condiciones experimentales. Para ello se aplico la técnica de
patch-clamp en la configuracién cell-attached sobre células BOSC23 que expresan de
forma heteréloga el receptor a7 humano, lo que permitié obtener registros de gran

resolucion a nivel de canal Gnico.

1.2.1. La inhibicion de las SFK aumenta la duracion de los episodios de activacion

de a7

La primera estrategia aplicada para cambiar el estado de fosforilacién consistié en
incubar las células expresando a7 con PP2, inhibidor especifico de las PTK de la familia
de Src. Al inhibir a esta familia de quinasas, que se sabe se asocian y fosforilan al receptor
a7 (Charpantier etal, 2005; Komal etal.,, 2014), se buscé favorecer la accién de las
fosfatasas por sobre las quinasas para asi promover un estado desfosforilado. Las células
en su medio de cultivo fueron incubadas durante una hora con PP2 10 uM o bien con su
vehiculo (DMSO 0,1 %v/v) como control. A continuacion, se registraron las corrientes
unitarias de a7 activadas con ACh 100 uM en la pipeta, manteniendo el PP2 o el DMSO en
la ECS que bafia a las células en las mismas concentraciones utilizadas durante la
incubacion. Luego, los registros fueron analizados a fin de obtener los parametros
cinéticos del canal en ambas condiciones.

Previamente, con el objetivo de descartar cualquier efecto sobre los canales por la
incubacién con DMSO 0,1 %v/v, se contrastd el perfil cinético de esa condicion contra el
control en ausencia de dicho vehiculo. En la condicién incubada con DMSO 0,1 %v/v, la
actividad del canal se evidencié como episodios de activacion que en su mayoria se
presentaron aislados y en menor grado en la forma de bursts (Figura 1.2A, trazo superior).
El ajuste del histograma de estado abierto se realizé con 2 componentes, y la duracién
media del componente de mayor duracion no tuvo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (Topen = 0,32 + 0,07 ms; n = 17; N = 4; p = 0,540). El
histograma de estado cerrado arrojé un tecitico de 0,5 ms, el cual fue utilizado para

construir el histograma de bursts, que fue ajustado con 2 componentes. La duracién media
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del componente de mayor duracién de dicho histograma tampoco present6 diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (tburst= 0,48 + 0,13 ms; n=17; N =
4;p=0,719).

En la condicién incubada con PP2 10 pM, los canales se presentaron nuevamente
como aperturas aisladas y bursts, pero con la diferencia de que estos ultimos se
apreciaban visualmente mas largos que los del control con DMSO. El ajuste del histograma
de estado abierto se realiz6 también con 2 componentes, y la duracién media del
componente de mayor duraciéon no present6 diferencias estadisticamente significativas

con respecto al control con DMSO 0,1 %v/v (Topen = 0,35 £ 0,04 ms; n=11; N=3; p =

0,150). En cambio, el histograma de bursts, construido con un Tteitico = 0,5 ms, debio
ajustarse con tres componentes exponenciales debido a la aparicién de un tercer
componente cuya duracién fue significativamente mayor a la del control (tburst = 2,96 *
1,30 ms; n=11; N = 3; p < 0,001; Figura 1.2B). Es decir, la incubacién con PP2 10 uM, que
favorece el estado desfosforilado de a7, incrementa aproximadamente seis veces la
duracion de los bursts del receptor sin modificar la duracién de las aperturas aisladas

(Figura .2C).
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FIGURA 1.2. Efecto del PP2 en el perfil cinético de las corrientes unitarias de a7 activadas
por ACh.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM en células
incubadas con DMSO (arriba) o PP2 (abajo). Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las
aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada condicion. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
sefalados con las flechas.

(C) Graficos de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de estado
abierto (Topen) y de bursts (Tourst) para cada condicion. Los datos se muestran como el promedio *

77



SD (n=17; N =4 para DMSO; y n = 11; N = 3 para PP2). La significancia estadistica fue evaluada
por el test t-Student a dos colas entre las condiciones con DMSO (control) y con PP2 (ns: no
significativo, p = 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,001***).

1.2.2. La inhibicion de las SFK aumenta la frecuencia de los episodios de activacion

de a7

Los experimentos anteriores permitieron realizar una observacion que posibilité el
desarrollo de otra estrategia experimental para estudiar el efecto del PP2 sobre la
actividad de a7 a nivel de canal Unico. Dicha observacion fue que, en todos los registros
obtenidos luego de la incubacién con PP2, la frecuencia de los episodios de activacion del
canal fue mayor que en aquellos obtenidos en paralelo tras la incubacién con DMSO. La
frecuencia de los episodios de activacion entre diferentes registros no es un parametro
que se pueda comparar cuantitativamente ya que depende de la eficacia de la expresién
del receptor en esa célula en particular y también del niimero de receptores que hay en el
parche de membrana delimitado por la pipeta en ese sello especifico. Sin embargo, el
hecho de observar sistematicamente mayor actividad del canal luego de la incubaciéon con
PP2 en comparacion con DMSO, sugiri6 que la inhibicién de las SFK no solo incrementa la
duraciéon de los bursts, sino que también aumenta la frecuencia de los episodios de
activacion del receptor. Para poner a prueba esta hipotesis, se desarrollé una segunda
estrategia experimental para cambiar el estado de fosforilacion del receptor, que consistio
en la incorporacion del inhibidor de las SFK en un registro en curso, y la cuantificacién y
contrastacion del namero de episodios de activacion por unidad de tiempo (frecuencia)
antes y después de dicho agregado. Para el analisis se considera que un episodio de
activacion puede ser tanto una apertura aislada como un burst. En este protocolo, el tramo
del registro previo al agregado de la droga sirve como control del tramo del registro
posterior al agregado de la misma, ya que se trata de la misma célula y del mismo parche
de membrana debajo de la pipeta.

Nuevamente se utilizé la técnica de patch-clamp en la configuracién cell-attached
para registrar corrientes de canal Uinico de a7 generadas por ACh 100 uM en la solucion
de pipeta. Luego de un tiempo de registro, definido como “antes”, se agreg6 a la capsula el
PP2 0 el DMSO y se continud registrando la actividad por el mismo periodo de tiempo que
antes del agregado de la droga, definido como “después” (Figura [.3A). Para estos
experimentos, el volumen inicial de la ECS de la capsula fue de 1,8 mL, y el PP2 0 el DMSO

se agregaron en 0,2 mL de ECS, en una concentracion diez veces mayor a la final deseada
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(10 uM 0 0,1 %v/v respectivamente). El tiempo de registro previo al agregado de la droga
vario entre 4 y 20 minutos segun el grado de actividad observado, y fue determinado en
el momento que se estaba grabando con el fin de obtener al menos 700-1000 episodios
de activaciéon para poder construir los histogramas de estado abierto y de bursts. El
tiempo de registro posterior a la adicion de la droga fue exactamente igual al tiempo antes
del agregado de la misma. Esto permite comparar entre “antes” y “después”, no solo la
frecuencia de los episodios de activacién sino también la duracién de dichos episodios
(Topen ¥ Thurst). Otro parametro que se cuantificé fue la probabilidad de apertura del canal
(nPo), que se define como la relacidn entre el tiempo en el cual el canal se encuentra en
estado abierto y el tiempo total de registro. Este pardmetro es muy interesante porque
depende tanto de la frecuencia como de la duracién de los episodios de activacion.

En cada registro, para los cuatro parametros medidos (frecuencia de episodios de
activacion, nPo, Topen ¥ Tburst) se determind la relaciéon después/antes. En la condicion
control se observo una leve disminucién en la frecuencia de los episodios de activacién
(relacion después/antes = 0,78 + 0,09) y en la nPo (relaciéon después/antes = 0,75 * 0,13)
luego del agregado de DMSO a la capsula (n = 9; N = 6; Figura 1.3B). Esta pequefia
reduccidn se debe a la esperada desensibilizacion del receptor a7 que ocurre a lo largo
del tiempo de registro por la presencia continua de ACh en la pipeta. Igualmente, para
descartar que no haya sido un efecto del DMSO, se realizaron controles en donde se agreg6
0,2 mL de ECS en lugar del vehiculo. En estas condiciones, tras el agregado de la ECS,
también se evidenci6 una leve caida en la frecuencia de los episodios de activacion
(relacion después/antes = 0,85 + 0,04) y en la nP, (relacion después/antes = 0,83 + 0,03),
que fue similar (n=6; N =3; p=0,092 y p = 0,161 respectivamente) a la observada con
DMSO, descartando de esta manera que el solvente sea el responsable de la disminucion
de la actividad del canal a lo largo del registro.

En contraposicidn, el agregado de PP2 hasta una concentracidn final 10 uM produjo
un aumento estadisticamente significativo de mas de dos veces en la frecuencia de los
episodios de activacion (relaciéon después/antes = 2,18 + 0,88; n = 6; N = 3; p = 0,002) y
de mas de tres veces en la nPo (relaciéon después/antes = 3,18 + 1,54, n=6; N=3; p =
0,002) comparado con la condicién con DMSO (Figura 1.3B y C). El incremento mayor de
la nPo con respecto a la frecuencia puede explicarse considerando que la probabilidad de
apertura incluye no solo la frecuencia sino también la duraciéon de los episodios de

activacion, y que como se demostro previamente, la incubacién con PP2 produce un
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aumento en la duracién de los bursts. Para corroborar este efecto cinético en el protocolo
de agregado de la droga durante el curso del registro, se determinaron las duraciones
medias de las aperturas aisladas y de los bursts antes y después de DMSO o PP2. Ambos
pardmetros permanecieron constantes tras el agregado de DMSO 0,1 %V/V: Topen relaciéon
después/antes = 0,99 + 0,16 (Topen antes = 0,29 + 0,04 ms y Topen después = 0,28 + 0,05 ms;
n=9;N=6;p=0,771); y tburst relacion después/antes = 0,99 + 0,10 (tburst antes = 0,42 +
0,08 ms y tburst después = 0,42 + 0,08 ms; n =9; N = 6; p = 0,724). Por el contrario, después
de la adicién de PP2 10 uM, ambas duraciones mostraron un aumento estadisticamente
significativo: Topen relacién después/antes = 1,36 + 0,12 (Topen antes = 0,24 + 0,07 msS y Topen
después =0,33 £ 0,07 ms;n=6; N=3; p=0,003); y tburst relacion después/antes = 5,01 +
1,24 (tburst antes = 0,38 + 0,06 ms y tburst después = 1,88 + 0,40 ms; n=6; N =3; p=0,002;
Figura [.3C).
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FIGURA L.3. Efecto del PP2 en el grado de actividad de a7 a nivel de corrientes unitarias.

(A) Esquema ilustrativo del segundo disefio experimental aplicado para estudiar el efecto del PP2
sobre la actividad de a7 a nivel de canal unico. El tiempo registrado antes es igual al registrado
luego de la adicion de la droga. Los 60 segundos luego del agregado del inhibidor se dejaron para
asegurar la correcta difusion del mismo y para que se estabilice el efecto sobre los canales.
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(B) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM obtenidos
por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached antes (izquierda) y después
(derecha) del agregado de DMSO 0,1 %v/v (arriba) o PP2 10 uM (abajo). En los recuadros se
muestran con mayor amplificacion los eventos tipicos antes (izquierda) y después (derecha) del
agregado del inhibidor de las SFK. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas
del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(C) Graficos de barras que muestran las relaciones después/antes en la frecuencia de los episodios
de activacion, nPo, Topen ¥ Thurst debido a la adicién de DMSO o PP2. Los datos se muestran como el
promedio + SD de las relaciones después/antes para: DMSO (n=9; N=6)yPP2 (n=6; N=3). La
significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre ambas condiciones (el
simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,01**).

1.2.3. La coexpresion de a7 y la quinasa Src inactiva incrementa la duracion de los

bursts del receptor

Por ultimo, la tercera estrategia aplicada para favorecer un estado desfosforilado del
receptor consisti6 en la cotransfeccion de los ADNc de la subunidad a7 y de una quinasa
Src inactiva (Src-K297R). La mutacion K297R en el sitio de unién a ATP de dicha quinasa
la hace incapaz de catalizar la reaccion de fosforilacidn. El supuesto de esta estrategia se
basa en que la sobrexpresion de la Src inactiva competiria con la Src enddgena de la célula
por la fosforilacion de las Tyr del ICD, y llevaria el balance hacia un estado desfosforilado
del receptor. Los registros de corrientes unitarias de a7 activadas con ACh 100 pM
obtenidas a partir de células coexpresando o7 y Src-K297R mostraron que no hubo
cambios estadisticamente significativos en la duracion media de las aperturas aisladas
con respecto al control donde solo se expres6 a7 (Topen = 0,35+ 0,10 ms;n=4;N=2;p =
0,212), pero si se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas en la duraciéon

media de los bursts (tburst = 0,65 £ 0,10 ms; n=4; N = 2; p = 0,005).

Esta serie de experimentos demostro que favorecer un estado desfosforilado de a7,
ya sea por inhibicion de las SFK o por coexpresion de una Src inactiva, aumenta tanto la
duracion como la frecuencia de los episodios de activacion del canal, es decir, incrementa

la probabilidad de encontrar al receptor en un estado abierto.
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1.3. La inhibicion de la desfosforilacion de fosfotirosinas disminuye la

duracion de los episodios de activacion de a7

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, en donde desfavorecer la fosforilaciéon
de Tyr aumenta la duracion de los episodios de activacion de a7, se hipotetizé que llevar
el balance hacia un estado fosforilado tendria el efecto opuesto. Para este fin se utilizé
pervanadato, que es un inhibidor general de las PTP. Como se detalld previamente, la
duracion de las aperturas de a7 a nivel de canal tnico tras la activaciéon con ACh 100 puM
estan en el orden de los submilisegundos, lo cual es muy cercano al limite de resoluciéon
temporal del sistema de adquisicién de datos. Por ello, la deteccién de una diminucién en
estas duraciones, como la que se espera al favorecer la fosforilacion, no es viable desde el
punto de vista técnico. Para superar esta limitacion, se utiliz6 un PAM de a7 que
incrementa la duracidén de los episodios de activacion. Se eligié 5-HI, que es un PAM tipo
I, cuyos efectos a nivel de canal dnico han sido bien descriptos (N. D. Andersen et al.,
2016).

En los registros obtenidos en la configuracion cell-attached sobre células sin
incubacion previa (control), la actividad del receptor a7 por la acciéon conjunta de ACh
100 uM y 5-HI 2 mM en la pipeta se manifest6 como aperturas aisladas y bursts de mayor
duraciéon comparados con la condicién con ACh 100 uM. En presencia de 5-HI 2 mM, las
duraciones de los episodios de activacion fueron significativamente mayores que en su
ausencia (Topen = 1,28 £ 0,35 ms; p < 0,001; y thurst = 3,60 £ 1,29 ms; p< 0,001; n =37; N =
11) (Figura 1.4A y B). Para favorecer la accion de las PTK por sobre las PTP, y asf alterar
el balance hacia la fosforilacién, se incubaron las células expresando a7 con pervanadato
100 pM por una hora, manteniendo luego el inhibidor en la ECS de la capsula durante el
registro. En estas condiciones, los registros obtenidos con ACh 100 uM y 5-HI 2 mM,
evidenciaron una reduccidon estadisticamente significativa en las duraciones de las
aperturas aisladas y de los bursts con respecto al control (topen = 0,67 + 0,31 ms; p < 0,001;
y Thurst = 1,36 £ 0,58 ms; p < 0,001; n = 19; N = 4) (Figura [.4A, By C).

Por otro lado, también se evalué si favorecer el estado fosforilado de a7 afecta la
amplitud de los canales unitarios, parametro que se relaciona con la conductancia unitaria
del canal. En los registros de canal unico del receptor activado con ACh 100 pM y a un
potencial de membrana de -70 mV existen canales con una amplia gama de amplitudes.

Esto se debe a que, en las aperturas que son muy breves, la resoluciéon de la amplitud
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puede ser incompleta por una limitante de la frecuencia de adquisicion, y por ello el canal
se ve como si tuviera una amplitud menor. El uso de un PAM, que aumenta la duracién de
los eventos, permite salvar esta limitacion técnica, por ello, en presencia de 5-HI y
considerando solo eventos de mas de 0,2 ms, es posible construir los histogramas para
resolver la amplitud del canal (N. Andersen et al., 2013b; Bouzat et al., 2008; Nielsen et al.,
2019). En la condicién control (sin pervanadato), el histograma de amplitud de los
eventos de a7 disparados por ACh y 5-HI se ajust6 por el método de maxima probabilidad
mediante una funcién gaussiana con un componente cuyo valor fue de 9,90 * 0,25 pA (n
= 4; N = 4; Figura 1.4D). En los registros obtenidos a partir de las células tratadas con
pervanadato, la amplitud de los eventos no fue significativamente diferente a la del

control (10,18 £ 0,32 pA; n=4; N = 3; p = 0,212; Figura .4D).
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FIGURA 1.4. Efecto del pervanadato en el perfil cinético de las corrientes unitarias de a7
activadas por ACh y potenciadas por 5-HI.
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(A) Registros representativos de canal inico de a7 activado por ACh 100 pM en ausencia de 5-HI
(arriba), en presencia de 5-HI 2 mM (medio), y en presencia de 5-HI 2 mM previo tratamiento con
pervanadato 100 uM (abajo). Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del
canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada condicion. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
senalados con las flechas.

(C) Graficos de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de estado
abierto (Topen) y de bursts (Tourst) para cada condicion. Los datos se muestran como el promedio *
SD (n =38; N = 12 para buffer-ACh; n = 37; N = 11 para buffer-ACh 100 + 5-HI; yn =19; N =4 para
pervanadato-ACh + 5-HI). La significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas
entre las condiciones: (i) buffer-ACh y buffer-ACh + 5-HI; y (ii) buffer-ACh + 5-HI y pervanadato-
ACh + 5-HI (el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,001***).

(D) Histogramas representativos de amplitud para las condiciones buffer-ACh + 5-HI y
pervanadato-ACh + 5-HI. Las flechas indican el valor de la amplitud dado por el componente de
ajuste de la funcién gaussiana. En el centro se muestra el grafico de barras de la amplitud media
para cada condicién. Los datos se muestran como el promedio * SD (n = 4; N = 4 para buffer-ACh
+ 5-HI; y n = 4; N = 3 para pervanadato-ACh + 5-HI). La significancia estadistica fue evaluada por
el test t-Student a dos colas entre ambas condiciones (ns: no significativo, p = 0,05).

Esta serie de resultados permitié6 demostrar que la duracién de los episodios de
activacion de a7, activado con ACh y potenciado con 5-HI, se reduce al favorecer un estado
fosforilado del receptor, por inhibicion de las PTP, sin verse alterada la amplitud de los

canales.

1.4. El receptor a7 mutante que carece de Tyr fosforilables en el ICD

tiene episodios de activacion de mayor duracion que el receptor salvaje

Se realiz6 un analisis de la secuencia aminoacidica de a7 con el programa NetPhos
3.1 para identificar residuos Tyr con el potencial de ser fosforilados. Los resultados
obtenidos indicaron que las dos Tyr del ICD (Y386 e Y442) podrian ser fosforiladas. El
valor de prediccion del programa fue mas alto para la Tyr-442 que para la Tyr-386.
Mediante un protocolo de mutagénesis dirigida se generé un receptor mutante que carece
de ambas Tyr por haber sido sustituidas por fenilalaninas: a7-Y386F/Y442F. Este
receptor mutante fue expresado en células BOSC23 para luego ser caracterizado a nivel
de canal Unico mediante registros obtenidos por la técnica de patch-clamp en la
configuracion cell-attached con ACh 100 pM en la pipeta (Figura 1.5A). Luego de la

construccion de los histogramas correspondientes (Figura [.5B), se demostro que el
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receptor mutante posee similar duracion de las aperturas aisladas (topen = 0,32 + 0,05 ms;
n=12; N=5; p=0,375), pero mayor duracion de los bursts (tburst = 0,63 £ 0,14 ms; n = 12;
N =5; p=0,000326) que el receptor salvaje (Figura [.5C). Este incremento fue similar al
observado en los bursts del receptor salvaje cuando fue coexpresado con Src-K297R, una
condicion que favorece el estado desfosforilado (p = 0,756). Por otra parte, considerando
solo eventos de duraciéon mayor a 0,2 ms, se construy6 el histograma de amplitud de las
corrientes unitarias del receptor mutante, obteniendo un valor de amplitud media de 9,92
+ 0,29 pA (n = 4; N = 3; Figura 1.5D) que no difiere de la amplitud media de las corrientes
del receptor salvaje (9,91 £ 0,19 pA;n=4; N=4;p=0,951).
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FIGURA L.5. Caracterizacion a nivel de canal unico del receptor a7-Y386F /Y44 2F.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 salvaje (arriba) y de a7-Y386F/Y442F
(abajo) activadas por ACh 100 uM obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-
attached. El trazo de los canales se muestra en dos escalas temporales diferentes. Filtro: 9 kHz.
Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia
arriba de la linea de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada receptor. Las duraciones
informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos sefalados
con las flechas.
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(C) Gréficos de barras de las duraciones de los componentes mads lentos del histograma de estado
abierto (Topen) y de bursts (Tourst) para cada receptor. Los datos se muestran como el promedio *
SD (n = 38; N = 12 para a7 salvaje; y n = 12; N = 5 para a7-Y386F/Y442F). La significancia
estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre a7 salvaje y a7-Y386F /Y44 2F (ns:
no significativo, p = 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,001***).

(D) Histogramas representativos de amplitud para a7 salvaje y a7-Y386F/Y442F. Las flechas
indican el valor de la amplitud dado por el componente de ajuste de la funcién gaussiana. En el
centro se muestra el grafico de barras de la amplitud media para cada condicién. Los datos se
muestran como el promedio + SD (n = 4; N = 4 para a7 salvaje; y n = 4; N = 3 para a7-
Y386F/Y442F). La significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre
ambos receptores (ns: no significativo, p = 0,05).

Para poder discriminar cudl de los residuos de Tyr media los efectos en la cinética
del canal, se analiz6 la duracién de los bursts de dos mutantes simples generados por
mutagénesis dirigida: a7-Y386F y a7-Y442F. Ambos receptores presentaron duraciones
levemente mayores que el receptor salvaje, lo que indica una tendencia a duraciones mas
largas (tburst = 0,52 + 0,17 ms; n = 5; N = 4 para a7-Y386F; y 0,52 + 0,05 ms; n=5; N =3
para a7-Y442F), sin embargo, para ninguno de los dos el aumento fue estadisticamente
significativo (p = 0,322 para a7-Y386F; y p = 0,352 para a7-Y442F; Figura 1.6). Por lo
tanto, el efecto de la fosforilacion sobre la cinética del canal es dependiente del nimero

de Tyr que pueden fosforilarse.
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FIGURA I.6. Impacto del nimero de Tyr mutadas en el ICD de a7 sobre la duracién de los
bursts del receptor.

Grafico de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de burst (Tourst)
para los receptores a7 salvaje, a7-Y386F, a7-Y442F y a7-Y386F/Y442F. Los datos se muestran
como el promedio * SD (n = 38; N = 12 para a7 salvaje; n = 5; N = 4 para a7-Y386F; n=5; N =3
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para a7-Y442F; yn =12; N = 5 para a7-Y386F/Y442F). La significancia estadistica fue evaluada
por el test t-Student a dos colas entre o7 salvaje y los demdas receptores mutantes (ns: no
significativo, p = 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,001***).

Como se demostré anteriormente en este capitulo de la tesis, el agregado de PP2
durante el transcurso de un registro de a7 salvaje provoca un aumento en la duracién y
frecuencia de los episodios de activacion (Figura 1.3). Para confirmar la participacion de
las Tyr-386 y Tyr-442 en estos efectos, se utilizé el mutante a7-Y386F/Y442F que, al
carecer de ambos residuos, deberia ser insensible ala accién del inhibidor de las SFK. Para
ello, dicho mutante fue expresado en células BOSC23, y su actividad fue registrada a nivel
de corrientes unitarias en la configuracion cell-attached, antes y después del agregado de
PP2 10 uM o DMSO 0,1 %v/v (Figura 1.7A). Con estos registros se midieron los mismos
cuatro parametros que en los experimentos realizados con el receptor salvaje (frecuencia
de episodios de activacion, nPo, Topen y Tburst), y Se expresaron como la relaciéon
después/antes de PP2 o DMSO. La frecuencia de los episodios de activaciéon se vio
reducida levemente tras el agregado de PP2 (relacion después/antes = 0,84 £ 0,15; n = 5;
N = 3), siendo esta disminucién similar a la que tuvo lugar luego del agregado de DMSO
(relacion después/antes = 0,83 + 0,04; n = 4; N = 4; p = 0,853), debido a la
desensibilizacion del receptor alo largo del registro. La duraciéon de las aperturas aisladas
del receptor a7-Y386F /Y44 2F tampoco sufrié cambios por efecto del PP2 (topen antes =
0,30 £ 0,04 ms y Topen después = 0,29 + 0,02 ms; n =5; N = 3; p = 0,619), y la relacién
después/antes fue similar a la obtenida con el agregado de DMSO (0,98 + 0,12; n=5; N =
3 para PP2,y 0,97 = 0,08; n = 4; N = 4 para DMSO; p = 0,937). De la misma forma, la
duracion de los bursts en el mutante no cambié por accion del PP2 (tburst antes = 0,62 +
0,08 ms y tburst después = 0,61 * 0,07 ms; n = 5; N = 3; p = 0,823), y la relacidn
después/antes fue similar a la obtenida tras la adicion de DMSO (0,98 + 0,03; n=5; N=3
para PP2,y 1,00 £ 0,05; n = 4; N = 4 para DMSO; p = 0,611). Finalmente, con respecto a la
nPo, en los registros de a7-Y386F/Y442F tampoco se encontré diferencia entre el
agregado de DMSO (relacion después/antes = 0,81 + 0,01; n=4; N = 4;) y de PP2 (relacion
después/antes =0,86 £ 0,21; n=5; N=3; p =0,675).

Estos resultados permiten concluir que, de manera contraria a lo que sucede con el
receptor a7 salvaje, el mutante es insensible al efecto del inhibidor de las SFK. Para
enfatizar estas diferencias de comportamiento entre ambos receptores se compararon las

relaciones después/antes de PP2 10 uM para los cuatro parametros mencionados,
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encontrandose significancia estadistica en cada uno de ellos (p = 0,00873 para la
frecuencia de los episodios de activacién; p = 0,00884 para la nPo; p = 0,004 para la Topen;

y p = 0,004 para la tburst; Figura 1.7B).
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FIGURA L.7. El receptor a7-Y386F/Y442F es insensible al efecto del PP2.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7-Y386F /Y442F activadas por ACh 100
uM obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached antes (izquierda) y
después (derecha) del agregado de DMSO 0,1 %v/v (arriba) o PP2 10 uM (abajo). Filtro: 9 kHz.
Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia
arriba de la linea de base.

(B) Grafico de barras que muestra las relaciones después/antes en la frecuencia de los episodios
de activacion, nPy, Topen ¥ Thurst de los receptores a7 salvaje y a7-Y386F /Y442F debido a la adiciéon
de PP2 10 puM. Los datos se muestran como el promedio * SD de las relaciones después/antes para
a7 salvaje (n=6; N =3) ya7-Y386F/Y442F (n=5; N = 3). La significancia estadistica fue evaluada
por el test t-Student a dos colas entre ambos receptores (el simbolo de asterisco (*) indica
significancia estadistica: p < 0,01**).

Este conjunto de experimentos permitié demostrar que, el receptor mutante que
carece de Tyr fosforilables en el ICD posee episodios de activacion sostenidos de mayor
duracion y similar amplitud que el receptor salvaje, y ademas es insensible a los efectos

del inhibidor de SFK, es decir, se comporta como un receptor salvaje desfosforilado.

1.5. La fosforilacion de las Tyr del ICD de a7 favorece el estado
desensibilizado del receptor

Para profundizar mas en los mecanismos que subyacen a los efectos observados de
la fosforilacion sobre las corrientes unitarias de a7, se realizaron registros de corrientes

macroscopicas por la técnica de patch-clamp en la configuracion whole-cell en células

BOSC23 expresando receptores o7 salvaje o a7-Y386F/Y442F. Se analiz6 la cinética de
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activacion y desensibilizacion de dichas corrientes y, también, la velocidad de
recuperacion de los receptores desde el estado desensibilizado.

En primera instancia, con el fin de estudiar el curso temporal de la recuperacion de
la desensibilizacién, sobre células BOSC23 expresando receptores a7 salvaje o a7-
Y386F/Y442F, se aplico6 el protocolo de pulso doble pareado que consiste en medir la
relaciéon entre las corrientes provocadas por dos pulsos de ACh (control y de testeo)
separados por un intervalo de lavado (interpulso). Para ambos receptores, luego del pulso
control y tras un interpulso de 100 y 200 ms, no hubo respuestas macroscopicas con el
pulso de testeo. Para el receptor salvaje, el segundo pulso siguid sin producir corrientes
detectables hasta 600-800 ms de lavado. En cambio, en el mutante al cabo de 300-400 ms
de interpulso empezaron a detectarse pequefias corrientes (Figura [.BA). Para cuantificar
estas diferencias, se calculd el porcentaje de recuperacién de la corriente control para
cada intervalo de lavado (entre 100 ms y 6000 ms) mediante la relacién entre la amplitud
del pico originado por el pulso de testeo y la amplitud del pico evocado por el pulso
control. Para cada receptor, este porcentaje fue graficado en funcién del tiempo de
interpulso, obteniéndose una curva que fue ajustada mediante una funcién exponencial.
De esta funcion se obtuvo el valor de la constante de tiempo de recuperacién del receptor
(tr). La figura [.8B muestra la media y el desvio estandar del porcentaje de recuperacion
en funcion de la duracién del interpulso para diferentes experimentos en el receptor
salvaje y en el mutante. Estos resultados demostraron que la recuperacién de la
desensibilizacion del receptor a7-Y386F /Y442F (tr = 664 + 200 ms; n = 8; N = 3) es tres
veces mas rapida que la del receptor salvaje (tr = 1930 + 550 ms; n=8; N=3; p < 0,001).

Por otro lado, también se estudiod la cinética de activacion y desensibilizacion de
ambos receptores. La aplicacion rapida de un pulso de 300 ms de ACh 1 mM en células
que expresan a7 salvaje o a7-Y386F/Y442F generd una corriente macroscopica que llego
a su pico maximo en 5-10 ms, y que decay0 en presencia del agonista debido a la
desensibilizacion de los receptores (Figura 1.8C). El decaimiento de la corriente se ajusto
con una funciéon exponencial simple, a partir de la cual se obtuvo la constante de
decaimiento (tad). En los registros obtenidos a partir del receptor salvaje la velocidad de
decaimiento de las corrientes en presencia de agonista (ta¢ = 28,9 + 6,5ms; n=7; N = 3)
fue significativamente mayor que en los registros del mutante (ta =39,1 + 7,1 ms; n = 7;

N =3; p=0,0165; Figura 1.8C).
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FIGURA 1.8. Corrientes macroscopicas de a7 salvaje y a7-Y386F/Y442F.

