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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 obtencion de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma
contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en Laboratorio de
Neurofisiologia y Farmacologia Molecular del Instituto de Investigaciones
Bioquimicas de Bahia Blanca, dependiente del Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET) y de la Universidad Nacional del Sur, durante el
periodo comprendido entre el 4 de noviembre de 2014 y el 19 de marzo de 2019, bajo
la direccién de la Doctora Cecilia Bouzat, Investigadora Superior de CONICET y
Profesora Adjunta de Farmacologia II en la Universidad Nacional del Sur.
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MODULACION MOLECULAR DE LA FUNCION DEL
RECEPTOR NEURONAL a7

RESUMEN

El sistema nervioso esta formado por una compleja red de billones de neuronas
que utilizan sefales especificas para comunicarse entre si. La sinapsis quimica es
una unién funcional entre neuronas en la que el neurotransmisor liberado por una
de ellas interactua especificamente con proteinas de membrana de la otra, los

receptores postsinapticos.

Los receptores de la familia cys-loop, que incluye al receptor nicotinico de
acetilcolina (nAChR, nicotinic acetylcholine receptor), son miembros de la
superfamilia de los canales pentaméricos activados por ligando (pLGICs,
pentameric ligand-gated ion channels). Estan formados por cinco subunidades
iguales - receptores homoméricos - o diferentes - receptores heteroméricos -. Los
receptores poseen un dominio extracelular, que contiene los sitios de unién al
agonista localizados entre dos subunidades adyacentes; un dominio
transmembrana, que forma el canal y contiene sitios alostéricos para la accién de
moduladores; y un dominio intracelular, de importancia en la conductancia del

canal y en su modulacién intracelular.

El receptor a7 es el prototipo de receptor homopentamérico de la familia de
los nAChRs. Es uno de los nAChRs méas abundantes en el sistema nervioso,
aunque también se encuentra presente en otros tejidos. En neuronas modula la
liberacion de neurotransmisores e induce respuestas estimulatorias,
contribuyendo a la cognicién, el procesamiento de la informacién sensorial y la

memoria. En tejidos no neuronales esta involucrado en inmunidad, inflamacién y
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neuroproteccion. Debido a sus multiples funciones, emerge actualmente como

nuevo blanco terapéutico para desérdenes neuroldgicos e inflamatorios.

En el primer capitulo de este trabajo de tesis exploramos el rol funcional de
una subunidad truncada del receptor a7 especifica de humanos, dupa7. Dicha
subunidad, que carece de una regiéon del dominio N-terminal extracelular que
comprende parte del sitio de unién al ligando, se encuentra asociada con
desérdenes neuroldgicos e inmunomodulacién. Utilizando expresién heterdloga en
células de mamifero en conjunto con microscopia de fluorescencia y registros de
electrofisiologia mediante la técnica de patch clamp, determinamos que: 1) dupa7
no es capaz de formar homopentameros funcionales activables por acetilcolina o
por un agonista alostérico; 1) La subunidad dupa7 puede combinarse con la
subunidad a7 para formar heteropentameros de diferentes estequiometrias, con
caracteristicas cinéticas similares a las del receptor a7; i1i1) Es necesaria la
presencia de al menos dos subunidades a7 ubicadas en forma consecutiva en el
heteropentamero para que los receptores sean funcionales; iv) La expresion
conjunta de dupa7 y a7 disminuye la disponibilidad de sitios de unién al agonista,
reduciendo la sensibilidad de los receptores. En forma global, nuestros resultados
muestran que la subunidad dupa7 posee un rol modulador negativo sobre la

actividad del receptor a7.

En el segundo capitulo, se evalué la modulacién de los péptidos B-Amiloide
1-40 y 1-42 sobre el receptor a7. Dichos péptidos poseen un rol fundamental en la
enfermedad de Alzheimer, dado que su acumulacién excesiva en el cerebro provoca
la formacién de placas seniles, a partir de las cuales se desarrolla un proceso de

neurodegeneracion e inflamacién. Sin embargo, evidencias mas recientes sugieren
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que son las formas oligoméricas de B-Amiloide las especies mas neurotoxicas.
Empleando estudios espectrofluorimétricos y la técnica de patch clamp
demostramos que: 1) Los oligbmeros B-Amiloide provocan cambios
conformacionales en el receptor a7 que pueden ser detectados por la sonda
conformacional cristal violeta; 11) Los oligomeros de péptidos B-Amiloide son
capaces de activar al receptor a7 en concentraciones del orden picomolar o
nanomolar bajo; 111) Los oligdbmeros B-Amiloide reducen la potenciacién de a7 por
moduladores alostéricos positivos (PAMs, positive allosteric modulators) a
concentraciones del orden nanomolar o micromolar bajo; iv) La reducciéon de la
potenciacion causada por los péptidos B-Amiloide no es especifica del tipo de
modulador alostérico positivo. Estos resultados demuestran un rol dual,
dependiente de la concentracion, de los oligdbmeros de B-Amiloide como agonistas
y como moduladores negativos de a7. El efecto inhibitorio podria contribuir al

deterioro cognitivo asociado a la enfermedad de Alzheimer.

Por ultimo, en el tercer capitulo se evalué la accién del ion Ca2* como
modulador alostérico positivo de a7. Existen reportes sobre cationes divalentes que
actian como moduladores de los pLGICs, variando su efecto segun el tipo de
receptor. Sobre a7, el ion Ca2* actia como un PAM, pero la base mecanistica de
esta accion no ha sido explorada. Combinando registros de corrientes
macroscopicas y de canal Gnico en las configuraciones cell-attached e inside-out de
la técnica de patch clamp demostramos que: 1) La presencia del ion Ca2*
extracelular potencia la respuesta macroscopica a acetilcolina y a colina
dependiendo de la concentracion de agonista; i1) La ausencia de Ca2* en la solucién

extracelular disminuye la frecuencia de apertura del canal y aumenta levemente
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la corriente unitaria; ii1) El mecanismo por el cual el ion Ca2* potencia la respuesta
al agonista es compatible con el aumento de la probabilidad de apertura del canal.
De este modo, identificamos el mecanismo asociado a la accién moduladora de

calcio sobre el receptor a7.

Nuestros resultados contribuyen al entendimiento de la modulacion del
receptor a7 por una subunidad proteica asociada con enfermedades neuroldgicas,
por péptidos amiloides producidos en patologias neurodegenerativas y por el catiéon
Ca?*, todos procesos de relevancia en la senalizacion colinérgica en el sistema

nervioso central.
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MOLECULAR MODULATION OF THE NEURONAL «o7
RECEPTOR FUNCTION

SUMMARY

The nervous system is formed by a complex net of billions of individual neurons
that use specific signals to communicate with each other. The chemical synapse is
a functional union between neurons in which the neurotransmitter released by
one neuron interacts specifically with integral membrane proteins of the other

neuron: the postsynaptic receptors.

The receptors of the cys-loop family, that includes the nicotinic acetylcholine
receptor (nNAChR), are members of the superfamily of the pentameric ligand-gated
ion channels family (pLLGICs). They are formed by five identical - homopentameric
receptors - or different subunits — heteropentameric receptors -. The receptors
have an extracellular domain, which contains the agonist binding sites that are
located between two adjacent subunits; a transmembrane domain that forms the
channel and contains allosteric sites for the action of modulators; and an
intracellular domain, important for the conductance of the channel and

modulation.

The a7 receptor is a homopentamer of the nAChRs family. It is one of the
most abundant nAChRs in the nervous system and is also present in cells of other
tissues. In neurons, it modulates the neurotransmitters release and induces
stimulatory responses, thus contributing to cognition, sensory information
processing and memory. In non-neuronal tissues, it is involved in immunity,
inflammation and neuroprotection. Because of its multiple functions, it 1is

emerging as a new therapeutic target for neurologic and inflammatory disorders.
A%



In the first chapter of this thesis we evaluated the functional role of a
human-specific truncated subunit of the a7 receptor, dupa7. This subunit, which
lacks part of the N-terminal extracellular ligand-binding domain, is associated
with neurological disorders and immunomodulation. Using heterologous
expression of heteropentamers in mammalian cells combined with fluorescence
microscopy and patch clamp recordings, we determined that: 1) dupa7 is not able
to form functional receptors activated by acetylcholine or an allosteric agonist; i)
dupa7 subunits can combine with a7 subunits to form heteropentamers of different
stoichiometries, with similar kinetic properties to those of a7; iii) the presence of
at least two a7 subunits located consecutively in the heteropentamer forming an
agonist binding site is necessary for functional heteropentamers; iv) the co-
expression of dupa7 and a7 decreases the availability of agonist binding sites,
reducing the sensibility of the receptors. Overall, our results show that dupa7 has

a negative modulatory role on the activity of the a7 receptor.

In the second chapter, we evaluated the modulation of a7 receptor by
Amyloid- B 1-40 and 1-42 peptides. These peptides play a fundamental role in
Alzheimers’ disease since their excessive accumulation in the brain causes the
formation of senile plaques, from which a process of neurodegeneration and
inflammation develops. More recent evidence suggests that the oligomeric forms
of amyloid- B are the most neurotoxic species. Using spectrofluorimetric and
electrophysiological studies we demonstrated that: 1) The amyloid-B peptides cause
conformational changes on the a7 receptor that can be sensed by the crystal violet
conformational probe; 11) The oligomers of the amyloid-B peptide are capable of

activating the a7 receptor at picomolar or low nanomolar concentrations; 1i1) The
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oligomers of the amyloid-B peptide reduce a7 potentiation by positive allosteric
modulators (PAMs) at nanomolar or low-micromolar concentrations; iv) The
reduction in the potentiation caused by the amyloid-B peptides is not specific of
the PAM type. Our results demonstrate a dual role of the amyloid- B oligomers as
agonists and negative modulators of a7, depending on the concentration. The
inhibitory effect could contribute to the cognitive impair associated to Alzheimer’s

disease.

Last, in the third chapter we evaluated the action of the Ca?* cation as a
PAM of a7. Divalent cations have been reported to modulate different pLLGICs,
varying their effects with the receptor type. On a7, Ca2* acts as a PAM, but the
mechanistic basis of this action has not been explored yet. Combining macroscopic
and single-channel current recordings in the cell-attached and inside-out patch
clamp configurations, we demonstrated that: 1) Extracellular Ca2* potentiates the
macroscopic responses to ACh and choline and the level of potentiation is
dependent on the agonist concentration; i1) The absence of extracellular calcium
diminishes the frequency of channel opening and slightly increases the unitary
current; 111) The mechanism by which Ca2* enhances the response to the agonist is

compatible with an increase of the channel opening probability.

Our results contribute to the understanding of the molecular actions at a7
of a truncated protein subunit associated with neurological diseases, of amyloid
peptides produced in neurodegenerative pathologies and of the Ca2* cation, which
are all relevant modulatory processes of the cholinergic pathway at the central

nervous system.
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[ sistema nervioso esta formado por una compleja red de billones de
neuronas individuales que utilizan senales especificas para
comunicarse entre si, posibilitandonos construir nuestra percepcion
del mundo externo, fijar nuestra atencion y controlar la maquinaria de nuestras
acciones. Comprender esta organizacion nos permitird entender el funcionamiento

de la mente humana.

En el siglo XIX los fisiologos alemanes Emil DuBois-Reymond, Johannes
Miiller y Hermann von Helmholtz demostraron que la actividad eléctrica de una
célula nerviosa afecta la actividad de una célula adyacente de modo predecible. A
finales de ese mismo siglo, Claude Bernard en Francia, Paul Ehrlich en Alemania
y John Langley en Inglaterra demostraron que las drogas no interactian con las
células arbitrariamente, sino que se unen a receptores especificos localizados
tipicamente en la membrana de la superficie celular. Este descubrimiento se
convirtio en la base de los estudios fundamentales sobre las bases quimicas de la

comunicacion entre células nerviosas.

En 1906 Santiago Ramon y Cajal recibio, junto a Camillo Golgi, el premio
Nobel por su trabajo sobre el sistema nervioso, el cual aporto las primeras
descripciones detalladas de las neuronas. Golgi desarrollé una tincion con sales de
plata que revelo su estructura completa al microscopio, pudiendo evidenciar la
existencia de dendritas y axones. En el curso de este trabajo, Ramaén y Cajal sento
las bases de la «doctrina de la neurona», que establece que las neuronas
individuales son las unidades de senializacion elementales del sistema nervioso.

(Kandel et al., 2000).



SINAPSIS

La sinapsis es el tipo de comunicaciéon entre neuronas.

Neurona presinaptica Neurona postsinaptica

Sinapsis quimica

Terminal axénica
de la neurona
presinaptica

Vesicula
sinaptica

7

Hendidura sindptica

Membrana plasmatica
de la neurona
postsinaptica

. Receptores
Neurotransmisores

Figura 1 Esquema general de la sinapsis quimica.

Existen dos tipos de sinapsis. En las sinapsis eléctricas hay contacto directo

entre las membranas de las dos neuronas involucradas, produciéndose un pasaje

de 1ones a través de uniones intercelulares en hendidura, directamente de un

citoplasma al otro.