(A) A laizquierda se muestran corrientes macroscopicas representativas de a7 salvaje (arriba) y
a7-Y386F/Y442F (abajo) obtenidas por la técnica de patch-clamp en la configuracion whole-cell
tras un pulso control de 300 ms de ACh 1 mM. A la derecha se muestran las corrientes evocadas
en la misma célula por un segundo pulso de 300 ms de ACh 1 mM (pulso de testeo) luego de
distintos tiempos de lavado con ECS (interpulso). Potencial de membrana: -50 mV.

(B) Curvas de recuperacidon de la desensibilizacion (%) en funcién del tiempo de lavado (ms) para
ambos receptores. Para cada intervalo de tiempo el porcentaje de recuperacion se calculé como
larelaciéon entre el pico maximo de corriente del segundo y del primer pulso de agonista. Los datos
corresponden al promedio * SD (n=8; N =4 para a7 salvaje; yn=8; N =4 para a7-Y386F/Y442F).

(C) Corrientes macroscopicas representativas de a7 salvaje (izquierda) y a7-Y386F/Y442F
(derecha) obtenidas por la técnica de patch-clamp en la configuracion whole-cell tras un pulso de
ACh 1 mM. Potencial de membrana: -50 mV. El grafico de barras muestra las constantes de
decaimiento de ambos receptores. Los datos se muestran como el promedio + SD (n=7; N =3
para o7 salvaje; yn = 7; N = 3 para a7-Y386F/Y442F). La significancia estadistica fue evaluada
por el test t-Student a dos colas entre ambos receptores (el simbolo de asterisco (*) indica
significancia estadistica: p < 0,05%).

Por lo tanto, de estos ensayos a nivel de corrientes macroscépicas, se puede concluir

que la ausencia de Tyr susceptibles de ser fosforiladas en el ICD de a7 disminuye la
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velocidad de desensibilizacion del receptor desde el estado abierto, e incrementa la
velocidad de recuperacion desde el estado desensibilizado hacia el estado cerrado

disponible para volver a abrirse.

1.6. La fosforilacion de las Tyr del ICD esta involucrada en las

respuestas metabotrépicas de a7

Teniendo en cuenta el rol dual ionotrépico-metabotrépico que tiene el receptor a7,
se decidio6 explorar si la fosforilacion/desfosforilacion de las Tyr del ICD afecta las vias de
sefalizacién que se accionan luego de la activacién del receptor. Para ello se eligi6
estudiar la via de ERK 1/2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase 1/2) que se dispara tras
la activacion de a7 y esta asociada a la proteccién neuronal (Toborek et al., 2007).

En primer lugar, es importante validar el modelo experimental antes de aplicar una
estrategia para alterar el estado de fosforilaciéon del receptor. Por ello, se procedié a
demostrar que la via de ERK 1/2 es disparada tras la activaciéon de a7 en células BOSC23
que expresan el receptor de forma heteréloga. Se utiliz6 PNU-282987 como agonista
especifico de a7 para evocar la respuesta metabotropica del receptor, que fue medida por
western blot. Mediante esta técnica, se puso en evidencia que la aplicacion de un pulso de
PNU-282987 10 uM durante 2,5-5 minutos sobre las células que expresan a7 lleva a un
incremento significativo en la fosforilaciéon de ERK 1/2 (p-ERK 1/2) con respecto a las
células expuestas al vehiculo del agonista (Figura [.9A), confirmando de esta manera la
activacion de la via en el sistema experimental.

A continuacién, se investig6 si la inhibicién de las SFK, que incrementa la actividad
ionotropica de a7, tiene efecto en la actividad metabotrdpica del receptor estudiada por
la via de ERK 1/2. Para ello, las células expresando el receptor salvaje fueron tratadas por
30 minutos con una concentracion 10 uM de SU6656, a fin de inhibir a las SFK celulares.
Dicho tratamiento elimind la sefial de p-ERK 1/2 disparada tras la activaciéon de a7 con
PNU-282987 (Figura [.9B). Como control, se demostro6 que el tratamiento con SU6656 10
UM no afectd al contenido de p-ERK 1/2 en células no expuestas al agonista con respecto
a la condicion basal (Figura .9B). Para confirmar que el efecto negativo del inhibidor de
las SFK esta relacionado especificamente a la fosforilaciéon de a7, se midi6 el contenido de
p-ERK 1/2 luego del pulso de PNU-282987 en células BOSC23 expresando el receptor
mutante a7-Y386F/Y442F en ausencia de SU6656. En esta condicion no se detect6 sefial
de p-ERK 1/2 (Figura .9B), indicando que los residuos Tyr en el ICD de a7 son necesarios
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para la via de ERK 1/2 que se dispara tras la activaciéon del receptor. Como control
adicional, en paralelo, se verifico la expresion y funcionalidad del receptor o7-
Y386F/Y442F por medio de registros electrofisiolégicos de corrientes unitarias en el

mismo lote de células con que se trabajo6 para los experimentos de western blot.

a7 salvaje B. al a7-Y386F/
PNU-282987 10 uM salvaje Y442F

min - 2.5: 50 SuU6656 10 yM - - + o+ - -

PNU-282987 10 yM - + -+ § - +

p-ERK1/2

ERK1/2

ERK1/2

FIGURA 1.9. Efecto de la fosforilacion en la via de ERK 1/2 disparada por activacion de 7.

(A) Western blot de p-ERK 1/2 después de la exposicion de las células BOSC23 que expresan a7
salvaje a PNU-282987 10 uM durante 0; 2,5 0 5 minutos.

(B) Western blot de p-ERK 1/2 tras la activacién de a7 salvaje (izquierda) o a7-Y386F/Y442F
(derecha) con un pulso de PNU-282987 10 pM por 5 minutos. Las células expresando a7 salvaje
(izquierda) fueron preincubadas por 30 minutos con SU6656 10 uM o con su vehiculo (control).

Por lo tanto, es posible concluir que la inhibicién de las SFK o la ausencia de Tyr
fosforilables en el ICD de a7 impiden la activacion de la via de ERK 1/2 que se dispara tras

la activacidn del receptor.

2. Efecto de la fosforilacion/desfosforilacion de Ser/Thr en el

ICD de a7 sobre la funcion del receptor

Utilizando el programa NetPhos 3.1, se realiz6 un analisis del ICD de a7 en busqueda
de potenciales sitios de fosforilacidon en residuos Sery Thr. El reporte del programa sefialo
que seis de las ocho Ser presentes en el ICD son potencialmente fosforilables, pero solo
dos, la Ser-365 y la Ser-368 tienen un valor alto de predicciéon (> 0,95). En cuanto a las
Thr, los tres residuos presentes en el ICD podrian fosforilarse, pero el puntaje que arroja
el programa es bajo en todos los casos, siendo la Thr 331 la que mayor probabilidad tiene
con un valor de 0,639. Entre las quinasas, la PKA y la PKC son buenos candidatos para

fosforilar los tres sitios: Thr-331, Ser-365 y Ser-368.
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Por ello, en esta segunda parte del capitulo, se decidi6 trabajar con inhibidores y
activadores de estas quinasas para evaluar cambios en las propiedades de canal tinico del
receptor o7 salvaje. Ademas, en paralelo se disefiaron por mutagénesis dirigida tres
receptores mutantes que carecen de estos potenciales sitios de fosforilacién por
reemplazo del residuo correspondiente por alanina: a7-T331A, a7-S365A y a7-S368A.
Dos trabajos previos sefialan a la Ser-365 como un sitio de fosforilacién por PKA (Komal
etal, 2015; Moss etal., 1996), por lo que se decidi6 también generar un mutante que
posea un Asp en lugar de la Ser (a7-S365D) simulando un estado fosforilado permanente

(fosfomimético).

2.1. Efectos de la activacion e inhibicion de PKA en la duracion y

frecuencia de los episodios de activacion de a7

Con el objetivo de determinar si la fosforilacién por PKA de Ser y Thr en el ICD de
a7 afecta su actividad ionotrépica a nivel de corrientes unitarias, se utilizaron drogas para
activar o inhibir a dicha quinasa mediante dos estrategias diferentes: (i) pretratamiento,
o (ii) agregado durante el transcurso del registro. Como activador de PKA se utiliz6 8-Br-
cAMP, y como inhibidor se emple6 KT-5720.

En primer lugar, se incubaron las células BOSC23 expresando el receptor salvaje
durante 30 minutos con 8-Br-cAMP 100 puM. Luego de este tiempo se realizaron registros
de canal Unico por la técnica de patch-clamp en la configuracién cell-attached utilizando
ACh 100 pM en la pipeta como agonista. El andlisis de los registros y la construccién de
los histogramas revel6 que no existen diferencias estadisticamente significativas en la
duracion media de los episodios de activacion aislados y de los bursts entre las células
tratadas con DMSO 0,1 %v/v (Topen = 0,32 £ 0,07 ms; Tburst = 0,48 £ 0,13 ms; n=17; N = 4)
y las tratadas con el activador de PKA (topen = 0,30 + 0,10 ms; p = 0,778; tburst = 0,42 £ 0,16
ms; p=0,317; n=10; N = 4; Figura [.10).

En otra serie de experimentos se generd la condicion inversa por tratamiento de las
células durante 30 minutos con el inhibidor de PKA (KT-5720 200 nM). Los registros de
canal Unico no mostraron tampoco diferencias estadisticamente significativas en la
duracion media de las aperturas aisladas y de los bursts (topen = 0,29 + 0,08 ms; p = 0,484;
Thurst = 0,41 £ 0,12 ms; p=0,393; n = 4; N = 2) con respecto a las células no tratadas (Figura

1.10).
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FIGURA 1.10. Efecto de la activacion e inhibicion de PKA en el perfil cinético de a7 a nivel
de canal unico.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 puM en células
incubadas con DMSO (arriba), 8-Br-cAMP (medio) o KT-5720 (abajo). Filtro: 9 kHz. Potencial de
membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea
de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada condicion. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
sefnalados con las flechas.

(C) Graficos de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de estado
abierto (Topen) ¥ de bursts (Tvurst) para cada condicidn. Los datos se muestran como el promedio +
SD (n=17; N = 4 para DMSO; n = 10; N = 4 para 8-Br-cAMP; y n = 4; N = 2 para KT-5720). La
significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones con
DMSO (control) y las condiciones con 8-Br-cAMP o KT-5720 (ns: no significativo, p = 0,05).

Los experimentos anteriores no brindan informacion acerca de los cambios en el
nivel de actividad de o7 por accién del activador o inhibidor de PKA debido a que el
registro de los canales se lleva a cabo luego del tratamiento con la droga. Por ello, para
evaluar si la modificacion de la actividad de PKA afecta a la frecuencia de los episodios de
activacion disparados por ACh, se utilizé un protocolo similar al empleado con PP2
(Figura .3A). En células sin incubar previamente, luego de logrado el sello, se registrd la
actividad de a7, activado por ACh 100 uM presente en la pipeta, durante un tiempo
suficiente para contar con 700-1000 eventos. A continuacion, se agregd 8-Br-cAMP a la
ECS de la capsula para lograr una concentracidn final 100 uM del activador. Finalmente,
se continud registrando la actividad del canal durante un tiempo similar al de antes de
agregar la droga. En estos registros se cuantific6 la frecuencia de los episodios de

activacion y la nPo, antes y después del agregado de 8-Br-cAMP, y se expresé como la
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relacion después/antes. Ninguno de los dos parametros mostré diferencias
estadisticamente significativas tras el agregado de 8-Br-cAMP en comparacion al
agregado de DMSO (relacién después/antes = 0,88 + 0,08; p = 0,120 para la frecuencia de
los episodios de activacion; y relacion después/antes = 0,82 + 0,09; p = 0,418 para la nPy;
n = 3; N = 1). Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas en los
pardmetros cinéticos luego del agregado del activador de PKA (relaciéon después/antes =
0,97 £ 0,08; p = 0,842 para la Topen; y relaciéon después/antes = 0,99 + 0,10; p = 0,985 para
la tburst; n = 3; N = 1; Figura 1.11).

Por otro lado, también se llevé a cabo el experimento opuesto, es decir, el mismo
protocolo de agregado de la droga durante el trascurso del registro, pero con el inhibidor
de PKA (KT-5720 200 nM). En este caso, ambos parametros relacionados con el nivel de
actividad del canal se vieron incrementados significativamente tras el agregado de KT-
5720 en comparacion al agregado de DMSO (relacion después/antes = 1,23 + 0,36; p =
0,003 para la frecuencia de los episodios de activacidn; y relacion después/antes = 1,24 +
0,42; p=0,002 paralanPo; n =12; N = 3). En cambio, los parametros cinéticos no se vieron
modificados tras la inhibiciéon de PKA por KT-5720 durante el transcurso del registro
(relacion después/antes = 1,01 £ 0,13; p = 0,751 para la Topen; y relacion después/antes =

1,08 + 0,15; p= 0,116 parala tburst; n = 12; N = 3; Figura 1.11).
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FIGURA 1.11. Efectos de la activacion e inhibicion de PKA en la frecuencia y duracion de los
episodios de activacién de a7 a nivel de canal Gnico.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM obtenidos
por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached antes (izquierda) y después
(derecha) del agregado de DMSO 0,1 %v/v (arriba), 8-Br-cAMP 100 puM (medio) o KT-5720 200
nM (abajo). En los recuadros se muestran con mayor amplificacién los eventos tipicos después del
agregado de DMSO, 8-Br-cAMP o KT-5720. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las
aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Graficos de barras que muestran las relaciones después/antes en la frecuencia de los
episodios de activacidn, nP, Topen ¥ Thurst debido a la adicién de DMSO, 8-Br-cAMP o KT-5720. Los
datos se muestran como el promedio *+ SD de las relaciones después/antes para: DMSO (n =9; N
=6), 8-Br-cAMP (n=3; N=1) y KT-5720 (n = 12; N = 3). La significancia estadistica fue evaluada
por el test t-Student a dos colas entre las condiciones con DMSO (control) y las condiciones con 8-
Br-cAMP o KT-5720 (ns: no significativo, p 2 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia
estadistica: p < 0,05*).

En conclusion, en este sistema de expresion heterdlogo, se demostré que la duracién
de los episodios de activacion de a7 a nivel de corrientes unitarias no se altera ante
cambios en el nivel de actividad de PKA, pero la frecuencia de dichos episodios se ve
incrementada cuando se favorece un estado desfosforilado del receptor por inhibicion de
la actividad de la quinasa. Estos resultados recapitulan el aumento de frecuencia debido
a la inhibicion de las SFK, pero difieren en la ausencia de efecto sobre la duracién media

de los bursts que se observa por desfosforilacion de Tyr.

2.2. Efectos de la activacion e inhibicion de PKC en la duracidon y

frecuencia de los episodios de activacion de a7

Para determinar si la fosforilacion por PKC de Ser y Thr en el ICD de a7 afecta su
actividad ionotrépica a nivel de canal Unico, se trabaj6 de forma similar a la anteriormente
descripta para PKA. En este caso, el activador de PKC utilizado fue el PMA; y el inhibidor
fue el G6-6983.

Las células expresando el receptor a7 fueron incubadas por 30 minutos con PMA 1
uUM. A continuacidn, se realizaron registros de canal tnico por la técnica de patch-clamp
en la configuracién cell-attached utilizando ACh 100 uM en la pipeta como agonista. El
analisis de los registros reveld que no existen diferencias estadisticamente significativas
en las duraciones medias de las aperturas aisladas y de los bursts entre las células tratadas

con DMSO 0,1 %v/v (topen = 0,32 + 0,07 ms; Tburst = 0,48 + 0,13 ms; n = 17; N = 4) y las
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tratadas con el activador de PKC (topen = 0,26 £ 0,02 ms; p = 0,179; tburst = 0,36 + 0,05 ms;
p=0,160; n = 3; N = 1; Figura 1.12).

La condicién opuesta, donde se inhibe la PKC, también fue ensayada. Luego del
tratamiento de las células durante 30 minutos con G6-6983 1 pM, se realizaron los
registros de canal unico con ACh 100 uM para activar a a7. En este caso, tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas en las duraciones medias de las
aperturas aisladas y de los bursts (topen = 0,24 + 0,05 ms; p = 0,0999; tburst = 0,37 + 0,09
ms; p=0,181; n = 3; N = 1) con respecto a las células tratadas con DMSO (Figura [.12).
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FIGURA 1.12. Efecto de la activacion e inhibicion de PKC en el perfil cinético de a7 a nivel de
canal unico.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM en células
incubadas con DMSO (arriba), PMA (medio) o G6-6983 (abajo). Filtro: 9 kHz. Potencial de
membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea
de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada condicion. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
sefalados con las flechas.

(C) Graficos de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de estado
abierto (Topen) y de bursts (Tourst) para cada condicién. Los datos se muestran como el promedio *
SD (n=17; N =4 para DMSO; n=3; N =1 para PMA; yn = 3; N =1 para G6-6983). La significancia
estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones con DMSO (control)
y las condiciones con PMA o G6-6983 (ns: no significativo, p = 0,05).

Por otro lado, para evaluar si la modificacion de la actividad de PKC durante el

transcurso de un registro afecta a la frecuencia de los episodios de activacion, se utilizo el
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protocolo donde se adiciona la droga durante el transcurso del registro, tal como se
explico previamente para los experimentos con PP2, 8-Br-cAMP y KT-5720. En primera
instancia se registro la actividad basal de a7, y luego se agrego el activador de PKC (PMA
1 uM) a la capsula para, finalmente, continuar registrando la actividad del canal. Se
cuantificé la frecuencia de los episodios de activacién y la nPo, antes y después del
agregado de PMA, y se expres6 como la relacion después/antes. Ninguno de los dos
pardmetros mostré diferencias estadisticamente significativas tras el agregado del
activador en comparacion al agregado de DMSO (relacion después/antes = 0,88 + 0,02; p
= 0,076 para la frecuencia de los episodios de activacion; y relaciéon después/antes = 0,82
+ 0,06; p = 0,329 para la nPo; n = 4; N = 1). De la misma manera, tampoco se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los pardmetros cinéticos por el agregado
PMA (relacion después/antes = 1,02 = 0,08; p = 0,679 para la Topen; y relacion
después/antes = 0,99 £ 0,12; p = 0,946 para la tburs; n = 4; N = 1; Figura 1.13).

Por ultimo, se llevé a cabo el experimento opuesto, donde se agrega el inhibidor de
PKC en el transcurso del registro de a7. En este caso, ninguno de los cuatro parametros
medidos mostro diferencias estadisticamente significativas tras el agregado de G6-6983
1 uM en comparacion con la adicién de DMSO (relaciéon después/antes = 0,88 + 0,08; p =
0,106 para la frecuencia de los episodios de activacion; relaciéon después/antes = 0,84 +
0,14; p = 0,349 para la nPo; relacién después/antes = 0,91 £ 0,02; p = 0,471 para la Topen; ¥
relacion después/antes = 0,96 £ 0,8; p = 0,692 para la tburst; n = 3; N = 1; Figura 1.13).
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FIGURA 1.13. Efectos de la activacion e inhibicion de PKC en la frecuencia y duracién de los
episodios de activacion de a7 a nivel de canal tinico.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM obtenidos
por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached antes (izquierda) y después
(derecha) del agregado de DMSO 0,1 %v/v (arriba), PMA 1 pM (medio) o G6-6983 1 uM (abajo).
En los recuadros se muestran con mayor amplificacion los eventos tipicos después del agregado
de DMSO, PMA o G6-6983. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal
se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Graficos de barras que muestran las relaciones después/antes en la frecuencia de los
episodios de activacién, nPo, Topen ¥ Thurst debido a la adicion de DMSO, PMA o G6-6983. Los datos
se muestran como el promedio * SD de las relaciones después/antes para: DMSO (n=9; N = 6),
PMA (n=4; N =1)y G6-6983 (n = 3; N = 1). La significancia estadistica fue evaluada por el test t-
Student a dos colas entre las condiciones con DMSO (control) y las condiciones con 8-Br-cAMP o
KT-5720 (ns: no significativo, p =2 0,05)

Evaluando los resultados obtenidos, se puede concluir que la modificacion del grado
de actividad de PKC por el uso de activadores e inhibidores de la quinasa no tiene efecto
alguno en la duracién y frecuencia de los episodios de activaciéon de a7 salvaje expresado

de forma heterdloga en células BOSC23.
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2.3. Los mutantes de a7 en Ser y Thr potencialmente fosforilables

tienen el mismo perfil cinético que el receptor salvaje

Cada uno de los cuatro mutantes generados («7-T331A, a7-S365A, a7-S368Ay a7-
S365D) fue expresado en células BOSC23 para luego poder evaluar sus propiedades
cinéticas (Topen y Thurst) a nivel de canal inico mediante la realizacién de registros de patch-
clamp en la configuracion cell-attached con ACh 100 pM como agonista en la pipeta. Los
cuatro mutantes expresaron bien en las células, y los registros de corrientes unitarias
fueron similares a los del receptor salvaje, es decir, la actividad del canal en cada uno de
ellos se evidencioé principalmente en la forma de aperturas breves y aisladas, y en menor
medida como episodios de activaciéon sostenidos (bursts) de corta duraciéon. La
construccion de los histogramas de estado abierto y de bursts permitié demostrar que no
existen diferencias estadisticamente significativas en ambos parametros cinéticos entre

cada uno de los cuatro receptores mutantes y el receptor salvaje (Tabla I.1).

Receptor Topen (IMS) p Tourst (INS) p n/N
a7 salvaje 0,30 £ 0,06 - 0,46 £ 0,12 - 38/12
a7-T331A 0,30 £ 0,08 0,742 (ns) 0,46 + 0,13 0,985 (ns) 6/3
a7-S365A 0,29 £ 0,03 0,620 (ns) 0,42 £ 0,09 0,383 (ns) 6/4
a7-S368A 0,25+ 0,03 0,0831(ns) 0,38 £ 0,08 0,216 (ns) 4/2
a7-5365D 028+0,06 | 0,530(ns) | 0239008 | 0,250 (ns) | 4/2

TABLA I.1. Parametros cinéticos de los receptores a7 salvaje y mutantes en Ser y Thr.

Se indican las duraciones medias de las aperturas aisladas (Topen) y de los bursts (thurst) Obtenidas
de los histogramas correspondientes. Los datos se muestran como el promedio + SD. “n” indica el

«.n

numero de registros distintos; “N” indica el nimero de transfecciones diferentes. “p” corresponde
al valor de p resultante de la prueba t-Student a dos colas entre el receptor salvaje (control) y cada

uno de los mutantes (ns: no significativo, p = 0,05).
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DISCUSION

La importancia de comprender cémo la fosforilacion altera la funcion de los pLGIC
estad respaldada por su asociacion con estados patoldgicos. La fosforilacién inapropiada
de estos receptores tiene consecuencias patoldgicas y, por lo tanto, se ha postulado que la
modulacion de este proceso puede ser una via para nuevas estrategias terapéuticas (Lee
etal, 2015; Talwar y Lynch, 2014). Por ejemplo, la fosforilacion de los GlyR a3 mediada
por la PKA en las neuronas sensoriales espinales esta asociada con el dolor crénico (Acufia
et al.,, 2016; Harvey et al., 2014). La fosforilacion de los GABAAR se relaciona con el estado
epiléptico, el alcoholismo y los déficits de memoria espacial (Talwar y Lynch, 2014). El
déficit en la expresion funcional de los GABAAR, que caracteriza al estado epiléptico, es
consecuencia de una disminucion en la fosforilacién de la subunidad 3 del receptor
(Terunuma etal, 2008). En los nAChR, se ha informado que la fosforilacién de los
receptores de tipo muscular, a42 y a7 es relevante para los trastornos musculares, la
adiccion a la nicotina y la fertilizacion, respectivamente (Biaggi-Labiosa etal., 2015;
Kumar y Meizel, 2005; Talwar y Lynch, 2014).

Por otra parte, a7 esta involucrado en diferentes situaciones patoldgicas en las que
se ha descrito una fosforilacion aberrante, incluida la enfermedad de Alzheimer, los
trastornos inflamatorios y respiratorios y el cancer (Aschner y Downey, 2018; Hendriks
et al.,, 2013; Mallozzi et al., 2020; Perluigi et al., 2016). Ademas, el aumento de la actividad
de a7 mejora la cognicion y la memoria, favorece la potenciacion a largo plazo y tiene
efectos neuroprotectores y antinflamatorios (Corradi y Bouzat, 2016a; Dineley et al,,
2015; Uteshev, 2014), todos procesos en los que estan involucrados eventos de
fosforilacion. Por lo tanto, una mayor exploracion del impacto directo del estado de
fosforilacion de a7 en estas situaciones fisiologicas y patologicas es relevante para definir
nuevas estrategias terapéuticas.

Analizados en conjunto, los resultados expuestos en la primera parte de este
capitulo muestran que favorecer el estado desfosforilado de las Tyr de a7 potencia la
actividad ionotrdpica del receptor por un mecanismo que involucra un aumento en la
frecuencia y duracién de los episodios de activacién, junto a una disminucién en la
velocidad de desensibilizacién y a un aumento en la tasa de recuperacion desde el estado
desensibilizado. Por el contrario, la desfosforilacion de las Tyr tiene un efecto negativo en

la actividad metabotrépica del receptor, estudiada a partir de la via de ERK 1/2.
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Una serie de trabajos previos utilizando registros de corrientes macroscépicas han
demostrado que la fosforilacion de Tyr de a7 disminuye las respuestas maximas
provocadas por el agonista, mientras que la desfosforilacion produce el efecto contrario
(Charpantier et al., 2005; Cho et al., 2005). La explicacién del aumento de las corrientes
de a7 tras la desfosforilacion es discrepante entre ambos trabajos, ya que por un lado el
efecto fue atribuido a un mayor ntimero de receptores en la superficie (Cho et al., 2005),
y por el otro, a cambios directos en la funcién del receptor (Charpantier et al., 2005). Las
corrientes macroscopicas no pueden proporcionar informacién sobre el mecanismo que
subyace a dicho efecto, ya que sus amplitudes dependen de la amplitud de cada canal
individual, del nimero de canales en la célula y de la probabilidad de apertura del canal.
Los resultados presentados en este capitulo, utilizando principalmente el enfoque a nivel
de canal Unico de alta resolucién, permitieron confirmar que la fosforilacién de Tyr afecta
directamente a los estados conformacionales del receptor. En particular, el aumento en la
duracion media de los bursts, observada al favorecer un estado desfosforilado del
receptor, no puede explicarse por un cambio en el nimero de canales en membrana, lo
que indica claramente un efecto directo sobre la cinética del receptor. Es decir, este
resultado es una evidencia que concuerda con el argumento de que la fosforilacién afecta
directamente la funcion del receptor (Charpantier et al,, 2005), mas que al nimero de
canales en membrana (Cho et al., 2005). Sin embargo, es importante resaltar que el disefio
experimental utilizado en este capitulo no puede descartar que existan pequefios cambios
en el numero de receptores en la membrana tras el tratamiento con las distintas drogas a
lo largo del registro. El incremento en la frecuencia de los episodios de activacion de a7
luego de la inhibicién de las SFK por el agregado de PP2 (Figura 1.3) podria explicarse por
un aumento transitorio en el nimero de canales insertos en la membrana que suceda de
forma relativamente rapida tras la adicién de la droga. Sin embargo, la explicaciéon mas
probable del aumento de este pardmetro es que el receptor desfosforilado se recupera
mas rapido desde el estado desensibilizado y, por ende, tras la adicién del PP2 hay mas
canales cerrados en reposo disponibles para abrirse, lo que se ve reflejado en una mayor
frecuencia de aparicion de eventos de apertura. Esta ultima hipdtesis es fuertemente
respaldada por los resultados obtenidos en corrientes macroscépicas a partir del
protocolo de pulso doble pareado, en donde el mutante a7-Y386F/Y442F evidenci6 una
velocidad de recuperacion de la desensibilizacion significativamente mayor que el

receptor salvaje (Figura .8A y B). Tampoco debe descartarse que puedan ocurrir ambos
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efectos y que, segun el tipo celular y el contexto en el que se estudie, prevalezca uno sobre
el otro, lo que explicaria las discrepancias que aparecen en la bibliografia.

Como se comentd previamente, la falta de residuos Tyr en el ICD de a7 aumenta la
duracién de los bursts del receptor (Figura I.5). El mismo resultado fue obtenido al inhibir
a las PTK de la familia de Src (Figura 1.2) que, al no poder fosforilar al receptor, favorece
el balance hacia un estado desfosforilado del mismo. Teniendo en cuenta que en a7 la
duracién del estado abierto es gobernada por la desensibilizaciéon (Bouzat et al., 2008), el
incremento en la duracién de los bursts podria ser el resultado de una reduccién en la
velocidad de desensibilizacion. Los resultados presentados en este capitulo permitieron
poner de manifiesto que las corrientes macroscépicas del receptor mutante o7-
Y386F/Y442F decaen mas lentamente en presencia de agonista que las corrientes de los
receptores de tipo salvaje (Figura 1.8C). Aunque en a7 la tasa de decaimiento de las
corrientes obtenidas en la configuracion whole-cell no refleja exactamente la velocidad de
desensibilizacién, debido a limitantes en la resolucién temporal del sistema (Bouzat et al.,
2008; Bouzat y Sine, 2018), la comparacion de la constante de decaimiento en condiciones
idénticas sugiere que el receptor no fosforilado tiene una transicién mas lenta desde el
estado abierto hacia el estado desensibilizado en comparacidn con el receptor salvaje.

Los trabajos que demostraron por primera vez que las respuestas macroscopicas
maximas de a7 se ven reducidas por la fosforilacion de Tyr del receptor (Charpantier
et al,, 2005; Cho et al.,, 2005), consideran que otro de los pardmetros que podria explicar
este efecto es una disminucién en la conductancia unitaria del canal. En uno de estos
estudios, los autores descartan esta explicacién por considerarla poco probable (Cho
et al,, 2005), mientras que en el otro dejan abierta la posibilidad indicando que no poseen
las técnicas necesarias para medir este parametro (Charpantier etal, 2005). En un
trabajo mas reciente, se demostré nuevamente que la fosforilacion de Tyr de a7 reduce
las respuestas macroscdpicas del receptor nativo en cerebro de ratén por un mecanismo
que implica una reduccién del nimero de receptores en membrana y una disminucién en
la conductancia unitaria de los canales (Komal et al., 2014). Los autores de dicho estudio
aplican el andlisis de fluctuacién de corriente idénica a partir de corrientes macroscépicas
para estimar la conductancia unitaria de los canales a7. Este hallazgo no concuerda con
los resultados expuestos en este capitulo donde los registros de corrientes unitarias de
a7 no mostraron cambios en la amplitud del canal tras el tratamiento con pervanadato,

que al inhibir las PTP favorece un estado fosforilado del receptor (Figura 1.4D). Ademas,
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tampoco se encontraron diferencias de amplitud en los canales del receptor a7-
Y386F/Y442F en comparacion con los del receptor salvaje (Figura 1.5B). La explicacion
de esta discrepancia puede residir en las diferencias metodolégicas para medir la
conductancia unitaria, ya que la estimacién de este parametro por el andlisis de
fluctuacién de corriente i6nica no es tan precisa como la medicién de la amplitud de los
canales obtenidos a partir de registros de canal Unico de alta resolucién. Por otro lado,
también hay que tener en cuenta que existen diferencias en el tipo de receptor (de ratéon
y humano), en la forma de expresion (nativa y heterdloga), y en el modo de incrementar
el estado de fosforilacion (activacién indirecta de las SFK e inhibiciéon de fosfatasas o
sustitucion de Tyr en el ICD) entre dicho trabajo y el presente capitulo respectivamente.
Una evidencia que estd en linea con los resultados aqui expuestos proviene de uno de los
estudios pioneros sobre el efecto de la fosforilacion en la actividad del nAChR muscular,
donde se demostr6 que la amplitud de los canales del receptor reconstituido en
liposomas, medida a partir de registros de canal Uinico, no se ve modificada por el aumento
en la fosforilacion de Tyr del receptor (Hopfield et al., 1988).