En las sinapsis quimicas (figura 1), en cambio, las membranas plasmaticas

de las neuronas involucradas se encuentran completamente separadas por un

pequeno espacio de 20 a 30 nm, la hendidura sinaptica. El neurotransmisor se

encuentra almacenado en vesiculas en la terminal axodnica de la neurona
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presinaptica, cuya fusién con la membrana plasmatica desencadena su liberacion
a la hendidura. Los neurotransmisores difunden rapidamente a través del espacio
entre neuronas hasta encontrarse con receptores que se encuentran insertos en la
membrana de la célula postsinaptica, receptora del mensaje. Estos receptores
reconocen al neurotransmisor, y de esta interaccion depende la respuesta

generada en la célula postsinaptica.

La sinapsis quimica posee las ventajas de permitir la amplificaciéon de la
senal, la reversion de la polaridad neuronal dependiendo el tipo de receptor
presente y un gran potencial para la modulacion, todas propiedades importantes

para las funciones superiores del cerebro (Bouzat, 2012).

NEUROTRANSMISORES

A principios del siglo pasado, John Langley establecié en sus investigaciones que
en las células existen sustancias «jefe», necesarias para llevar a cabo las funciones
principales de las células, tales como contraccién, secrecion o formacion de
productos metabodlicos especiales; y sustancias receptivas especialmente capaces

de cambiar y poner en accién a la sustancia «jefe» (Langley, 1905).

Los neurotransmisores son moléculas que, liberadas por una neurona en
una sinapsis, afectan a una célula postsinaptica, ya sea otra neurona o célula de
un érgano efector (musculo o glandula), de una manera especifica. Son sintetizados
por la neurona presinaptica y almacenados en vesiculas hasta el momento de su

liberacion.



A pesar de que una variedad de compuestos quimicos funciona como
neurotransmisor, incluyendo pequenas moléculas (ésteres, aminas y aminoacidos)
y péptidos, la accion de un neurotransmisor en la célula postsinaptica no depende
tanto de las propiedades quimicas del neurotransmisor como de las propiedades
del receptor que reconoce y une al neurotransmisor. Dependiendo del receptor
presente en la célula postsinaptica, un mismo neurotransmisor puede excitar a
algunas neuronas e inhibir a otras, e incluso en otras células producir ambos
efectos. Es entonces el receptor el que define si una determinada sinapsis es

excitatoria o inhibitoria.

Acetilcolina

0]
S~

Acetilcolina

Figura 2 Estructura quimica de la acetilcolina.

La acetilcolina (ACh, Acetylcholine, figura 2) es el primer neurotransmisor
descubierto, caracterizada farmacolégicamente por Henry Hallett Dale en 1915, y
confirmada posteriormente como neurotransmisor por Otto Loewi, por lo que
obtuvieron el premio Nobel de Fisiologia o0 Medicina en 1936. Es la tinica amina
de bajo peso molecular clasificada como neurotransmisor que no es un aminoacido
o derivada directamente de uno. Es utilizada por las neuronas motoras de la
médula espinal y, por lo tanto, es liberada en todas las uniones neuromusculares

de los vertebrados.



En el sistema nervioso auténomo, es el neurotransmisor para todas las
neuronas preganglionares y para las neuronas posganglionares parasimpaticas.
Esta presente en muchas sinapsis en el cerebro; en particular los cuerpos celulares
que sintetizan ACh son numerosos en el nucleo basal, que tiene muchas
proyecciones a la corteza cerebral. Las fibras nerviosas que son capaces de

sintetizar, almacenar y liberar ACh se denominan colinérgicas.

Las terminaciones nerviosas colinérgicas contienen gran numero de
pequenas vesiculas sinapticas concentradas cerca de la membrana celular. La
llegada de un potencial de accion a la terminacién nerviosa colinérgica origina la
apertura rapida y transitoria de canales de Ca?*. Con entrada de este ion al
interior celular se desencadena la fusion de la membrana de la vesicula con la
membrana de la terminacién nerviosa. En la unién neuromuscular, esta fusién
origina la liberacion de varios cientos de vesiculas de ACh; en las terminaciones
nerviosas posganglionares la cantidad de transmisor liberado por despolarizacién

es probablemente menor.

Tras su liberacion, la ACh difunde a través de la hendidura sinaptica para
unirse con los receptores especificos, denominados colinérgicos. Gran parte de esta
ACh es hidrolizada en la hendidura por la acetilcolinesterasa a acetato y colina, la
cual carece de actividad neurotransmisora o posee menor eficacia que ACh; por lo
tanto, este proceso permite recuperar la capacidad de respuesta de la célula

efectora ante la llegada de un nuevo impulso nervioso.



RECEPTORES POSTSINAPTICOS

Los receptores postsinapticos son proteinas integrales de la membrana plasmatica
que se activan por uniéon de un neurotransmisor especifico, provocando una
respuesta en la célula en cuya membrana estan insertos. Existen dos grandes tipos

de receptores: los receptores metabotropicos y los receptores ionotrépicos.

Los receptores metabotrdpicos, cuya estructura generalmente es de siete
segmentos transmembrana, generan respuestas mediante la interaccién con

proteinas G.

Los receptores ionotroépicos son receptores que, en respuesta a la unién de
su molécula ligando, sufren un cambio conformacional que provoca la apertura de
un poro en su interior, lo que permite el pasaje de iones de un lado al otro de la
membrana, por lo que son denominados canales i6nicos activados por ligando

(LGIC: Ligand Gated Ion Channels) (Kalamida et al., 2007).

Existen tres superfamilias de subunidades de receptores activados por

ligando (Le Novere y Changeux, 2001):

- Los canales activados por ATP (receptores ATP2x), formados por tres
subunidades homodlogas, cada una con dos segmentos transmembrana.

- Los canales catidnicos activados por glutamato (receptores NMDA, AMPA,
kainato), formados por cuatro subunidades homélogas, cada una con tres
segmentos transmembrana.

- Los receptores de la superfamilia de los canales pentaméricos activados por
ligando (pLGICs, pentameric Ligand Gated Ion Channels), dentro de los

cuales se encuentran los receptores cys-loop (receptores nicotinicos,
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receptores de serotonina, receptores GABAA y GABAC, receptores de glicina
y algunos de glutamato, histamina y canales anidnicos activados por
serotonina), formados por cinco subunidades homodlogas, cada una con
cuatro segmentos transmembrana. Anteriormente, esta superfamilia
incluia solo a los receptores cys-loop, pero recientemente canales 16nicos
procariotas activados por protones fueron asignados al grupo de los pLGICs
dado que poseen una estructura pentamérica similar, a pesar de que
carecen del loop de cisteina caracteristico que se describe mas adelante

(Zhang et al., 2013).

Los receptores a los que nos abocaremos en este trabajo de tesis pertenecen

a la familia cys-loop.

Receptores cys-loop

Los receptores de la superfamilia cys-loop estan compuestos por cinco subunidades
homoélogas. Cada subunidad (figura 3) contiene un dominio extracelular
N-terminal, seguido de cuatro segmentos transmembrana. El loop localizado entre
los segmentos transmembrana 3 y 4 (M3 y M4) compone el dominio intracelular,
de longitud variable. Por ultimo, luego del cuarto segmento transmembrana (M4)
se encuentra el segmento C-terminal, que se localiza extracelularmente. La
caracteristica distintiva de las subunidades que le da el nombre a este grupo es la
existencia en el dominio N-terminal de un puente disulfuro entre dos cisteinas

separadas por 13 aminoacidos, formando el «cys-loop».



La funcion esencial de los receptores cys-loop es acoplar la union del
agonista a la apertura del canal idnico. Dado que este proceso gobierna la
transmisién sinaptica, la elucidaciéon de su mecanismo y las estructuras
involucradas han constituido un gran desafio de larga data (Connolly y Wafford,
2004; Sine y Engel, 2006; Bartos et al., 2009; Miller y Smart, 2010; Thompson

et al., 2010; Bouzat, 2012).

COO-

Extracelular

Intracelular

Figura 3 Estructura general de las subunidades de los receptores cys-loop. En magenta se destaca el
cys-loop, estabilizado por un puente disulfuro formado entre cisteinas. Las cuatro hélices a
transmembrana (M1-M4) se destacan en distintos colores.

Receptores de acetilcolina

Los receptores de ACh se clasifican en dos grupos segun su respuesta a dos
moléculas: los receptores muscarinicos (mAChRs, muscarinic acetylcholine
receptors), que responden a muscarina, y son miembros de la familia de receptores
acoplados a proteina G (metabotrépicos); y los receptores nicotinicos (nAChRs,
nicotinic acetylcholine receptors), que responden a nicotina, y son el prototipo de la

superfamilia de los LGICs (ionotrépicos) y de la subfamilia de receptores cys-loop.



Los nAChRs se encuentran ampliamente distribuidos en el reino animal,
desde nematodos hasta humanos. Pueden, a su vez, ser divididos en dos grupos: el
tipo muscular y el neuronal. El nAChR muscular se encuentra en los 6rganos
eléctricos de los peces como los del género Torpedo, en donde su abundancia
permitié realizar los primeros estudios de composiciéon y estructura del nAChR
(Schmidt y Raftery, 1973); y en el musculo esquelético de los vertebrados, donde
media la transmision neuromuscular en la placa motora. El tipo neuronal se
encuentra principalmente en el sistema nervioso central y periférico, aunque
también esta presente en tejidos no neuronales (Kalamida et al., 2007). Los
nAChRs en el cerebro representan una familia amplia y heterogénea de receptores
expresados ubicuamente, cuyas respuestas a ACh y colina (Ch, choline) endégenas,
y nicotina exdgena, se encuentran involucradas en un numero de procesos

fisiolégicos y efectos farmacolégicos (Corradi y Bouzat, 2016).

Estructura general de los receptores cys-loop

Los receptores cys-loop estan formados por cinco subunidades iguales (receptores
homomeéricos) o distintas (heteroméricos) organizadas alrededor de un poro central

(figura 4A).

El dominio N-terminal extracelular, compuesto por laminas B formando un
nucleo de sandwich B, conforma los sitios de unién de ligando que se localizan en
la interfase entre subunidades adyacentes (figura 4B y figura 5). Varios loops que
conectan laminas B contribuyen a la interfase con el dominio transmembrana,

teniendo un rol importante en el acoplamiento de los eventos de uniéon del ligando
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Figura 4 A. Modelo tridimensional del receptor muscular de acetilcolina de Torpedo marmorata. Se
muestra en rojo el dominio extracelular, en amarillo el dominio transmembrana y en cian el dominio
intracelular. En el recuadro verde se destaca la region de acoplamiento, entre los dominios
extracelular y transmembrana. B. Vista superior del receptor, destacando las interfases entre
subunidades en las que pueden encontrarse sitios de unién al agonista. C. Esquema de la vista superior
del receptor inserto en membrana, destacandose las hélices transmembrana M1-M4.

a los de apertura del canal (Bouzat et al., 2004; Absalom et al., 2009).

La porcién transmembrana de cada subunidad esta compuesta de cuatro
segmentos de hélice a, M1-M4, y los loops funcionalmente importantes M1-M2 (del
lado intracelular) y M2-M3 (del lado extracelular, figura 4C). Esta porcién esta
unida covalentemente al dominio extracelular al final de la hélice M1, y también
Interactua, a través del loop M2-M3, con los loops B1-B2 y cys de la porcion

extracelular (Bertrand et al., 2008).
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La porcion intracelular estd compuesta principalmente por el tramo de
secuencia entre M3 y M4. (Unwin, 2005). En esta region se encuentran residuos
de importancia para la conductancia del canal (Kelley et al., 2003; Rayes et al.,

2009; Andersen et al., 2013).

Dominio extracelular

La cristalizacion a alta resolucién de la estructura de la proteina unidora de ACh
(AChBP, acetylcholine-binding protein, figura 5) del caracol Lymnaea stagnalis
profundizé el conocimiento sobre la estructura del dominio extracelular de los
nAChRs (Brejc et al., 2001). Es una proteina soluble producida y almacenada por
el molusco en células gliales, y liberada en forma dependiente de concentraciéon de

ACh en la hendidura sinaptica, donde modula la transmisién sinaptica.

La AChBP madura posee 210 residuos de longitud, y forma un
homopentamero. A pesar de que carece de los segmentos transmembrana e
intracelular, contiene muchos de los elementos que les dan a los nAChRs sus
propiedades tnicas, por lo que se convirtié en un modelo estructural y funcional
del dominio extracelular de los receptores cys-loop. Cada monémero de la AChBP
consiste en una hélice a N-terminal, dos hélices 310 cortas, y un ntucleo de 10
cadenas B que forman una estructura en sandwich 8. La lamina B interna esta
formada por B1, B2, B3, B5, B6 y B8, y la externa por B84, 87, B9 y 8B10. Los segmentos
N y C-terminales se localizan en la parte superior e inferior del pentamero,
respectivamente. El segmento de unién entre 86 y 87 localizado en la parte inferior
de la subunidad constituye el cys-loop caracteristico que esta en todos los
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Figura 5 A. Vista superior de la proteina unidora de acetilcolina (AChBP) de Lymnaea stagnalis (lineas
negras) con cinco moléculas de acetilcolina (azul) ubicadas en los sitios de unién. B. Detalle del sitio
de unién del agonista, formado por los loops A-F en la interfase entre las subunidades.

miembros de la superfamilia (Bouzat, 2012).

Sitio de unién del agonista

En los nAChRs, el sitio de unién del agonista se encuentra localizado en la porcién
extracelular, en la interfase entre subunidades, formado por 6 loops distribuidos
en dos «caras» (figura 5B y figura 6). La cara principal o «+» esta formada por
aminoacidos de una subunidad de tipo a, la que contribuye al sitio de unién con
los loops A (que corresponde al loop B485), B (loop B788) y C (loop B9810). La cara
complementaria o «-», esta formada por aminoacidos de la subunidad adyacente,

sea esta a o no a, la que aporta los loops D, Ey F.