Solo hay dos residuos de Tyr en el ICD de a7, la Tyr-386 se ubica en el medio del ICD,
y la Tyr-442 lo hace antes del comienzo de la hélice MA. Mientras que el primer residuo
no se conserva entre las subunidades de los nAChR, el segundo si lo hace en a1, a4 y B1.
Los nAChR musculares son fosforilados por PTK en las subunidades 31, y y § (Huganir
et al,, 1984; Talwar y Lynch, 2014; Wagner et al., 1991); y la fosforilacion de las Tyr es de
gran relevancia en la formacidn de la NM] y en la agrupacion de los receptores (Wiesner
y Fuhrer, 2006). Ademas, desde el punto de vista funcional, la fosforilacion de las Tyr se
ha correlacionado con una mayor velocidad de desensibilizaciéon del receptor muscular
(Hopfield et al., 1988; Swope et al., 1992). Con respecto a los nAChR a42 neuronales, un
estudio report6 que la fosforilacion de las Tyr puede afectar negativamente la funcién del
receptor (Biaggi-Labiosa et al., 2015). En este trabajo, la sustitucion de la Tyr-576 de a4
por una alanina lleva a un aumento en las corrientes maximas del receptor, mientras que
el cambio por un acido aspartico (fosfomimético) produce una disminucién de esas
corrientes. Estos efectos de la fosforilacion de Tyr en los nAChR muscular y a432
concuerdan con los reportados sobre el receptor a7, tanto en este capitulo de tesis como
en la bibliografia previamente mencionada. Sin embargo, un efecto totalmente opuesto
fue informado en un estudio sobre el nAChR a3p4a5, donde se demostré que las

corrientes macroscopicas del receptor se ven incrementadas tras el tratamiento con
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pervanadato o por coexpresion con una Src activa, y se ven reducidas por accion del PP2
o0 la coexpresién de una Src inactiva (K. Wang et al., 2004). Por lo tanto, se puede concluir
que las PTK proporcionan los medios para regular todos los nAChR, pero las
consecuencias funcionales, incluso las causadas por la misma familia de quinasas, son
especificas para cada subtipo de receptor y ubicacion.

Ademas de la accién ionotrdpica candnica de a7, que provoca una rapida
despolarizacion y aumento del Ca?* intracelular, la activacién del receptor dispara
diversas vias de sefializacidn intracelular. Estas acciones son de gran importancia para las
actividades neuroprotectoras, antioxidantes y antinflamatorias de a7, y tienen lugar en
una escala temporal diferente al flujo rapido de iones. En este capitulo también se evalu6
el efecto de la fosforilacién de las Tyr sobre la funcién metabotrépica de a7 estudiada a
partir de la via de ERK 1/2, que esta asociada con la neuroproteccion y la proliferacién
celular inducidas por la nicotina (Elnagar et al., 2018; Larsen et al., 2019; Nishioka et al.,
2019; Toborek et al.,, 2007).

Inicialmente, se demostré que los niveles de p-ERK 1/2 se vieron notablemente
aumentados tras una breve exposicion de células BOSC23 que expresan a7 al agonista
especifico PNU-282987 (Figura 1.9A), lo que concuerda con resultados publicados en
varios trabajos con distintos tipos celulares que expresan o7 (Gubbins etal., 2010;
Kouhen et al., 2009; Toborek et al., 2007). Este incremento en el nivel de p-ERK 1/2 se
eliminé por completo tras una incubaciéon de las células con un inhibidor de las SFK
(Figura 1.9B), lo que indica que estas quinasas son fundamentales en la via. Una
posibilidad es que las SFK sean uno de los eslabones que conectan a7 a ERK 1/2, es decir,
que alguna de estas quinasas se encuentre rio abajo de la activacion del nAChR. Otra
posible explicacion, que surge al considerar que el mutante a7-Y386F /Y44 2F expresado
en células BOSC23 fue incapaz de activar la via de ERK 1/2 (Figura 1.9B), es que a7 debe
tener sus Tyr en el ICD fosforiladas por accién de las SFK para poder disparar la via que
termina en p-ERK 1/2 tras su activacion. Hay evidencias de que ciertas SFK (Fyn y Lck),
tras ser activadas rio abajo del receptor de linfocitos T, fosforilan a a7 llevando a una
reduccidn de las corrientes macroscopicas en neuronas corticales de ratén (Komal et al.,
2014).

Un aspecto importante a dilucidar es qué gobierna el estado fosforilado de a7 y
como las SFK regulan la sefalizacion de a7 hacia la fosforilaciéon de ERK 1/2. Una

posibilidad es que exista una asociacidn directa entre a7 y algin miembro de las SFK. Esta
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teoria esta respaldada por un estudio in silico que muestra sitios de union para proteinas
con dominios SH2 y SH3 en el ICD de a7 (Stokes et al., 2015), que pueden ser reconocidos
por las SFK; y también por un trabajo en cultivos primarios de corteza de rata donde se
demostré una interaccién directa entre a7 y Fyn (Kihara et al., 2001). Otra evidencia mas
indirecta surge de una publicacién que muestra la unién de Src a proteinas de fusién que
contienen la mitad N-terminal del ICD de la subunidad 1 de los nAChR (Fuhrer y Hall,
1996), y sugiere que la asociaciéon de Src a 1 lleva a la fosforilacién de la subunidad
creando un sitio de unién para Fyn, evento fundamental para el agrupamiento de los
nAChR musculares durante el desarrollo de la NM]. Tampoco hay que descartar que es
posible que se requiera la activaciéon de a7 por el agonista para producir un cambio
conformacional en el ICD que exponga los residuos de Tyr para que ocurra la fosforilacion
mediada por las SFK, lo que conduce finalmente al aumento de p-ERK 1/2.

La existencia de un cross-talk entre o7 y otros receptores (Komal etal.,, 2014;
Nishioka et al., 2019; Pestana et al., 2005); la participacién de proteinas adaptadoras,
como es el caso de Grb2 que se asocia a una Tyr fosforilada de la subunidad 6 del nAChR
muscular (Colledge y Froehner, 1997); y la activacion de las SFK por otros mediadores
desencadenados por el influjo de Ca2* inducido por a7, también pueden tener lugar. Lo
mas probable es que se produzcan diferentes acciones dependiendo del contexto celular
y de las proteinas de andamiaje presentes en el microdominio del receptor, lo cual puede
resultar en la activacion de diferentes vias de sefializacion intracelular y en el movimiento
del Ca?* iniciado por la union del agonista a a7. A futuro seria interesante analizar si otras
vias de sefalizacion activadas por a7 también requieren la fosforilacion de las Tyr del ICD.

Los resultados obtenidos en la segunda parte de este capitulo permiten concluir que,
a diferencia de lo que sucede con las Tyr, la alteracién del estado de fosforilacién de las
Ser y Thr del ICD de a7, al menos en las condiciones experimentales aqui utilizadas, tiene
poca influencia en la actividad ionotrépica del receptor, ya que el inico efecto observado
fue un aumento leve en los episodios de activacidn tras la inhibicion especifica de la PKA.
La ausencia de efecto al activar e inhibir PKC podria ser consecuencia de la falta de
expresion de dicha quinasa en la linea celular aqui empleada. Si bien este hecho no fue
probado experimentalmente en este capitulo, resulta poco probable considerando que
existen muchos trabajos que utilizan las mismas células y que han demostrado la
expresion de la quinasa o la aparicion de algun efecto relacionado con su activacion o

inhibicion especifica (Acharya y Kim, 2019; Eilers et al., 1997; F. Xu et al., 2003).
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Las duraciones de los episodios de activacién del receptor, tanto aislados como
sostenidos, no se modificaron tras la activacion o inhibicion de 1a PKA o la PKC, ya sea por
una incubacién previa o por el agregado de la droga durante el registro. De la misma
manera, tampoco se encontraron diferencias en los parametros cinéticos entre los
distintos mutantes de Ser y Thr ensayados y el receptor salvaje. El Unico cambio
registrado fue un leve aumento en la frecuencia de los episodios de activacion del receptor
tras la inhibicion especifica de 1a PKA. Estos resultados concuerdan con los de un trabajo
que muestra que, si bien la activaciéon de PKA conlleva a una reduccién de las corrientes
macroscépicas de a7, el efecto no es atribuible a cambios en las propiedades funcionales
intrinsecas del canal sino a una disminucién del nimero de receptores en membrana
(Komal et al., 2015). El leve incremento en la frecuencia de los episodios de activacion de
a7 luego de la inhibicion de la PKA por el agregado de KT-5720 (Figura [.11) podria ser
consecuencia de un aumento transitorio en el nimero de canales insertos en la membrana
que suceda de forma relativamente rapida tras la adicién de la droga, pero también otras
explicaciones, relacionadas con la velocidad de transicidn entre los diferentes estados
conformacionales del receptor, son posibles. De la misma manera, la ausencia de efectos
en la cinética de a7 por activacion o inhibicidn de la PKC esta en linea con un estudio que
demuestra que la amplitud y desensibilizacion de las corrientes macroscopicas del
receptor salvaje no se ven modificadas luego del tratamiento con PMA que activa a la PKC
(Tsuneki et al., 2007). Lo interesante de este trabajo es que el mutante a7-G423S, con un
sitio adicional de fosforilaciéon para PKC, es sensible a la activacién de dicha quinasa,
dandole de esta manera mas fuerza al resultado que muestra la ausencia de efecto sobre
el receptor salvaje.

En sintesis, los resultados presentados en este capitulo sefialan que la fosforilaciéon
de las Tyr, si bien es absolutamente necesaria para la actividad metabotrépica de a7
mediada por la via ERK 1/2, actia como un modulador negativo de la actividad
ionotrépica del receptor (Figura 1.14). En cambio, en el sistema experimental aqui
utilizado, las alteraciones en el estado de fosforilacion de Ser y Thr no juegan un rol muy
importante en la modulacidn de la actividad ionotrépica de a7.

Es posible sugerir que la fosforilacion de las Tyr del ICD reduce la barrera energética
de la transicion entre el estado abierto y el desensibilizado de a7, y a la vez aumenta la
barrera energética entre los estados desensibilizado y cerrado en reposo desde el cual el

canal puede volver a abrirse. En concordancia con la conclusién de que la fosforilacion
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afecta directamente la funcién de o7, se ha demostrado que esta MPT puede causar
cambios conformacionales alostéricos globales en los GlyR (Han et al., 2013). Ademas, se
ha propuesto que las conformaciones fosforiladas podrian, en principio, ser objeto de
farmacos con potencial terapéutico (Talwar y Lynch, 2014). Como prueba de concepto, se
demostré que un derivado no anestésico del propofol, es accesible a su sitio de unién al
GlyR a3 solo después de la fosforilacion dependiente de PKA (Acuia et al., 2016).

Dado que a7 es altamente permeable al Ca2+, la disminucién de la fosforilaciéon
puede actuar, al aumentar la actividad ionotrépica del receptor, como un mecanismo
regulador que mejora la entrada del cation a la célula, lo que a su vez conduce a la mayoria
de las funciones de a7, incluida la liberaciéon de neurotransmisores, la despolarizacién
postsindptica, y la activacidn de ciertos procesos de sefializacidn celular (Gotti y Clementi,
2004). Ademas, este aumento transitorio de Ca2*, potenciado por la desfosforilacion del
receptor, se convierte en un fenédmeno sostenido de amplio alcance por la liberacion de
Ca2* desde las reservas intracelulares a través de un mecanismo de liberacion de calcio
inducido por calcio (Bouzat etal, 2018; Corradi y Bouzat, 2016a). Por otro lado, la
disminucién de la fosforilaciéon de a7 reduce las respuestas metabotrdpicas que requieren
residuos de Tyr fosforilados, como la via ERK 1/2, y por ende redirige las respuestas a las
que se rigen principalmente por su actividad ionotréopica o por el influjo de Ca2*. Por lo
tanto, los eventos de fosforilacion/desfosforilacion de las Tyr de a7 permiten un control
preciso de la respuesta celular integrada iniciada por la activacion del receptor, lo que
tiene un amplio impacto en la sefializacion colinérgica de a7 y en su participacién en
trastornos humanos, como enfermedades neurodegenerativas, cancer y alteraciones

inflamatorias.

p-ERK1/2
Ca++

p-ERK1/2

FIGURA 1.14. Modelo de las interrelaciones entre las respuestas ionotrdpicas y
metabotropicas de a7 y su regulacion por fosforilacion.

La ilustracién representa un modelo del rol que cumple la fosforilacion de las Tyr del ICD de a7
en la modulacién de las respuestas ionotrépicas y metabotrépicas del receptor.
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CAPITULO II

MODULACION DEL RECEPTOR a7 POR EL
FRAGMENTO Y674-R685 DE LA GLICOPROTEINA S
DEL SARS-CoV-2
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INTRODUCCION

1. Enfermedad por Coronavirus 2019

El 31 de diciembre de 2019, las autoridades de salud de Wuhan, China, notificaron a
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre un brote de neumonia de causa no
identificada (Z. Wu y McGoogan, 2020). A partir del aislamiento del virus de muestras de
liquido de lavado broncoalveolar de pacientes graves, se secuencio el ARN metagenémico
y se identifico que el agente causante de esta enfermedad emergente era un nuevo virus
perteneciente a la familia Coronaviridae y al género Betacoronavirus (Zhou et al., 2020).
Esta nueva neumonia por coronavirus pronto se extendié a otras ciudades de China y el
numero de casos confirmados aument6 repentinamente, con miles de casos nuevos
diagnosticados diariamente a fines de enero. El 30 de enero de 2020, la OMS declaré al
brote del nuevo coronavirus como una emergencia de salud publica de importancia
internacional. El 11 de febrero, el Comité Internacional de Taxonomia de Virus nombr¢ al
nuevo virus como Coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), y la OMS nombré a la
enfermedad como “Enfermedad por Coronavirus 2019” (COVID-19, Coronavirus Disease
2019) (Gorbalenya etal, 2020). El brote de la COVID-19 en China alcanzé un pico
epidémico en febrero, y desde alli la propagacion internacional se aceler6. La alta
eficiencia de transmision del SARS-CoV-2 y la abundancia de viajes internacionales
permitieron la rapida propagacién mundial de la COVID-19 y asi el 11 de marzo de 2020,
la OMS la caracterizé oficialmente como una pandemia (Hu et al,, 2021).

La enfermedad causada por la infecciéon por el SARS-CoV-2 en humanos tiene un
gran espectro de manifestaciones que van desde sintomas leves hasta insuficiencia
respiratoria grave. Los sintomas mas comunes son fiebre, fatiga, dolor de cabeza, tos seca
y trastornos del olfato y del gusto, mientras que menos comtiinmente hay producciéon de
esputo, hemoptisis, diarrea, anorexia, dolor de garganta, dolor de pecho, escalofrios,
nauseas y vomitos (C. Huang et al, 2020). Al unirse a las células epiteliales del tracto
respiratorio alto, el SARS-CoV-2 comienza a replicarse y migrar hacia las vias
respiratorias bajas, para finalmente entrar en las células epiteliales alveolares. La rapida
replicacion del SARS-CoV-2 en los pulmones puede desencadenar una fuerte respuesta

inmunitaria, llevando a una excesiva producciéon de citoquinas proinflamatorias
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(tormenta de citoquinas) que conduce al sindrome de dificultad respiratoria aguda e
insuficiencia respiratoria, que se considera la principal causa de muerte en pacientes con
la COVID-19 (Mehta etal.,, 2020). Los pacientes de mayor edad y con enfermedades
preexistentes graves tienen mayor riesgo de desarrollar sindrome de distrés respiratorio

agudo y muerte.

2. SARS-CoV-2

Los coronavirus son un grupo diverso de virus que infectan a muchos animales
diferentes y pueden causar infecciones respiratorias en humanos desde leves a graves. En
2002 y 2012, respectivamente, dos coronavirus altamente patégenos con origen
zoondtico, el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV, Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) y el coronavirus del sindrome respiratorio de
Medio Oriente (MERS-CoV, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), surgieron en
humanos y causaron enfermedades respiratorias fatales. Por su parte, el SARS-CoV-2 es
altamente transmisible y ha superado abrumadoramente al SARS-CoV y al MERS-CoV
tanto en términos de nimero de personas infectadas como de rango espacial de areas
epidémicas (Cui et al.,, 2019).

Los viriones del SARS-CoV-2 tienen una forma esférica o elipsoidal con un diametro
promedio de 108 + 8 nm (Figura II.1A), y su genoma de ARN monocatenario de sentido
positivo posee casi treinta mil nucleétidos de longitud (Liu et al., 2020). Su organizacién
gendmica es similar a la de otros virus del género Betacoronavirus. Posee seis marcos de
lectura abiertos (ORF, Open Reading Frames) funcionales dispuestos en orden 5’ a 3":
replicasa (ORF1a/ORF1b), proteina espiga (S), proteina de envoltura (E), proteina de
membrana (M) y proteina de la nucleocapside (N). Ademas, cuenta con siete ORF
putativos intercalados entre los genes estructurales que codifican proteinas accesorias
(Fuk-Woo Chan et al., 2020). El gen de la replicasa cubre dos tercios del genoma y codifica
una poliproteina grande que se escinde proteoliticamente en 16 proteinas no
estructurales que estan involucradas en la transcripcion y replicacion del virus.

La proteina espiga (Proteina S, Spike Protein) es una glicoproteina homotrimérica
de fusion que se encuentra en la superficie del SARS-CoV-2 (Figura II.1B). Es la proteina
que mas diverge dentro de los miembros del subgénero Sarbecovirus, compartiendo solo
un 77 % de similitud de secuencia de aminodacidos con la del SARS-CoV (R. Lu et al., 2020).
Cada monoémero S es una proteina transmembrana de tipo [ de 1273 aminodacidos que se
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compone de dos subunidades: S1 y S2 (Figura II.1B). La proteina S es la encargada de
reconocer y unirse al receptor de la célula huésped (rol de S1), para luego llevar a cabo la
fusion de la membrana viral con la membrana plasmatica celular (rol de S2), y permitir
asi el ingreso del ARN viral a la célula (F. Li, 2016; Walls etal., 2020). Dentro de la
subunidad S1 existe un dominio de unién al receptor (RBD, Receptor Binding Domain,
Figuras I1.1B y I1.2A) que es el responsable de la unién a la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2, Angiotensin-convering Enzyme 2). Esta proteina de la superficie
celular funciona como el receptor del SARS-CoV-2, de la misma forma que lo es para el
SARS-CoV. EI RBD es una region en el C-terminal de S1 (aminoacidos 319-541) que
contiene el motivo de unidn al receptor (RBM, Receptor Binding Motif, aminoacidos 437-
508), responsable de mediar el contacto con la ACE2. El RBM del SARS-CoV-2 difiere en
cinco residuos criticos (Y455L, L486F, N493Q, D494S y T501N) con el de SARS-CoV. Las
caracteristicas estructurales del RBM del SARS-CoV-2 han fortalecido su afinidad de unién
ala ACE2 en comparacion con el del SARS-CoV (Shang, Ye, et al., 2020; Walls et al., 2020).

La proteina S tiene dos sitios principales de escision por proteasas celulares: (i) el
sitio S1/S2, que divide la subunidad S1 de la subunidad S2; y (ii) el sitio S2' dentro de la
subunidad S2. La caracteristica distintiva de la proteina S del SARS-CoV-2 es la presencia
de un motivo de escision por furina (FCM, Furin Cleavage Motif) en el sitio S1/S2: 682-
RRARIS-686 (la flecha indica el sitio de escisidn, Figura I1.1B) que surgié por insercién de
cuatro aminoacidos (681-PRRA-684). Este FCM esta ausente en el SARS-CoV y en el
pariente mas cercano del SARS-CoV-2, la cepa RaTG13 de murciélago (K. G. Andersen
etal, 2020). Esta caracteristica distintiva es uno de los motivos que da sustento al
argumento de la generacion artificial del SARS-CoV-2. La adquisicién de un FCM aumenta
en gran medida la virulencia de los virus de influenza A aviar, y es posible que esta
insercion de 4 aminoacidos esté involucrada en la expansion del rango de huéspedes y la
adaptacion a los humanos por parte del SARS-CoV-2 (K. G. Andersen etal, 2020;
Hoffmann, Kleine-Weber, y Pohlmann, 2020; Walls et al., 2020).
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FIGURA II.1. Representaciones ilustrativas del SARS-CoV-2 y de la proteina espiga (S).

(A) Dibujo ilustrativo de una particula viral del SARS-CoV-2. Se esquematiza el genoma de ARN
monocatenario en el interior de la envoltura viral asociado a la proteina de la nucleocapside (N).
En la superficie se ilustra la envoltura viral con sus proteinas constituyentes: proteina de la
envoltura (E), proteina de la membrana (M) y proteina espiga (S). Creado con BioRender.com.

(B) A la izquierda se observa un dibujo ilustrativo de la glicoproteina S homotrimérica (azul
traslicido) sobre la estructura cristalografica trasparentada. Se indican con corchetes las regiones
correspondientes a las subunidades S1 y S2. A la derecha se muestra la estructura cristalografica
de la proteina S vista por microscopia electrénica (PDB 6VXX), y se sefialan los dominios mas
relevantes, que son representados también en la secuencia lineal de la proteina dibujada en la
parte inferior. NTD: dominio N-terminal; RBD: dominio de unién al receptor; FCM: motivo de
escisién por furina (se muestran los aminodcidos y el sitio exacto de corte); FP: péptido de fusién
(dentro de S2, en direcciéon N-terminal de FP se encuentra el sitio de escision S2’); HR1: “hepted
repeat” 1; HR2: “hepted repeat” 2; TD: dominio transmembrana; y CT: cola citoplasmatica. Creado
con BioRender.com.

La furina es una convertasa que se expresa de forma ubicua en las vias de sintesis y
transporte de proteinas de las células. Por lo tanto, el sitio S1/S2 de la proteina S se
escinde con furina durante su biosintesis en el proceso de formacién de nuevas particulas
virales, y las dos subunidades resultantes, S1 y S2, permanecen asociadas no
covalentemente (Shang, Wan, etal, 2020; Walls etal, 2020). Este clivaje es muy
importante porque desestabiliza la proteina S permitiéndole al RBD hacer un movimiento

similar a una bisagra y cambiar su posiciéon de una conformaciéon doblada (“cerrada”) a
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una expuesta (“abierta”) necesaria para unirse de manera eficiente a la ACE2 de la
siguiente célula a infectar. El porcentaje de proteinas S que se escinden se ve muy afectado
por la secuencia de aminoacidos del FCM, y la escision suele ser parcial (Takeda, 2022;
Walls et al., 2020). La mutacién D614G en la proteina S aumenta la eficiencia de la escision
S1/S2 por la furina y, por lo tanto, facilita la adopcién de la conformaciéon “abierta” que
favorece la uniéon a la ACE2. La variante del SARS-CoV-2 con esta mutacién surgio
temprano en la epidemia y se convirtié en una de las principales causas de la pandemia
global debido a su mayor infectividad (Korber et al., 2020; Yurkovetskiy et al., 2020). Otra
mutacion en el sitio S1/S2 (P681R) es portada por la variante delta, que al agregar un
aminodacido basico al FCM, aumenta la eficiencia de la escisién de la proteina S y por lo
tanto la infectividad viral (Saito et al., 2022).

Por otro lado, la escision del sitio S2' ocurre después de que la proteina S se une a la
ACEZ, no durante la biosintesis o el transporte intracelular de la proteina. EI cambio
conformacional de la proteina S, inducido por la unién a la ACE2, expone el sitio S2'
permitiendo que la serina proteasa celular de transmembrana 2 (TMPRSS2,
Transmembrane Serine Protease 2) lleve a cabo el clivaje. Este proceso es fundamental
porque expone al péptido hidrofébico de fusion (FP, Fusion Peptide), ubicado
inmediatamente rio abajo de S2’, que es responsable de la fusion de las membranas viral
y celular, permitiendo la entrada del ARN viral a la célula (Hoffmann, Kleine-Weber,
Schroeder, et al,, 2020; Matsuyama y Taguchi, 2009).

La escision S1/S2 también puede tener un significado adicional, ya que se ha
demostrado que la neuropilina-1 se une a la secuencia 682-RRAR-685 en el extremo C-
terminal de la subunidad S1 generada tras el corte por furina, y que esta unién potencia
la infeccion por el SARS-CoV-2 mediada por la ACE2. La unién de S1 ala ACE2 es esencial
para el ingreso del ARN viral a la célula huésped (Hoffmann, Kleine-Weber, Schroeder,
et al., 2020; Yan et al., 2020), pero la infectividad también se ve afectada por interacciones
adicionales entre S1 y el receptor de neuropilina-1 (Cantuti-Castelvetri et al., 2020; Daly
et al,, 2020). La base molecular del efecto no esta clara, pero se sabe que las neuropilinas
median la internalizacion de los péptidos que contienen el motivo de unién R/K-X-X-R/K
(donde X puede ser cualquier aminodcido) a través de un proceso endocitico que se
asemeja a la macropinocitosis. Se ha sugerido que la proteina S también contribuye a la
fisiopatologia de la COVID-19 a través de interacciones directas o indirectas con otras

proteinas, como los nAChR (Changeux et al., 2020; Farsalinos, Eliopoulos, et al., 2020;
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Oliveira et al., 2021; Tillman et al.,, 2023) y los canales de sodio epiteliales (Grant y Lester,
2021).

3. Asociacion entre el SARS-CoV-2 y los nAChR

La asociacidn entre los nAChR y el SARS-CoV-2 fue planteada a los comienzos de la
pandemia por varios autores (Changeux etal.,, 2020; Farsalinos, Niaura, etal., 2020;
Gonzalez-Rubio et al.,, 2020) en la forma de la “Hip6tesis Nicotinica de la COVID-19”, la
cual postula que el SARS-CoV-2, al interactuar con los nAChR, altera la via antinflamatoria
colinérgica causando una variedad de manifestaciones clinicas, y que la nicotina, al actuar
sobre estos receptores, sirve para prevenir este proceso.

Son varias las observaciones en las que se basaron los autores para argumentar esta
teoria. Entre ellas, se destacan varios estudios epidemiolégicos que muestran menor
prevalencia de fumadores en personas con la COVID-19 que en la poblaciéon general
(Changeux et al., 2020; Gonzalez-Rubio et al., 2020), lo cual es paraddjico considerando
que esta bien establecido que los fumadores tienen un riesgo significativamente mayor de
enfermedad respiratoria cronica e infecciones respiratorias agudas. Por ejemplo, un
trabajo informé que, en comparacién con la poblacion francesa general, la poblacién con
la COVID-19 exhibi6 una tasa de fumadores significativamente menor, tanto para
pacientes ambulatorios como para aquellos hospitalizados (Miyara et al., 2022). Ademas,
otro estudio reporté que el nimero de fumadores hospitalizados en el brote de SARS-CoV-
2 en China fue mas bajo de lo esperado en comparacién con la prevalencia del tabaquismo
en ese pais (Gonzalez-Rubio et al., 2020). Asi, el consumo de tabaco parece ser un factor
protector frente a la infeccion por el SARS-CoV-2. Estos datos son consistentes con la
hipétesis de que la nicotina del cigarrillo tiene un papel protector a través de la accion
directa sobre varios tipos de nAChR expresados en neuronas, células inmunitarias, tejido
cardiaco, pulmones y vasos sanguineos (Changeux et al., 2020).

A su vez, el hecho de que la mayoria de las manifestaciones clinicas de la COVID-19
puedan explicarse por una desregulacion de la via colinérgica antinflamatoria, con la
consecuente produccion excesiva de citoquinas proinflamatorias, argumenta a favor de la
hipétesis nicotinica. El SN, a través del nervio vago, puede inhibir la liberaciéon de
citoquinas proinflamatorias por los macréfagos y atenuar las respuestas inflamatorias
sistémicas (H. Wang etal,, 2003). La ACh liberada por el nervio vago o producida
localmente, actuando a través de los nAChR a7, es uno de los mecanismos de control de la
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produccion de citoquinas por los macrofagos, uno de los principales tipos de células que
se encuentra en el liquido broncoalveolar de los pacientes con la COVID-19 (Changeux
etal, 2020; Pavlov y Tracey, 2012). La desregulacion de este receptor lleva a la
producciéon masiva de interleuquinas 1, 6 y 18, y factor de necrosis tumoral a. Este perfil
de citoquinas es similar al descripto en pacientes con la COVID-19 que presentaron el
sindrome hiperinflamatorio (Chen et al., 2020). Ademas, en linea con esta hipoétesis, la alta
prevalencia de obesidad y diabetes mellitus observada en formas graves de la COVID-19
podria explicarse considerando que estos pacientes presentan una disminucién de la
actividad vagal debido a su patologia de base (Pavlov y Tracey, 2012) a la que se sumaria
la disfuncién de los nAChR por el SARS-CoV-2, llevando de esta manera a un estado
hiperinflamatorio mas acentuado.

Por otro lado, la disfuncion del receptor nicotinico a7 en plaquetas aumenta el
estado reactivo de las mismas, lo que podria explicar la coagulopatia sistémica con
trombosis venosa y arterial, que es uno de los aspectos criticos de la morbimortalidad de
la COVID-19 (Kooijman et al.,, 2015). Por su parte, la anosmia que presentan algunas
personas con la COVID-19 puede deberse a disfuncién de los nAChR que estan altamente
expresados en el bulbo olfatorio (D’Souza y Vijayaraghavan, 2014).

Por ultimo, el extremo C-terminal de la subunidad S1 de la proteina S del SARS-CoV-
2, que contiene la insercion de los cuatro aminoacidos que crean el FCM ausente en otros
coronavirus, tiene cierto grado de homologia de secuencia con: (i) antagonistas de nAChR,
como las neurotoxinas de venenos de serpientes (a-cobratoxina y a-bungarotoxina); y (ii)
una region con similitud a neurotoxinas encontrada en la glicoproteina del virus de la
rabia (Changeux et al., 2020; Hueffer et al.,, 2017; Lentz et al.,, 1987). Se ha demostrado que
el virus de la rabia utiliza a los nAChR durante la infeccion (Lentz et al., 1982), y que un
péptido de la region similar a neurotoxina de la glicoproteina viral tiene la capacidad de
inhibir las respuestas de los nAChR a432 in vitro. El mismo péptido también produce
alteracién en un comportamiento de Caenorhabditis elegans que es controlado por los
nAChR (Hueffer et al., 2017).