Los loops antes mencionados agrupan residuos que son de importancia para
la unién de ACh. Para el caso de la cara principal, en el loop A se encuentran W86

e Y93; en el loop B, W149 y G153; y en el loop C, Y190, C192, C193 e Y198. Por
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otra parte, en la cara complementaria, en el loop D, W55 y D57; en el loop E, L.109,

R111, T117y L119;y F, D174 y E176 (Figura 6).

Cara principal (+) Cara complementaria (-)

—— e — ——— ——
e ——— —_——

c193 =\ ) Loop D
Y198 N /4
— 7
V(D180
93 was |
\
I\
Loop A \ Loop F
/ ~

Figura 6 Esquema de los distintos loops que forman parte del sitio de unién del agonista (A-F) y su
contribucién a las caras principal (+) y complementaria (-) del mismo. Se destacan aminoacidos de
importancia en cada loop.

Solo las subunidades a son capaces de aportar los residuos necesarios para
formar tanto la cara principal como la complementaria; el resto de las subunidades
Unicamente aporta la cara complementaria. Por ello, los receptores
heteropentaméricos son funcionales Unicamente si poseen al menos una
subunidad a. Por ejemplo, el nAChR muscular, de estequiometria (al)281yd,
contiene dos sitios diferentes de unién al ligando (ald y aly); mientras que el
receptor homopentameérico a7 contiene cinco, idénticos (Brejc et al., 2001; Bouzat,

2012).

Dominio transmembrana

El dominio transmembrana de las subunidades de los nAChRs esta formado por
14



Figura 7 A. Vista superior del modelo tridimensional de las 4 hélices transmembrana M1-M4 de cada
subunidad de receptor, mostrando que los segmentos M2 forman el poro y el resto de los segmentos son
mas externos al mismo. B. Detalle de las hélices transmembrana destacando el sitio de unién de algunos
moduladores alostéricos positivos formado entre ellas.

cuatro hélices alfa, M1-M4, las que se orientan de manera que las cinco hélices M2
de las distintas subunidades del pentamero forman el poro i6nico (figura 7). El
resto de las hélices (M1, M3 y M4) se ubican mas externamente, formando un
escudo que separa al poro de los lipidos de la membrana plasmatica (Bouzat 2012).
Las hélices M2 internas que recubren el poro se inclinan radialmente hacia el eje
central del receptor hasta alcanzar el centro de la membrana, produciendo una
estructura en «V» o embudo, que se ensancha desde la membrana hacia el extremo

extracelular (Absalom et al., 2009; Morales-perez et al., 2016).

Cada hélice M2 de cada subunidad posee grupos de residuos homoélogos (o
1dénticos en el caso de los receptores homopentaméricos) que forman anillos de
distintos ambientes quimicos sobre la superficie del poro. Estos anillos son
predominantemente no polares, y presentarian una superficie relativamente
inerte para los iones que difunden, pero algunos contienen grupos negativamente

cargados, los que influencian el transporte cuando el poro esta abierto mediante el
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aumento de la concentracion local de cationes y la disminucién de la de aniones

(Miyazawa et al., 2003).

En el centro de la membrana, el poro posee un area de maxima constricciéon
denominada «compuerta», en la que los anillos estan formados por residuos
hidrofébicos (Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005; Bouzat, 2012). El consenso para
el diametro 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 esta
dada por oclusién, sino que existe una barrera energética hidrofébica a la
permeacion de iones (Absalom et al., 2009; Morales-perez et al., 2016). Imagenes
de microscopia electronica del poro del nAChR a una resolucién de 4 A revelan que
el canal comprende un anillo de cinco hélices a alineadas verticalmente, cada una
de las cuales aportada por cada subunidad. Las hélices no son perfectamente
paralelas; las porciones extracelulares de cada hélice se alejan entre si, provocando
que el canal sea de mayor diametro en el extremo externo, dejando a cada hélice

con un estrechamiento en el centro (Miyazawa et al., 2003; Miller y Smart, 2010).

La unién del agonista al sitio de unién extracelular provoca cambios
conformacionales en dicho sitio, que se transmiten a través de la estructura
proteica del receptor mediante interacciones entre distintos loops hasta la
compuerta. Se han propuesto distintos tipos de movimientos asociados a su
apertura (rotaciéon de las hélices M2 completas, inclinaciéon de las hélices M2,
reordenacion sutil de los segmentos transmembrana). El movimiento fundamental
que causa la eliminacidon transitoria de la barrera al flujo i6nico es un area

1mportante de estudio en la actualidad (Bouzat, 2012).
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Dominio intracelular

La porcién intracelular esta compuesta principalmente por el tramo de secuencia
entre las hélices M3 y M4, e incluye una hélice anfipatica, MA, que precede a M4
(Unwin, 2005). Juntas, las hélices MA intracelulares de cada subunidad crean un
cono pentagonal invertido que tiene cinco espacios abiertos denominados
«ventanas». Estas son vias 10nicas obligatorias, ya que no existen rutas
alternativas para el transporte hacia o desde el vestibulo intracelular. Las
ventanas tienen un ancho méaximo de solo 8 A, comparable al diAmetro de un ion

de sodio o potasio rodeado por su primera capa de hidrataciéon (Unwin, 2005).

Esta regién posee gran importancia en la conductancia de los receptores
cys-loop. Por ejemplo, el receptor monomérico de serotonina formado por
subunidades 5-HT3A posee una conductancia de 0,4 pS, mientras el heteromérico,
formado por subunidades 5-HT3A y B posee 16 pS. En 2003, Kelley y colaboradores
concluyeron que esta diferencia se debe a tres residuos arginina presentes en el
dominio intracelular de las subunidades 5-HT3A, ya que al ser mutados a los
presentes en la subunidad 5-HT3B aumentaron la conductancia de los
homopentameros 5-HT3A 28 veces (Kelley et al., 2003).

Las distintas subunidades de receptores cys-loop poseen residuos homologos
clave que determinan su conductancia, y la realizacion de mutaciones que
permiten intercambiar estos residuos para dar origen a subunidades de baja o alta
conductancia es la base fundamental de la estrategia «Electrical fingerprinting»,
desarrollada en nuestro laboratorio y utilizada en esta tesis (Bouzat et al., 2008;
Rayes et al., 2009; Andersen et al., 2011, 2013; Lasala et al., 2018; Nielsen et al.,

2018). La misma sera descrita mas adelante.
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Cambios conformacionales y respuesta de los receptores cys-loop

En base del modelo Monod-Wyman-Changeux, la respuesta funcional de un pLGIC
puede ser interpretada como una seleccion de unas pocas conformaciones
discretas, provocadas por la unién del agonista: cerrado, abierto y desensibilizado

(Monod et al., 1965, figura 8).

Los receptores cys-loop en estado cerrado se abren de manera transitoria
luego de la unién de agonista. En la presencia continua del agonista, se vuelven
refractarios al estimulo y la respuesta de la célula disminuye. Este proceso se
denomina desensibilizacion, en el cual los iones no pueden atravesar el poro del
canal, a pesar de que el receptor posee alta afinidad por el agonista (Zhang et al.,

2013).

Se han propuesto estados intermedios entre estos estados para los nAChRs
y varios pLGICs. Estudios cinéticos han revelado que la unién del agonista al

receptor y el proceso conocido como «gatillado» se encuentran acoplados y se

" Abierto

.o

Cerrado

. o’e
'x Desensibilizado @ Agonista

e Na*, K+, Ca**

Figura 8 Esquema bésico de activacién y desensibilizacion de los pLGICs. Los estados de reposo,
abierto y desensibilizado pueden ser positiva o negativamente modulados por compuestos alostéricos
(Bouzat y Sine, 2018).



influyen el uno al otro, pero este acoplamiento no es un tinico simple paso a través
de un cuerpo proteico rigido. En cambio, la activaciéon del canal involucra la unién
del agonista, cambios conformacionales secuenciales, y por ultimo el gatillado
(Chang et al., 2009). El nimero de estados en las conformaciones principales y la
velocidad de transicion entre estados determina la cinética del receptor, siendo lo
que ajusta cada receptor a su rol fisiologico. Por ello, drogas que se unan a distintos
estados pueden modular de manera distinta la funcién del receptor (Corradi y

Bouzat, 2016).

Activacion

El acoplamiento de la unién del agonista con la apertura de canal requiere cambios
estructurales coordinados entre multiples loops en la interfase entre los dominios
extracelular e intracelular (Bouzat et al., 2008). Se ha propuesto este mecanismo
como una onda conformacional que viaja desde el sitio de unién del agonista hacia
la compuerta del canal mediante movimientos finos de varios dominios
extracelulares de la subunidad y el sitio de binding del agonista (Miller y Smart,

2010; Criado et al., 2011).

El primer paso para la activacion es la unién del agonista, lo que provoca
una reorganizacion del sitio de unién, requerida para transmitir la informacién rio
abajo. Este cambio se ha resuelto en AChBPs involucrando un movimiento de
«atrapamiento» (capping) del loop C que cierra la cavidad del sitio de unioén,

atrapando las moléculas de agonista.

El loop C se encuentra conectado covalentemente por medio de la hoja 810
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al segmento transmembrana M1, por lo que los cambios se traducen hacia la
interfase entre los dominios extracelular y transmembrana del canal. Por otra
parte, el acoplamiento de la unién del agonista con la apertura del canal requiere
cambios estructurales coordinados a través de maultiples loops compatibles
presentes en dicha interfase, conocida como «regién de acoplamiento» (coupling
region) (Bouzat et al., 2004, 2008; Zhang et al., 2013). A través de interacciones
principalmente hidrofébicas y electrostaticas en esta red de loops, la energia de la
unién del agonista puede ser transducida hacia la energia requerida para el
gatillado (Chang et al., 2009; Miller y Smart, 2010). Ademas, esta zona de la
proteina gobierna el tiempo en el que el canal se mantiene abierto y la velocidad

de desensibilizacién (Bouzat et al., 2008).

El paso final en el proceso de activaciéon involucra la apertura de la
compuerta, lo que permite el flujo selectivo de iones a través de la membrana
superando uno o mas filtros de selectividad. Originalmente se pensaba este evento
como una rotacién lateral de las hélices M2, haciendo girar los estrechamientos de
los anillos hidrofébicos hacia afuera (Unwin, 2005). Actualmente se propone que
la compuerta se abre gracias a un movimiento de inclinacién de las hélices (Paas

et al., 2005; Miller y Smart, 2010).

RECEPTOR NICOTINICO a7

Existen en vertebrados 17 subunidades de nAChRs distintas que se combinan para
formar receptores con diferente localizacién, funciéon y farmacologia (figura 10, Le

Novere et al., 2002).
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El receptor nicotinico homopentamérico a7 es uno de los nAChRs mas
abundantes en el sistema nervioso central. Se encuentra expresado
principalmente en regiones importantes para la funciéon cognitiva y la memoria
tales como hipocampo, corteza y regiones limbicas subcorticales (Lendvai et al.,
2013), donde contribuye a la cogniciéon, el procesamiento sensorial de la
informacioén, la atencién, la memoria de trabajo y vias de recompensa (Corradi y

Bouzat, 2016).

En neuronas, a7 se localiza presinapticamente en terminales GABAérgicas

y glutamatérgicas en el hipocampo y otras regiones para facilitar la liberacién de
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Figura 10 Cladograma de las subunidades de nAChRs de vertebrados. Adaptado de Le Novere et al.,
2002.
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neurotransmisores, modulando los niveles de calcio intracelular en areas de los
cuerpos celulares, dendritas y botones terminales (Broide y Leslie, 1999). a7 es
también capaz de modular la liberaciéon de otros neurotransmisores ademas de
GABA, incluyendo glutamato, dopamina y norepinefrina, por lo que posee el
potencial de participar en un rango amplio de funciones neurologicas (Hurst et al.,

2005).

Postsinapticamente, a7 posibilita la transmision sindptica rapida, y en
localizaciones perisinapticas modula la excitabilidad neuronal, pudiendo potenciar
las respuestas de receptores no a7 (Lendvai et al., 2013), y activando una variedad
de mecanismos de sefnalizacién a través de la transmisiéon en volumen (Jones y
Wonnacott, 2004). La activacion de a7 no solo potencia la transmisién sinaptica
sino que prolonga las respuestas adaptativas, dado que afecta a la potenciaciéon a

largo plazo (Lendvai et al., 2013).

Por otra parte, la expresiéon de a7 es beneficiosa para el sistema nervioso,
dado que una activacién moderada de estos receptores incrementa la resistencia
celular al dano cerebral, lo que ha sido demostrado en experimentos in vivo y
modelos ex vivo de demencias, isquemia cerebral y dafo cerebral traumatico.

(Lendvai et al., 2013).

Su presencia no se limita solo al sistema nervioso, ya que también se lo halla
en otros tejidos tales como células sanguineas, células epiteliales, endoteliales,
fibroblastos, células del sistema digestivo y respiratorio, espermatocitos y células
de Sertoli (Corradiy Bouzat, 2016). Ademas, en células del sistema inmune cumple

un rol fundamental en la via antiinflamatoria colinérgica y se encuentra en
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microglia, linfocitos T y B, células NK y macréfagos (Wang et al., 2003; Costantini
et al., 2015). Incluso existe en cerebro una via colinérgica que regula la activacion
de la microglia a través de a7, la cual podria ser importante en la enfermedad de

Parkinson (Stuckenholz et al., 2013).