Se cree que las interacciones entre la proteina S del SARS-CoV-2 y los nAChR ocurren
a través del loop expuesto de la region C-terminal de la subunidad S1 (fragmento Y674-
R685, Figura I1.2A). Recientemente se ha examinado la posible union de Y674-R685 a
varios nAChR mediante simulaciones de dindmica molecular (Oliveira et al., 2021). Estas

simulaciones predijeron una unién favorable de la region Y674-R685 al sitio de unién
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ortostérico de los nAChR a4$2 y o7 humanos (Figura I.2B) y del nAChR muscular de T.
californica (Oliveira et al., 2021). Ademas, los analisis de las simulaciones de dinamica
molecular de la proteina S entera y completamente glicosilada mostraron que la regiéon

Y674-R685 esta accesible para la unidn.
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FIGURA I1.2. Estructura tridimensional de la proteina S del SARS-CoV-2.

(A) El modelo representa la proteina S entera, completamente glicosilada, en estado cerrado
después de la escision con furina (Casalino et al,, 2020). Cada mondémero S esta formado por tres
dominios: cabeza, tallo y cola citoplasmatica. La proteina se representa en azul con los glicanos en
verde. El RBM y la region Y674-R685 estdn resaltados en amarillo y rojo, respectivamente.

(B) Ejemplo de una conformacién obtenida de las simulaciones de dinamica molecular. Izquierda:
vista general del complejo Y674-R685/a7(ECD). Derecha: vista amplificada del sitio de unién a
agonista mostrando las interacciones (lineas punteadas) entre R682 y Q675 y los anillos
aromaticos de TrpB (W171), TyrC1 (Y210), TyrC2 (Y217) y TyrA (Y115). El receptor o7 y el
fragmento Y674-R685 estan coloreados en azul oscuro y naranja, respectivamente.

Entre los nAChR, la unién de Y674-R685 al subtipo a7 es muy relevante para la
COVID-19, ya que la nicotina, al actuar a través de este receptor, puede regular la
expresion de la ACE2 (P. Russo etal, 2020). Ademas, la activacion de a7 reduce la
inflamacion y el dafio tisular mediante una disminucion de la produccion de citoquinas
proinflamatorias (Egea et al., 2015; Rosas-Ballina et al., 2008; H. Wang et al., 2003). Es asi
que, la potenciacion de a7 se ha convertido en una estrategia importante para modular la
inflamacién en diferentes contextos patoldgicos, incluido el sindrome de dificultad
respiratoria aguda (Egea et al., 2015; Pinheiro et al., 2017). Por lo tanto, los ligandos que
se unen a a7 pueden afectar la infectividad del SARS-CoV-2 y la progresion de la COVID-
19. De hecho, recientemente se ha demostrado que la vareniclina, un agonista completo
de a7, reduce la infectividad y la progresion de la enfermedad en un modelo de macaco
Rhesus (Nau et al.,, 2021).
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OBJETIVOS

El objetivo general de este capitulo de tesis es demostrar una interaccion funcional
entre el péptido sintético correspondiente a una region de la glicoproteina S del SARS-
CoV-2 (Y674-R685) y el receptor nicotinico a7 humano. Utilizando distintos enfoques
electrofisioldgicos, de corrientes macroscopicas y de canal Unico, se estudia si la actividad
ionotrdpica de a7 es afectada por el péptido Y674-R685.

Los objetivos especificos son:

e Determinar si el fragmento Y674-R685 de la proteina S es capaz de activar al

receptor o7 humano.

e Explorar la activaciéon de a7 por una combinacién del péptido Y674-R685 con

distintos PAM del receptor (5-HI y PNU-120596).

e Evaluar la modulacién de la actividad ionotrépica del receptor a7 por parte del

fragmento peptidico Y674-R685 y descifrar el mecanismo involucrado.
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RESULTADOS

1. Activacion del nAChR a7 por el fragmento Y674-R685 de la
proteina S del SARS-CoV-2

Las simulaciones de dindmica molecular del complejo formado entre el receptor
a7y el fragmento Y674-R685 de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 (Oliveira et al., 2021)
sugirieron el potencial de la regiéon Y674-R685 para interactuar con residuos aromaticos
conservados dentro del bolsillo de unién del receptor (Figura I.2B). Para establecer
inequivocamente la existencia de interacciones moleculares funcionales entre esta region
de la glicoproteina Sy a7 se evalu6 si el péptido sintético YQTQTNSPRRAR (Y674-R685)
podia actuar como agonista y disparar corrientes macroscépicas y/o microscépicas de

dicho receptor expresado de forma heteréloga.

1.1. El fragmento Y674-R685 es incapaz de activar al receptor a7

En primer lugar, se ensay6 la capacidad del fragmento proteico de actuar como
agonista a nivel de corrientes macroscopicas en ovocitos de rana (X. laevis) expresando
de forma heterologa el receptor a7 humano. Las respuestas macroscopicas del receptor a
las aplicaciones del fragmento Y674-R685 en una amplia gama de concentraciones (1 pM-
10 uM) se examinaron junto con las respuestas control evocadas por ACh en las mismas
células. El fragmento Y674-R685 no provoco corrientes detectables en ninguna de las
concentraciones ensayadas en contraposicidon con las respuestas robustas provocadas
por ACh 100 pM. Después de 5 minutos de lavado, los receptores siguieron respondiendo
a las aplicaciones control con ACh (Figura II.3).

ACh 100 uM Y674-R685 ACh 100 pMm

—_—

r— TpM 1 uM 10 uM

_|1uA

40 s

FIGURA I1.3. Y674-R685 no provoca respuestas macroscopicas detectables de 7.

119



Corrientes macroscopicas representativas del receptor a7 humano expresado de forma
heteré6loga en ovocitos de rana obtenidas por la técnica de voltage-clamp de dos electrodos.
Potencial de membrana: -60 mV. Trazos representativos luego de la aplicaciéon de ACh 100 uM
(negro) o Y674-R685 1 pM, 1 uM o 10 uM (rojo). Las aplicaciones fueron de 20 segundos, seguidas
de un lavado de 300 segundos.

La imposibilidad de detectar corrientes macroscépicas no necesariamente implica
que tampoco podran evidenciarse respuestas a nivel de canal unico. Por ello, se
registraron corrientes unitarias del receptor o7 expresado en células BOSC23. Los
registros se realizaron en la configuracién cell-attached utilizando como agonista en la
pipeta al péptido Y674-R685. En ninguno de los 21 sellos de las 5 concentraciones
diferentes ensayadas se detectd actividad del canal (1 pM:n=3,N=1; 1 nM:n=3,N=1;
1uM:n=8,N=2; 10 uM: n =3, N =1; 100 pM: n = 4, N = 2) (Figura I1.4, derecha). En
paralelo, se realizaron registros control con ACh 100 pM en la pipeta para confirmar la
presencia de receptores a7 funcionales en el mismo lote de células y bajo las mismas
condiciones de transfeccion y registro. En el 95% (38/40) de los sellos se detecto
actividad del canal a7 que, como se ha detallado en el capitulo [ de esta tesis, se evidencia

como aperturas aisladas y, menos frecuentemente, como bursts (Figura I1.4, izquierda).

ACh 100 uM Y674-R685 10 uM
_J“ ‘ I m “‘ J ‘A ‘ " LMF}A . " jA
500 ms 500 ms

FIGURA I1.4. Y674-R685 no provoca respuestas microscopicas detectables de a7.

Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM (izquierda) o
Y674-R685 10 puM (derecha) obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-
attached. No se detect6 actividad del canal con Y674-R685 como agonista en un rango de
concentracion de 1 pM a 100 uM. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del
canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

1.2. El fragmento Y674-R685 es capaz de activar a a7 en presencia de

PAM

Los episodios de activacion de a7 a nivel de canal tnico con ACh 100 pM son muy
breves y aislados, es decir, la probabilidad de apertura del receptor con su agonista
enddgeno es baja (Figura I1.4, izquierda). Teniendo en cuenta esto, surge la necesidad de
explorar si el fragmento Y674-R685 puede inducir la activacion del receptor en presencia

de PAM que aumentan la probabilidad de apertura del canal. Los ligandos que no
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provocan actividad ionotrdpica de a7, o lo hacen con una eficacia extremadamente baja,
pero que actian como agonistas en presencia de un PAM se han denominado agonistas

silentes (Blunty Dougherty, 2019; Chojnacka et al., 2013; Papke y Lindstrom, 2020).

1.2.1. El péptido Y674-R685 activa a a7 en presencia de PNU-120596

En primera instancia, con el objetivo de determinar si Y674-R685 es un agonista
silente de a7, se eligi6 como PAM especifico al PNU-120596. Este compuesto ha sido
utilizado ampliamente como herramienta en estudios funcionales del receptor debido a
su capacidad para aumentar la probabilidad de apertura del canal activado por agonistas,
incrementar la duracién de los episodios de activaciéon y reducir la velocidad de
desensibilizacién (PAM tipo II) (C.]. B. daCosta et al,, 2011). Es importante resaltar que el
PNU-120596 por si solo no puede inducir la activacion del canal, sino que potencia la
actividad del receptor activado por un agonista (R. S. Hurst et al., 2005).

Se realizaron registros de corrientes macroscdpicas en ovocitos de X. laevis
expresando a7 por la técnica de voltage-clamp de dos electrodos utilizando una
combinacion de Y674-R685 1 uM y PNU-120596 10 uM para provocar las respuestas. En
el 30 % de los ovocitos ensayados se detectaron corrientes con amplitudes de 15-20 nA
(n =15, N = 3), mientras que no se observaron respuestas macroscopicas detectables con

la aplicacion individual de Y674-R685 1 uM (Figura I1.5) o de PNU-120596 10 pM.
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FIGURA I1.5. Activacion de a7 humano por Y674-R685 en presencia de PNU-120596.
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Corrientes macroscopicas representativas del receptor a7 humano expresado de forma
heteré6loga en ovocitos de rana obtenidas por la técnica de voltage-clamp de dos electrodos.
Potencial de membrana: -60 mV. Trazos representativos luego de la aplicacion de un pulso de ACh
30 uM o de Y674-R685 1 uM en ausencia o presencia de PNU-120596 10 uM.

Para profundizar mas en el mecanismo de activacion de a7 por Y674-R685 en
presencia de PNU-120596, se realizaron registros de canal inico en la configuracion cell-
attached sobre células BOSC23 expresando el receptor. La condicion control, en la que se
utiliz6 en la pipeta una combinacién de ACh 10 pM, como agonista, y PNU-120596 1 uM,
como PAM, permitid evidenciar las profundas diferencias en el perfil de activacion del
receptor en presencia del modulador (Figura I1.6, trazo superior) en comparacion con el
perfil en su ausencia (Figura 11.4, izquierda). En lugar de breves aperturas aisladas de
menos de 1 ms, la actividad del canal en presencia PNU-120596 muestra largos periodos
de aperturas de alta frecuencia, denominados clusters, con una duracién media de ~ 1-3 s
(tauster). Un cluster corresponde a un episodio de activaciéon de una Unica molécula de
receptor que se recupera de la desensibilizacion y oscila entre estados abiertos y cerrados
antes de alcanzar nuevamente el estado desensibilizado no conductor mas estable (C. ]. B.
daCosta et al., 2011). Los clusters se componen de bursts con duraciones medias de ~ 200-
500 ms (tburst), que a su vez comprenden eventos de apertura sucesivos de ~ 150 ms (Topen)
separados por cierres muy breves (Figuras I1.6 y I1.7) (N. D. Andersen et al., 2016; C. ]. B.
daCosta etal., 2011).

En presencia de PNU-120596 1 uM, el fragmento Y674-R685 fue capaz de activar al
receptor o7 en una amplia gama de concentraciones, desde 1 pM a 10 uM (Figura 11.6), lo
que refuerza la idea de que este pequefio péptido derivado de la glicoproteina S del SARS-
CoV-2 puede actuar como un agonista silente del receptor, ya que solo lo activa en
presencia de un PAM (Chojnacka et al.,, 2013; Papke y Lindstrom, 2020). Es importante
destacar dos observaciones que surgen de estos experimentos: (i) no todos los sellos
obtenidos en las diferentes concentraciones de Y674-R685 ensayadas evidenciaron
actividad del canal; y (ii) aquellos sellos que si presentaron actividad, tuvieron baja
frecuencia de eventos si se los compara con los registros control con ACh y PNU-120596.
Si bien es cierto que este tipo de ensayos no permite una comparacion precisa del
porcentaje de sellos con actividad (“sellos activos”) y del grado de actividad del canal, ya
que pueden existir variaciones en estos parametros debido a cambios en los niveles de
expresion del receptor entre los diferentes sellos, estas dos observaciones, sumadas a la

necesidad de un PAM para ver canales, sugieren un agonismo muy débil, por parte de
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Y674-R685. Comparado con controles en paralelo realizados con ACh y PNU-120596, que
mostraron un 95 % de sellos con actividad (n = 19; N = 5), el porcentaje de “sellos activos”
con Y674-R685 y el PAM fue menor: 65 % (n = 23; N =4; Y674-R685 1 pM), 40 % (n = 15;
N = 4; Y674-R685 1 nM), 67 % (n = 15; N = 4; Y674-R685 1 uM) y 62 % (n = 13; N = 3;
Y674-R685 10 uM). Ademas, la actividad del canal (frecuencia de episodios de activacion)
provocada por las diferentes concentraciones de Y674-R685 en presencia de PNU-
120596, fue mucho menor y estuvo intercalada por periodos silentes (sin canales) mas

largos en comparacién con la evocada por ACh y el PAM (Figura I1.6).

ACh 10 uM + PNU-120596 1 uM
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Y674-R685 1 pM + PNU-120596 1 uM
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N | A | e A

(O U A

500 ms

FIGURA I1.6. Corrientes unitarias de a7 activadas por Y674-R685 en presencia de PNU-
120596.

Registros representativos de corrientes unitarias de a7 en presencia de PNU-120596 1 uM
activadas por ACh 10 uM (trazo superior) o por diferentes concentraciones de Y674-R685 (1 pM,
1 nM, 1 uM o 10 uM; trazos inferiores) obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracion
cell-attached. Filtro: 3 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran
como deflexiones hacia arriba de la linea de base.
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Esto se evidencia muy marcadamente en los registros obtenidos con
concentraciones muy bajas de Y674-R685 (1 pM) donde la frecuencia de episodios de
activacion es mucho menor si se la compara con los controles con ACh 10 pM. Pero,
aunque existe una diferencia marcada en el grado de actividad del canal entre estas dos
condiciones, el perfil cinético de los episodios de activacién es el mismo, es decir, la
arquitectura y duracién de los episodios de activacion es similar. Esto ultimo no se
observa en las demads condiciones con concentraciones mas altas de Y674-R685 (1 nM a
10 uM), ya que al ir aumentando la concentracion del fragmento se observan cambios
profundos en el perfil cinético. Con el incremento de la concentraciéon de Y674-R685 se
observa un aumento en la frecuencia de los episodios de activacién junto a una reducciéon
en la duracion de los mismos. Los tipicos clusters de larga duracién estdn completamente
ausentes a concentraciones de Y674-R685 superiores a 1 pM, en las que la activacion del
receptor se da principalmente en la forma de aperturas aisladas y bursts cortos (Figuras
.6 y 11.7).

Con el objetivo de cuantificar las diferencias observadas en la duracién de los
episodios de activacion descriptas anteriormente, se construyeron los histogramas de
duracion de estado abierto, bursts y clusters para las distintas concentraciones de Y674-
R685 en presencia de PNU-120596 (Figura I1.7). Con Y674-R685 1 pM, las duraciones
medias de las aperturas aisladas, bursts y clusters fueron: topen = 140 * 60 ms, Tburst = 418
+ 110 ms, y Tcluster = 2330 * 670 ms, respectivamente (n = 3; N = 3). Estos valores fueron
similares a los del control con ACh 10 uM y PNU-120596 1 uM: topen = 148 + 12 ms, Tburst
=550 + 38 ms, y Tcluster = 3048 £ 510 ms (p = 0,859; p = 0,125; y p = 0,217 respectivamente;
n = 3; N = 1), y también comparables a los informados en la bibliografia (N. D. Andersen
etal, 2016; C. ]. B. daCosta et al., 2011). Estos datos corroboran la observacion previa de
la ausencia de cambios en el perfil cinético entre Y674-R685 1 pM y ACh 10 uM. Pero,
aunque la duracién media de los clusters fue similar en ambas condiciones, el area relativa
del componente de mayor duracion del histograma de clusters fue menor cuando Y674-
R685 1 pM fue el agonista en comparacién con ACh 10 uM (Areas relativas: 0,21 + 0,08 y
0,44 + 0,09 respectivamente; p = 0,0264; Figura I1.7), indicando una reduccién en la
frecuencia de estos episodios de activaciéon largos. Por otra parte, como se comento
anteriormente, con el aumento de la concentraciéon de Y674-R685 se observd una
reduccion en las duraciones medias de las aperturas aisladas, bursts y clusters. El

componente mas lento de cada histograma redujo progresivamente su duracién con el
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aumento de la concentracion de Y674-R685 (Figura I1.7). Las duraciones medias para
Y674-R685 1 uM fueron: topen = 48 *+ 13 ms; Tburst = 70 £ 19 ms; y Tcluster = 104 + 41 ms (n
= 3; N = 3); y para Y674-R685 10 uM fueron: topen = 14 * 4 ms; tourst = 20 £ 8 mS; Tcluster =
30 + 15 ms (n =4; N = 1). Estos valores medios fueron significativamente diferentes a los
del control con ACh 10 pM y PNU-120596 1 pM (p = 0,000665 y p = 0,00000431 para las
aperturas aisladas; p = 0,0000403 y p = 0,00000106 para los bursts; p = 0,000597 y p =
0,0000681 para los clusters; para Y674-R685 1 y 10 uM respectivamente). En la
concentracion mas alta de Y674-R685 (10 uM), la duraciéon media de las aperturas
aisladas fue similar a la duracién media de los bursts y de los clusters, 1o que indica que las
aperturas ocurrieron principalmente de forma aislada, confirmando la ausencia de los

tipicos clusters de larga duracién correspondientes a respuestas de a7 potenciadas.
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FIGURAIL7. Perfiles cinéticos de a7 a nivel de corrientes unitarias activadas por diferentes
concentraciones de Y674-R685 en presencia de PNU-120596.

(Izquierda) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 en presencia de PNU-120596
1 uM activadas por ACh 10 pM (trazo superior) o por Y674-R685 1 pM (trazo medio) o Y674-R685
10 uM (trazo inferior) obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached.
Para cada condicidn, se muestran los trazos de los canales en dos escalas temporales diferentes.
Filtro: 3 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como
deflexiones hacia arriba de la linea de base.
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(Derecha) Histogramas representativos de estado abierto, de bursts y de clusters para cada
condicion. Las duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los
componentes mas lentos de cada histograma. Las lineas discontinuas verticales muestran como
estas duraciones son similares entre Y674-R685 1 pM y ACh 10 uM, pero difieren con Y674-R685
10 pM.

Para corroborar que Y674-R685 provoca la activacién del canal en presencia de
PNU-120596 pero no en su ausencia, se siguié una estrategia diferente. Se realizaron
registros de corrientes unitarias de a7 en la configuracion cell-attached utilizando como
agonista en la pipeta diferentes concentraciones del fragmento Y674-R685 (1 pM y 10
uM). De nuevo, no se detect6 actividad del canal en ninguno de todos los sellos obtenidos
(n=9, N = 2). Sin embargo, la adicién de PNU-120596 1 pM a la solucioén que bafia a las
células en la capsula durante el transcurso de la grabacion permitié evidenciar la
aparicion de canales en la mayoria de los sellos: 83,3 % y 100 % para Y674-R685 1 uM (n
=6; N=2)y 10 uM (n = 3; N = 2), respectivamente (Figura IL.8, trazo inferior). Este

resultado ratifica que la activacion de a7 por Y674-R685 requiere la presencia del PAM.

ACh 100 pM

PNU-120596
5pA

Y
A // ’

ot t
0s 10s 100 s 2Ll

Y674-R685 10 uM
PNUi120596
5pA
4 ! ol
0s 30s

100 s 500 ms

FIGURA I1.8. Actividad del canal a7 provocada por Y674-R685 en ausencia o presencia de
PNU-120596 en el mismo sello.

Registros representativos de la actividad del canal o7 obtenidos por la técnica de patch-clamp en
la configuracion cell-attached, antes y después de la adicion de PNU-120596 al medio extracelular
de la capsula. La activacion del receptor se realizé con ACh 100 uM (trazo superior) o Y674-R685
10 pM (trazo inferior) en la solucién de la pipeta. El tiempo indicado corresponde al tiempo de
grabacion después de la adicion de PNU-120596. Filtro: 3 kHz. Potencial de membrana: -70 mV.
Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.
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La ventaja de esta estrategia es que permite comparar las dos condiciones, Y674-
R685 en ausencia y en presencia de PNU-120596, en el mismo sello y por lo tanto con los
mismos canales bajo el parche de membrana delimitado por la pipeta. Es decir, la ausencia
de actividad del canal antes del agregado de PNU-120596 no se debe a la ausencia de
receptores en la porcién de membrana, sino al agonismo muy débil del péptido Y674-
R685, ya que al agregar externamente el PAM los canales aparecen en el registro. La
aplicacion del mismo protocolo utilizando ACh 100 pM como agonista en la pipeta mostré
que las tipicas aperturas breves y aisladas, caracteristicas de a7 en ausencia de PAM,
fueron reemplazadas por clusters de larga duracion después de la adicion de PNU-120596
(n = 4; N = 2; Figura IL.8 trazo superior). Es interesante resaltar que, desde un punto de
vista cualitativo, se observé una menor frecuencia y duracién de los episodios de
activacion sostenidos tras el agregado del PAM en los sellos donde el agonista era Y674-
R685 10 uM con respecto a aquellos donde el agonista era ACh 100 uM (Figura I1.8), lo

cual concuerda con los resultados detallados anteriormente (Figura I1.7).

1.2.2. El péptido Y674-R685 activa a a7 en presencia de 5-HI

Teniendo en cuenta que PNU-120596 es un modulador muy potente y eficaz, con la
capacidad de recuperar receptores desde el estado desensibilizado (PAM tipo II), se quiso
explorar si Y674-R685 es capaz de activar al receptor a7 en presencia de un PAM tipo |
(que incrementa el pico de corriente macroscopica pero no cambia la velocidad de
desensibilizacion) como el 5-HI. Este compuesto induce potenciaciéon con menor eficacia
que PNU-120596 y no produce una recuperacion significativa de los receptores desde el
estado desensibilizado (N. D. Andersen etal., 2016; Nielsen etal, 2019; Zwart et al,,
2002). Como se detalld en el capitulo I de esta tesis, los registros de canal unico de a7
obtenidos en la configuracién cell-attached utilizando ACh 100 pM junto a 5-HI 2 mM en
la pipeta muestran episodios de activacion (aislados o en bursts) de mayor duracién que
los obtenidos solo con ACh 100 pM (Figura IL.9, trazo superior). Al utilizar Y674-R685 (1
pM o 10 uM) como agonista junto a 5-HI 2 mM en la pipeta se obtuvieron registros con
actividad del canal a7, aunque, similar a lo que ocurrié con PNU-120596, la frecuencia de
los episodios de activacidn fue notablemente menor en comparacion con la provocada por
ACh y 5-HI (Figuras I1.9 y 11.10). En la condiciéon Y674-R685 10 uM junto a 5-HI 2 mM los
3 sellos obtenidos fueron activos, pero visualmente se pudo notar que la frecuencia y

duracion de los episodios de activacion fue menor con respecto al control con ACh. Al
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cuantificar las duraciones medias de las aperturas aisladas y bursts se demostré una
disminucién estadisticamente significativa en ambos parametros (topen = 0,73 £ 0,07 ms;
p=0,0114; y tburst = 0,85 £ 0,13 ms; p = 0,005; n = 3; N = 1) en comparacidn al control con
ACh y 5-HI (topen = 1,28 £ 0,35 ms; y Tburst = 3,60 £ 1,29 ms; n = 37; N = 11; Figura I1.9).
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FIGURA I1.9. Corrientes unitarias de a7 activadas por Y674-R685 10 uM en presencia de 5-
HI 2 mM.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 en presencia de 5-HI 2 mM activadas
por ACh 100 pM o por Y674-R685 10 uM obtenidos por la técnica de patch-clamp en la
configuracion cell-attached. Para cada condicién se muestran los trazos de los canales en dos
escalas temporales diferentes. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del
canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada condicion. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
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de cada histograma. Las lineas discontinuas verticales muestran como estas duraciones medias
son diferentes entre Y674-R685 10 uM y ACh 100 uM.

(C) Gréficos de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de estado
abierto (Topen) y de bursts (Tourst) para cada condicién. Los datos se muestran como el promedio *
SD (n = 37; N = 11 para ACh; y n = 3; N = 1 para Y674-R685). La significancia estadistica fue
evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones con ACh (control) y con Y674-R685
(el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,05%*; p < 0,01**).

Con Y674-R685 1 pM y 5-HI 2 mM, el 83,3 % de los sellos mostro actividad, pero la
frecuencia de los eventos fue muy baja (n = 18; N = 3). Por ello, se recurrié a combinar
todos los registros para construir un unico histograma de estado abierto y de bursts. Las
duraciones obtenidas de los mismos fueron: topen = 1,1 ms y Tburst = 4,2 ms, valores

similares a los del control con ACh y 5-HI (Figura I1.10).

A.
Y674-R685 1 pM + 5-HI 2 mM

Log Duracion (s)

5ms

FIGURA I1.10. Corrientes unitarias de a7 activadas por Y674-R685 1 pM en presencia de 5-
HI 2 mM.

(A) Registro representativo de canal inico de a7 en presencia de 5-HI 2 mM activado por Y674-
R685 1 pM obtenido por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached. En los
recuadros se muestran los canales con mayor amplificacion. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana:
-70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Histogramas de estado abierto y de bursts construidos por la combinacidn de 18 registros. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
de cada histograma.

Otro aspecto importante a resaltar es que en presencia de 5-HI 2 mM y Y674-R685
10 uM, la duracién media de las aperturas aisladas fue similar a la de los bursts, indicando

que las aperturas de los canales ocurrieron principalmente como eventos aislados en
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lugar de los tipicos bursts que caracterizan a los registros de ACh y 5-HI. Esta disminucion
en la eficacia de la potenciacion del 5-HI a concentraciones altas del fragmento Y674-R685

fue similar a la descripta anteriormente para el PNU-120596.

Como conclusién parcial, se puede decir que el fragmento Y674-R685 de la
glicoproteina S del SARS-CoV-2 activa al receptor a7 solo en presencia de PNU-120596 o
5-HI, pero que el aumento de la concentracién de dicho fragmento se acompafia de una
disminucion en la duracién de los episodios de activacion. Esto sugiere que Y674-R685,
ademas de actuar como un agonista silente de a7, podria estar ejerciendo cierto tipo de

inhibicién de la actividad del receptor.

2. Inhibicion de la actividad de a7 por el fragmento peptidico

Y674-R685 de la glicoproteina S del SARS-CoV-2

En los experimentos anteriores, llevados a cabo para investigar el rol de Y674-R685
como agonista de a7, se observé una disminucién de la duracién y frecuencia de los
canales activados por dicho fragmento. Esto permitié sugerir que, ademas de actuar como
agonista silente de a7, Y674-R685 podria tener un efecto inhibitorio sobre el receptor.
Para poder explorar los mecanismos moleculares que median dicho efecto se realizaron
registros de canal Unico de a7 con ACh como agonista con el fin de tener una elevada
actividad del canal. La duracion de los episodios de activacién de a7 evocados por ACh
son muy breves y, ademas, estan en el limite de resoluciéon temporal de nuestro sistema
de adquisicion de datos. Por ello, se decidié utilizar PNU-120596 para incrementar la
duracion de los eventos y poder detectar reducciones de esos tiempos por efecto de Y674-
R685. Los registros de a7 obtenidos en la configuracién cell-attached con ACh 10 puM y
PNU-120596 1 uM en la pipeta mostraron el perfil cinético ya descripto anteriormente,
caracterizado por la presencia de clusters de gran duracion (Figura I1.11, trazo superior).
La inclusion de Y674-R685 en la pipeta produjo cambios bien marcados en este perfil
cinético de una manera dependiente de la concentracion (Figura I1.11, trazos inferiores y

Tabla II.1).
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FIGURA I1.11. Y674-R685 inhibe las corrientes unitarias de o7 activadas por ACh y
potenciadas por PNU-120596

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 provocadas por ACh 10 puM y
potenciadas por PNU-120596 1 uM en ausencia (control) o presencia de Y674-R685 1 o 10 uM
obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached. Para cada condicidn, se
muestran los trazos de los canales en dos escalas temporales diferentes. Filtro: 3 kHz. Potencial
de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la
linea de base.

(B) Graficos de barras de las duraciones de los componentes mas lentos del histograma de estado
abierto (Topen), de bursts (tourst) y de clusters (Tauster) €n ausencia (azul) y en presencia de Y674-
R685 1 pM (naranja), 1 nM (amarillo), 1 puM (rosa), y 10 pM (verde). Los datos se muestran como
el promedio + SD (Tabla II.1). La significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos
colas contra la condicién control sin Y674-R685 (el simbolo de asterisco (*) indica significancia
estadistica: p < 0,01**, p < 0,001***).
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[Y674-R685] Topen (IMS) Thurst (IMS) Tcluster (IMS) n/N

- 148 + 11 550 + 38 3048 £+ 516 3/1

1 pM 66 * 6*** 187 = 16*** 878 £ 161*** 4/1
(p=0,0000770) (p=0,0000109) (p=0,000458)

1 nM 64 + 3** 209 + 16%** 684 + 48** 3/1

(p=0.000294) (p=0,000138) (p=0,00139)

1 pM 45 £ 17%** 63 £ 13%** 90 + 23%** 3/1
(p=0.000415) (p=0,0000296) (p=0,000581)

10 yM 9.9 £ 2.6%** 171 + 3% 14 + 4*** 4/1
(p=0.00000277) | (p=0,000000841) (p=0,0000663)

TABLA I1.1. Inhibicion de las corrientes unitarias de a7 por Y674-R685.

Se muestran las duraciones medias de las aperturas aisladas (Topen), de los bursts (Tourst) y de los
clusters (Tduster) Obtenidas de los histogramas correspondientes. Los datos se muestran como el
promedio + SD. “n” indica el nimero de registros para cada condicién; “N” indica el nimero de

“._.n

transfecciones diferentes para cada condicién; y “p” corresponde al valor de p resultante de la
prueba t-Student a dos colas en la que cada parametro se compard contra el control en ausencia

de Y674-R685 (el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,01**, p < 0,001***).

Si bien las duraciones de las aperturas aisladas, de los bursts y de los clusters se
vieron notablemente reducidas por accién de Y674-R685, la duracién de los clusters fue
el parametro mas sensible, seguido luego por la de los bursts. Con respecto a los registros
control con ACh y PNU-120596, la presencia de Y674-R685 1 pM, 1 nM, 1 uM y 10 uM
redujo la duracién de los clusters en un 72 %, 78 %, 97 % y 99 % respectivamente;
mientras que la reduccion de los bursts fue de 66 %, 62 %, 88 % y 98 % respectivamente;
y la de las aperturas aisladas fue de 54 %, 57 %, 70 % y 93 % respectivamente. Al ir
aumentando la concentracion del fragmento Y674-R685, la inhibicién se hizo mas
evidente y, a 10 uM, los clusters de larga duracién estuvieron ausentes, detectandose solo
bursts marcadamente mas breves que los del control (Figura I.11 y Tabla I.1). A esta alta
concentracion del péptido, la duracion media de las aperturas aisladas fue de topen =9,9
2,6 ms, lo que corresponde a aproximadamente el 7 % de la del control. Esta duracién no
fue diferente a la de los bursts (tburst = 11,2 + 3,0 ms; p = 0,543), lo que indica que la
mayoria de las aperturas largas ocurrieron de forma aislada. Ademas, en esta condicidn,
aunque los clusters no se detectaron visualmente, se construyeron los histogramas de
clusters utilizando un Teritico ~ 10-20 ms, que es 20 a 40 veces mas largo que el utilizado
para los histogramas de bursts. Obtenido de esta manera, la duracién media de los clusters
fue de tciuster = 14,1 * 4,4 ms. Este valor no es diferente al de los bursts (p = 0,315), lo que
confirma la ausencia de los episodios de activacién de larga duracion tipicos de a7

potenciados por PNU-120596 debido a la presencia de Y674-R685 10 uM.
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Por otra parte, utilizando los mismos registros de a7 activado con ACh y potenciado
con PNU-120596 en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de Y674-R685,
se analizé la duracidon de los tiempos de estado cerrado en funcién de la concentracion del
fragmento proteico, a fin de poder profundizar en el mecanismo que subyace al efecto
inhibitorio.

Para la condicion de control (sin péptido), los histogramas de estado cerrado se
ajustaron mediante cinco o seis componentes exponenciales. Los tres componentes mas
breves corresponden a cierres dentro del cluster (intracluster) y sus duraciones medias
fueron constantes entre los diferentes registros (Figura I1.12 y Tabla I1.2). Los dos o tres
componentes cerrados de mayor duracién corresponden a cierres que separan clusters o
aperturas o bursts aislados (intercluster), y mostraron duraciones variables entre sellos
debido a diferencias en los niveles de expresion del receptor. El tiempo critico (tcritico) para
definir el cluster surge de la interseccion entre el altimo componente de cierre intracluster
y el primer componente de cierre intercluster, y en el control se da entre el tercer y cuarto
componente. El componente mas breve del histograma de estado cerrado fue el
componente mayoritario y corresponde a cierres muy breves entre aperturas que ocurren
con alta frecuencia dentro de los clusters.

Con el agregado de Y674-R685, y al ir aumentando su concentracidn, el area relativa
del componente mas breve disminuy¢6 (desde aproximadamente un 64 % en el control a
un 24 % en Y674-R685 10 uM) y los componentes de cierres intercluster fueron
incrementando su area relativa (Figura I1.12 y Tabla II.2). Esto explica la observacion
previa de que a medida que aumenta la concentracion del fragmento proteico los clusters
disminuyen en numero y duracion. Menor cantidad de clusters y menor duracién de los
mismos lleva a una disminucion del nimero de cierres intracluster, lo que explica la caida
del area relativa del componente mas breve y el incremento del area relativa de los
componentes de cierre interclusters. Las comparaciones de los histogramas de estado
cerrado entre las condiciones con diferentes concentraciones del fragmento proteico no
revelaron ningiin componente nuevo de duracién constante cuya area aumentara con la

concentracion de péptido (Figura I1.12 y Tabla I1.2).
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FIGURAIL12. Histogramas de estado cerrado de a7 activado por ACh y potenciado por PNU-
120596 en presencia de diferentes concentraciones de péptido.

Histogramas representativos de estado cerrado obtenidos de registros de canales de a7 activados
por ACh 10 pM y potenciados por PNU-120596 1 pM en ausencia o presencia de diferentes
concentraciones de Y674-R685 (1 pM, 1 nM, 1 uM y 10 uM). La duracién y el area de todos los
componentes para cada condicion se muestran en la tabla I1.2.
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[Y674-R686] | Cerrado 1 Cerrado 2 Cerrado 3 Cerrado 4 Cerrado 5
(ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
(%) (%) (%) (%) (%)
- 0,11+0,01 | 090%0,17 8,5%1,0 230 £ 66 5540 + 3279
63 +8,4 2019 7,6 +1,8 6,1+3,8 29+23
1pM 0,14 £ 0,02 1,2 £ 0,09 11+3,7 604 + 310 5418 + 4031
48 + 2,7 21+1,9 9,4+0,3 11+2,2 11+0,5
1 nM 0,12 +£0,01 1,0 £ 0,25 10 + 4,7 207 £ 106 2354 + 1845
56 +5,4 18+1,9 99+14 11+2,0 58+2,2
1pM 0,21 +£0,06 3,0+£0,61 100+ 19
38+5,8 20+ 1,4 42 + 4.4
10 uM 0,22 + 0,04 2,4+1,2 899 + 641
24+78 13+3,2 63 +8,7

TABLA I1.2. Duracién y area relativa de los componentes obtenidos de los histogramas de
estado cerrado de a7 activado por ACh y potenciado por PNU-120596 en presencia de
diferentes concentraciones de péptido.

Las corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 10 uM y potenciadas por PNU-120596 1 uM se
registraron en ausencia o presencia de Y674-R685 en diferentes concentraciones. La tabla
muestra la duracidn (ms) y el area relativa (%) de cada uno de los componentes del histograma
de estado cerrado para las distintas condiciones. Los datos se muestran como el promedio * SD.

“_n

Los “n” y “N” son los mismos para cada condicién que los reportados en la tabla II.1.

A fin de dilucidar posibles mecanismos inhibitorios, los resultados se analizaron en
una primera instancia sobre la base de un mecanismo de bloqueo de canal abierto simple
(Erwin Neher y Henry Steinbach, 1978). Las caracteristicas de dicho mecanismo son: (i)
disminucion de la duracion de las aperturas aisladas (topen) en funcién de la concentracion
del bloqueador; (ii) aumento dependiente de la concentracién en el area porcentual del
componente bloqueado; (iii) duracién media constante del componente bloqueado a
diferentes concentraciones del bloqueador; (iv) aumento de la duracién de los
bursts/clusters (Tburst/cluster) €n funcion de la concentracion del bloqueador (Erwin Neher
y Henry Steinbach, 1978). Los registros realizados en presencia de PNU-120596 y ACh
mostraron una disminucién en la duracion de las aperturas aisladas en funciéon de la
concentracion de Y674-R685, lo que puede sugerir un bloqueo del canal abierto. Sin
embargo, también mostraron una disminucién en las duraciones de los bursts y clusters al
incrementarse la concentraciéon del fragmento proteico y, ademads, tampoco mostraron el
flickering tipico de los bloqueadores rapidos de canal abierto (Erwin Neher y Henry
Steinbach, 1978). Por ultimo, los histogramas de estado cerrado no revelaron ningin
componente nuevo que pueda ser asignado inequivocamente a un periodo de bloqueo y

cuya duracién sea constante en las diferentes concentraciones de Y674-R685.
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Para obtener mas informacién sobre el mecanismo que impulsa el efecto inhibidor
de Y674-R685 sobre a7 activado con ACh y potenciado con PNU-120596, se compard el
perfil de actividad del canal en presencia de MLA, un antagonista competitivo y reversible
de a7, con respecto al perfil observado por accién del fragmento de la glicoproteina S.
Para este experimento se eligid la estrategia de llenar la punta de la pipeta con la ECS que
contiene ACh 10 uM y PNU-120596 1 uM y el resto de la pipeta con la misma solucién,
pero conteniendo ademas MLA 100 nM. Esta estrategia permiti6 seguir en tiempo real los
efectos del antagonista durante el registro de los canales. Al comienzo de la grabacién se
observo el patrén tipico de a7 activado por ACh y potenciado por PNU-120596 que
comprende un alto grado de actividad del canal y la presencia de clusters de larga
duracion, que incluso se superponen en sellos donde hay mas de un receptor bajo el area
de membrana delimitado por la pipeta (Figura I1.13, trazo superior). Alrededor de los 5
minutos de comenzado el registro, se observé una diminuciéon en la frecuencia de los
clusters, sin apreciarse alteracion en su arquitectura, es decir, en la duracién y el nimero
y tipo de cierres intracluster (Figura I1.13, trazo medio). Gradualmente se evidenci6 un
aumento de la frecuencia y duracién de los periodos silentes (cierres interclusters), hasta
verse suprimida por completo la actividad del canal después de 10 a 15 minutos debido a
la presencia de MLA (Figura I1.13, trazo inferior). Este efecto no se acompafié de cambios
en las duraciones medias de las aperturas aisladas, de los bursts y de los clusters, a
diferencia de lo descripto para Y674-R685. Es decir, la MLA solo ocasioné una caida de la
frecuencia de los episodios de activacion (hasta su desaparicion) sin modificar la duracion
de dichos episodios. Asi, el tipo de inhibicion mediada por Y674-R685 difiere de la

producida por este antagonista competitivo.

ACh 10 uM + PNU-120596 1 uM + MLA 100 nM

{=6605 t=6785i|
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FIGURA I1.13. Efecto en tiempo real de MLA sobre los canales unitarios de a7 activados por
ACh 10 pM y potenciados por PNU-120596 1 pM.

Registro representativo de corrientes unitarias de a7 obtenido por la técnica de patch-clamp en
la configuracidn cell-attached utilizando en la punta de la pipeta ACh y PNU-120596, y en el resto
de la misma el agonista y PAM junto al MLA, para asi medir en tiempo real el efecto del antagonista
sobre los canales. Los trazos corresponden a diferentes tiempos de la misma grabacién
representativa. Filtro: 3 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran
como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

Analizados en conjunto, estos resultados obtenidos a nivel de corrientes unitarias
sugieren que la region Y674-R685 de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 actiia como un
antagonista no competitivo de a7.

Con el fin de obtener mas datos que apoyen esta teoria, se realizaron registros de
corrientes macroscopicas en ovocitos de X. laevis expresando de forma heterdloga el
receptor a7 humano mediante la técnica de voltage-clamp de dos electrodos. Se
determind el efecto de Y674-R685 en el pico de las corrientes del receptor provocadas
por ACh 100 pM (CEso). Se aplicaron concentraciones crecientes de Y674-R685 en
conjunto con ACh 100 pM y se midié para cada una el pico de la corriente generada en
relacion al pico control con ACh 100 puM. Al ir aumentando la concentracién del fragmento
proteico se fueron reduciendo los picos de las corrientes, aunque no se obtuvo inhibicién
completa en el rango de concentraciones ensayado (0,1 nM - 30 uM). Las relaciones entre
los picos de las corrientes se graficaron en funcion del logaritmo de la concentracion
molar de Y674-R685, obteniéndose del grafico la Clso=1,8 £ 0,8 uM (n =10; N = 3; Figura
I1.14A).

A continuacién, para estudiar si el antagonismo observado era competitivo o no, se
realizaron curvas concentracién-respuesta, donde la respuesta medida fue la amplitud de
la corriente al pico, expresada en relacién a la amplitud del pico de corriente maximo
obtenido. La curva control se realiz6 variando la concentraciéon de ACh en el rango 0,1 -
2000 uM (Figura I1.14B, curva de trazo negro), mientras que la curva experimental se
obtuvo al coaplicar una concentracion constante de Y674-R685 (1 uM) con
concentraciones crecientes de ACh en el rango 0,1 - 2000 uM (Figura I1.14B, curva de trazo
rojo). Como se observa en la figura 11.14B, en comparacion con la curva control (ACh sola),
la aplicacion conjunta de Y674-R685 1 uM y ACh produjo una reduccidn en las corrientes
maximas disparadas por ACh (Imax) en un 30 £ 4 % (n = 6; N = 2), es decir, se vio afectada

la eficacia de la ACh como agonista. A su vez, también se vio alterada levemente su
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potencia, lo que se visualiza por el corrimiento hacia la derecha de la curva, desplazando
la CEso de ACh hacia valores mayores: CEso = 80 = 6 uM para ACh solay CEso = 131 + 92
uM para AChy Y674-R685 1 uM (n = 6; N = 2).

A. B.

S 12+ T 1,2+

i e ACh 100 uM + [Y674-R685] 9
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FIGURA I1.14. El péptido Y674-R685 inhibe las corrientes macroscépicas de a7 activadas
por ACh.

(A) Curva de concentracion-respuesta, siendo la respuesta el pico de la corriente provocada por
ACh 100 puM junto a una concentracién dada de Y674-R685 (entre 0,1 nM a 30 uM) normalizado
al pico de la corriente obtenida con ACh 100 uM (control). Cada punto de la curva representa la
respuesta normalizada promedio de diez ovocitos + SEM.

(B) Curvas de concentracidn-respuesta, siendo la respuesta el pico de la corriente provocada por
ACh a una concentraciéon dada (entre 0.1-2000 puM) normalizado al pico de la corriente maxima
obtenida (control). En negro se muestra la curva control (solo ACh) y en rojo la curva obtenida
por coaplicacion de Y674-R685 1 uM y diferentes concentraciones de ACh. Cada punto de la curva
representa la respuesta normalizada promedio de seis ovocitos + SEM.

Los resultados obtenidos a partir de estos ensayos de corrientes macroscdpicas en
ovocitos de rana mas los adquiridos a nivel de canal tnico en células BOSC23, confirman
el rol de Y674-R685 como antagonista no competitivo del receptor nicotinico a7 humano.
Este antagonismo, sumado al agonismo silente demostrado previamente y a las
simulaciones de dinamica molecular, apoyan la hip6tesis de la interaccion funcional entre
la regién Y674-R685 de la glicoproteina S del SARS-CoV-2 y el receptor nicotinico o7

humano.
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DISCUSION

La asociacidn entre el receptor a7 y el SARS-CoV-2 fue planteada al comienzo de la
pandemia en la forma de “Hipdtesis Nicotinica”, que postula que el virus produce una
disfuncion del receptor nicotinico conduciendo a una alteracién en la via colinérgica
antinflamatoria (Changeux et al., 2020; Farsalinos, Niaura, et al., 2020; Gonzalez-Rubio
et al,, 2020) responsable en parte del sindrome hiperinflamatorio que se da en pacientes
con la COVID-19 grave (Chen et al., 2020). Varias evidencias y observaciones sugieren una
interaccién funcional entre el receptor nicotinico a7 y la glicoproteina S del virus
(Farsalinos, Eliopoulos, etal., 2020; Oliveira etal.,, 2021). Con el objetivo de aportar
informacién experimental que demuestre una interaccion funcional entre a7 y la proteina
S del SARS-CoV-2, en este capitulo se estudio, mediante técnicas electrofisioldgicas, el
efecto del fragmento sintético Y674-R685 derivado de la proteina S en la actividad
ionotrdpica del receptor nicotinico.

Las simulaciones de dindmica molecular muestran que Y674-R685 no solo tiene
afinidad por a7, sino que penetra profundamente en el bolsillo de unién a agonista del
receptor formando interacciones con residuos de la caja aromatica (Figura I1.2C). Por ello,
teniendo en cuenta estos datos, se explor6 la posibilidad de Y674-R685 de actuar como
agonista y activar a a7. En primer lugar, se demostré que el péptido sintético es incapaz
de activar al receptor actuando por si solo tanto en registros de corrientes unitarias en
células BOSC23 como en corrientes macroscépicas en ovocitos de rana. A continuacién,
se devel6 que la presencia de un PAM de a7 junto al fragmento Y674-R685 permitia
detectar respuestas microscopicas y macroscopicas del receptor.

Como se menciond en la introduccion de la tesis, los PAM de a7 se clasifican en dos
tipos (I y II) en base al mecanismo molecular por el cual inducen la potenciacion. El
fragmento Y674-R685 es capaz de activar a a7 en presencia de ambos tipos de PAM (5-HI
de tipo I, y PNU-120596 de tipo II), pero esta activacion es mucho menos eficaz que la
obtenida con ACh. A nivel de corrientes macroscépicas, solo el 30 % de los ovocitos
ensayados evidencio respuestas al ser activados con Y674-R685 y PNU-120596, y estas
respuestas fueron considerablemente menores alas obtenidas en los mismos ovocitos por
la combinaciéon de ACh y PNU-120596 (Figura II.5). De la misma manera, no todos los
sellos obtenidos a nivel de canal dnico con diferentes concentraciones de Y674-R685 y

PNU-120596 mostraron actividad del canal a7, y cuando lo hicieron, la frecuencia de los
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episodios de activacion fue marcadamente menor a la que se obtuvo con ACh y PNU-
120596 (Figura I1.6). El mismo patrdn se evidencid en los registros en los que el PAM fue
5-HI (Figura I1.9), e incluso, a concentraciones bajas del péptido la actividad del canal fue
extremadamente baja (Figura 11.10), poniendo en evidencia la diferencia de potencia
entre estos tipos de PAM.

Si bien para definir a un agonista del receptor a7 se ha considerado la respuesta
ionotropica, se han encontrado ligandos con una eficacia casi nula con respecto a la
activacion del canal i6nico, pero con la capacidad de llevar al receptor hacia el estado
desensibilizado no conductor, activando vias de sefalizacion intracelular por mecanismos
metabotropicos. Estos ligandos, que no provocan la apertura del canal de a7 pero que
aparecen como agonistas en presencia de un PAM, se han denominado recientemente
como agonistas silentes (Blunt y Dougherty, 2019; Papke et al., 2015; Papke y Lindstrom,
2020). Los resultados obtenidos en este capitulo de tesis han demostrado que Y674-R685
es capaz de activar al receptor a7 en un amplio rango de concentraciones, pero solo en
presencia de un PAM, es decir, este fragmento proteico actia como un agonista silente.
Como se comentd, este tipo de ligandos puede ocasionar desensibilizacién del receptor
sin activarlo y de esta manera provocar respuestas metabotropicas de a7, que incluyen la
liberacion de Ca2* desde las reservas intracelulares y la activacion de vias de transduccion
de sefiales (Bouzat etal., 2018; Egea et al,, 2015; Y.-Z. Guan et al., 2015; Kabbani et al,,
2013). Se requieren mas estudios para responder interrogantes importantes que se
plantean sobre si el fragmento S y/o la proteina S entera modifican las respuestas
metabotropicas de a7, como lo hacen, y cual es el impacto en la fisiopatologia de la COVID-
19.

El sitio ortostérico de unién a agonista de a7 se encuentra en el ECD. Es una cavidad
formada por la interfaz entre los ECD de dos subunidades adyacentes. La capacidad del
fragmento Y674-R685 de activar a7 (en presencia de un PAM) es consistente con los datos
obtenidos de simulaciones de dindmica molecular que predicen que este fragmento puede
unirse directamente al sitio de unién a agonista del receptor, llevando en algunas
conformaciones al loop C a la posicion semi-cerrado (Oliveira etal., 2021). Cuando el
agonista ortostérico se une a su sitio, el loop C se cierra tapando al agonista, un evento
asociado con la apertura del canal (Mukhtasimova et al., 2009). El cierre del loop C ayuda
al anclaje del agonista unido al sitio ortostérico. Se ha sugerido que los agonistas

completos inducen conformaciones mas compactas del loop C, mientras que los
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antagonistas y los agonistas parciales producen un cierre incompleto o lo previenen
(Brams et al., 2011; Hansen et al., 2005; Hibbs et al., 2009). Las simulaciones de dinamica
molecular de Y674-R685 unido a a7 identificaron al grupo guanidinio del residuo arginina
682 (R682) de la proteina S como el punto de anclaje al receptor a7 (Figura I1.2C),
formando fuertes interacciones con varios residuos aminoacidicos que forman el bolsillo
de unién al ligando (Oliveira et al.,, 2021). Estas simulaciones también mostraron que,
cuando se une a a7, el fragmento Y674-R685 de la proteina S adopta muchas
conformaciones diferentes dentro del bolsillo de unién, que van desde configuraciones
muy compactas hasta otras completamente extendidas. Algunos de estos modos de unién
permiten la formacién de las interacciones claves necesarias para activar el receptor,

mientras que otros no (Figura II.15).

Y674-R685

FIGURA 11.15. Ejemplos de conformaciones adoptadas por Y675-R685 cuando se une a a7
obtenidas de simulaciones de dinamica molecular.

Las simulaciones de dinamica molecular de Y674-R685 unido a a7 arrojan una elevada
probabilidad de unién (Oliveira et al.,, 2021). Se muestran dos conformaciones provenientes de
estas simulaciones en las cuales las interacciones con residuos aromaticos conservados (TrpB,
TyrC1, TyrC2 y TyrA) estan presentes (A) o ausentes (B). Las representaciones de la izquierda
muestran la vista general del complejo Y674-R685/a7, mientras que las de la derecha son una
vista amplificada del sitio de unién a agonista mostrando las interacciones (lineas punteadas)
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entre R682 y Q675 y los anillos aromaticos de TrpB (W171), TyrC1 (Y210), TyrC2 (Y217) y TyrA
(Y115). El receptor a7 y el fragmento Y674-R685 estan coloreados en azul oscuro y naranja,
respectivamente.

De los cinco sitios de unién ortostéricos idénticos que tiene el receptor a7, solo se
requiere la ocupacion de uno para provocar la maxima activacién del canal, lo cual es de
gran importancia para su papel en el mecanismo de transmisiéon extrasindptica (N.
Andersen et al., 2013b). Por lo tanto, podria ser posible que la ocupacién de los sitios de
unioén por el fragmento Y674-R685 en multiples orientaciones, algunas de las cuales no
pueden desencadenar la activacion, pueda contribuir a su baja eficacia comparada con
ACh, como se ha descripto anteriormente para los agonistas parciales (Hibbs et al., 2009).
Alternativamente, el cierre parcial del loop C en presencia de Y674-R685 (Oliveira et al.,
2021) observado en algunas de las simulaciones también podria reducir la eficacia para

la apertura del canal (Figura I1.16).

loop C abierto loop C semi-abierto

¢

FIGURA I1.16. Ejemplos de conformaciones abierta y semi-abierta del loop C.

Las conformaciones abierta y semi-abierta del loop C fueron obtenidas de simulaciones de
dindmica molecular del complejo Y674-R685/a7 (Oliveira et al., 2021). El loop C esta resaltado en
rojo, y las subunidades que aportan la cara principal y complementaria del sitio de unién a
agonista del receptor a7 estan coloreadas en verde y azul oscuro, respectivamente. El fragmento
Y674-R685 se omitié por simplicidad.

Los registros de canal unico obtenidos en los experimentos en los cuales se
demostré que a7 puede ser activado por Y674-R685 en presencia de un PAM,

evidenciaron no solo reducida actividad del canal, atribuible a la baja eficacia como
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agonista, sino también una disminucion en la duracion de los episodios de activacion. Esto
permitié sugerir que dicho fragmento, ademas de actuar como agonista de a7, podria
tener un efecto inhibitorio del receptor. La actividad del canal en presencia de Y674-R685
1 pM y PNU-120596 1 puM fue de baja frecuencia, pero cinéticamente indistinguible de la
provocada por ACh con el mismo PAM, es decir, la arquitectura y duracion de los episodios
de activacion en cluster fue similar en ambas condiciones. A medida que aumenté la
concentracion del fragmento, se vio incrementada la frecuencia de los episodios de
activacidn, pero su duracién se torné progresivamente mas breve hasta no detectarse
clusters de larga duracién en la concentracion mas alta ensayada (10 uM) (Figura IL.7). Lo
mismo sucedi6 en los registros donde se utilizé como PAM al 5-HI. En este caso, con la
concentracion mas baja de Y674-R685 (1 pM), las duraciones de las aperturas aisladas y
de los bursts fueron similares a las obtenidas con ACh como agonista. No fue posible
aplicar el test estadistico correspondiente para la contrastacién debido a que solo se
cuenta con un unico valor de cada parametro ya que fue necesario juntar todos los canales
presentes en 18 sellos diferentes para construir un tnico histograma de estado abierto y
de bursts (Figura I1.10). Por otro lado, con la concentraciéon mas alta del péptido (10 uM),
las duraciones de los episodios de activacion fueron significativamente menores que las
del control con ACh (Figura I1.9). Una explicacidn posible es que este fendmeno observado
con ambos PAM es el resultante de los dos efectos que ejerce Y674-R685 sobre a7: (i) a
concentraciones bajas no hay efecto inhibitorio pero la frecuencia de los eventos es baja
por ser un agonista débil; (ii) al ir aumentando la concentracion, el agonismo se hace mas
notorio y por ello se observa mayor numero de episodios de activacion, pero al mismo
tiempo se hace evidente el efecto inhibitorio que se visualiza como una reduccién en la
duracion de dichos episodios.

Para confirmar este efecto inhibitorio y no tener el problema de la pobre actividad
del canal a concentraciones bajas del fragmento, se llevaron a cabo los experimentos en
los que el agonista fue la ACh. Los canales activados por ACh y potenciados por PNU-
120596 sufrieron una clara reducciéon de su duracién por acciéon de Y674-R685 que fue
dependiente de la concentracion. Al ir aumentando la concentracién del fragmento, se
noto un drastico cambio en la arquitectura de los episodios de activacién que se evidencio
por una reduccidn de las duraciones de las aperturas aisladas, de los bursts y de los
clusters (Figura I1.11), llevando incluso a la desaparicién de estos ultimos en la

concentracion mas alta ensayada (10 pM).
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Estos cambios en el patron de actividad del canal fueron completamente diferentes
a los mediados por MLA, lo que sugiere diferentes mecanismos para ejercer el
antagonismo. Este antagonista competitivo y reversible de a7, no modifico el perfil
cinético del receptor activado con ACh y potenciado con PNU-120596, sino que ocasion6
una reduccién gradual de los episodios de activacion hasta su desaparicién por completo
del registro al cabo de aproximadamente 10 minutos (Figura I11.13).

Los resultados obtenidos de los experimentos a nivel de corrientes macroscopicas
en ovocitos de rana respaldan un mecanismo de inhibicién no competitiva ejercida por el
fragmento de la proteina S. En la curva de concentracién-respuesta de ACh, la presencia
de Y674-R685 1 uM produjo una reduccion del 30 % en las corrientes maximas y también
un desplazamiento de la curva hacia la derecha incrementando la CEso (Figura I1.14B). Es
decir, el péptido sintético disminuyd la eficacia y la potencia de la ACh como agonista de
a7. La curva de concentracidén-respuesta de Y674-R685 (Figura I1.14A) permitio calcular
que el péptido inhibe las corrientes macroscdpicas de a7 activadas por ACh 100 uM con
una Clso en el rango micromolar bajo (~ 2 uM). Como se comenté en la introduccién de
este capitulo de tesis, los péptidos correspondientes a una regién con homologia a
neurotoxinas de la glicoproteina del virus de la rabia inhiben las respuestas
macroscopicas de receptores nicotinicos a42 con valores de Clso en el rango micromolar
alto (Hueffer et al., 2017).

De la misma forma que sucede con el fragmento Y674-R685, varios compuestos con
estructuras muy diversas tienen efectos duales opuestos sobre nAChR, incluido a7, al
actuar como agonistas y antagonistas no competitivos (Fabiani et al.,, 2018; Lasala et al,,
2019; Pereira etal.,, 2002). Los sitios alostéricos pueden estar ubicados en diferentes
dominios del receptor, incluidos el ECD y el TMD, e incluso en el poro del canal (Chatzidaki
y Millar, 2015; C. J. B. daCosta et al,, 2011; Spurny et al., 2015; Young et al., 2008a). En el
caso de Y674-R685 queda por determinar el/los sitio(s) desde el que ejerce la inhibicién
y también cual es el mecanismo preciso. El principal cambio observado a nivel de canal
Unico es la disminucidén de la duracién del cluster hasta tal punto que a una concentracion
10 uM del péptido ya no se detectan clusters y solo se observan breves bursts o aperturas
aisladas. Tampoco se detecta un nuevo componente del histograma de tiempos de estado
cerrado que se corresponda inequivocamente al componente de bloqueo. Por lo tanto, los
cambios en la actividad del canal en funcion de la concentracion del fragmento peptidico

son inconsistentes con su accién como un simple bloqueador rapido de canal abierto
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(Erwin Neher y Henry Steinbach, 1978). Las explicaciones alternativas para los cambios
observados pueden ser que: (i) el péptido actiia como un bloqueador de canal abierto muy
lento y, por lo tanto, no se pueden distinguir los cierres correspondientes al bloqueo; (ii)
el canal bloqueado puede cerrarse; (iii) el péptido bloquea los canales cerrados, como se
ha descripto para muchos bloqueadores de nAChR (Bouzat y Barrantes, 1996; Dilger et al.,
1997; Dilger y Bretth, 1991). Ademas, no se puede descartar que el péptido acttie por mas
de un mecanismo a la vez ni tampoco el hecho de que pueda estabilizar estados
desensibilizados.

La interaccion identificada entre el péptido Y674-R685 y a7 se vuelve importante
debido a la creciente evidencia que muestra la presencia de proteinas S y S1 libres en los
fluidos corporales. La fuente de estas proteinas en plasma se desconoce con certeza. Se ha
propuesto que después de la escision por furina puede haber fuga de proteinas S1 durante
la morfogénesis viral (Letarov et al., 2021; L. Zhang et al., 2020). Ademas, el dafio tisular
podria conducir a la aparicién en plasma de proteina S entera y de fragmentos derivados
de su degradacién (Ogata et al., 2020). Por otro lado, también se ha planteado la hipdtesis
de que dentro de laregidon del marco de lectura abierto de la proteina S, la ARN polimerasa
viral puede traducir pequefios péptidos neurotéxicos por medio de un "mecanismo de
salto" ya demostrado en otros coronavirus (Cafiero et al., 2021).

Los hallazgos que se han mostrado en este capitulo se suman al creciente cuerpo de
evidencia de que la proteina S libre puede contribuir a la patogénesis de la COVID-19. Los
procesos que se cree que son inducidos por esta glicoproteina incluyen trombosis y
coagulacion sanguinea (Zheng et al,, 2021), anomalias en la funcion renal (George et al,,
2021), disfuncién de las células endoteliales vasculares por regulacion a la baja de 1a ACE2
(Lei etal.,, 2021), y respuestas proinflamatorias exacerbadas a través de cascadas de
sefializacidn tipo toll-like 2 en macro6fagos (Shirato y Kizaki, 2021). Se ha demostrado que
la activacion de a7 en el sistema inmune protege de la produccién excesiva de citoquinas
proinflamatorias (Rosas-Ballina etal., 2008) y, por lo tanto, una disfuncién de este
receptor da como resultado una sobreproduccién de dichas citoquinas conduciendo a un
mayor dafio tisular (Parrish et al., 2008). En un trabajo reciente se plante6 la hip6tesis de
que en macréfagos la accion antagénica del SARS-CoV-2 sobre a7 determina una
desregulacion del mecanismo de polarizacion y una permanencia de los macrofagos de
tipo M1, con el consiguiente aumento de la concentracion de citoquinas inflamatorias

(Tanmay et al., 2021). La inexistencia de PAM enddgenos de a7 permite sugerir que el
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principal efecto del péptido Y674-R685 a nivel fisioldgico seria la inhibicion del receptor.
Esta accion antagonica explicaria, por lo tanto, la "tormenta de citoquinas" y el sindrome
hiperinflamatorio observado en varios pacientes con la COVID-19. Esto plantea la
posibilidad de que los receptores nicotinicos a7 puedan estar involucrados en parte de la
fisiopatologia asociada a la COVID-19 y abre la puerta a una mayor exploracién en el
futuro. En particular seria interesante realizar ensayos con variantes del SARS-CoV-2,

como por ejemplo la variante delta que posee una mutacion en la regién aqui estudiada

de la proteina S (P681R).