Dentro del grupo de los nAChRs, el subtipo a7 posee caracteristicas
distintivas tales como su alta permeabilidad al Ca2+ (Séguéla et al., 1993), su
afinidad por la toxina de serpiente a-Bungarotoxina (a-Btx) y el alcaloide vegetal
metilcaconitina (Couturier et al., 1990; Palma et al., 1996) y una baja probabilidad
de apertura sumada a una rapida velocidad de desensibilizacién (Lendvai et al.,
2013). La alta permeabilidad de a7 al Ca2* podria provenir del arreglo de los
residuos cargados en la parte mas profunda del poro idnico, y de los residuos
polares presentes en la parte mas externa del canal (Galzi et al., 1992; Colén-Saez

y Yakel, 2014).

En presencia de ACh, a7 se activa predominantemente en episodios breves
Unicos, separados por cierres largos. Menos frecuentemente, estas aperturas
aparecen agrupadas en bursts, los cuales son conjuntos de dos o mas aperturas
ocasionadas por una misma molécula de receptor. Este patron temporal no se ve
afectado por concentraciones bajas o altas de ACh (Bouzat et al., 2008). Esta falta
de dependencia de concentracion en conjunto con el hecho de que la mayoria de los
episodios de activacion consisten en una apertura simple con una duracién similar
a la de la constante de desensibilizacién indican que el principal mecanismo por el
cual el canal se cierra es la desensibilizacion. Esta es una caracteristica Unica
entre los distintos nAChRs. La rapida desensibilizaciéon y corta duraciéon de los

eventos de apertura podrian evitar la toxicidad celular debida a un incremento en
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el Ca?* intracelular por una sobreestimulacion de a7 (Corradi y Bouzat, 2016).

Por otra parte, se ha reportado la existencia de acciones metabotropicas de
a7, independientes de su accion como canal. Por ejemplo, es capaz de interaccionar
con complejos de proteinas G para regular el crecimiento de neuritas y axones,
pudiendo tener implicancias en el desarrollo del cerebro (Nordman y Kabbani,
2012). También se ha propuesto un rol en la inmunomodulacién a través del nervio
vago, el cual estaria modulado por la activaciéon del complejo NF-xB y la via

Jak/STAT (De Jonge y Ulloa, 2007).

En la enfermedad de Alzheimer existe una reduccion significativa de a7 en
el cerebro, particularmente en el hipocampo (Guan et al., 2000; Kadir et al., 2006),
como también en pacientes con esquizofrenia (Schaaf, 2014; Dineley et al., 2015).
El gen que codifica para la subunidad a7, CHRNA7, se encuentra en una region
del cromosoma 15 genéticamente ligada a multiples desérdenes con déficits
cognitivos como esquizofrenia, discapacidad intelectual, desorden bipolar,
desordenes del espectro autista, déficit de atencién con hiperactividad, epilepsia,
enfermedad de Alzheimer y déficits en el procesamiento sensorial (Sinkus et al.,
2009; Schaaf, 2014; Dineley et al., 2015; Deutsch et al., 2016). Una duplicacién
parcial de CHRNA7 que da como resultado el gen quimérico CHRFAMT7A, presente
solo en humanos, se asocia con esquizofrenia (Sinkus et al., 2009, 2015; Neri et al.,
2012). El producto de este gen, dupa7, carece de parte del sitio de unién al agonista
y podria actuar como un modulador negativo de a7 (Wang et al., 2014; Lasala et al.,

2018).

Por todo lo expuesto, se puede asegurar que las propiedades unicas de
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activacion, la alta permeabilidad al calcio, la accion dual ionotrépica y
metabotropica, la distribucién ubicua, y el rol en variedad de enfermedades
neuroldgicas, psiquiatricas e inflamatorias han transformado a a7 en un blanco
farmacologico emergente muy importante (Corradi y Bouzat, 2016). Los estudios
sobre plasticidad neuronal in vitro y sobre efectos cognitivos in vivo soportan la
1dea de que la potenciacion de a7 podria resultar una forma efectiva de terapia

contra la declinacién cognitiva (Lendvai et al., 2013).

MODULADORES ALOSTERICOS POSITIVOS Y AGONISTAS ALOSTERICOS DE o7

Tradicionalmente, las estrategias terapéuticas mas comunes para corregir los
déficits colinérgicos han incluido el aumento de la sintesis de ACh, la estimulacién
de los receptores colinérgicos o la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. Sin
embargo, el incremento en la sintesis de ACh ha mostrado poca eficacia, la
utilizaciéon de agonistas colinérgicos induce desensibilizacion de los receptores,
llevando a tolerancia y por lo tanto pérdida de los efectos beneficiosos, y la
inhibiciéon de la acetilcolinesterasa produce mejoras de los sintomas de corta
duracién, que no impiden la progresion de la enfermedad (Maelicke y

Albuquerque, 2000).

Una de las nuevas estrategias terapéuticas para mejorar la funcién
colinérgica es la utilizaciéon de moduladores alostéricos positivos (PAMs, positive
allosteric modulators). Los PAMs son compuestos cuyo sitio de unién al receptor
(sitio alostérico) es distinto al de unién al agonista (sitio ortostérico). Producen la

potenciacion de la respuesta del receptor a su agonista ortostérico, pero tienen
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muy escaso o nulo efecto por si solos (Maelicke y Albuquerque, 2000; Hurst et al.,
2005; Timmermann et al., 2007; Andersen et al., 2016; Corradi y Bouzat, 2016).
También existen los moduladores alostéricos negativos, que tienen efectos

inhibitorios sobre el canal (Taly et al., 2009; Bouzat et al., 2018).

La potencial utilizacion de PAMs como estrategia terapéutica traeria
consigo diferentes ventajas. En primer lugar, como no son capaces de activar por
si solos a los receptores nicotinicos sino que aumentan la potencia o eficacia de la
activacion por agonistas endogenos, los que son liberados naturalmente segun las
necesidades, mantienen las caracteristicas temporales y espaciales de la
activacion endégena. En segundo lugar, los sitios alostéricos son menos
conservados evolutivamente que los sitios ortostéricos entre los distintos nAChRs,
lo que permite mayor selectividad a la hora de emplear compuestos sintéticos que
la que ofrecen los sitios ortostéricos. Por otra parte, permiten mayor diversidad en
la estructura y efectos finales a causa de la existencia de distintos sitios alostéricos
dentro de un mismo receptor. Ademas, la activacion de los receptores nicotinicos
se ve disminuida a causa de la desensibilizaciéon de a7, por lo que aquellos PAMs
que actien sobre dicho proceso reducirian la tolerancia, haciendo mas eficaces los
tratamientos con agonistas. Por ultimo, evitan la sobreestimulacion de los
receptores y actiian como protectores neuronales (Maelicke y Albuquerque, 2000;
Uteshev, 2014; Chatzidaki y Millar, 2015; Corradi y Bouzat, 2016; Bouzat et al.,

2018).

Es probable que exista una variedad de distintos sitios alostéricos de uniéon
en los nAChRs (Taly et al., 2009). Uno de los mas importantes esta localizado en

una cavidad intrasubunidad formada por cinco aminoacidos entre las cuatro
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hélices a transmembrana de cada subunidad a7, y es considerado un sitio
modulador de receptores cys-loop altamente conservado (Gareth T. Young et al.,
2008; daCosta et al., 2011; Gill et al., 2011; Palczynska et al., 2012; Corradi y

Bouzat, 2016, figura 7B).

Los PAMs se clasifican en dos grupos de acuerdo con los efectos
macroscopicos que ejercen sobre a7. Los de tipo I actiian incrementando los picos
de corriente sin afectar significativamente el decaimiento de estas; mientras que
los de tipo II reducen la desensibilizacion de a7, aumentando el pico de corriente
como asi también el tiempo de decaimiento. Ademas, al ser aplicados a receptores
a7 desensibilizados, los PAMs de tipo II pero no los de tipo I recuperan a los
receptores de la desensibilizacién (Andersen et al., 2016; Corradi y Bouzat, 2016;

Bouzat et al., 2018).

Ademas de actuar como potenciadores, algunos PAMs también son capaces
de activar a los receptores. En 2011, Gill y colaboradores demostraron que ciertos
compuestos que actian en un sitio distinto al ortostérico clasico tienen la
capacidad de activar a7 en ausencia de agonistas convencionales, por lo que se los
denominé agonistas alostéricos (Gill et al., 2011). Los mismos se unen a la cavidad

intrasubunidad de la region transmembrana descrita anteriormente.

En el desarrollo de esta tesis se han empleado PAMs de a7 y un agonista
alostérico, que se detallan a continuaciéon. Ademas, se evaludé el papel del ion Ca2+

como PAM de a7.

El compuesto PNU-120596 (1-(5-cloro-2,4-dimetoxi-fenil)-3-(5-metil-
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Figura 11 A. Estructura quimica del PAM de tipo Il PNU-120596. B. Estructura quimica del PAM de
tipo | NS-1738. C. Estructura quimica del agonista alostérico 4BP-TQS.

1soxazol-3-1l)-urea, figura 11A) es un PAM considerado el mas eficaz descubierto
hasta la fecha (Corradi y Bouzat, 2016). A nivel de corrientes macroscépicas la
preincubacion con PNU-120596 de células que expresan a7 produce, al aplicar
ACh, un incremento del pico de corriente y también un aumento en el tiempo de
decaimiento originado por una disminucién en la velocidad de desensibilizacion.
Estas caracteristicas lo han clasificado como PAM de tipo II (Hurst et al., 2005;
Grenlien et al., 2007; daCosta et al., 2011; Andersen et al., 2016). El sitio de unién
al receptor a7 del PNU-120596 es probablemente la cavidad formada entre las
cuatro hélices transmembrana M1-M4 antes mencionada (Cacucci et al., 2008;

Young et al., 2008; daCosta et al., 2011).

El compuesto NS-1738 (1-(5-cloro-2-hidroxi-fenil)-3-(2-cloro-5-trifluoro-
metil-fenil) -urea, figura 11B) es un PAM que aumenta la actividad del receptor
a7 provocada por ACh al ser utilizado en el rango micromolar bajo, con excelente

selectividad contra otros subtipos de nAChRs. Aunque aumenta en gran medida
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la magnitud de las corrientes macroscopicas de a7, no tiene efecto sobre la rapida
desensibilizacion del receptor, por lo que se clasifica entonces como PAM de tipo I
(Timmermann et al., 2007). A nivel de canal Gnico, se observa que las aperturas
de a7 en presencia de ACh y NS-1738 se agrupan en bursts, sin formar clusters
como ocurre en el caso de la aplicacion de PNU-120596 (Timmermann et al., 2007,
Andersen et al., 2016). Se ha reportado que el dominio M2-M3 estaria involucrado
en la potenciaciéon por este PAM, aunque el sitio de unién no ha sido por el

momento determinado (Grenlien et al., 2007).

El compuesto 4BP-TQS (4-(4-bromofenil)-3a,4,5,9b-tetrahidro-3H-ciclopen-
ta[c]quinolina-8-sulfonamida, figura 11C) es miembro de una familia de
compuestos derivados de un PAM de a7 de tipo II, el TQS (Gronlien et al., 2007).
Pequenas modificaciones en la estructura del TQS (principalmente, adiciones de
hal6genos en un anillo bencénico) cambian las propiedades del compuesto, dandole
incluso la capacidad de generar la activaciéon del receptor sin necesidad de la
aplicacién conjunta de un agonista clasico (Gill et al., 2011, 2012, 2013). Estos
derivados se clasifican entonces como los anteriormente citados agonistas
alostéricos. En el caso del 4BP-TQS, la aplicacion de 10-50 pM produce la
activacion del receptor en bursts y clusters, con una cinética similar a la de la
coaplicaciéon de ACh 100 pM y PNU-120596 1-3 pM (Palczynska et al., 2012;
Lasala et al., 2018). Ademas de su accion como agonista alostérico, el 4BP-TQS
también actiia como PAM, ya que la coaplicacion con ACh aumenta la duracién de
los bursts (Palczynska et al., 2012). El 4BP-TQS (v el resto de los derivados del
TQS) poseeria el mismo sitio de union que PNU-120596, la cavidad

transmembrana intrasubunidad (Gill et al., 2011, 2013).

29



METODOLOGIA




EXPRESION DE SUBUNIDADES DE RECEPTOR EN SISTEMA HETEROLOGO

Subunidades de receptor utilizadas

Subunidad o7

El ADN complementario (ADNc) de la subunidad del receptor a7 humano se
subcloné en el vector de expresiéon basado en citomegalovirus pRBG4 (Bouzat

et al., 1994).

Subunidad dupa?

E1 ADNc completo del gen CHRFAM7A (variante 1: NM_139320.1) se sintetiz6 de
novo (Biomatik, USA) con sitios de restriccion apropiados para Xbal y HindIII.
Este ADNc codifica para el segmento final de 27 aminoacidos correspondientes a
la secuencia FAM7A (NH2>-MQKYCIYQHFQFQLLIQHLWIAANCDI), siguiendo
con la secuencia de a7, iniciando en ADERFDA, que corresponde al final del loop
A del sitio de unién de ACh. Posteriormente se subcloné en el plasmido pUC19,

formando entonces pUC19-dupa.