Analizados en conjunto, los datos experimentales expuestos en este capitulo
proporcionan evidencia molecular que permite concluir la existencia de una interaccion
funcional directa entre el receptor nicotinico a7 humano y el péptido sintético
correspondiente a la region Y674-R685 de la glicoproteina S del SARS-CoV-2. Esta
interaccidn, que tiene lugar dentro del rango de concentracidon picomolar a micromolar,
da como resultado un efecto dual que comprende activaciéon en presencia de un PAM

(agonismo silente) y antagonismo no competitivo.
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CAPITULO III

MODULACION DE LA FUNCION DEL RECEPTOR a7
POR CANNABIDIOL
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INTRODUCCION

1. Cannabis sativa, fitocannabinoides y sistema

endocannabinoide

La planta herbacea Cannabis sativa, conocida vulgarmente como marihuana, ha sido
utilizada durante miles de afios con fines recreativos, religiosos y medicinales. Es
mundialmente usada como una droga recreativa debido a su habilidad para inducir
estados psicologicos y euforicos en las personas que la ingieren o fuman (Watkins, 2019).
Por otra parte, también tiene una larga y extensa historia como planta medicinal (E. B.
Russo, 2007). El primer registro se encuentra en la farmacopea mas antigua del mundo,
el Pen-ts’ao ching (China, 2737 a.C.), ademas hay evidencia de su aplicacién para el
tratamiento de la epilepsia en Sumeria (1800 a.C) (Castillo-Arellano et al., 2023; Friedman
y Devinsky, 2016).

Se han aislado mas de 545 sustancias distintas de las especies de Cannabis, que
incluyen: terpenoides, flavonoides, alcaloides, lignanos, acidos grasos y una gran cantidad
de compuestos (~ 120) que son exclusivos de la planta y se denominan fitocannabinoides.
Estos ultimos son una familia de moléculas que tienen un esqueleto terpenofendlico de
21 carbonos, de los cuales los mas abundantes y mejor estudiados son el trans-A°-
tetrahidrocannabinol (THC) y el cannabidiol (CBD) (Figura III.1) (Castillo-Arellano et al.,
2023; Friedman y Devinsky, 2016).

El THC es el principal compuesto psicoactivo responsable de los efectos
conductuales inducidos por el consumo del extracto de C. sativa (cannabis). El estudio de
esta molécula condujo al descubrimiento de un sistema modulador ampliamente
distribuido en todo el cuerpo y sobre todo en SN, identificado como el sistema
endocannabinoide. El mismo estd compuesto por: (i) una red de receptores de
cannabinoides (CBR, CannaBinoid Receptor) expresados en todo el cuerpo, de los cuales
hay dos tipos, CB1R (CannaBinoid Receptor type 1) y CB2R (CannaBinoid Receptor type 2);
(ii) los ligandos endégenos (endocannabinoides), como la anandamida (AEA, N-
ArachidonoylEthanolAmine) y el 2-araquidonoilglicerol (2-AG; 2-Arachidonoyl Glycerol); y
(iii) las enzimas necesarias para la sintesis y degradacién de los endocannabinoides,

incluida la amida hidrolasa de acidos grasos y la monoacilglicerol lipasa (H. C. Lu y Mackie,
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2021). El segundo fitocannabinoide mas abundante del cannabis, el CBD, a diferencia del
THC, no induce intoxicacién y no muestra el perfil caracteristico de una droga de abuso.
La mayoria de los efectos psicoactivos del cannabis se deben al THC, que se une con
gran afinidad y activa los CBR, teniendo una afinidad mas elevada por el CB1R que por el
CB2R (Mechoulam, 2016). Por otro lado, el CBD tiene baja afinidad por los sitios
ortostéricos de ambos receptores, y actia como modulador alostérico negativo del CB1R
en el rango nanomolar, mientras que se comporta como agonista parcial del CB2R (Vitale

etal, 2021).
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FIGURA II1.1. Estructuras quimicas del THC y del CBD. Modificado de (Mechoulam et al.
2007).

2. Uso terapéutico de los cannabinoides

En los tltimos afios ha resurgido fuertemente el interés en la planta por el potencial
terapéutico de los fitocannabinoides para el tratamiento de diversas condiciones médicas
como dolor, cancer, desérdenes neurolégicos y neurodegenerativos (Soderstrom et al,
2017; Vitale et al,, 2021; Watkins, 2019). EI CBD es el compuesto mas atractivo desde el
punto de vista farmacéutico ya que, a diferencia del THC, no produce efectos psicoactivos
(Izzo et al., 2009; Mechoulam et al.,, 2007; Pertwee et al., 2010; Scuderi et al., 2009). Un
gran numero de estudios, tanto in vivo como in vitro, indican que el CBD puede ser usado
en el tratamiento de diversas condiciones neuroldgicas como dolor neuropatico,
epilepsia, dafio cerebral por accidente cerebrovascular, entre otras (Hill et al., 2012; Izzo
et al.,, 2009; Peng et al., 2022; Scuderi et al,, 2009; Vitale et al., 2021). En varios paises se
ha legalizado el uso de terapias basadas en el CBD para el tratamiento de la epilepsia y
otras condiciones médicas en nifios y adultos (Abu-Sawwa etal,, 2020; Arzimanoglou
et al., 2020; Friedman y Devinsky, 2016; Vitale et al., 2021). Recientemente el CBD ha sido
aprobado por la administracién de drogas y alimentos de los Estados Unidos y la Agencia

Europea de Medicamentos como farmaco antiepiléptico para el tratamiento de pacientes
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con sindromes de Dravet y Lennox-Gastaut afectados por episodios de epilepsia
refractaria (Vitale et al., 2021). Actualmente hay ensayos clinicos en curso para el uso de
CBD en otras condiciones como autismo (Aran etal, 2021; Pretzsch etal, 2019) y

esquizofrenia (McGuire et al., 2018).

3. Acciones del CBD independiente de los CBR

Debido a que el CBD tiene muy baja afinidad por los CBR, se sugiere que no
interacciona directamente con el sistema endocannabinoide salvo a concentraciones muy
altas (Ibeas Bih et al,, 2015; McPartland et al.,, 2015). Por ello, se piensa que sus efectos
benéficos son mediados por accién sobre otros blancos moleculares, lo que genera una
urgente necesidad de establecer cudles son, no solo para explotar estos beneficios sino
también para conocer posibles efectos adversos. Se han propuesto muchos y diversos
blancos entre los que se incluyen receptores ionotrépicos y metabotroépicos, otros canales
ionicos, enzimas, transportadores y estructuras celulares proteicas y no proteicas (de
Almeida y Devi, 2020; Ibeas Bih et al,, 2015; Peng et al., 2022; Soderstrom et al., 2017;
Vitale etal., 2021; Watkins, 2019). Entre los receptores que son blanco del CBD se
encuentran algunos pertenecientes a la familia de los pLGIC, como por ejemplo los GlyR
subtipos al y a1 (Ahrens et al.,, 2009), el 5-HT3aR (Xiong, Koo, et al,, 2011; Z. Yang et al,,
2008), los GABAAR (Bakas et al., 2017) y el nAChR a7 (Mahgoub et al., 2013).

4. Los pLGIC como blancos de los cannabinoides

Existen varios trabajos que muestran la modulacién de los pLGIC por
fitocannabinoides, endocannabinoides y cannabinoides sintéticos por un mecanismo
independiente de los CBR (Soderstrom et al., 2017; Vitale et al., 2021).

Los 5-HT3aR son inhibidos alostéricamente de manera independiente de los CBR por
los fitocannabinoides CBD y THC; por el endocannabinoide AEA; y por varios
cannabinoides sintéticos (Barann et al., 2002; Fan, 1995; Oz et al., 2002; Xiong, Koo, et al.,
2011; K. H. Yang et al., 2010). Se ha demostrado que tanto el CBD como el THC ejercen su
efecto inhibitorio por un mecanismo que involucra un incremento en la velocidad de
desensibilizacion del receptor sin afectar su cinética de activacion (Xiong, Koo, etal,

2011). El antagonismo de los cannabinoides sobre los 5-HT3aR puede explicar, al menos
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en parte, su eficacia para prevenir las nduseas y vomitos en el tratamiento quimioterapico
(Soderstrom et al., 2017; Vitale et al., 2021).

Los GABAAR son potenciados por los fitocannabinoides CBD y THC, y por el
endocannabinoide 2-AG (Bakas etal, 2017; Baur etal., 2013; Golovko et al., 2015; Sigel
etal, 2011). Algunos trabajos muestran que la potenciaciéon del 2-AG solo se da si esta
presente la subunidad (2 en los GABAAR, e identifican aminoacidos fundamentales para
observar el efecto localizados en los segmentos M3 y M4 de 32, lo que les permite sugerir
que el sitio de unidn del 2-AG esta en las caras enfrentadas de los segmentos M3 y M4 de
B2 (Baur et al,, 2013; Sigel et al., 2011). La actividad potenciadora del CBD en los GABAAR
podria explicar los efectos anticonvulsivos, ansioliticos y analgésicos de este compuesto
(Devinsky etal.,, 2014), y justifica su uso en pacientes con epilepsia (Abu-Sawwa et al.,
2020; Vitale et al., 2021).

Existen varios estudios con resultados contrapuestos en relacién al efecto de los
cannabinoides sobre los GlyR. Dependiendo del subtipo de receptor y del cannabinoide
ensayado, se encuentra en la bibliografia modulacién positiva, negativa o ausencia de
efecto. Un trabajo afirma que la AEA y el 2-AG modulan negativamente las corrientes
macroscépicas evocadas por Gly en neuronas del hipocampo y cerebelo de rata (Lozovaya
etal, 2005), en contraposicion, varios estudios en diferentes preparaciones han
demostrado que AEA es un PAM de los GlyR (Hejazi etal, 2006; Z. Yang et al., 2008;
Yevenes y Zeilhofer, 2011). De la misma forma, el THC, potencia alostéricamente las
corrientes de Gly en neuronas del area tegmental ventral de rata y en ovocitos de X. laevis
expresando GlyR al y alf (Hejazi et al., 2006). La Ser-296 en el M3 de la subunidad aly
la homologa en a3 (Ser-307) son criticas para la potenciacion por el THC de los GlyR al y
a3 respectivamente, mientras que los GlyR a2 que carecen de esa Ser son insensibles al
fitocannabinoide (Xiong, Cheng, et al., 2011). En lo que respecta a la accién del CBD sobre
los GlyR, se ha demostrado que el fitocannabinoide, en el rango micromolar bajo, potencia
a los GlyR al y alf, pero, mas interesante aun, los activa a una concentracién 100 uM
(Ahrens et al., 2009), siendo indispensable para estos efectos la Ser-267 en el M2 de al
(Foadi et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que el CBD suprime el dolor inflamatorio
y neuropatico crénico en roedores (Xiong et al., 2012). Amodo de resumen, se puede decir
que existe mucha evidencia a favor de un rol potenciador de los cannabinoides sobre los
GlyR, lo cual tendria implicancias en hiperplexia y en el tratamiento del dolor neuropatico

e inflamatorio.
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En cuanto al efecto de los cannabinoides sobre los nAChR se ha visto que pueden
tener un rol inhibitorio en algunos casos, o carecer de accidn en otros. La metanandamida,
analogo no hidrolizable de la AEA, inhibe a los nAChR presentes en las neuronas
simpaticas postganglionares cardiacas de rata (Baranowska et al., 2008). Por su parte, la
AEA disminuye el pico y aumenta la velocidad de desensibilizacién de las corrientes
disparadas por ACh en receptores a42 expresados en células SH-EP1 por un mecanismo
alostérico e independiente de los CBR (Spivak et al., 2007). Por otro lado, los nAChR a7
expresados en ovocitos de X. laevis son inhibidos alostéricamente por la AEA y el 2-AG;
mientras que el THC y dos cannabinoides sintéticos (WIN55,212-2 y CP55940) no tienen
efectos sobre estos receptores (0z et al., 2003, 2004). A su vez, el CBD también inhibe por
un mecanismo alostérico las corrientes macroscépicas de los nAChR a7 expresados en
ovocitos de X. laevis o presentes en interneuronas de hipocampo de rata (Mahgoub et al.,
2013).
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OBJETIVOS

El uso del CBD en diferentes condiciones patoldgicas se ha expandido ampliamente
en los ultimos anos debido a sus propiedades terapéuticas y a la ausencia de efectos
psicoactivos. La baja afinidad del CBD por los CBR sugiere que el sistema
endocannabinoide no seria su principal blanco de accién. Para potenciar los efectos
benéficos y evitar las consecuencias negativas de un mal uso, es muy importante conocer
cudles son los blancos moleculares del CBD. El objetivo general de este ultimo capitulo de
la tesis es estudiar al receptor nicotinico a7 como blanco del CBD, considerando la
importancia de dicho receptor en diversas situaciones fisiologicas y fisiopatoldgicas. Para
ello, por un lado, se utilizaran técnicas electrofisiologicas a nivel de canal dnico que
permitirdn investigar en detalle como se afecta por accion del CBD la actividad
ionotrdpica del receptor. Mientras que, la actividad metabotrépica de a7, y su modulacién
por el CBD, seran estudiadas mediante la de medicién de los cambios en el nivel de Ca%*
intracelular utilizando sondas fluorescentes y microscopia confocal de fluorescencia.

Los objetivos especificos son:

e Determinar el efecto del CBD en el perfil cinético y en la frecuencia de los

episodios de activacion de a7 a nivel de canal unico.

e Evaluar la sensibilidad de las corrientes unitarias de distintos mutantes de o7 al

CBD.

e Investigar la accion del THC sobre la cinética y frecuencia de los episodios de

activacion de a7.

e Determinar como el CBD modifica la respuesta del aumento de Ca2+ intracelular

por la activacién de a7.
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RESULTADOS

1. Efecto del CBD en la actividad ionotropica de a7 a nivel de

canal Unico

En esta primera parte del capitulo se estudia el efecto del CBD sobre la actividad
ionotrépica de a7. Para ello se utilizan corrientes unitarias del receptor, obtenidas por la
técnica de patch-clamp en las configuraciones cell-attached e inside-out, y diferentes
formas de aplicacion del fitocannabinoide. Ademas, se utilizan PAM y diferentes mutantes

del receptor para descifrar distintos aspectos de la accién del CBD sobre a7.

1.1. E1 CBD modifica el patron de activacion de a7 a nivel de canal anico

En primera instancia, utilizando la configuracion cell-attached, se procedi6 a
coaplicar en la pipeta ACh 100 pM y CBD 50 uM para registrar la actividad de a7 expresado
de forma hetero6loga en células BOSC23, y luego comparar este perfil de activacion con el
control donde solo se aplic6 ACh 100 pM. En el 95% (38/40) de los sellos en la condicién
control se observo buena actividad del canal (n = 40; N = 12), la cual consiste
principalmente en eventos de aperturas breves y aislados y, menos frecuentemente, en
bursts de corta duracion (Figura II1.2 trazo superior), como ha sido detallado en el capitulo
I de esta tesis. En cambio, en los registros con ACh y CBD, solo se observo actividad del
canal en el 70 % (12/17) de los sellos (n = 17; N = 5), y ésta fue siempre baja, es decir,
escasos eventos aislados y bursts. Si bien es cierto que la frecuencia de los episodios de
activacion puede variar entre los diferentes sellos debido a cambios en los niveles de
expresion del receptor y a variaciones en el nimero de receptores presentes en el parche
de membrana delimitado por la pipeta, los registros con ACh y CBD mostraron
sistematicamente baja actividad del canal a7 comparado con los controles hechos en
paralelo. Otra observacion que surgi6 de estos primeros ensayos con el CBD fue la
aparicién, al cabo de unos minutos de registro, de episodios de activacién de mayor
duracion y menor amplitud que los presentes en el control con ACh 100 uM (Figura III.2

trazo inferior).
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FIGURA II1.2. Efecto de la coaplicacion de CBD en registros de canal unico de a7 activado
por ACh.

Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM en ausencia
(arriba) y en presencia (abajo) de CBD 50 pM en la solucién de la pipeta, obtenidos por la técnica
de patch-clamp en la configuracion cell-attached. Para cada condicion, los trazos de los canales se
muestran en dos escalas temporales diferentes. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las
aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

Estas observaciones iniciales sugirieron que el CBD media al menos dos acciones
diferentes sobre a7, por un lado, una inhibicién rapida de la actividad del canal, y por el
otro, alteraciones en el perfil cinético que se evidencian por la aparicién de los episodios
de activacién de duracién prolongada y amplitud reducida. Por lo tanto, para analizar en
profundidad y por separado ambos efectos, se disefiaron dos estrategias experimentales
diferentes. En la primera se explora la inhibicion de la actividad del receptor por el CBD
mediante la cuantificacion de los cambios en la frecuencia de los episodios de activacién
en el mismo parche de membrana, y en la segunda, se estudian los cambios por el CBD en
las propiedades de activacion del receptor a nivel de canal Unico al medir la duracion y la

amplitud de los episodios de activacion en presencia del fitocannabinoide.

1.1.1. Disminucion de la frecuencia de episodios de activacion de a7 por CBD

Para poner de manifiesto la reduccién de la frecuencia de los canales en funcion de
la concentracién de CBD, se utilizé el mismo protocolo aplicado en el capitulo I con los
inhibidores y activadores de quinasas. Mediante la técnica de patch-clamp en la

configuracion cell-attached se registraron las corrientes de canal Unico generadas por ACh
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100 puM en la solucion de pipeta. Luego de un tiempo de 2-5 minutos, periodo definido
como “antes”, se agregd a la capsula el CBD y se continu6 registrando la actividad por el
mismo tiempo que antes del agregado de la droga, periodo definido como “después”
(Figura I11.3A). Para estos experimentos el volumen inicial de la ECS de la capsula fue de
1,8 mL, y el CBD se agregé diez veces concentrado en 0,2 mL de la ECS, para asi lograr la
concentracion final deseada. La ventaja de esta estrategia es que la variabilidad en la
expresion de a7 entre los diferentes registros no afecta al cambio observado en su
actividad por accion del CBD, ya que el control y el experimental (expuesto al
fitocannabinoide) se obtienen del mismo sello. Como se muestra en la Figura I11.3B, el CBD
produce una disminuciéon dependiente de la concentracién en la frecuencia de los

episodios de activacion de a7.
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FIGURA II1.3. CBD reduce la actividad de a7 de manera dependiente de la concentracion.

(A) Esquema ilustrativo del disefio experimental aplicado para estudiar el efecto del CBD sobre el
grado de actividad de a7 a nivel de canal tnico. Los 60 segundos luego de la adicion del
fitocannabinoide se dejaron para asegurar su correcta difusion y para que se estabilice el efecto
sobre los canales.

(B) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM obtenidos
por la técnica de patch-clamp en la configuracién cell-attached antes (izquierda) y después
(derecha) del agregado de etanol 0,1 %v/v (arriba), CBD 0,5 uM (medio) o CBD 10 uM (abajo).
Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como
deflexiones hacia arriba de la linea de base.
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Para poder cuantificar este efecto, se midié el numero de episodios de activacién por
unidad de tiempo (frecuencia), antes y 60 segundos después del agregado del CBD o
etanol como control (vehiculo). Para el analisis se considera que un episodio de activacion
puede ser tanto una apertura aislada como un burst. Se determin6 la relacion
después/antes para cada sello y se promedié entre los diferentes experimentos. El
agregado de etanol 0,1 %v/v produjo una leve disminucién de la frecuencia de los
episodios de activacion (relaciéon después/antes = 0,93 + 0,10; n = 5; N = 3), que fue similar
a la obtenida por el agregado de la ECS (relaciéon después/antes = 0,85 + 0,04; n=6; N =
3; p = 0,116). Esta pequefia reduccion se debe a la desensibilizacion del receptor a7 que
ocurre a lo largo del tiempo de registro por la presencia continua de ACh en la pipeta. En
cambio, luego de agregado el CBD, se produjo una rapida disminucion de la frecuencia de
los episodios de activaciéon, que fue estadisticamente significativa a partir de la
concentracion 500 nM del fitocannabinoide (relacién después/antes = 0,56 + 0,16; n = 5;
N = 2; p = 0,00238), y que se profundizé con el aumento de su concentracion (Figura
[11.4A). Por ejemplo, la reduccidn de la actividad del canal fue mayor a 90% con CBD 50
UM (relacion después/antes = 0,07 £ 0,03; n = 5; N = 3; p < 0,001). El ajuste de los datos
con una funcion logistica revel6 que CBD inhibe la actividad de a7 con una Clso = 0,53 *
0,14 puM (Figura I11.4B).
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FIGURA I11.4. CBD reduce la frecuencia de activacion de a7 de manera dependiente de la
concentracion.

(A) Grafico de barras que muestra la relacion después/antes en la frecuencia de los episodios de
activacion debido a la adicion de etanol 0,1 %v/v o CBD en diferentes concentraciones. Los datos
se muestran como el promedio + SD de las relaciones después/antes para: etanol 0,1 %v/v (n = 5;
N=3),CBD0,01uM (n=5;N=3),CBD 0,1 uM (n=5; N=3),CBD 0,5 uM (n=5; N =2),CBD 1 uM
(mn=6;N=3),CBD3uyM (n=6; N=2),CBD 10 uM (n=8; N=4),yCBD 50 uM (n=5; N=3). La
significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones de
etanol (control) y CBD (ns: no significativo, p = 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia
estadistica: p < 0,05*; p < 0,001***).

(B) Curva dosis-respuesta de la inhibicion de la frecuencia de los episodios de activacién de a7,
medida como la relaciéon después/antes, en funcion de la concentracion de CBD. Cada punto
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corresponde al promedio de 5-8 experimentos independientes como se describe en (A). La curva
se ajusté mediante una funcién logistica, a partir del cual se obtuvo la Clso, expresada como
promedio + SEM.

(C) Curva dosis-respuesta de la inhibicién de la probabilidad de apertura de a7, medida como la
relacion después/antes, en funcion de la concentracion de CBD. Cada punto corresponde al
promedio de 5-8 experimentos independientes como se describe en (A). La curva se ajusto
mediante una funcidn logistica, a partir del cual se obtuvo la Clso, expresada como promedio *
SEM.

Otro parametro importante que se midié en estos experimentos fue la probabilidad
de apertura del canal (nP.), que se expres6 como la relaciéon después/antes de la adicion
de etanol o CBD. De la misma manera que sucedio6 con la frecuencia de los episodios de
activacion, la nPo decay6 rapidamente tras el agregado de CBD. El ajuste de la curva de
inhibicion para la relaciéon después/antes de la nPo arroj6 un valor de Clso = 0,45 * 0,15
uM (Figura I11.4C).

La similitud en los valores de la Clso obtenidos para los dos parametros medidos
(frecuencia y nPo) sugiere que, al menos en periodos cortos de tiempo luego del agregado
de CBD (2-5 minutos), el principal efecto del fitocannabinoide se da sobre la frecuencia de
activacion del canal y no sobre la duracién de los episodios de activacion, ya que
incrementos en esta duraciéon se verian reflejados en cambios en la nPo. En tiempos
mayores, usualmente luego de 10 minutos de agregado el CBD (sobre todo en
concentraciones altas), comienzan a detectarse algunos eventos, de mayor duracién y
menor amplitud, similares a los observados en los registros obtenidos por coaplicacion
de ACh 100 uM y CBD 50 uM en la pipeta (Figura III.2). A continuacioén, con la segunda
estrategia experimental disefiada, se analizan con mas detalle estos canales y su influencia

en la nP, utilizando los registros en tiempos mayores a 10 minutos de aplicado el CBD.

1.1.2. Cambios en la duracion y amplitud de los episodios de activacion de a7 por

CBD

Para estudiar los eventos de mayor duraciéon y menor amplitud que aparecen en
forma tardia por efecto de exposicion al CBD, se analizaron los registros de a7 obtenidos
con ACh 100 pM y CBD 50 pM en la solucion de pipeta como se describid en la figura II1.2
(Figura IIL.5A).

En lo que respecta a la cinética de los episodios de activacion (Topen y Tburst), los

histogramas de estado abierto y de bursts construidos a partir de los registros de ACh y
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CBD fueron ajustados con dos componentes cada uno, de manera similar a la condicién
control (ACh). El teritico, obtenido del histograma de estado cerrado, utilizado en ambas
condiciones fue de 0,5 ms. La presencia de CBD 50 uM junto a ACh 100 uM en la solucién
de pipeta produjo un incremento estadisticamente significativo en la duraciéon media de
las aperturas aisladas (topen = 1,47 £ 0,38 ms; n = 12; N = 4; p < 0,001) y en la duracion
media de los bursts (tburst = 2,36 + 0,54 ms; n = 12; N = 4; p < 0,001) comparado con el
control con ACh 100 uM en la pipeta (topen = 0,30 + 0,06 ms; Tburst = 0,46 + 0,12 ms; n = 38;
N = 12; Figura II1.5B).

En cuanto al andlisis de la amplitud de los eventos, se presenta el inconveniente de
que los registros control de a7 con ACh 100 uM muestran un amplio rango de amplitudes
de los canales. Esto se debe a que, en las aperturas muy breves, la resolucién de la
amplitud es incompleta, y por ello el canal se ve como si tuviera una amplitud menor (N.
Andersen et al., 2013a). Sin embargo, si se consideran solamente los eventos de duracién
mayor a 0,2 ms, se obtiene del histograma de amplitud, una clase homogénea de canales
de 10,05 * 0,15 pA (n = 5; N = 4). La construccion del histograma de amplitud a partir de
los registros de ACh 100 uM y CBD 50 pM mostré una amplitud media de 8,36 + 0,24 pA

(n =12; N =4), que es significativamente menor a la del control (p < 0,001; Figura II1.5C).
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FIGURA IIL5. Los canales de a7 disminuyen su y aumentan su duracién por accion del CBD.
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(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM en ausencia
(izquierda) y en presencia (derecha) de CBD 50 puM en la solucién de la pipeta, obtenidos por la
técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached. Para cada condicion, los trazos de los
canales se muestran en dos escalas temporales diferentes. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana:
-70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Histogramas representativos de estado abierto y de bursts para cada condicién. Las
duraciones informadas en el texto corresponden a las duraciones de los componentes mas lentos
sefialados con las flechas.

(C) Histogramas representativos de amplitud para ambas condiciones, construidos con eventos
de duracién igual o mayor a 0,2 ms. Las flechas indican el valor de la amplitud dado por el
componente de ajuste de la funcidn gaussiana.

Como se comentd anteriormente, en los experimentos en los cuales se agrega CBD
durante el transcurso del registro, ademas de producirse una rapida (2-5 minutos)
reduccidén de la frecuencia de los episodios de activacion (Figura II1.3), se observa, mas
tardiamente (> 10 minutos), la aparicion de los eventos de mayor duracién y menor
amplitud, sobre todo para las concentraciones altas del fitocannabinoide. Por ello, para
poner de manifiesto el cambio en la cinética de a7 en funcién de la concentracion de CBD
(0,01 uM-50 uM), se midié6 la duracién de los bursts antes (2-5 minutos) y después de 10
minutos del agregado, durante un tiempo suficiente, que oscilé entre 20-40 minutos, para
contar con suficientes eventos (> 700) para construir los histogramas (Figura II1.6A). Se
expresé como la relacién después/antes y se comparé con la relacién obtenida tras el
agregado de etanol 0,1 %v/v. Como se muestra en la figura II1.6B, el aumento en la
relacion después/antes en la duracion de los bursts fue estadisticamente significativo a
concentraciones de CBD mayores a 1 pM, y mostrd una tendencia a incrementarse al ir
aumentando la concentracion del CBD. Es importante destacar que el agregado de CBD 50
UM produjo un aumento estadisticamente significativo en la duracion de los bursts (Tburst
antes = 0,44 + 0,11 ms; Tburst después = 2,25+ 0,90 ms; n=5; N=4; p=0,00211) que fue
similar al aumento en la duracion de los bursts obtenido cuando el CBD 50 pM se coloco
en la pipeta junto a ACh 100 uM (tburst = 2,36 + 0,54 ms; n=12; N =4; p = 0,843), validando
de esta manera el protocolo para estudiar los cambios en la cinética de a7 en funcion de

la concentracidon de CBD agregada durante el trascurso del registro.
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FIGURA II1.6. CBD incrementa la duracién de los bursts de a7 de manera dependiente de la
concentracion.

(A) Arriba: esquema ilustrativo del disefio experimental. El protocolo es el mismo que el de la
figura I11.3A, con la incorporacién de un nuevo tramo del registro luego de 10 minutos de haber
agregado el CBD donde se analiza la duracién de los bursts. Abajo: registro representativo de
corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM obtenidos por la técnica de patch-clamp en
la configuracion cell-attached antes (izquierda) y después (derecha) del agregado de CBD 10 uM.
Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia
arriba de la linea de base.

(B) Grafico de barras que muestra la relacion después/antes en la duraciéon media de los bursts
debido alaadicién de etanol 0,1 %v/v o CBD en diferentes concentraciones. Los datos se muestran
como el promedio + SD de las relaciones después/antes para: etanol 0,1 %v/v (n =5; N = 3), CBD
0,01 uM (n=5;N=3),CBD0,1pM (n=4;N=2),CBDO,5uM (n=5N=2),CBD1uM (n=4;N =
3),CBD3puM (n=4; N=2),CBD 10 pM (n = 5; N = 3), y CBD 50 pM (n = 5; N = 3). La significancia
estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones de etanol (control)
y CBD (ns: no significativo, p = 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p
< 0,01*% p < 0,001***).

Debido a que el parametro nP, incluye la frecuencia y duracion de los episodios de
activacidn, resulta interesante estudiar de qué manera se ve afectado por la aparicién de
los eventos largos luego de 10 minutos de agregado el CBD. Para ello se midi6 la nPo y la
frecuencia de episodios de activacion en tres tramos de igual duracion de tiempo (2-5
minutos): (i) antes, y (ii) 60 segundos, y (iii) 10 minutos después del agregado de CBD 10

uUM; y se calcularon dos relaciones para cada variable: (i) 60 segundos después/antes, y
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(ii) > 10 minutos después/antes (Figura III.6A). Ambas relaciones fueron similares
cuando la variable medida fue la frecuencia de los episodios de activacién (relacion 60
segundos después/antes = 0,11 + 0,02; y relaciéon > 10 minutos después/antes = 0,12 *
0,04; n = 3; N = 3; p = 0,864), pero para el parametro nP,, se produjo un aumento
estadisticamente significativo en la relaciéon > 10 minutos después/antes en comparacién
con la relacion 60 segundos después/antes (0,54 + 0,21 y 0,15 + 0,04 respectivamente; n
=3; N =3; p =0,036). Esto demuestra que el incremento en la probabilidad de apertura
del registro luego de 10 minutos de agregado el CBD con respecto a los 60 segundos
posteriores a dicha adicién se debe a la aparicién de los eventos de mayor duracién y no
a un cambio en la frecuencia de activacién del canal.