El ADNc de dupa7 en pUC19-dupa7 se subcloné en el vector pPRBG4. Por
ultimo, la secuencia de dupa7 clonada en pRBG4 fue confirmada por secuenciacién
mediante electroforesis capilar (Instituto de Biotecnologia CICVyA, INTA,

Argentina).

Subunidades mutantes

Se disenaron oligonucledtidos con cambios de secuencia respecto a las subunidades
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salvajes para luego emplear el kit comercial QuickChange® Site-Directed

Mutagenesis (Agilente, UK), lo que permitié generar subunidades mutantes.

Subunidades de baja conductancia

Se construyeron subunidades mutantes que generan una disminucién en la
conductancia del canal. Se intercambiaron los residuos glutamina 428, acido
glutamico 432 y serina 436 presentes en el loop intracelular de la subunidad a7 y
los equivalentes en la subunidad dupa7 por argininas en todos los casos. Se
denominé a la subunidad de baja conductancia de a7 como a7LC (a7 low
conductance) y a la correspondiente a dupa7 como dupa7LC (dupa7 low

conductance).

Subunidades con mutaciones en el sitio de union de agonista

Se construy6 una subunidad mutante de a7 que anula la cara complementaria del
sitio de unién del agonista. Para ello se intercambi6 el residuo triptéfano 55,
presente en el loop D del sitio de unién del agonista, por treonina. Se denominé a

esta subunidad a7TW55T.

Cultivo celular

Células BOSC 23 (Pear et al., 1993), derivadas de la linea HEK 293, fueron
mantenidas en cultivo en medio DMEM (Dubecco’s modified Eagle medium, medio

de Eagle modificado por Dubecco, Gibco) suplementado con 10% de suero fetal
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bovino (Natocor), a 37 °C y en atmoésfera de 5% de COaq.

Transfeccion de células

Se realizaron transfecciones mediante el método del fosfato de calcio con los ADNec
de las subunidades. Para el mismo se emplearon cultivos celulares de células

BOSC 23 con un 40-50% de confluencia.

Se realizaron las mezclas de ADNc de subunidades puras o sus

combinaciones con otras subunidades seguin lo requerido para cada experimento.

Ademas de los plasmidos de las subunidades de receptor, se incorporaron
también aquellos conteniendo las chaperonas Ric-3 y NACHO, necesarias para la
expresion de los receptores. Las transfecciones se realizaron con una proporcién
molar subunidad/es de receptor:Ric-3:NACHO 2:1:1, con 4-6 pg de ADN

total/capsula de 35 mm.

Por ultimo, en todas las transfecciones (salvo aquellas realizadas para
microscopia) se incorporé un plasmido que codifica para la proteina verde
fluorescente (GPF, green fluorescente protein) en proporciéon 1:20 con respecto al
resto de ADN. Al ser excitada por luz ultravioleta, la GFP emite fluorescencia
verde, lo que permite identificar a las células que hayan incorporado exitosamente

los plasmidos durante la transfecciéon (figura 12).

Las células se dejaron en contacto con el precipitado de fosfato de calcio-
ADN por 14-18 h, luego de las cuales se realizé el cambio de medio, y se incubaron

24-48 h adicionales para permitir la expresion de los receptores.
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Figura 12 Microfotografias de células BOSC 23 transfectadas mediante el método del fosfato de
calcio. Ambas representan el mismo campo visto en contraste de fases (A) y campo oscuro con
fluorescencia a la luz UV (B). Las células de color verde observables en B son las que han incorporado
el pldsmido de la proteina verde fluorescente, lo que permite asumir que han incorporado también los
plésmidos de las subunidades y chaperonas de interés, facilitando su seleccién para realizar los
experimentos.

ESTUDIOS DE DESPLAZAMIENTO DE UNION DE AGONISTA

Marcacién con a-Bungarotoxina

Se colocaron cubreobjetos de vidrio circulares de 12 mm de diametro estériles en
placas de 35 mm, sobre los que se cultivaron células como se describid

previamente.

Posteriormente se realizé la transfecciéon con ADNc de a7 (0,3 pg), dupa7
(0,9 pg) o con la combinacién (1:3) de a7 (0,3 pg) y dupa7 (0,9 pg). Se incluyeron
también los ADNc de Ric-3 (1 pg) y NACHO (1 pg) en todas las condiciones. Como
control negativo se utilizaron células transfectadas con ADN de plasmido
irrelevante (1,2 pg). La cantidad total de ADN por transfeccion fue normalizada

con la adicion de ADN de plasmido vacio.
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Luego de 72 h, se realiz6 la marcacion de receptor en superficie celular
incubando con el conjugado a-Btx Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) a una
concentracion final de 1 pg/mL por 1 hora en medio DMEM frio. Posteriormente,

las células se fijaron con paraformaldehido al 4%.

Se tomaron microfotografias de contraste de fase, fluorescencia, y confocal
laser, utilizando un microscopio Nikon Eclipse E600 (LSCM; Leica DMIRE2) con
objetivo 20X. La intensidad de fluorescencia, expresada como unidades
arbitrarias, fue medida luego de delinear las areas de interés manualmente con el
software ImagedJ 1.50b (National Institutes of Health, Bethesda, MD). El maximo
de fluorescencia de una regién de interés dada se midi6 dentro de una regién
a-BTX positiva de la superficie celular, y posteriormente un area a-Btx negativa
del mismo tamano (fuera de la célula) fue sustraida. La intensidad de fluorescencia
promedio fue calculada para células elegidas al azar para cada condicién

experimental.

WESTERN BLOT

El anticuerpo anti-a7 utilizado fue generosamente provisto por la Doctora Cecilia
Gotti (CNR Neuroscience Institute, Milan, Italia). Este anticuerpo reconoce la

region intracelular de a7 (Gotti et al., 1995).

Las células transfectadas se resuspendieron con buffer fosfato salino (PBS,
phosphate buffered saline, KCI 0,9 mM, NaCl 138 mM, KH2PO4 1,1 mM, Naz2PO4
1 mM, pH 7,4) y se lisaron en buffer RIPA (Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM,

orto-vanadato sédico 2 mM, SDS 0,1%, Igepal 1%, deoxicolato de sodio 1%) en
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presencia de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 1 mM. Cantidades iguales de extractos proteicos para cada
condiciéon de transfeccion (30 pg) se disolvieron en buffer Laemmli (Tris 6 mM pH
6,8, SDS 2%, azul de bromofenol 0,002%, glicerol 20% y B-mercaptoetanol 5%;
Laemmli, 1970) y se hirvieron durante 5 min. Posteriormente se separaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y se transfirieron a
nitrocelulosa. Los blots se bloquearon durante toda la noche en leche descremada
al 5% y Tween-20 al 0,3% en solucién salina buffereada con Tris a 4 °C y se
incubaron por dos horas con el anticuerpo primario anti-a7 (1-2.5 pg/mL) en leche

descremada al 2,5% y solucién salina Tris-buffereada Tween 20 al 0,15%.

Los inmunocomplejos se revelaron mediante quimioluminiscencia. Se
empled una dilucién 1:1000 de anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano (Amersham Biosciences GE Healthcare, Little Chalfont, England), y la
quimioluminiscencia se gener6 mediante una solucién de detecciéon (luminol 1,25
mM, p-acido cumarico 0,2 mM, perdxido de hidrégeno 0,06% (v/v), Tris-HCI 100
mM; pH 8,8). Los inmunoblots fueron expuestos a un film autoradiografico para

su posterior revelado (Thermo Scientific, Waltham, MA).

PATCH cLAMP

Compuestos quimicos utilizados

Los agonistas empleados en las soluciones de pipeta y/o extracelulares fueron ACh

o Ch (Sigma-Aldrich).

Los moduladores alostéricos empleados fueron PNU-120596 (Tocris) y
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N'S-1738 (Sigma-Aldrich).

El agonista alostérico empleado fue 4BP-TQS (Tocris).

Los compuestos amiloides empleados fueron B-Amiloide 1-40 (Tocris) y

B-Amiloide 1-42 (Sigma-Aldrich).

Registros de canal Unico

Los registros de canal Unico fueron obtenidos en la configuraciéon cell-attached u

outside-out (figura 15 y figura 16).

Para el caso de la configuracion cell-attached, la composicién del buffer

Figura 13 Set up para la obtencidn de registros de patch clamp utilizada en esta tesis.
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extracelular fue: KCl 142 mM, NaCl 5,4 mM, CaClz 1,8 mM, MgClz 1,7 mM y
HEPES 10 mM, con el pH ajustado a 7,4. Las soluciones de pipeta fueron
preparadas en el mismo buffer, y contuvieron los agonistas y/o compuestos a

probar, segun el caso.

En el caso de la configuracion outside-out, la composicion del buffer de
pipeta (intracelular) fue: KCl1 134 mM, HEPES 10 mM, EGTA 5 mM y MgClz 1,0
mM; con el pH ajustado a 7,3. La soluciéon extracelular empleada en las condiciones
en las que el calcio estaba presente contuvo: NaCl 150 mM, HEPES 10 mM, CaCl.
1,8 mM y MgClz 1,0 mM; con el pH ajustado a 7,3. En el caso de las condiciones
sin calcio, la composicién del buffer fue: NaCl 150 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1
mM y MgClz 1,0 mM. Esta misma solucién se empledé para la medicién de la

amplitud de los eventos en ausencia de Ca2* en la configuracion single-channel.

Las corrientes de canal tnico fueron registradas a un potencial de

Figura 14 A. Fotografia de una pipeta de punta microscépica colocada en el soporte del headstage
del amplificador de patch clamp, la cual ha sido acercada a una cépsula conteniendo células
transfectadas. B. Microfotografia de la punta de una pipeta en contacto con una célula transfectada
durante la obtencién del registro.
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membrana de -70 mV utilizando un amplificador de patch clamp Axopatch 200B
(Molecular Devices Corp., CA), digitalizadas a intervalos de 5 ps mediante una
interfase PCI-6111E (National Instruments, Austin, TX), y adquiridas mediante

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

Los registros obtenidos se analizaron utlizando el software QuB 2.0.0.28
(https://www.qub.buffalo.edu). Para facilitar el analisis, se adicioné un filtro de
paso bajo digital de 3 kHz cuando en el registro en cuestiéon se utilizaron
PNU-120596 o 4BP-TQS; o de 9 kHz cuando dichos compuestos no fueron

utilizados para ese registro.

Los eventos de apertura y cierre de los canales se detectaron e idealizaron
mediante el criterio del umbral de amplitud media. A partir de ellos, se ajustaron
histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado mediante el método de la
maxima probabilidad (funcién MIL, mdximum interval likelihood) con un dead
time de 0,03-0,1 ms. Este analisis fue realizado en base a un modelo cinético cuyas
curvas resultantes de la funcion de densidad de probabilidad ajustan los
histogramas adecuadamente siguiendo el criterio de maxima probabilidad. Para
a7, este analisis fue realizado agregando secuencialmente un estado abierto y/o
cerrado a un modelo inicial cerrado = abierto de modo de ajustar el histograma

correspondiente.

El analisis de los histogramas de duraciones de aperturas arroja modelos
consistentes en tres estados de cierre y uno a dos estados de apertura para a7 en
la presencia de ACh; cuatro a cinco estados de cierre y dos a tres estados de

apertura para a7 en la presencia de ACh y NS-1738; y cinco a seis estados de cierre
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y tres a cuatro estados de apertura para a7 en presencia de ACh y PNU-120596, o

ABP-TQS.

Los bursts fueron identificados como una serie de aperturas sucesivas
estrechamente separadas por cierres breves, precedidos y seguidos por cierres mas
largos que una duracién critica (teit). El empleo de PAMs como PNU-120596 o
agonistas alostéricos como 4BP-TQS produce el agrupamiento de bursts en
clusters, los cuales también son precedidos y seguidos por cierres mas largos que

un tiempo critico.

Tiempos criticos diferentes fueron calculados utilizando la funcién MIL
entre cada componente cerrado. Los tiempos criticos entre el tercer y cuarto
componente de estado cerrado para a7 en la presencia de PNU-120596 o 4BP-TQS
(entre 30 y 60 ms) fueron seleccionados en QuB para separar las partes del registro
1dealizado que contenian clusters en una seleccion, para definir la duracién media

del cluster.

Para definir clases de amplitudes de receptores generados por coexpresion
de subunidades de alta y baja conductancia, todos los clusters fueron seleccionados
sin discriminar su amplitud. Luego se construyeron histogramas de amplitud a
partir de esta seleccion, lo que permitié distinguir a las distintas poblaciones. El
numero de poblaciones de amplitud y la duracion media del cluster para cada una
se determinaron mediante el algoritmo X-means incluido en el software QuB, que
se basa en el criterio de informacién bayesiano. Los histogramas de tiempo de
estado abierto y cerrado para cada amplitud se construyeron como se describid

previamente.
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Figura 15 Esquema general de las distintas configuraciones utilizadas en la técnica de patch clamp.
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Cell-attached Whole-cell Outside-out

Figura 16 Detalle de las distintas configuraciones utilizadas en la técnica de patch clamp. Las esferas
rojas representan los agonistas y/o moduladores empleados.

Corrientes macroscopicas

Las corrientes macroscopicas se obtuvieron en la configuracién whole-cell.

La composicion del buffer de pipeta (intracelular) fue: KC1 134 mM, HEPES
10 mM, EGTA 5 mM y MgCl2 1,0 mM; con el pH ajustado a 7,3. La solucion
extracelular empleada en las condiciones en las que el calcio estaba presente
contuvo: NaCl 150 mM, HEPES 10 mM, CaClz 1,8 mM y MgCls 1,0 mM; con el pH
ajustado a 7,3. En el caso de las condiciones sin calcio, la composicion del buffer

fue: NaCl 150 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM y MgCl2 1,0 mM.

Los registros se obtuvieron empleando los mismos instrumentos que en la
configuracién single-channel, a un potencial de membrana de -50 mV, filtrandose
a 5 kHz y digitalizandose a 50 kHz. Las corrientes se adquirieron mediante el
programa WinWCP 5.3.2 (University of Strathclyde, Glasgow, Escocia) y se
analizaron empleando el programa Clampfit 10.7.0.3 (Molecular Devices, San

José, CA).

Cada corriente analizada es el promedio de 3 a 5 corrientes consecutivas
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obtenidas en el mismo sello.

Para la obtencién de parametros cinéticos, las corrientes se ajustaron a la

funcién exponencial doble
I(t) = Ligpida € " ™ivida + T)o @ Wlenta + T, Ecuacién 1

donde I 4pida € Lienta corresponden a la cantidad de corriente para cada componente
p

de la funcion (rapido y lento), I es la corriente en el estado estacionario y Trapida y

Tlenta €l tiempo de caida de cada componente «I», también denominados constantes

de tiempo rapida y lenta, respectivamente.

Preparaciones de -Amiloide

Liofilizados de B-Amiloide 1-40 o 1-42 se resuspendieron en DMSO a una

concentraciéon de 10 mg/mL (solucidn stock de péptido) y se almacenaron a -80 °C.

Para producir oligdmeros se tomaron alicuotas de 10 pL de solucién stock a
las que se anadieron 280 pL de PBS para llevarlas a una concentracién 80 pM.
Luego se mantuvieron en agitacion a 300 rpm, a 37 °C, por 1 h. Por ultimo, se
mantuvieron a 4 °C hasta su uso en las soluciones de pipeta (Uranga et al., 2010,

2016; Pascual et al., 2017).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSFERENCIA

Se colocaron 10 pL de B-Amiloide 500 nM oligomérico en una grilla revestida con

carbono y se incubaron por 60 s a temperatura ambiente. Se agregaron 10 pL de
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glutaraldehido 0,5%, incubando nuevamente 60 s a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavoé la grilla con agua y se secd. Finalmente, la grilla se f1j6 por

2 min con acetato de uranilo al 2% y se seco.

Las muestras se observaron utilizando un microscopio electronico de

transferencia Jeol 100 Cx II (Uranga et al., 2016; Pascual et al., 2017).

ESTUDIOS DE CAMBIOS CONFORMACIONALES EN EL RECEPTOR o7

Mediciones fluorimétricas

Se realizé una suspension de células BOSC 23 en PBS. Se ajusté la absorbancia
de la misma a 280 nm a aproximadamente 0,500 en un espectrofotometro Jasco
V-630 (JASCO Deutschland GmbH). La misma se incubd con oligdbmeros de
B-Amiloide 1-40 o 1-42 (100 pM o 100 nM) por 20 minutos. En los casos en los que
se realizaron las mediciones con el receptor a7 en su estado desensibilizado la
suspension se incubd luego en presencia de carbamilcolina (Carb) 20 mM por 15

minutos adicionales.

Posteriormente, las suspensiones se titularon con concentraciones
crecientes del bloqueador de canal abierto cristal violeta (CrV) disuelto en agua.
Este es un bloqueador de canal abierto que emite fluorescencia al ser excitado con
una fuente de luz externa. Después de cada agregado de CrV las muestras se
incubaron por 15 minutos y se obtuvo el espectro de emision de fluorescencia del
CrV empleando un fluorimetro SLM 4800 (SLM Instruments, Urbana, IL) con un

haz de luz polarizada verticalmente de un arco de mercurio/xenén Hannovia de
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200W, obtenido con un polarizador Glan-Thompson (4 nm de rendijas de excitacion
y emision). La longitud de onda de excitacion fue 600 nm y los espectros de emision
de fluorescencia se obtuvieron desde 605 a 700 nm. Antes del primer agregado de
CrV se obtuvo un espectro de emision de fluorescencia basal para cada muestra,

el cual luego fue restado a los espectros de emision obtenidos en presencia de CrV.

Para determinar las constantes de disociacion (Kp) del CrV de a7 se midié
la intensidad maxima de CrV (a 623-625 nm) de cada uno de los espectros con
concentracion creciente de CrV y estos valores se graficaron en funciéon de la
concentracion logaritmica del CrV (M) agregado. La curva sigmoidea resultante se
ajusto con la funcién de Boltzmann y se calcularon las Kp utilizando el programa

Origin 7.0 (OriginLab Corporation).

MODELADO MOLECULAR

Se cre6 un modelo por homologia para la regién extracelular del receptor a7
humano basado en la estructura de la quimera a7-AChBP (cédigo PDB 5AFM,
Spurny et al., 2015). La secuencia de aminoacidos de la subunidad humana a7
(nimero de acceso: CAD88995.1) se alineé y modelé utilizando el programa
MODELLER 9v8 (Sali y Blundell, 1993). Se generaron diez modelos y se selecciond
el de menor energia y menor porcentaje de residuos en regiones desfavorables del

grafico de Ramachandran.

Para obtener un modelo 3D de dupa7 se utilizé el servidor I-TASSER
(Zhang, 2008), el cual realiza predicciones de estructura y funcion para una

secuencia de aminoacidos de interés mediante una combinacién de modelado por
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homologia, subprocesamiento y modelado ab initio. Se generaron cinco modelos y

se selecciond el mejor en base al puntaje-C.

El analisis de estructura y las figuras se generaron utilizando el software

Discovery Studio Visualizer 4.5 (Dassault Systems, BIOVIA, San Diego, USA).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se muestran como la media + desvio estandar. Las comparaciones
estadisticas fueron realizadas utilizando la prueba t de Student para muestras
apareadas o analisis simple de varianza (ANOVA, Analysis of Variance) mediante
el software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.). Las diferencias
estadisticamente significativas fueron establecidas con valores p que se indican en

las correspondientes tablas y/o figuras.
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Modulacion del receptor
o7 por una subunidad
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El gen de receptor nicotinico neuronal a7, CHRNA?7, se expresa ampliamente en
el cerebro y la periferia. Se encuentra en el cromosoma 15, en el que también se
localizan otras subunidades de receptores nicotinicos tales como a3, a5 y B84. En
particular, CHRNA7 se ha mapeado en la banda q13-q14, una zona del genoma
frecuentemente relacionada con varios desérdenes neuropsiquiatricos (Chini et al.,

1994).

La expresion y/o funcién disminuida de CHRNA7 se ha asociado con
enfermedades tales como esquizofrenia, desorden bipolar, déficit de atencion con
hiperactividad, enfermedad de Alzheimer, autismo, epilepsia y dificultades en el
aprendizaje (Chini et al., 1994; Freedman et al., 2000; Harrison y Weinberger,
2005; Araud et al., 2011; Neri et al., 2012; Stephens et al., 2012; Kunii et al., 2015;

Sinkus et al., 2015).

El gen CHRNAY7 posee 10 exones. Un gen hibrido, CHRFAM7A surgi6 de
una duplicacién parcial de los exones 5-10 de CHRNA?7, ubicada en el mismo
cromosoma, centromérica con respecto al gen parental a 1,6 Mb. Esta duplicacién
interrumpio el elemento genético FAMT7A, el cual contiene copias de exones del gen
ULK4 y otros exones que exhiben homologia con el gen GOLGAS8B, siendo este un
evento que ocurri6 relativamente reciente en la evolucion, dado que CHRFAM7A

se encuentra solo en humanos y no en primates superiores (Locke et al., 2003).

CHRNA7 y CHRFAMT7A son altamente homoélogos desde el exén 5 a la
region 3’ (>99%). En el gen hibrido se reemplazaron los exones 1-4 de CHRNA7
con los exones D, C By A de FAM7A (Sinkus et al., 2015). La orientacion de

CHRFAMT7A es reversa con respecto a CHRNA7 (Gault et al., 1998; Riley et al.,

48



2002, figura I.1). El producto de este gen hibrido es una proteina que carece de los
primeros 95 aminoacidos codificados en CHRNA7, y en cambio posee una

secuencia de 27 aminoacidos de FAM7A.

CHRFAM7A
< B
FAM7A (3) FAM7A (1) FAM7A (2 CHRNA7 FAM7A (3) FAM7A (4
F-A 10-5 A-F
—_— &) < = _— -— —_—
Casete de duplicacion Casete de duplicacion

Figura I. 1 Diagrama de la regién del cromosoma 15 en la que se encuentran CHRNAZ y CHRFAMZ7A,
mostrando la disposicién de los distintos elementos que conforman los genes.

El gen CHRFAMT7A se localiza en una regién compleja del cromosoma 15
(figura I.1), que incluye muchas duplicaciones altamente variables, dando como
resultado diferentes variantes en el numero de copias. Estos multiples
polimorfismos estan asociados con el riesgo de desarrollar distintas enfermedades
neurolégicas y psiquiatricas como esquizofrenia, desorden bipolar, autismo y
epilepsias idiopaticas. Entre las diferentes variantes en el nimero de copias
presentes en el cromosoma 15, otra variante del gen de la subunidad truncada ha
sido descrita, que presenta una delecion de dos pares de bases en el exén 6 de
CHRFAMT7A, asociada con esquizofrenia y déficits en el filtrado sensorial. (Sinkus

et al., 2015).

El nimero de copias de CHRFAMT7A varia entre los individuos: algunos
poseen solo una copia del gen y raramente se encuentra ausente. El nimero de
copias de CHRNA7 no es tan variable; su delecién y duplicacién completa son

raras. El genotipo mas comun es de dos copias de cada gen (Flomen et al., 2006;
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Sinkus et al., 2009). De todos modos, la posible significancia funcional de esta

duplicacion sigue siendo desconocida.

El transcripto de CHRFAMT7A, dupa?7, se ha identificado en hipocampo,
corteza, cuerpo calloso, talamo, putamen, nicleo caudado y cerebelo (de Lucas-
Cerrillo et al., 2011). También se han encontrado niveles altos en leucocitos
humanos (Villiger et al., 2002; Costantini et al.,, 2015) y en células epiteliales
(Dang et al., 2015). En monocitos primarios y macréfagos, el tratamiento con
lipopolisacarido disminuye la expresion de dupa? (Benfante et al., 2011). Estos
hallazgos, ademas de mostrar la amplia distribucién en la expresion de este gen,
sugieren que la isoforma duplicada podria tener un rol en el sistema inmune y la

via antiinflamatoria colinérgica.

La proteina final, dupa7, es una subunidad de receptor truncada que carece
de los primeros 95 aminoacidos de a7, incluyendo los loops A y D del sitio de unién
del agonista, el péptido sefial y un sitio de glucosilacién. En cambio, posee 27
aminoacidos de FAM7A en el dominio N-terminal (Gault et al., 1998; Sinkus et al.,

2015, figura 1.2).

Esta subunidad de receptor ha sido expresada en sistemas heterdlogos, en
lineas celulares de mamiferos y en ovocitos de Xenopus. Estudios de
inmunocitoquimica en células GH4C1 sugieren que dupa7 puede alcanzar la
periferia celular, encontrandose en una localizacién un poco mas interna que a7.
Pese a ello, no se detectaron respuestas de corrientes macroscopicas luego de la

exposicion a agonistas del receptor a7 (de Lucas-Cerrillo et al., 2011).

El rol de la subunidad dupa7 permanece poco claro, dado que se ha
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demostrado en ovocitos una reduccion en las corrientes macroscopicas del receptor
a7 cuando se realiza una cotransfeccién de las subunidades dupa7 y a7, compatible
con un rol modulador negativo (Araud et al., 2011; de Lucas-Cerrillo et al., 2011).
Esto aun no ha podido ser probado en neuronas. Por otra parte, se ha propuesto
que la subunidad dupa7 se puede ensamblar con subunidades a7 utilizando
marcas fluorescentes, ya que ambas subunidades se encuentran localizadas en la
membrana en posiciones muy cercanas (Wang et al.,, 2014). Sin embargo, la
estequiometria y funcién de los receptores hibridos resultantes de este ensamblaje

seguian siendo desconocidas.

A
[T 1 Tl HEEE ' [ o/

@ P A E & BSF C RegiénTM

[} (ank

 HEN [N [Tl dupa”
FAMZ7A
B
Subunidad a7 Subunidad dupa?