Una duda que surge es si estos eventos de mayor duracién y menor amplitud son
efectivamente canales de o7 modulados por CBD o si son canales que aparecen en
respuesta al CBD. Para responder a esta pregunta se realizaron registros de canal inico
en la configuracion cell-attached con ACh 100 uM en la pipeta sobre células que no
expresaban el receptor a7. En estas condiciones no se detectaron eventos de apertura
antes ni después del agregado de CBD 50 uM (n = 5; N = 3), es decir, no se abren canales
en respuesta a ACh, ni a la combinaciéon de ACh y CBD. Por ultimo, con el objetivo de
descartar que los canales novedosos sean originados por el etanol usado como vehiculo
del CBD, se realizaron registros con ACh 100 uM en la pipeta sobre células expresando a7.
Se registro la actividad durante 2-5 minutos y se agreg6 etanol a la capsula hasta una
concentracion final de 0,1 %v/v. Luego de 60 segundos se registro la actividad durante
otros 2-5 minutos para evidenciar cambios en la frecuencia de los episodios de activaciéon
por efecto del etanol. Finalmente, se analiz6 la duracién de los eventos antes y después de
10 minutos de agregado el etanol (tiempo tras el cual aparecen los canales de mayor
duracion por el agregado de CBD) para poder comparar la cinética. En estas condiciones
no se observaron, en ningdn momento del registro, los eventos de mayor duracién y
menor amplitud descriptos previamente para CBD (n = 5; N = 3). El agregado de etanol no
produjo cambios en la frecuencia de los episodios de activacion (Figura I11.3B y 4A) y
tampoco modifico la cinética de activacion de los canales, es decir, no ocasioné cambios
estadisticamente significativos en la duracién media de las aperturas aisladas (topen antes
= 0,23 + 0,03 ms; Topen después = 0,24 + 0,05 ms; n =5; N = 3; p = 0,796) y de los bursts
(tburst antes = 0,38 + 0,07 ms; Tburst después = 0,36 £ 0,09 ms; n=5; N = 3; p=0,847) (Figura
[11.6B).
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1.1.3. ;Son reversibles los efectos de CBD en la frecuencia y cinética de los episodios

de activacion de a7?

Considerando los efectos bien marcados del CBD sobre las corrientes unitarias de
a7, resulta interesante investigar si estos efectos son reversibles, para lo cual se disefid
un protocolo experimental especifico (Figura III.7). Se realizaron registros en la
configuracion cell-attached con ACh 100 uM en la pipeta sobre células expresando a7 en
capsulas conteniendo 1,8 mL de ECS. Luego de 2-5 minutos de registro (antes) se agrego
0,2 mL de CBD 100 uM en ECS para conseguir una concentracion final 10 uM en la capsula,
y pasados 60 segundos se registré la actividad del receptor por 2-5 minutos (después)
para ver la reduccion en la frecuencia de los episodios de activacién por efecto del
fitocannabinoide. A continuacidn, se lavo el CBD por medio de tres recambios completos
de los 2 mL de ECS de la capsula, para finalmente volver a registrar la actividad del
receptor por 2-5 minutos (lavado). Para cada uno de los 3 periodos detallados (antes,
después y lavado) se determin6 la frecuencia de los episodios de activacion y la nP,, y se

expresé como las relaciones después/antes, y lavado/antes para cada variable.
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FIGURA II1.7. Protocolo experimental de lavado de CBD.

Esquema ilustrativo del disefio experimental aplicado para estudiar la reversibilidad de los
efectos que causa CBD sobre el receptor a7 a nivel de canal tnico. Los 60 segundos luego del
agregado de la droga se dejaron para asegurar su correcta difusién y para que se estabilice el
efecto sobre los canales.

Con este protocolo se demostré que el lavado del CBD no permite recuperar la
frecuencia de los episodios de activacion previa al cannabinoide, ya que las relaciones
después/antes y lavado/antes para esta variable fueron similares (0,15 + 0,06 y 0,17 *
0,05 respectivamente; n = 3; N = 2; p = 0,634). Es decir, la reduccién en la frecuencia de
los episodios de activacion de a7 como consecuencia de la adiccién de CBD 10 uM no es
reversible por el lavado del CBD en los tiempos y condiciones experimentales aqui
utilizados.

Por otro lado, como fue mostrado anteriormente, el agregado del CBD produce una

caida inmediata en la nPo del registro que luego aumenta a tiempos largos de exposicion
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(> 10 minutos) debido a la apariciéon de eventos de mayor duracion. El lavado aplicado en
este nuevo protocolo no impide la aparicion de estos novedosos eventos de apertura, lo
cual queda evidenciado en el aumento de la nPo que sucede aun habiendo lavado en
comparacién con el instante inmediato luego de agregado el fitocannabinoide (relacién
lavado/antes: 0,54 + 0,09 y relacion después/antes: 0,20 £ 0,09; n = 3; N = 2; p = 0,008).
Nuevamente, podemos concluir que, el efecto de CBD sobre a7, en lo que respecta a la
apariciéon de los eventos de mayor duracién, no es reversible por el lavado del
fitocannabinoide, al menos en estas condiciones experimentales.

La falta de reversibilidad en los efectos del CBD sobre a7 podria deberse a que el
lavado (por tres recambios completos de ECS) no puede eliminar a la droga de la
membrana plasmatica debido a su gran hidrofobicidad, o también a que la constante de

tiempo a la cual se desune del receptor es muy lenta.

Considerados en conjunto, todos estos resultados confirman que el CBD tiene dos
efectos sobre las corrientes unitarias de o7. Por un lado, produce una disminucién rapida
en la frecuencia de los episodios de activacién del receptor sin cambios en su cinética.
Mientras que, a tiempos mas largos de exposicidn, el fitocannabinoide aumenta la
duracién y disminuye la amplitud de los episodios de activaciéon. Ambos efectos son
dependientes de la concentracion del CBD, y ninguno de los dos presenta reversibilidad,

al menos en los tiempos de lavado aqui utilizados.

1.2. El1 CBD disminuye la actividad de a7 activado por ACh y potenciado
por distintos PAM

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si el CBD es capaz de inhibir las
corrientes microscépicas de a7 activadas por ACh y potenciadas por distintos PAM, a fin
de profundizar en el mecanismo que subyace a la disminucién de la frecuencia de los
episodios de activacion de a7 por accion del fitocannabinoide. Para ello se realizaron
registros de canal inico de a7 mediante la técnica de patch-clamp en la configuracidn cell-
attached colocando en la solucién de pipeta ACh 100 pM y 5-HI 2 mM (PAM tipo I) o PNU-
120596 1 uM (PAM tipo II). Luego de un tiempo de grabacién (antes), se agregé CBD a la
capsula y se continu6 registrando por el mismo periodo de tiempo (después). Se midié la
frecuencia de los episodios de activacién en ambos periodos de tiempo y se expres6é como

la relacién después/antes.
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Como se describi6 en el capitulo I de esta tesis, la actividad de a7 en presencia de
ACh 100 pM y 5-HI 2 mM se manifiesta como aperturas aisladas y bursts mas largos que
en ausencia del PAM (topen = 1,28 * 0,35 ms; Tburst = 3,60 £ 1,29 ms; n = 37; N = 11). El
agregado de CBD en estos registros produjo una disminuciéon dependiente de la
concentracion en la frecuencia de los episodios de activacion. El efecto fue
estadisticamente significativo a partir de la concentracién 100 nM del fitocannabinoide
(relacion después/antes = 0,67 + 0,10; n = 5; N = 3; p = 0,010) en comparacién con el
control con etanol 0,1 %v/v (relacién después/antes = 0,96 + 0,19; n = 5; N = 3). Luego de
la adicién de CBD 1 pM la actividad de a7 fue despreciable (relaciéon después/antes = 0,08
+0,06; n=5; N =3;p <0,001) (Figura II1.8).
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FIGURAIIL8. CBD reduce la frecuencia de los canales de a7 activados por ACh y potenciados
por 5-HI.

(A) Registros representativos de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM y
potenciadas por 5-HI 2 mM obtenidos por la técnica de patch-clamp en la configuracién cell-
attached antes (izquierda) y después (derecha) del agregado de CBD 10 nM (arriba) o 10 uM
(abajo). En la parte inferior se muestran con mas aumento los tipicos eventos de a7 potenciados
por 5-HL. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se muestran como
deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Grafico de barras que muestra la relaciéon después/antes en la frecuencia de los episodios de
activacion debido a la adicién de etanol 0,1 %v/v o CBD en diferentes concentraciones. Los datos
se muestran como el promedio + SD de las relaciones después/antes para: etanol 0,1 %v/v (n=5;
N=3),CBD0,01uM (n=6; N=2),CBD 0,1 uM (n=5; N=3),CBD 0,5 uM (n=5; N =3),CBD 1 uM
(n=5;N=3),CBD 10 uM (n =5; N=2),y CBD 50 uM (n = 5; N = 3). La significancia estadistica fue
evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones de etanol (control) y CBD (ns: no
significativo, p = 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,05*%; p <
0,001***).

En presencia de PNU-120596, la actividad de a7 activado por ACh se evidencia por
aperturas aisladas, bursts y clusters de gran duracion (tcluster ~ 1-3 segundos), como se ha

descripto en el capitulo Il de la tesis (Figura II1.9A). En estos registros, el agregado de CBD
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50 pM produjo una reduccidn estadisticamente significativa en la frecuencia de los
episodios de activacion de a7 (relaciéon después/antes = 0,10 £ 0,06; n =5; N =3; p <
0,001) comparado con el control donde se adiciondé etanol 0,1 %v/v (relacion
después/antes = 0,96 + 0,09; n = 5; N = 3; Figura I11.9). Para el analisis se consideré que
un episodio de activacion puede ser una apertura aislada, un burst o un cluster.

A~ ACh 100 uM + PNU-120596 1 uM Clustor B.
Frecuencia de episodios de activacion
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FIGURAIIL.9. CBD reduce la frecuencia de los canales de a7 activados por ACh y potenciados
por PNU-120596.

(A) Registro representativo de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM y potenciadas
por PNU-120596 1 pM obtenido por la técnica de patch-clamp en la configuracién cell-attached,
antes (arriba) y después (abajo) del agregado de CBD 50 uM. Filtro: 3 kHz. Potencial de membrana:
-70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Grafico de barras que muestra la relacion después/antes en la frecuencia de los episodios de
activacion debido a la adicién de etanol 0,1 %v/v o CBD 50 pM. Los datos se muestran como el
promedio * SD de las relaciones después/antes para: etanol 0,1 %v/v (n =5; N = 3) y CBD 50 uM
(n =5; N = 3). La significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las
condiciones de etanol (control) y CBD (el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica:
p < 0,001**).

A partir de estos ensayos, se puede concluir que el CBD es capaz de disminuir la
frecuencia de los episodios de activacién de a7 potenciados levemente por 5-HI o

fuertemente por PNU-120596.

1.3. La actividad de distintos mutantes de a7 se ve inhibida por el CBD

Teniendo en cuenta la modulaciéon negativa que ejerce CBD sobre la actividad
ionotropica de a7 surge el interés por estudiar en mas profundidad cudles son los
mecanismos moleculares que subyacen a este efecto. Para este fin, se utilizaron distintos
mutantes del receptor para probar si eran sensibles o no al fitocannabinoide. Cada
mutante particular fue expresado de forma heterdloga en células BOSC23, para luego

registrar su actividad a nivel de canal unico por la técnica de patch-clamp en la
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configuracion cell-attached con ACh 100 pM en la solucion de pipeta. Se cuantificé la
frecuencia de los episodios de activacion antes y después del agregado de CBD 3 uM y se
expres6 como la relacion después/antes para cada tipo de receptor. Como control, la
reduccion en la frecuencia de los episodios de activacion del receptor salvaje, a esa
concentracion del cannabinoide, fue del 82 + 6 % (relacién después/antes = 0,18 + 0,06;
n = 6; N = 2) (Figura I11.4A).

Con el objetivo de estudiar si CBD modula a a7 al afectar su estado de fosforilacion,
el primer mutante que se ensayo fue el receptor a7-Y386F/Y442F. Como se detallé en el
capitulo I de esta tesis, este mutante no posee Tyr que puedan fosforilarse en el ICD, ya
que han sido sustituidas por fenilalaninas. El agregado de CBD 3 uM a la capsula produjo
una marcada disminucién de la actividad del canal, evidenciada por una reduccién en la
frecuencia de los episodios de activacion del 75 = 13 % (relacion después/antes = 0,25 *
0,13; n = 6; N = 3; Figura I11.10).

Por otro lado, también se quiso investigar si la fosforilacién de residuos Ser y Thr
del ICD se asocia con el efecto del CBD sobre 7. Para ello, se utilizaron dos mutantes ya
descriptos en el capitulo I de la tesis, a7-S365A y a7-T331A, que carecen de la Ser y la Thr
del ICD que poseen mayores probabilidades de fosforilacion tienen segun el programa
NetPhos 3.1. El agregado de CBD 3 pM durante el curso de los registros produjo una
notoria reduccion en la frecuencia de los episodios de activacién de ambos mutantes: 69
+ 11 % para a7-S365A (relacion después/antes = 0,31 £0,11;, n=5N=3),y 73+ 17 %
para o7-T331A (relacidon después/antes = 0,27 + 0,17; n = 6; N = 3; Figura I11.10).

Por ultimo, estudios previos han demostrado que la mutaciéon simultanea de cinco
residuos en la region transmembrana de a7 (a7-TSLMF: S223T y A226S en M1, M254L en
M2,y 1281M y V288F en M3) inhibe la potenciacion del receptor por varios PAM, entre
ellos PNU-120596, indicando que estos aminoacidos son determinantes de la modulacién
alostérica del receptor (C. J. P. daCosta et al., 2011; Young et al., 2008a). Para investigar la
posibilidad de que estos aminoacidos también sean importantes para la modulacion
negativa del CBD, se realizaron registros de canal unico del receptor a7-TSLMF activado
con ACh 100 pM. La caracterizacion cinética de este mutante evidencié un aumento
estadisticamente significativo en la duracién de las aperturas aisladas (topen= 1,36 + 0,50
ms,n=5,N=3,p<0,001) yde los bursts (tburst= 2,31 £ 0,98 ms,n=5,N =3, p < 0,001)

en comparacion al receptor salvaje. Por su parte, la adicién de CBD 3 pM en el transcurso
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de estos registros produjo una reduccion en la frecuencia de los episodios de activacion
del 68 £ 15 % (relacion después/antes = 0,32 £ 0,15; n = 7; N = 3; Figura I11.10).
Habiendo probado que los cuatro mutantes ensayados son sensibles al
fitocannabinoide, se quiso ver si la sensibilidad era similar a la del receptor salvaje. La
comparaciéon mediante el test de ANOVA mostré que no existen diferencias
estadisticamente significativas en el grado de reduccién de la frecuencia de los episodios

de activacion por efecto del CBD entre los 5 receptores (p = 0,335; Figura I11.10B)

A. B. Frecuencia de episodios de
CBD 3 uM activacion (Después/Antes)
Después 00 02 04 06 08 10

AT € ago

FIGURA 111.10. E1 CBD inhibe la frecuencia de los canales de diferentes mutantes de a7.

(A) Registros representativos de corrientes microscépicas de diferentes mutantes de o7 activadas
por ACh 100 uM obtenidas por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached antes
(izquierda) y después (derecha) del agregado de CBD 3 uM. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana:
-70 mV. Las aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Grafico de barras que muestra la relacion después/antes en la frecuencia de los episodios de
activacion debido a la adicién de CBD 3 uM en los diferentes mutantes de a7. Los datos se
muestran como el promedio * SD de las relaciones después/antes para: a7 salvaje (n = 6; N = 2),
a7-Y386F/Y442F (n=6; N =3), a7-S365A (n=5; N =3), a7-T331A (n = 6; N = 3), y a7-TSLMF (n
= 7; N = 3). Las comparaciones estadisticas entre los diferentes receptores fueron hechas con
ANOVA de una via. Los valores medios entre los grupos no son estadisticamente significativos (p
=0,335).

Estos experimentos con distintos mutantes de a7 permiten concluir que la

fosforilacion de Tyr del ICD no esta involucrada en el efecto del CBD, como asi tampoco lo
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estan las fosforilaciones de la Ser-365 y de la Thr-331. Ademas, los cinco residuos en la
region transmembrana de a7 que afectan la potenciacion por ciertos PAM, no son

determinantes en el mecanismo de inhibicién del receptor por CBD.

1.4. Las corrientes unitarias de a7 son inhibidas desde su cara

intracelular por el CBD

La técnica de patch-clamp en la configuracion inside-out permite registrar corrientes
unitarias de canales en el parche de membrana aislado de la célula. En esta configuracion
se pierde gran parte de los contactos de las proteinas insertas en esa porcion de
membrana con el citoesqueleto y con otras proteinas intracelulares, pero permite evaluar
el efecto de compuestos actuando sobre la cara citoplasmatica de la membrana. El
agonista se coloca en la pipeta de forma similar a lo que se hace en la configuracién cell-
attached.

Con el objetivo de profundizar en el mecanismo de accién del CBD, se realizaron
experimentos por la técnica de patch-clamp en la configuracion inside-out sobre células
BOSC23 expresando de forma heterdloga el receptor a7 con ACh 100 uM en la pipeta. Se
registroé la actividad del canal en estas condiciones y luego se agregé al bafio de la capsula
CBD 50 pM para que tome contacto con el lado intracelular de los receptores. Se continud
registrando por un periodo similar de tiempo, y se analiz6é y comparé la frecuencia de los
episodios de activacion antes y después del agregado, expresandose como la relacién
después/antes. La adicién de CBD 50 uM a la cara intracelular de los canales ocasion6 una
rapida y marcada reduccién en la frecuencia de las aperturas (relaciéon después/antes =
0,07 = 0,05; n = 6; N = 2). Este valor fue similar al obtenido en la configuracion cell-
attached (relacion después/antes = 0,07 = 0,03; n = 5; N = 3; p = 0,662; Figura II11.11).
Ademas, en esta configuracion de inside-out, luego de un tiempo (> 10 minutos) del
agregado de CBD, también se observaron los episodios de activacion de mayor duracién
y menor amplitud que se describieron previamente en este capitulo en la configuracion

cell-attached.
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FIGURA I111.11. Efecto de CBD sobre a7 desde el lado intracelular de la membrana.

(A) Registro representativo de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 uM obtenido por
la técnica de patch-clamp en la configuracidn inside-out antes (izquierda) y después (derecha) del
agregado de CBD 50 uM. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las aperturas del canal se
muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.

(B) Grafico de barras que muestra la relaciéon después/antes en la frecuencia de los episodios de
activacion debido a la adiciéon de CBD 50 uM en registros obtenidos en las configuraciones cell-
attached e inside-out. Los datos se muestran como el promedio * SD de las relaciones
después/antes para: cell-attached (n = 5; N = 3) e inside-out (n = 6; N = 2). La significancia
estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre ambas condiciones (ns: no
significativo, p 2 0,05).

Estos resultados y observaciones permiten concluir que el efecto del CBD sobre las
corrientes microscopicas del receptor a7 se produce de manera similar desde ambos

lados de la membrana plasmatica.

2. Efecto del THC en la actividad ionotropica de a7 a nivel de

canal Unico

Existe un reporte previo indicando que el THC, principal componente psicoactivo de
la marihuana, no produce efectos sobre las corrientes macroscopicas de a7 expresado en
ovocitos de X. laevis (Mahgoub et al., 2013). En esta segunda parte del capitulo se estudia
si el THC es capaz de modular la actividad de a7 a nivel de canal tnico, es decir, si modifica
la frecuencia y/o duracién de los episodios de activacion del receptor.

Para tal fin se decidi6 utilizar el protocolo en el que la droga se adiciona a la capsula
en el transcurso de un registro porque, como hemos demostrado para CBD, permite
detectar cambios inmediatos en la frecuencia de las aperturas y también modificaciones
en la cinética de los canales luego de algunos minutos de exposicion. La actividad de a7 a
nivel de canal tnico fue registrada en la configuracion cell-attached sobre células BOSC23
expresando el receptor humano con ACh 100 uM en la pipeta. Luego de 2-5 minutos
(antes), se agregd el THC a la capsula hasta una concentracion final 10 uM, y se continu6
registrando la actividad por el mismo periodo de tiempo que antes del agregado de la
droga (después). Se cuantificé la frecuencia de los episodios de activacion antes y después
del THC y se expres6 como la relacién después/antes. Ademas, se registro la actividad de

a7 luego de 10 minutos de agregado el fitocannabinoide para determinar la duracién de
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las aperturas aisladas y de los bursts tras unos minutos de exposicion (en este periodo
aparecian los canales largos luego de la adicion de CBD).

A diferencia de los resultados obtenidos con CBD, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la frecuencia de los episodios de activacion tras el
agregado del THC 10 uM comparado contra el control donde se agreg6 etanol 0,1 %v/v
(relacion después/antes =0,97 + 0,15; n = 6; N = 2 y relaciéon después/antes = 0,93 + 0,10;
n = 5; N = 3 respectivamente; p = 0,601; Figura IIl.12A y B). Ademas, tampoco se
observaron los eventos de mayor duraciéon y menor amplitud luego de 10 minutos de
exposicion al THC. Esto se refleja en la ausencia de cambios estadisticamente
significativos en las propiedades cinéticas de los canales (Topen Yy Thurst) entre el periodo
previo al agregado de la droga y el periodo luego de 10 minutos de exposicidn (topen antes
= 0,25 + 0,08 ms; Topen después = 0,24 + 0,07 ms; n = 6; N = 2; p = 0,826; tburst antes = 0,40
+ 0,18 ms; tburst después = 0,42 + 0,20 ms; n = 6; N = 2; p = 0,937). La relaciéon
después/antes de THC, en lo que respecta a la duracién de los bursts, es igual a la obtenida
con etanol (relacion después/antes = 1,03 £ 0,10; n = 6; N = 2 y relacién después/antes =

0,97 £ 0,08; n = 5; N = 3 respectivamente; p = 0,335; Figura I11.12C).
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FIGURA II1.12. THC no tiene efecto sobre la actividad de a7 a nivel de canal tinico.

(A) Registro representativo de corrientes unitarias de a7 activadas por ACh 100 pM obtenidas
por la técnica de patch-clamp en la configuracion cell-attached antes (izquierda) y después
(derecha) del agregado de THC 10 pM. Filtro: 9 kHz. Potencial de membrana: -70 mV. Las
aperturas del canal se muestran como deflexiones hacia arriba de la linea de base.
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(B) Grafico de barras que muestra la relacion después/antes en la frecuencia de los episodios de
activacion debido a la adicién de etanol 0,1 %v/v o THC 10 pM. Los datos se muestran como el
promedio + SD de las relaciones después/antes para: etanol (n=5; N=3)y THC (n=6; N =2). La
significancia estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones de
etanol (control) y THC (ns: no significativo, p = 0,05).

(C) Grafico de barras que muestra la relaciéon después/antes en la duraciéon media de los bursts
debido a la adicién de etanol 0,1 %v/v o THC 10 pM. Los datos se muestran como el promedio *
SD de las relaciones después/antes para: etanol (n=5; N =3) y THC (n = 6; N = 2). La significancia
estadistica fue evaluada por el test t-Student a dos colas entre las condiciones de etanol (control)
y THC (ns: no significativo, p 2 0,05).

Por lo tanto, es posible concluir que, a diferencia del CBD, el THC no produce
modificaciones en la frecuencia y duracion de los episodios de activacion de a7 a nivel de

canal unico.

3. Efecto del CBD en la movilizacion intracelular de Ca?+

producida tras la activacion de a7

En esta tercera parte del capitulo se explora si el CBD es capaz de modular el
aumento en la [Ca%*]i que tiene lugar tras la activacién del receptor a7. Como se ha
mencionado en la introduccién de esta tesis, la apertura del poro del canal da como
resultado una rapida despolarizacion e ingreso de CaZ* en la célula, que se convierte en un
fendbmeno sostenido porlaliberacion de Ca%* desde depésitos intracelulares (Bouzat et al.,
2018; F. A. Dajas-Bailador et al., 2002). Teniendo en cuenta el efecto inhibitorio inmediato
del CBD sobre la actividad ionotrépica de a7, demostrado en la primera parte de este
capitulo, surge el interés por dilucidar si el fitocannabinoide también es capaz de modular
negativamente la respuesta metabotropica del receptor relacionada con el incremento
sostenido del nivel de Ca?* tras su activacion.

Para poder responder a este interrogante, se trabajo con células BOSC23
expresando de forma heterdloga el receptor a7. Para medir los cambios en la [Ca%*]i en
diferentes condiciones experimentales, las células fueron cargadas con una sonda
fluorescente sensible a Ca2* y analizadas mediante microscopia confocal de fluorescencia
tras la activacion del receptor. La aplicacién de ACh 500 uM junto a PNU-120596 3 uM,
que permite potenciar la respuesta generada (Zanetti etal, 2016), llevé a un rapido
incremento en la [Ca%*]i que se mantuvo durante al menos 3 minutos (Figura I11.13). Para

cuantificar el cambio en la [Ca2*]i por la activaciéon del receptor, se midi6 la intensidad de
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fluorescencia antes (Fo) y 45 segundos después (F4s) de la aplicacion de ACh y PNU-
120596. Se calculd la relaciéon Fss/Fo y se comparé entre las diferentes condiciones
ensayadas: (i) control; (ii) Preincubado 3 minutos con etanol 1 %v/v; (iii) Preincubado 3
minutos con CBD 10 uM; y (iv) Tratado por 3 horas con a-BTX 1 uM y preincubado 3
minutos con etanol 1 %v/v.

En el control, el pulso de ACh y PNU-120596 provocé un aumento en la [Ca2+]i
(Fas/Fo=5,6 £ 0,7; n = 3; N = 1) que no fue afectado por la preincubacién de las células
con etanol 1 %v/v, usado como vehiculo de CBD (Fa5/Fo=5,7+2,3;n=5; N=3; p=0,960;
Figura II1.13). En cambio, cuando las células fueron preincubadas con CBD 10 uM, se
produjo una reduccién estadisticamente significativa en el aumento de la [Ca%*]i en
respuesta al pulso de ACh y PNU-120596 (F45/F0o=2,0+0,7;n=9; N=4; p=0,003; Figura
[11.13).
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FIGURA II1.13. Efecto de CBD en la movilizacion intracelular de Ca?* disparada tras la
activacion de «7.

(A) Iméagenes representativas de microscopia confocal de células que expresan a7 cargadas con
Fluo-3/AM, antes (Fo) y 45 segundos después (Fas) del estimulo con ACh 500 pM y PNU-120596 3
uM. Las diferentes condiciones corresponden a diferentes tratamientos antes del estimulo: (i)
Control; (ii) Etanol: preincubacién de 3 minutos con etanol al 1 %v/v; (iii) CBD: preincubacion de
3 minutos con CBD 10 uM; y (iv) a-BTX: preincubacion de 3 horas con a-BTX 1 uM y preincubacién
de 3 minutos con etanol al 1 %v/v. La escala roja de las fotos corresponde a 50 um. La escala de
colores representa la intensidad de fluorescencia relativa (F), donde el negro representa los
niveles mas bajos de Ca?* y el verde los mas altos.

(B) Curvas tipicas que muestran los cambios en los valores relativos de fluorescencia (F/Fo) en
funcidon del tiempo para una célula individual en cada condicion detallada en (A). La flecha indica
el tiempo de aplicacion del estimulo de ACh y PNU-120596.

(C) Grafico de barras que muestra la relacion F4s/F¢ para las 4 condiciones ensayadas. Los datos
se muestran como el promedio + SD de las relaciones Fas/Fq para: control (n = 3; N = 1), etanol (n
=5, N=3),CBD (n=9; N =4),y a-BTX (n = 8; N = 4). La significancia estadistica fue evaluada por
el test t-Student a dos colas entre las condiciones: (i) control y etanol, y (ii) etanol y CBD o a-BTX
(ns: no significativo, p 2 0,05; el simbolo de asterisco (*) indica significancia estadistica: p < 0,01**;
p < 0,001***),

Para confirmar que el aumento de la [Ca2*]; tiene su origen en la activacion y
potenciacion de a7, se trataron las células durante 3 horas con a-BTX 1 uM (antagonista
irreversible de a7). En estas condiciones, comparado contra el control, no hubo cambios
en los niveles de Ca%* intracelular tras el estimulo con ACh y PNU-120596 (F4s/Fo=1,0 =
0,1;,n=8; N=4; p<0,001; Figura II1.13).

En conjunto estos resultados demuestran que CBD tiene un efecto inhibitorio en el

incremento de la [Ca2*]i que ocurre tras la activacion de a7.
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DISCUSION

En los ultimos afos el CBD esta emergiendo fuertemente como un agente
terapéutico para diversas condiciones patologicas debido en parte a la ausencia de efectos
psicoactivos, pero principalmente a la existencia de un gran cuerpo de evidencia que
demuestra sus beneficios terapéuticos. El CBD posee baja afinidad por los CBR, y actda de
forma pleiotropica sobre una gran variedad de receptores, canales i6nicos y vias de
sefalizacion (de Almeida y Devi, 2020).

En este tercer capitulo de la tesis se revel6 cémo el CBD afecta las funciones
ionotrépicas y metabotrépicas del nAChR a7. En lo que respecta a las funciones
ionotrdpicas, se demostré que el CBD produce una profunda disminucién de la actividad
del canal a nivel de corrientes microscépicas (Figura I11.14). Este efecto es dependiente
de la concentracion y se da con una Clso en el rango submicromolar (Clso ~ 0,5 uM), lo que
indica una potente modulacién negativa de importancia farmacolégica. Sin embargo, la
modulacion de a7 por el CBD a nivel de corrientes unitarias es compleja. Luego de la
rapida inhibicion del receptor, evidenciada por la disminucién en la frecuencia de los
episodios de activacidn, se produce la aparicidn, al cabo de algunos minutos, de aperturas
infrecuentes de mayor duraciéon y menor amplitud. Por otra parte, a nivel celular, el CBD
modula negativamente la funcién metabotrépica de a7 al producir una marcada
disminucion en las respuestas de Ca?* intracelular que se dan tras la activacion del

receptor (Figura I11.14).
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FIGURA 111.14. CBD modula negativamente al nAChR a7.

Resumen grafico de los efectos del CBD sobre las funciones ionotrépicas y metabotrépicas del
receptor a7 estudiadas en este capitulo de tesis.

Algunos estudios han demostrado que los endocannabinoides AEA y 2-AG, y la R-
metanandamida (andlogo metabodlicamente estable de la AEA) inhiben alostéricamente a
nivel de corrientes macroscépicas las respuestas de a7 expresado en ovocitos de X. laevis
de una manera independiente de los CBR (Oz et al., 2003, 2004). Estos mismos estudios
mostraron que el fitocannabinoide THC y los cannabinoides sintéticos CP 55,940 y
WIN55,212-2 no tienen efecto sobre las respuestas de a7. Hasta la fecha existe un solo
trabajo que estudié el efecto del CBD sobre este receptor nicotinico (Mahgoub et al.,,
2013). En este articulo los autores demostraron que el CBD inhibe las corrientes
macroscopicas de a7 expresado en ovocitos de X. laevis y que también disminuye las
corrientes macroscopicas de a7 activadas por colina en interneuronas de hipocampo de
rata. Sin embargo, este tipo de registros no brinda informacién sobre el mecanismo
preciso que subyace a la inhibicién del receptor. Una reduccién de la corriente a nivel
macroscopico puede deberse a una disminucién de la duracién, amplitud o frecuencia de
los episodios de activacion individuales del canal 0 a una reduccion del nimero de canales
insertos en la membrana, asi como también a una combinacién de algunos o todos los
mecanismos anteriores.