FAMZ7A

Extracelular

Intracelular

Figura 1.2 A. Diagrama de las subunidades o7 y dupa’/ que muestra los loops que forman el sitio de
union de ACh (A-F), loops en la regidn de acoplamiento (B1 B2, cys y BsBs), la region transmembrana y
el fragmento FAM7A de la subunidad dupa? en el dominio N-terminal. B. Diagrama de las subunidades
a7y dupa? insertas en la membrana plasmatica, destacando en rojo el fragmento FAMZ7A en dupa? y
las cuatro hélices transmembrana M1-M4.
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Dado el gran desconocimiento acerca de la funcién de la subunidad dupa7 a pesar
de su importancia por su posible asociacién con desordenes neuroldgicos e

inflamatorios, los objetivos propuestos del presente capitulo son:

e Kstablecer el posible rol fisiolégico de la subunidad dupa?.

e Determinar la contribucién de la subunidad dupa7 a la expresién en
superficie de membrana de a7.

e Determinar si1 los receptores homopentaméricos de dupa7 son
funcionales y, si lo son, caracterizar los mismos a nivel de corrientes
macroscopicas y canal Ginico.

e Generar heteropentameros formados por las subunidades a7 y dupa?,
determinar si son funcionales, y caracterizar sus propiedades.

e Definir la estequiometria y arreglo molecular de los heteropentameros

a7/dupa?.
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EXPRESION HETEROLOGA DE DUP(7 EN CELULAS DE MAMIFERO

Para estudiar la funcién de la subunidad dupa77 en sistemas heterdlogos, se

incorpor6 el ADNc de dupa7 en el vector de expresion pRBG4.

El ADNc de dupa?7 incluye una secuencia de 1236 nucledtidos previamente
depositada en NCBI, la que corresponde a la isoforma 1 del gen CHRFAMT7A
(nimero de acceso: NM_139320). La traduccion desde la metionina inicial en el
ex6n B de CHRFAM7A da como resultado una proteina que posee aminoacidos
codificados por parte de los exones B y A del gen FAM7A, y la totalidad de los

exones 5 a 10 de CHENA?Y.

La proteina final contiene un dominio N-terminal con 27 residuos de
FAMT7A seguidos por la secuencia de a7 desde el aminoacido 96, por lo que carece

de los loops A y D del sitio de unién de ACh (figura 1.2A).

Para establecer sila subunidad truncada dupa?7 codificada en nuestro ADNc
es capaz de transcribirse y traducirse en nuestro sistema heterdlogo, se
transfectaron células BOSC 23 con plasmidos conteniendo los ADNc de dupa7 o
a7, junto con aquellos conteniendo los ADNc de las proteinas chaperonas Ric-3 y
NACHO, en una proporciéon molar subunidad de receptor:Ric-3:NACHO 2:1:1. La
expresion de las subunidades a7 y dupa7 fue detectada mediante Western blot a
partir de lisados de células, utilizando un anticuerpo primario contra el loop

intracelular M3-M4 que es comun a ambas subunidades (Gotti et al., 1995).

El ensayo de Western blot revel6 bandas en el rango de 55-57 kDa en células

transfectadas con el ADNc de a7, y en un rango de masa molecular mas bajo (45-
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Figura 1.3 Expresién de dupa” en células BOSC 23 detectada mediante Western blot.

50 kDa) en aquellas transfectadas con el ADNc de dupa7 (figura 1.3). Estas bandas,
que no fueron detectadas en células no transfectadas, son compatibles con las
masas moleculares esperadas de las respectivas subunidades. La doble banda que
se puede observar en la figura ha sido descripta anteriormente para a7, pudiendo
tratarse de distintas formas de glicosilacion o modificacién post traduccional

(Tsetlin et al., 2007; Drisdel y Green, 2018).

Los resultados de ensayo de Western blot confirman, entonces, que la

subunidad dupa7 se traduce en nuestro sistema de expresion heterdlogo.

DETECCION DE DUP7 MEDIANTE ENSAYOS DE MICROSCOPIA CONFOCAL

La a-BTX es un antagonista selectivo del receptor a7 que lo inactiva
irreversiblemente al unirse al sitio de unién de ACh y es utilizada como marcador
de su expresion en la superficie celular (de Lucas-Cerrillo et al., 2011). Una vez
establecido que la subunidad dupa7 se traduce en nuestro sistema heterdlogo,
decidimos determinar si forma receptores en superficie y si afecta a la expresion

del receptor a7 combinando ensayos de marcaciéon con microscopia confocal.
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Se transfectaron células BOSC 23 con los ADNc de a7, dupa7 o la
combinacion de ambos en proporcion 1:3 a7:dupa7. Se eligié incrementar la
proporciéon de dupa7 con respecto a a7 para favorecer la expresion y/o ensamblaje
de dupa7. Luego se realiz6 la marcacién con a-BTX unida al fluoréforo Alexa Fluor
488 (Alexa Fluor 488-a7-BTX) y posteriormente se obtuvieron imagenes de
microscopia confocal laser. Ademas, se realizoé un control negativo transfectando
con plasmido que no contenia el ADNc de las subunidades. En todos los casos se

incluyeron los plasmidos de las chaperonas Ric-3 y NACHO.

El andalisis de la intensidad de la fluorescencia de membrana mediante el

software Imaged mostr6 un alto nivel de fluorescencia en las células transfectadas

Plasmido

Fluorescencia en la region de interés

100 <

o/ +dupa’

50 4

Fluorescencia (unidades arbitrarias)

dupoa7 o/ o7+dupa’ Plasmido

Figura 1.4 Marcacién con a-Btx de células BOSC 23 transfectadas con los ADNc de a7 y/o dupa?. A.
Imégenes de microscopia confocal representativas que muestran la fluorescencia de membrana
generada en células transfectadas con plasmido irrelevante o con el ADNc de a7, dupa?’ o la combinacion
1:3 de o7 /dupa/ marcadas con a-Btx unida a Alexa Fluor 488. Se incluye una imagen ampliada en la
esquina inferior derecha de cada panel. La escala de las barras corresponde a 40 um en las imagenes no
ampliadas y a 20 um en las imagenes ampliadas. B. Gréfico de dispersién de intensidades de
fluorescencia en la regién de interés de células individuales transfectadas. Los resultados se muestran
como la media + desvio estdndar (n=15 en cada condicién). Diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. Las comparaciones se realizaron mediante analisis de
varianza empleando la prueba de multiples comparaciones de Sidak. p < 0,0001.
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con el ADNc de la subunidad a7, en comparacién con las células transfectadas con
plasmido vacio (control negativo). Las imagenes de las células transfectadas con
el ADNc de dupa7 mostraron una fluorescencia similar a la observada en la
superficie de las células del control negativo. Las células cotransfectadas con
dupa7 y a7 mostraron una fluorescencia intermedia, menor a las transfectadas
solo con a7, pero mayor a la del control negativo (figura 1.4).

Estos resultados demuestran que la subunidad dupa7 no forma sitios
unidores de a-Btx o no forma receptores homopentaméricos en la membrana
celular y que reduce la cantidad de sitios de unién para a-Btx cuando se encuentra
presente junto con el receptor a7. Dado que la subunidad dupa7 carece de una
region que forma parte del sitio de union de agonista, este resultado podria ser
explicado mediante la incorporacién de la subunidad truncada en los receptores
a7, formando receptores heteropentaméricos. Alternativamente, dupa7 podria
disminuir la expresién de receptores a7 en la superficie celular, por competencia

con su ensamblado.

RESPUESTA FUNCIONAL DE DUPx7 FRENTE A AGONISTAS ORTOSTERICOS O

ALOSTERICOS

Para determinar si es posible detectar homopentameros funcionales de dupa7 que,
aunque no unan a-Btx, sean funcionales, se realizaron transfecciones de la
subunidad en células BOSC 23, y posteriormente se realizaron ensayos de patch
clamp. Para ello se utiliz6 la configuracion cell-attached, incluyendo los agonistas
en la solucion de pipeta; y la configuracion whole-cell, incluyendo los agonistas en

las soluciones extracelulares.
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Figura 1.5 Corriente de canal Unico representativa del receptor a7 activado por ACh 100 uM. A la
derecha se muestran histogramas tipicos de duracién de las aperturas individuales (open) y bursts.
Potencial de membrana: -70 mV.

En presencia de ACh 100 pM, el receptor a7 exhibe aperturas individuales
breves, de aproximadamente 300 pus, separadas por cierres largos; o, menos
frecuentemente, unas pocas aperturas en rapida sucesion, separadas por cierres
breves, conocidas como bursts (figura 1.5). Estos Gltimos corresponden a aperturas
de una unica molécula de receptor. La dificultad en la deteccién de estos eventos
radica en que sus duraciones se encuentran en el limite de resolucién de la técnica,

por lo que muchos de ellos no llegan a detectarse o resolverse completamente.

Los potenciadores alostéricos positivos (PAMs), como el PAM de tipo II
PNU-120596, son utilizados como herramientas para aumentar la probabilidad de
apertura y la duracion del canal en el estado abierto del receptor a7. Disminuyendo
la velocidad de desensibilizacion, el PNU-120596 favorece la permanencia de los
canales en la conformacion abierta, facilitando la detecciéon de eventos de apertura

infrecuentes y, al mismo tiempo, permitiendo el registro preciso de su amplitud.

En células que expresan al receptor a7, ACh, en la presencia de
PNU-120596, provoca aperturas de larga duraciéon (159,1 + 69,6 ms) separadas por
cierres breves, agrupadas en bursts, que a su vez se agrupan en largos periodos de

activacion denominados clusters, de aproximadamente uno a tres segundos de
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o7 - ACh 100 pM + PNU-120596 1 uM Open Cluster
Cuentas

500 ms 4-3-2-101 2
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Figura 1.6 Corriente de canal Unico representativa de a7 activado por ACh 100 yM y potenciado por
PNU-120596 1 uM. A la derecha se muestran histogramas tipicos de duracién de las aperturas (open)
individuales y clusters Potencial de membrana: -70 mV.

duracion (figura 1.6). Los histogramas de estado abierto se ajustan bien con tres

componentes exponenciales (ver metodologia).

En presencia de ACh 100 pM y PNU-120596 1 pM no fueron detectados
clusters o aperturas individuales en células transfectadas con el ADNc de dupa7
(figura 1.7), en concordancia con la falta de respuestas macroscopicas previamente
reportadas (de Lucas-Cerrillo et al., 2011; Wang et al., 2014). Estos experimentos
se realizaron en paralelo con registros de canal tnico de células del mismo lote
transfectadas bajo las mismas condiciones con el ADNc de a7, para confirmar que
la transfeccion era exitosa y los receptores eran capaces de activarse, descartando
asi fallas experimentales. Como control adicional, se realizaron registros con
células transfectadas solo con Ric-3 y NACHO, las cuales no mostraron actividad

de canales en la presencia de ACh 100 uM y PNU-120596 1 pM.

dupa7 - ACh 100 pM + PNU-120596 1 uM

J
T o " "
LO

500 ms

Figura I.7 Registro de patch clamp en la configuracidn single-channel en el que se aprecia la falta de
respuesta de dupa? frente a ACh 100 uM y PNU-120596 1 uM. Potencial de membrana: -70 mV.
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Dado que la subunidad dupa7 carece de los loops A y D del sitio de uniéon
para agonistas ortostéricos, lo que imposibilitaria su activacién mediante ACh, se
intent6 detectar la presencia de homopentameros dupa7 funcionales mediante un
agonista alostérico del receptor a7, 4BP-TQS. Este agonista alostérico se une a un
sitio localizado en la region transmembrana de las subunidades que es conservado
entre a7 y dupa?7. La hipdtesis de base fue que, si la carencia de los loops A y D del
sitio de unién de ACh de la subunidad dupa?7 era la causa de la ausencia de
respuesta, un ligando que active al receptor desde un sitio conservado entre ambas
subunidades, donde no se requiera integridad del sitio ortostérico, podria permitir
la deteccibn de corrientes unitarias o macroscopicas generadas por

homopentameros de dupa7.

En el receptor a7, 4BP-TQS en concentracion 50 pM provoca eventos de
apertura prolongados (65 + 24 ms) que se agrupan en clusters de larga duracién
(1539 + 682 ms), de manera similar a lo que se observa al activar al receptor con
ACh y PNU-120596 (figura 1.8). Las corrientes macroscépicas provocadas por este
agonista alostérico decaen mas lentamente que aquellas provocadas por ACh
(figura 1.9).

o7 - 4BP-TQS 50 uM Cluster

log duracion (s)

Figura 1.8 Corriente de canal Unico representativa del receptor a7 activado por 4BP-TQS 50 uM. A la
derecha se muestran histogramas tipicos de duracién de las aperturas (open) individuales y clusters
Potencial de membrana: -70 mV.
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A B
ACh 100 uM 4BP-TQS 30 uM

|0-15”A |0.15 nA

100 ms 100 ms

Figura 1.9 Corrientes macroscépicas del receptor o7 en la configuracién whole-cell, generadas por la
activacion del receptor con ACh 100 uM (A) y 4BP-TQS 30 uM (B). Potencial de membrana: -50 mV.

Pese a lo expuesto previamente en cuanto a la conservaciéon del sitio
alostérico de uniéon de 4BP-TQS entre las subunidades a7 y dupa7, no se
detectaron eventos de canal Unico o corrientes macroscopicas provocadas por
4BP-TQS en células que expresaban dupa7, por lo que se concluydé que esta
subunidad no puede formar receptores homopentaméricos funcionales detectables

en la superficie celular.

A B C
4BP-TQS 50 uM ACh 100 uM 4BP-TQS 30 uM
"i _Jr - r I
<L
IL% |20 pA |20 pA
500 ms 1s 1s

Figura 1.10 Registros de patch clamp en las configuracidnes single-channel (A) y whole-cell (B y C) de
células transfectadas con el ADNc de dupa? en los que se aprecia la falta de respuesta frente a 4BP-
TQS 50 uM (A), ACh 100 uM (B) y 4BP-TQS 30 uM (C). Potencial de membrana en A: -70 mV. Potencial
de membranaen By C: -50 mV.