En este ultimo capitulo de la tesis se utilizé la técnica de patch-clamp en las
configuraciones cell-attached e inside-out para obtener registros de canal unico de alta
resolucion que permitié demostrar con gran precision que el efecto modulador negativo
del CBD sobre a7 se debe principalmente a una reduccién rapida y marcada en la
frecuencia de los episodios de activacion de una manera dependiente de la concentracidn.
La Clso estimada para la inhibicién de la actividad del canal (~ 0,5 pM) es
significativamente menor que la reportada previamente a partir de la reduccién de las
corrientes macroscopicas (~ 11 uM) (Mahgoub et al., 2013), probablemente debido en
parte a la alta resolucién temporal de las mediciones de las corrientes unitarias aqui
utilizada (Bouzat y Sine, 2018). Por otra parte, al examinar la cinética y amplitud de los
eventos modulados por el fitocannabinoide, se observé un efecto llamativo a partir de
algunos minutos de exposicion, que consistié en la aparicion de aperturas, aisladas o en

bursts, de mayor duracion y menor amplitud comparadas con las aperturas del mismo
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registro previo al agregado del CBD. El efecto en la duracion de los episodios de activacion
también mostré dependencia de la concentracion del CBD, siendo estadisticamente
significativo a partir de 1 uM.

Para relacionar los resultados obtenidos en el presente capitulo con la disminucién
de las corrientes macroscopicas de a7 por el CBD reportada en la bibliografia (Mahgoub
etal.,, 2013) hay que tener en cuenta algunos aspectos del disefio experimental. Por un
lado, en los experimentos aqui detallados analizamos dos periodos de tiempo luego del
agregado de la droga: (i) uno que va desde 60 segundos hasta 5 minutos como maximo; y
(ii) el otro que se inicia luego de 10 minutos y dura entre 20-40 minutos. En el primer
periodo de tiempo, los 60 segundos son necesarios para que difunda el fitocannabinoide
y se estabilice el efecto sobre la frecuencia de los episodios de activacion, que empieza a
verse casi instantaneamente. La grabacion no se extiende mas alla de los 5 minutos para
no incluir los eventos de mayor duracion y menor amplitud que aparecen
esporadicamente luego de unos minutos de exposicion. En este primer periodo de tiempo,
los parametros que se pudieron medir fueron la frecuencia de los episodios de activacién
y la nPo. La cinética y amplitud de los canales no pudo cuantificarse debido a la
imposibilidad de construir los histogramas con los pocos eventos que se observan en el
registro luego del CBD, sobre todo a concentraciones altas. En el segundo periodo de
tiempo, se eligié 10 minutos como punto de inicio para el analisis de los canales porque
ya se observan los eventos de mayor duracion y menor amplitud. Comenzada en el minuto
10 tras la adicion de CBD, la grabacidn se extendid el tiempo suficiente (entre 20-40
minutos) para contar con suficientes eventos a fin de construir los histogramas de estado
abierto y de bursts. Por ello, en este segundo periodo de tiempo, ademas de la nPo y la
frecuencia de los episodios de activacién, también pudo medirse la duracién de las
aperturas aisladas y de los bursts.

Del andlisis en el primer periodo de tiempo se demostré una rapida y clara
reduccion en la frecuencia de los eventos dependiente de la concentracion del CBD. Si bien
en este periodo no se pudo medir la duracion de los canales, visualmente no se observaron
cambios con respecto a aquellos presentes antes de la adiciéon del CBD. Esto concuerda
con el hecho de que, en este periodo, la reducciéon en la nPo, que incluye a la vez la
frecuencia y duracion de los eventos, tiene una Clso muy similar (0,47 + 0,16 pM) a la de
la reduccion en la frecuencia (0,54 + 0,13 uM). Este resultado no puede correlacionarse

con el reportado sobre las corrientes macroscopicas de a7 (Mahgoub et al., 2013) debido
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a que en ese trabajo se hace una preincubacion de 10-15 minutos con el CBD antes de
coaplicarlo con el agonista. Curiosamente, los autores no encuentran efecto del CBD en las
corrientes macroscopicas de a7 cuando lo aplican con el agonista sin incubacion previa,
lo que no concuerda con lo reportado en esta tesis, probablemente debido a un problema
resultante de los sistemas lentos de perfusion de ovocitos.

Desde un punto de vista experimental, los resultados de los registros mostrando el
efecto del CBD durante el segundo periodo de tiempo analizado (> 10 minutos) podrian
compararse con los resultados en corrientes macroscopicas luego de 10-15 minutos de
preincubacién con el CBD (Mahgoub et al., 2013). A estos tiempos, se ha demostrado en
el presente capitulo que, si bien la frecuencia de los episodios de activacion sigue reducida
en un grado similar a la del primer periodo luego de agregada la droga, la duracién de los
eventos se ve incrementada, explicando la recuperacion parcial en la nPo.

En definitiva, como conclusidn se puede decir que el CBD ejerce una inhibicién en la
actividad ionotropica de a7 a nivel de corrientes unitarias, lo que esta de acuerdo con lo
reportado en corrientes macroscopicas (Mahgoub et al.,, 2013). Esta inhibiciéon es muy
marcada ni bien se agrega el fitocannabinoide debido a la rapida reduccién en la
frecuencia de los episodios de activacion, pero es un poco mas leve a tiempos de
exposicion mayores debido a que los canales, reducidos en su frecuencia de aparicién, son
de mayor duracidn.

Considerando entonces que la disminuciéon en la frecuencia de los episodios de
activacion es el principal efecto que ejerce el CBD sobre a7, el siguiente paso es
preguntarse cuales son los posibles mecanismos que la explican. Una actividad reducida
puede deberse a una apertura deficiente del canal, al bloqueo del canal o la estabilizacién
de un estado desensibilizado del receptor por acciéon del CBD. Se puede descartar de esta
lista al bloqueo de canal abierto ya que éste se evidencia como una disminucién del tiempo
de estado abierto dependiente de la concentraciéon (Neher y Steinbach, 1978), hecho no
observado en los resultados presentados. Por otra parte, se ha sugerido que el aumento
en la velocidad de desensibilizacion es el mecanismo que explicaria la disminucién de las
corrientes macroscépicas de los 5-HT3aR por el CBD (K. H. Yang et al,, 2010). En a7, luego
de la apertura del canal, el cierre se da por desensibilizacion (Abierto—> Desensibilizado)
y no por retorno al estado cerrado (Abierto—>Cerrado), es decir, la velocidad de
desensibilizacion es la que gobierna el tiempo de estado abierto del receptor (Bouzat

et al.,, 2008). Por ello, un incremento en la tasa de desensibilizacidon daria como resultado
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una disminucién en la duracion de las aperturas a nivel de corrientes unitarias. Este hecho
no fue observado en los experimentos de a7 con CBD y, por lo tanto, se puede desestimar
esta explicacion propuesta para 5-HT3aR (K. H. Yang etal, 2010). Ademas, los
experimentos con PNU-120596 estan en linea con esta ultima desestimaciéon. Como
potente PAM tipo I, PNU-120596 disminuye la velocidad de desensibilizacién y recupera
los receptores desde los estados desensibilizados (R. S. Hurst et al,, 2005; Nielsen et al.,
2019; Young etal, 2008b). En los experimentos detallados en este capitulo se ha
demostrado que la presencia de este PAM no impide la inhibicién del CBD (Figura II1.9),
lo que indica que el fitocannabinoide no afecta la velocidad de desensibilizaciéon de a7 o
que estabiliza un estado desensibilizado que no puede recuperarse con PNU-120596 (D.
K. Williams et al., 2011). Por todo lo anteriormente explicado se puede decir que es muy
probable que el CBD inhiba la actividad de a7 al impedir la apertura del canal a través de
la estabilizacion del estado cerrado en reposo o al estabilizar al receptor en un estado

desensibilizado estable, no sensible a PNU-120596 (Figura II1.15).
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FIGURA II1.15. Mecanismo de modulacion de a7 por CBD.

El esquema muestra las principales clases de estados conformacionales del receptor a7: Cerrado
(C), Abierto (A) y Desensibilizado (D). Las flechas verdes indican los estados conformacionales
que podrian ser estabilizados por el CBD.

La aparicion de episodios de activacion (aislados y en bursts) de mayor duracién y
menor amplitud luego del tratamiento con CBD es un hecho que llam¢ la atencién como
un proceso modulador novedoso. Por lo controles detallados en la seccion de resultados
quedo6 demostrado que para que aparezcan estos eventos es necesario tanto la presencia
de ACh como de CBD actuando sobre a7. En linea con el mecanismo de modulacién

propuesto (Figura I1I.15), se puede sugerir que dichos episodios son canales del receptor
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a7 unido al CBD, que se abren desde el estado conformacional estabilizado por el
fitocannabinoide (reposo o desensibilizado). Otra alternativa es que CBD actie en dos
sitios diferentes sobre el receptor, en uno mediando la disminucién en la actividad del
canal, y en el otro provocando los cambios en la cinética del mismo.

El CBD y el THC tienen una estructura quimica muy similar, con la diferencia del
cierre de un anillo en el THC en oposicién a un grupo hidroxilo libre en el CBD (Figura
[11.1). A diferencia de lo observado con el CBD, los resultados de los experimentos con el
THC demuestran que este fitocannabinoide no tiene efecto sobre a7 a nivel de corrientes
microscoépicas, ya que no disminuye la frecuencia ni modifica la duracién de los episodios
de activacidén del receptor. Este resultado concuerda con lo reportado en la bibliografia a
nivel de corrientes macroscépicas de a7 expresado en ovocitos de X. laevis (Oz et al.,
2004). Sin embargo, el THC si tiene efecto sobre la actividad de otros pLGIC, incluidos los
GlyR, los 5-HT3aR y los GABAAR (Bakas et al., 2017; Sigel et al., 2011; Xiong, Cheng, et al,,
2011; Xiong etal, 2012; Xiong, Koo, etal, 2011). Se necesitan a futuro estudios
estructurales de o7 asociado a diferentes cannabinoides para incrementar el
conocimiento de las bases moleculares que expliquen la selectividad del receptor por
ciertos cannabinoides.

Con el objetivo de determinar posibles determinantes de a7 en la accion inhibitoria
de CBD, se realizaron experimentos con el fitocannabinoide sobre diferentes mutantes del
receptor. Esta estrategia se basa en la asuncion de que, si un aminoacido de a7 es parte
del sitio de union del CBD o es fundamental para el cambio conformacional del receptor
inducido por el CBD para ejercer su efecto inhibitorio, entonces al ser mutado a otro
aminoacido con una cadena lateral totalmente distinta, se deberia observar la
desaparicion del efecto del CBD, o por lo menos un cambio significativo en el grado de ese
efecto. En otras palabras, se demostroé que el principal efecto de CBD sobre la actividad de
a7 salvaje a nivel de canal Unico es la reduccion de la frecuencia de los episodios de
activacion, por lo que, si uno o varios aminoacidos especificos del receptor son
importantes para ver este efecto, al ser mutados deberiamos obtener un receptor
insensible o menos sensible.

Como se ha detallado en el primer capitulo de la tesis, favorecer el estado fosforilado
en las Tyr del ICD de a7 lleva a una disminucion en la actividad del receptor a nivel de
canal inico, a un aumento de la velocidad de desensibilizacion y a una disminucién de la

tasa de recuperacion desde el estado desensibilizado. Teniendo en cuenta que el CBD
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también provoca una inhibicion de la actividad de a7, se pensé que el fitocannabinoide
podria estar ejerciendo ese efecto al promover la fosforilacion de las Tyr, lo que podria
ocurrir indirectamente al afectar vias de sefalizacidon intracelular que modifiquen
actividades de quinasas y fosfatasas (Fouda y Ruben, 2021; Sreevalsan et al., 2011). Para
probar esta hipoétesis se utilizé el mutante que carece de residuos Tyr en el ICD (a7-
Y386F/Y442F). Este receptor, al igual que el salvaje, muestra una marcada disminucién
en la actividad del canal luego del agregado del CBD, descartando de esta manera la
hipétesis de que el incremento en la fosforilacién de las Tyr del ICD es la causa de la
inhibicién de a7 por el fitocannabinoide.

Por otro lado, también se evalu¢ si la fosforilacién de residuos Ser y Thr del ICD de
a7 esta involucrada en la accidn del CBD. Se utilizaron dos mutantes simples que carecen
de la Ser (a7-S365A) y la Thr (a7-T331A) con mayor probabilidad de ser fosforilados
segln la prediccion del programa NetPhos 3.1. Uno de los residuos mutados, Ser-365, ya
fue reportado en la bibliografia como sitio de fosforilacion de la PKA (Komal et al., 2015).
La activacién de dicha quinasa lleva a la fosforilacion de la Ser-365, causando una
disminucién en las corrientes macroscépicas de a7 (Komal et al., 2015). Similar a lo que
se hipotetizdo para las Tyr del ICD, el efecto del CBD sobre a7 podria deberse
indirectamente a una activacién de quinasas, como por ejemplo PKA, que al fosforilar al
receptor en algun sitio potencialmente fosforilable de la cara citoplasmatica (Ser-365 o
Thr-331) lleven a una disminucidn de su actividad. Como se comenté anteriormente en la
seccion resultados, el agregado de CBD durante el transcurso de los registros de ambos
mutantes produce una disminucion de la frecuencia de los episodios de activacion similar
a la del receptor salvaje. Por lo tanto, las fosforilaciones potenciales de la Ser-365 y de la
Thr-331 no estan implicadas en el efecto inhibitorio del CBD sobre a7.

El dltimo receptor ensayado fue el quintuple mutante o7-TSLMF, que posee
mutaciones en cinco residuos ubicados en M1, M2 y M3, confiriéndole resistencia a la
potenciacion por PNU-120596 y otros PAM (C. ]J. P. daCosta etal., 2011; Nielsen et al,,
2019). Estudios estructurales recientes demostraron que no todos estos aminoacidos
forman parte del sitio de uniéon de PNU-120596 (Zhao et al., 2021), aunque si son clave
para que sucedan los cambios conformacionales desencadenados tras la uniéon del PAM al
sitio alostérico necesarios para la potenciacion del receptor. Los resultados aqui
expuestos muestran que, al igual que para el receptor salvaje, el CBD inhibe la actividad

del mutante a7-TSLMF medida a través de la frecuencia de los episodios de activacion a
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nivel de canal Unico. Por lo tanto, se puede concluir que estos cinco residuos mutados en
a7-TSLMF no serian importantes en el mecanismo por el cual el CBD inhibe al receptor
salvaje. Ademas, en linea con esta afirmacion, el CBD también es capaz de inhibir los
canales de a7 potenciados tanto por PNU-120596 (PAM de tipo II), como por 5-HI (PAM
de tipo I), indicando que no compite con sus acciones.

En resumen, los cuatro mutantes de a7 aqui ensayados muestran igual sensibilidad
al CBD que el receptor salvaje. Es decir, ninguna de las Tyr, ni la Ser-365, ni la Thr-331 del
ICD son fundamentales para el mecanismo por el cual CBD inhibe a a7. Tampoco lo son
los cinco residuos en el TMD del receptor que le confieren resistencia a distintos PAM.

Los resultados obtenidos de los experimentos en la configuracién inside-out
demuestran que el CBD alcanza su(s) sitio(s) de unién a través de la membrana, de la
misma forma que sucede para la union del CBD en los canales de sodio dependientes de
voltaje (Ghovanloo y Ruben, 2022; Sait et al., 2020). Diversos estudios estructurales, de
mutagénesis y computacionales han demostrado que una variedad de ligandos alostéricos
hidrofébicos se une en diferentes sitios transmembrana de a7 y de otros pLGIC (Lynagh
y Lynch, 2012; Sauguet et al., 2013; Young et al., 2008b). La estructura de a7 formando un
complejo con PNU-120596 revel6 que el PAM se une a una cavidad transmembrana
formada por hélices transmembrana de subunidades adyacentes (Zhao et al., 2021). Por
lo tanto, el CBD podria modificar la actividad a7 al unirse a uno o mas sitios
transmembrana, que aun quedan por definir.

Por otro lado, se ha demostrado que el CBD modula los canales de sodio activados
por voltaje por un mecanismo directo, que involucra un bloqueo del poro, pero también
por uno indirecto que se relaciona con cambios en la elasticidad de la membrana. Por
simulaciones de dindmica molecular y resonancia magnética nuclear se demostr6 que
este fitocannabinoide se localiza en la membrana debajo de los grupos fosfato de los
fosfolipidos alterando las propiedades de la bicapa (Ghovanloo et al., 2021). Por lo tanto,
similar a lo que sucede en estos canales de sodio, podria sugerirse que los cambios en las
propiedades biofisicas de la membrana también pueden alterar las propiedades de
activacion del receptor a7, lo que da como resultado un mecanismo complementario de
modulacién del CBD. Si bien es muy hipotético a esta altura, podria suponerse que el
efecto inmediato del CBD (reduccion de la frecuencia de los episodios de activacion) se
debe a una interaccion directa con el receptor, y que, por el contrario, la apariciéon mas

tardia de los eventos de mayor duracion y menor amplitud es una consecuencia de
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alteraciones en la elasticidad de la membrana. Se requieren estructuras de alta resolucion
de a7 nAChR en complejo con CBD para identificar con precision su(s) sitio(s) de uniéon
que, a su vez, podria proporcionar mas informacion sobre sus mecanismos moleculares
de accién, asi como para dilucidar la base estructural de la selectividad de los
cannabinoides.

El receptor a7 tiene un rol dual ionotrépico-metabotrépico. La respuesta
ionotrépica que se da tras la activacion del receptor se desencadena por la apertura del
poro del canal permeable a cationes, lo que da como resultado una rapida despolarizacion
de la membrana y un influjo transitorio de Ca2* en la célula. Esta respuesta ionotrdpica
rapida se convierte en un fendmeno sostenido y de amplio alcance por la liberacién de
Ca2+ desde reservas intracelulares (Bouzat et al., 2018; F. A. Dajas-Bailador et al,, 2002;
Guerra-Alvarez et al., 2015; Kabbani y Nichols, 2018). Este aumento de Ca?* intracelular
estd asociado con neuroproteccion e inflamacién (Bouzat et al., 2018; Millet et al., 2017;
Mizrachi et al., 2021). El mecanismo preciso que vincula las actividades ionotrépicas con
las metabotrépicas, incluida la movilizacién de Ca2* de los depositos intracelulares, atin
no esta claro y puede diferir entre los diferentes tipos de células (Kabbani y Nichols,
2018). En el modelo celular de expresion de a7 utilizado en este capitulo se detecté un
claro aumento en los niveles de Ca?* intracelular tras la activacién y potenciacion del
receptor con ACh y con PNU-120596 respectivamente. Ademas, se demostré que esta
respuesta esta mediada por o7 ya que es completamente inhibida por el tratamiento
previo de las células con a-BTX, antagonista competitivo que se une a 7 de manera
relativamente irreversible. De esta forma, se valid6 el modelo para el estudio de la
actividad metabotrépica del receptor relacionada con el aumento sostenido de Ca2+
intracelular tras su activaciéon. Los resultados detallados en este capitulo permitieron
demostrar que el CBD es capaz de disminuir el aumento de Ca2* generado por la activacion
de a7, es decir, el fitocannabinoide no solo modula negativamente las respuestas
ionotropicas del receptor sino también las metabotrépicas, al menos las que se relacionan
con el incremento sostenido en los niveles de Ca2* intracelular.

Como se coment6 anteriormente en la introduccion de este capitulo, la modulacién
de varios receptores de la familia de los pLGIC por CBD tiene relevancia farmacolégica. En
el caso del nAChR a7, se sabe que su potenciacion es necesaria para mejorar la cogniciéon
y la memoria, y que tiene efectos neuroprotectores, antinociceptivos y antinflamatorios

(Bouzat et al., 2018; Millet et al., 2017; Mizrachi et al., 2021). Por lo tanto, el CBD, con el
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rol inhibitorio demostrado a lo largo de este capitulo, puede interferir en tratamientos
cuyo objetivo sea la potenciacion del receptor. Por otro lado, se sabe que a7 media la
transduccidon de sefales oncogénicas durante el desarrollo del cancer, promueve la
proliferacion de células cancerosas y la metastasis en tejidos pulmonar, gastrointestinal y
de la vejiga (Pucci etal., 2021; C. H. Wu et al,, 2011). Por ello, la inhibicién de a7 se ha
propuesto como una posible estrategia terapéutica para varios tipos de cancer asociados
con la sobreexpresién del receptor (Pepper et al.,, 2017; C. H. Wu et al.,, 2011). Para estas
situaciones patoldgicas, el efecto inhibitorio de CBD sobre las funciones inotrépicas y
metabotroépicas de a7, podria ser beneficioso.

El rango de concentracion en el que el CBD modula al nAChR a7 es similar al que
tiene lugar en otros canales, transportadores y receptores, incluidos los pLGIC (Ahrens
et al.,, 2009; Bakas et al.,, 2017; Isaev et al., 2022; Watkins, 2019; K. H. Yang et al.,, 2010).
Las dosis del fitocannabinoide comunmente utilizadas en modelos animales muestran
niveles plasmaticos medios en el rango micromolar bajo (Isaev et al., 2022; Lodzki et al.,
2003; Varvel etal., 2006), aunque, como todo compuesto lipofilico, se espera que su
concentracion en membrana sea mas alta que los niveles en sangre. Por lo tanto, la
modulacién funcional de a7 por parte del CBD puede ser de relevancia farmacolégica y
debe considerarse en la evaluacién de posibles usos terapéuticos. Si bien es importante
reconocer los efectos beneficiosos del CBD, es aiin mas relevante comprender que no es
un farmaco milagroso que pueda usarse de manera efectiva en cualquier patologia o
condicion determinada. Debe considerase que, debido a la gran diversidad de blancos
farmacolégicos que tiene el CBD, su interaccion con alguno de ellos puede contribuir con
los efectos beneficiosos, pero con otros puede ocasionar efectos adversos y/o
contrarrestar los efectos deseados de farmacos terapéuticos que se estén utilizando en
diferentes condiciones patoldgicas (Isaev et al., 2022). La industria de productos con CBD
muestra un gran crecimiento en los ultimos afios debido al aumento en el interés de
posicionar al fitocannabinoide como fairmaco para un amplio repertorio de condiciones
médicas. Por ello, la informacién molecular relacionada con las multiples acciones y
blancos del CBD adquiere gran importancia al proporcionar la base para comprender sus

aplicaciones en salud humana.
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ABREVIATURAS Y SIGLAS

Tourst: duracion media de los bursts.

Tauster: duracion media de los clusters.

Teritico: tiempo critico.

Topen: duracion media de las aperturas aisladas.

[Ca2+*]i: concentracién intracelular de calcio.

2-AG: 2-araquidonoil glicerol (del inglés: 2-Arachidonoyl Glycerol).

5-HI: 5-hidroxiindol.

5-HT: serotonina o 5-hidroxitriptamina (del inglés: 5-HydroxyTryptamine).

5-HT3R: receptor de serotonina tipo 3 (del inglés: 5-HydroxyTryptamine 3 Receptor).
5-HT3zaR: receptor de serotonina tipo 3 subtipo A (del inglés: 5-HydroxyTryptamine 3A
Receptor).

8-Br-cAMP: 8-Bromo-adenosina-3’,5'-monofosfato ciclico (del inglés: 8-Bromo-adenosine-3'5'-
cyclic monophosphate).

ACE2: enzima convertidora de angiotensina 2 (del inglés: Angiotensin-Converting Enzyme 2).
ACh: acetilcolina (del inglés: AcetylCholine).

AChBP: proteina unidora de acetilcolina (del inglés: Acetyicholine Binding Protein).

ADNc: ADN complementario.

AEA: anandamida o N-araquidonoiletanolamina (del inglés: N-ArachidonoylEthanolAmine).
AMPc: adenosin monofosfato ciclico (del inglés: Cyclic Adenosine MonoPhosphate).

ATP: adenosin trifosfato (del inglés: Adenosine TriPhosphate).

BOSC23: célula embrionaria de rifién humano derivada HEK-293.

CB1R: receptor cannabinoide de tipo 1 (del inglés: CannaBinoid Receptor type 1).

CB2R: receptor cannabinoide de tipo 2 (del inglés: CannaBinoid Receptor type 2).

CBD: cannabidiol.

CBR: receptor cannabinoide (del inglés: CannaBinoid Receptor).

CEso: concentracion efectiva media.

Cls0: concentracion inhibitoria media.

CKII: caseina quinasa II (del inglés: Casein Kinase 2).

COVID-19: enfermedad por coronavirus 2019 (del inglés: Coronavirus Disease 2019).

DA: dopamina.

DMEM: medio Eagle modificado de Dulbecco (del inglés: Dulbecco’s Modified Eagle Medium).
DMSO: dimetilsulféxido.

ECD: dominio extracelular (del inglés: ExtraCellular Domain).

ECS: solucion extracelular (del inglés: ExtraCellular Solution).
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ELIC: canal i6nico activado por ligando de Erwinia chrysanthemi (del inglés: Erwinia Ligand-
gated lon Channel).

ERK 1/2: quinasa ERK 1/2 (del inglés: Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 and 2).

F: intensidad de fluorescencia relativa.

FCM: motivo de escisién por furina (del inglés: Furin Cleavage Motif).

FP: péptido hidrofébico de fusién (del inglés: Fusion Peptide).

GABA: 4cido y-aminobutirico (del inglés: Gamma-AminoButyric Acid).

GABAAR: receptor de GABA tipo A (del inglés: GABA A Receptor).

GABAGgR: receptor de GABA tipo B (del inglés: GABA B Receptor).

GFP: proteina fluorescente verde (del inglés: Green Fluorescence Protein).

GLIC: canal i6nico activado por ligando de Gloeobacter violaceus (del inglés: Gloeobacter Ligand-
gated lon Channel).

Glu: glutamato.

Gly: glicina (del inglés: Glycine).

GlyR: receptor de glicina (del inglés: Glycine Receptor).

G06-6983: 3-[1-[3-(Dimetilamino)propil]-5-metoxi-1H-indol-3-il]-4-(1H-indol-3-il)-1H-pirrol-
2,5-diona.

GPCR: receptor acoplado a proteina G (del inglés: G-Protein Coupled Receptor).

HEK293: célula embrionaria de rifion humano 293 (del inglés: Human Embryonic Kidney 293).
ICD: dominio intracelular (del inglés: IntraCellular Domain).

ICS: solucién intracelular (del inglés, IntraCellular Solution).

KT-5720: (9R,10S5,125)-2,3,9,10,11,12-Hexahidro-10-hidroxi-9-metil-1-0x0-9,12-epoxi-1H-
diindolo[1,2,3-fg:3",2",1'-Kkl]pirrolo[3,4-i][1,6]benzodiazocina -10-4acido carboxilico, éster
hexilico.

LGIC: canales i6nicos activados por ligando (del inglés: Ligand-Gated lon Channel).

M1: segmento transmembrana 1.

M2: segmento transmembrana 2.

M3: segmento transmembrana 3.

M4: segmento transmembrana 4.

mAChR: receptor muscarinico de acetilcolina (del inglés: Muscarinic Acetylcholine Receptor).
MERS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio (del inglés: Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus).

MLA: metillicaconitina.

MPT: modificacién postraduccional.

ms: milisegundo.

MuSK: receptor MuSK (del inglés: Muscle-Specific Kinase).
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NA: noradrenalina.

NACHO: chaperona NACHO o TMEMS35 (del inglés: Transmembrane Protein 35).

nAChR: receptor nicotinico de acetilcolina (del inglés: Nicotinic Acetylcholine Receptor).
NAM: modulador alostérico negativo (del inglés: Negative Allosteric Modulator).

NM]: unién neuromuscular (del inglés: Neuromuscular Junction).

nP,: probabilidad de apertura.

ns: no significativo.

NT: neurotransmisor.

OMS: Organizacién Mundial de la Salud.

ORF: marco de lectura abierto (del inglés: Open Reading Frame).

PAM: modulador alostérico positivo (del inglés: Positive Allosteric Modulator).

PBS: buffer fosfato salino (del inglés: Phosphate Buffered Saline).

PCR: técnica de reaccidn en cadena de la polimerasa (del inglés: Polymerase Chain Reaction).
p-ERK 1/2: quinasa ERK 1/2 fosforilada (del inglés: Phosphorylated Extracellular Signal-
Regulated Kinase 1 and 2).

PKA: proteina quinasa A dependiente de AMPc (del inglés: cAMP-Dependent Protein Kinase).
PKC: proteina quinasa C (del inglés: Protein Kinase C).

pLGIC: canal i6nico pentamérico activado por ligando (del inglés: Pentameric Ligand-Gated Ion
Channel).

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato (del inglés: Phorbol 12-Myristate 13-Acetate).
PNU-120596: N-(5-cloro-2,4-dimetoxifenil)-N'-(5-metil-3-isoxazolil)-urea.
PNU-282987: N-[(3'R)-1'-azabiciclo[2.2.2]oct-3'-il]-4-clorobenzamida.

PP2: 4-amino-5-(4-clorofenil)-7-(t-butil)pirazolo[3,4-d]pirimidina.

PPM: proteina fosfatasa metalodependiente (del inglés: Metallo-Dependent Protein
Phosphatase).

PPP: fosfoproteina fosfatasa (del inglés: Phosphoprotein Phosphatase)

Proteina S: proteina espiga (del inglés: Spike Protein).

PTK: proteina tirosina quinasa (del inglés: Tyrosine Protein Kinase).

PTP: proteina tirosina fosfatasa (del inglés: Protein Tyrosine Phosphatase).

RBD: dominio de unidn al receptor (del inglés: Receptor Binding Domain).

RBM: motivo de union al receptor (del inglés: Receptor Binding Motif).

Ric-3: chaperona Ric-3 (del inglés: Resistant to Inhibitors of Cholinesterase 3).

SAM: modulador alostérico silente (del inglés: Silent Allosteric Modulator).

SARS-CoV: coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (del inglés: Severe Acute

Respiratory Syndrome Coronavirus).
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SARS-CoV-2: coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo severo (del inglés:
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2).

SD: desviacion estandar (del inglés: Standard Deviation).

Ser: serina (del inglés: Serine).

SFK: quinasa de la familia Src (del inglés: Src Family Kinase).

SN: sistema nervioso.

SNC: sistema nervioso central.

SNP: sistema nervioso periférico.

Src: protooncogén tirosina-proteina quinasa Src (del inglés: Proto-Oncogene Tyrosine-Protein
Kinase Src).

SU6656: (3Z)-N,N-Dimetil-2-oxo0-3-(4,5,6,7-tetrahidro-1H-indol-2-ilmetillideno)-2,3-dihidro-
1H-indol-5-sulfonamida.

THC: trans-A9-tetrahidrocannabinol.

Thr: treonina (del inglés: Threonine).

TMD: dominio transmembrana (del inglés: TransMembrane Domain).

TMPRSS2: serina proteasa celular de transmembrana 2 (del inglés: Transmembrane Serine
Protease 2).

TQS: 4-nafatlen-1-il-3a,4,5,9b-tetrahidro-3H-ciclopenta[c]quinoline-8-sulfénico amida.

Tyr: tirosina (del inglés: Tyrosine).

ZAC: receptores activados por zinc (del inglés: Zinc-Activated lon Channel).

o-BTX: a-bungarotoxina.
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