RECEPTORES HETEROMERICOS a7/DUPa7 FUNCIONALES

En principio, un co-ensamblado de a7 y dupa7 podria ser detectado mediante patch
clamp co-expresando ambas subunidades y realizando registros tales como los
expuestos anteriormente. Sin embargo, por una parte, es esperable que la

actividad de canal tunico derivada del receptor a7 homomérico sea la
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predominante, y, por otra, arreglos de heterémeros funcionales podrian ser
cinéticamente indistinguibles de los homopentaméricos. Es necesario, entonces,
emplear una estrategia que permita distinguir inequivocamente en los registros
de patch clamp a los eventos de activacién provenientes de heterémeros
funcionales a7/dupa7 de los provenientes de homémeros a7 y, ademas, asociar de

manera directa cada apertura con la estequiometria del heteromero que la genero.

Para determinar si el co-ensamblado de dupa7 y a7 lleva a la formacién de
receptores heteroméricos funcionales y para establecer la estequiometria de los
mismos, se aplico la estrategia electrical fingerprinting, desarrollada previamente

en nuestro laboratorio.

La estrategia electrical fingerprinting se basa en la expresiéon combinada de
una subunidad de receptor en conjunto con una subunidad del mismo receptor que
contiene mutaciones que afectan a la conductancia unitaria del receptor vy,
mediante registros de patch clamp, la medicién de la amplitud del canal como

reportera de la estequiometria del receptor.

En el caso de la subunidad a7, se realizé la sustitucion de tres aminoacidos
en la region del loop intracelular M3-M4 por argininas (Q428R, E432R y S436R,;
figura 1.11), lo que disminuye drasticamente la conductancia del receptor. Esta
subunidad, denominada a7LC (a7 low conductance) forma receptores funcionales
que pueden ser evidenciados mediante corrientes macroscopicas en la
configuracion whole-cell y cuya cinética es idéntica a la del receptor a7 nativo
(Rayes et al., 2009; Andersen et al., 2011, 2013; daCosta y Sine, 2013; daCosta

et al., 2015). Sin embargo, a nivel de canal Unico no se detectan episodios de
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activacion, dado que la amplitud de los eventos unitarios esta por debajo del limite

de deteccion (figura 1.12B).

A B
@ «/LC

‘ f‘; L R436
_ R432
~R428

Figura 1.11 Estructura tridimensional de las subunidades o7 de alta (A, o7) y baja (B, a7LC)
conductancia, destacando los aminoécidos del dominio intracelular involucrados en la conductancia
de cada subunidad.

Como se explicé anteriormente, al realizar registros de canal Unico del
receptor a7 en presencia de ACh 100 uM se observan aperturas breves, muchas de
las cuales se encuentran por debajo del limite de resolucion temporal de la técnica.
Como consecuencia de esto, los eventos muestran amplitudes variables, y, al
realizar el histograma de amplitudes no se puede definir una poblacién de eventos
con una amplitud determinada. Para superar este inconveniente se utiliza en la
solucién de pipeta, junto con ACh, el PAM de tipo II PNU-120596. Al analizar la
amplitud de estos eventos, se obtiene una tunica poblacion homogénea de 10 pA,

tanto como para eventos individuales como para clusters (figura 1.12A).

Al registrar la actividad a nivel de canal Ginico en células cotransfectadas
con los ADNc de a7 y a7LC, en vez de observarse la poblacién homogénea de

clusters de 10 pA que es detectada para el receptor a7, se observaron eventos de
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diferentes amplitudes, que pueden ser agrupados en clases discretas. En el
histograma correspondiente, estos grupos fueron distinguidos como poblaciones de

aproximadamente 2, 4, 6, 8 y 10 pA (figura 1.12C).

Teniendo en cuenta todas las posibles configuraciones de los
heteropentameros que pueden formarse, la poblacion de 8 pA corresponde a

aquellos receptores que poseen una subunidad de ao7LC, formando un

A
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o Amplitud
-W-W" 10 pA Cuentas
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R 10 pA 10
ety Ao T |<Ctl O— T T 71 717 71 1
| 500 ms 2 4 6 8 1012
Amplitud (pA)
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a7LC @
<
" |D.
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500 ms
Amplitud
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Figura 1.12 Los registros de la izquierda muestran corrientes de canal Unico obtenidas en la
configuracion single-channel, producidas por la activacion de los receptores mediante ACh 100 pM y
PNU-120596 1 uM. A. El receptor a7 produce eventos de 10 pA de amplitud. B. Las aperturas
individuales de los receptores homopentaméricos a7LC no pueden ser detectadas. C. La combinacién
de las subunidades a7 y o7LC produce eventos de distinta amplitud, reporteras de la estequiometria
del receptor que generd dicho evento, que pueden ser agrupados en clases discretas. Las lineas
punteadas de distinto color indican las amplitudes. A la derecha se muestran histogramas de
amplitudes tipicos para un registro con los ajustes de poblacién en el color correspondiente con las
lineas punteadas, construidos con eventos de duracién igual o mayor a 1 ms. Potencial de membrana:
-70 mV.
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heteropentamero de cuatro subunidades a7 y una subunidad a7LC; la poblacion
de 6 pA corresponde a aquellos receptores poseen dos subunidades de a7LC,
formando un heteropentamero de tres subunidades a7 y dos subunidades a7LC;
etcétera. Es decir, cada subunidad de a7LC que se incorpora al heteropentamero
resta 2 pA a la amplitud total de los eventos generados por el receptor a7. Por lo
tanto, la amplitud de cada evento revela la estequiometria del heteropentamero
que dio origen a dicho evento. Esta es la base de la estrategia electrical

fingerprinting que utiliza la amplitud como reportera de estequiometria.

Para detectar el nimero de poblaciones se utiliz6 el algoritmo X-means. Un
dato importante es que no todas las poblaciones fueron detectadas en todos los

registros.

Para determinar la presencia de receptores a7/dupa7 se realiz6 la misma
estrategia cotransfectando a7LC y dupa7, dado que esta tultima subunidad
conserva los aminoacidos de alta conductancia de a7. Como se describid
anteriormente, no se detectan clusters en células transfectadas con ADNc de a7L.C

o dupa7 en presencia de ACh y PNU-120596 1 uM (figura 1.13A).

Sin embargo, cuando se cotransfectaron los ADNc de a7LC y dupa7, fueron
detectados clusters de diferentes amplitudes empleando proporciones molares de
ADNc a7LC:dupa7 1:3, 1:4 'y 1:6 (figura 1.13B). Este resultado indica
Inequivocamente que dupa7 se ensambla junto con a7 para formar receptores

funcionales activables mediante su agonista natural.

Un dato importante es que la frecuencia de parches con actividad fue mucho

mas baja que la observada para la combinacién a7LC/a7. Bajo las mismas

65



7
dupa o | <
500 ms"
B Amplitud
dupa? + o7LC Cuentas
Jy - M f--2Pa 100
% I— WM Lw .
50
6 pA
Q_
3 SOOmSLO 2 4 6 8 1012

Amplitud (pA)

Figura 1.13 Los registros de la izquierda muestran corrientes de canal Unico obtenidas en la
configuracion single-channel, producidas por la activacion de los receptores mediante ACh 100 uM y
PNU-120596 1 uM. A. No se registran eventos cuando se transfecta dupa?7 B. La combinacién de las
subunidades dupa7/a7LC produce eventos de 4 y 6 pA de amplitud. Las lineas punteadas de distinto
colorindican las amplitudes. A la derecha se muestra el histograma de amplitud tipico para un registro
con los ajustes de poblacién en el color correspondiente con las lineas punteadas, construido con
eventos de duracién igual o mayor a 1 ms. Potencial de membrana: -70 mV.

condiciones de transfeccion, solo el 31% de los parches mostraron actividad de
canal tnico en células cotransfectadas con los ADNc de a7L.C y dupa7 (563 de 171
parches) mientras que este porcentaje se incrementa a alrededor del 80% en

células cotransfectadas con ADNc de a7LL.C y a7.

El analisis de las amplitudes de los clusters obtenidos de registros de células
transfectadas con la combinacion a7LC/dupa7 en diferentes relaciones mostré dos
clases predominantes, cuyos valores de amplitud media fueron de 4,2 = 0,3 pA'y
5,8 £ 0,5 pA (figura 1.14). En estos registros no analizamos la poblacién de menor
amplitud, de 2 pA, que corresponderia a receptores conteniendo una unica
subunidad de dupa7, ya que los canales con esta estequiometria son mejor
detectados utilizando la combinacién reversa de subunidades (a7/dupa7LC), como

se muestra mas adelante. Por otra parte, en un 27% de los parches, se detect6 una
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pequena cantidad de clusters de mayor amplitud (~8 pA) cuyo origen sigue siendo

desconocido.
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Figura .14 Analisis de las clases de amplitudes para células transfectadas con los ADNc de a7LC y
o7 (A) o a7LC y dupa? (B). A. [zquierda: grafico de amplitud de corriente media versus nimero de
subunidades LC en el arreglo del heteropentdmero para la combinacién o7/a7LC. La pendiente
ajustada por el método de los minimos cuadrados corresponde a - 1,8 £ 0,06 pA/subunidad LC en el
arreglo del heteropentédmero, con un n=5 para la clase de amplitud de 10 pA, n=10 para las clases de
amplitud de 8 y 6 pA, y n=8 para la clase de amplitud de 4 pA. B. /zquierda: grafico de amplitud de
corriente media versus nimero de subunidades LC en el arreglo del heteropentdmero para la
combinacién dupa’//a7LC. La pendiente ajustada por el método de los minimos cuadrados
corresponde a -1,63 + 0,3 pA/subunidad LC en el arreglo del heteropentdmero, con n=15 para la
clase de amplitud de 6 pA y n=3 para la clase de amplitud de 4 pA. Los datos se presentan como la
media + desvio estdndar en todos los casos. A y B, derecha: graficos de puntos representativos
mostrando la distribucién de clusters en funcién de su amplitud media; cada gréfico corresponde a
un unico registro, y cada punto a un cluster individual.
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Dado que dupa7 conserva los residuos aminoacidicos responsables de la
conductancia de a7, puede inferirse que la relaciéon entre la amplitud media de
cada clase y la estequiometria del receptor es la misma para dupa7/a7LC que para
a7/a7LC. Por lo tanto, podemos asegurar que las poblaciones de 6 y 4 pA
detectadas en la combinacion dupa7/a7LC corresponden a receptores

heteroméricos que contienen tres y dos subunidades de dupa7, respectivamente.

Para determinar si los receptores heteroméricos que contienen solo una
subunidad de dupa7 son funcionales, y como forma de confirmaciéon de que los tres
aminoacidos en la regién intracelular mencionados anteriormente gobiernan la
amplitud de los eventos detectados, se introdujo la triple mutacion (RRR) en dupa7
para generar la subunidad dupa7 de baja conductancia, dupa7LC (dupa7 low
conductance). Luego se transfectaron células BOSC 23 con la combinacién
a7/dupa7LC, en una proporciéon de ADNc 1:8 a7:dupa7LC. Esta proporcion fue
utilizada para favorecer la incorporacion de subunidades de dupa7LC en los
héteropentameros y disminuir la formaciéon de homopentameros de a7. Sobre estas
células se realizaron registros de canal tnico en presencia de ACh 100 pM y

PNU-120596 1 pM.

La amplitud de la mayoria de los clusters en todos los parches activos fue de
aproximadamente 10 pA, la que corresponde a los receptores a7 homoméricos,
indicando la prevalencia de este receptor por sobre la de heterémeros. De todos
modos, fue posible distinguir clusters de amplitudes mas bajas, que no fueron
detectados en células transfectadas s6lo con la subunidad a7 (figura 1.16,

1zquierda).
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Figura 1.16 Izquierda: corriente de canal Unico obtenida en la configuracién single-channel, producida
por la activacién de los receptores mediante ACh 100 uM y PNU-120596 1 uM. Al igual que para el
caso de la combinacién dupa7/a7LC, la combinacion «reversa» de subunidades, a7/dupa/LC produce
eventos de distintas amplitudes (10, 8 y 6 pA). Las lineas punteadas de distinto color indican las
amplitudes. Derecha: histograma de amplitudes tipico para un registro con los ajustes de poblacién en
el color correspondiente con las lineas punteadas, construido con eventos de duracidn igual o mayor
a 1 ms. Potencial de membrana: -70 mV.

El analisis de los histogramas de amplitud de los clusters permitio
agruparlos en poblaciones de ~10, 8 y 6 pA, que corresponden a receptores que no
contienen ninguna subunidad dupa7, y que contienen una y dos subunidades
dupa7, respectivamente (figura 1.16, derecha). En estos experimentos no
analizamos poblaciones de menor amplitud, ya que las poblaciones
correspondientes fueron correctamente detectadas con la combinacién reversa

mostrada anteriormente (dupa7/a7LC).

Por lo tanto, la aplicacion de la técnica de electrical fingerprinting
revel6 que dupa7 puede ensamblarse con a7 formando receptores
heteroméricos funcionales, y que estos pueden contener una, dos o tres

subunidades de dupa?.

ARREGLO DE SUBUNIDADES DE LOS RECEPTORES HETEROMERICOS a7/DUPa7

El sitio de unién de ACh en el receptor a7 esta localizado en las interfases entre
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subunidades, formado por una cara principal y una complementaria, como se
describié en la introduccion de esta tesis. Se ha demostrado que una tirosina
conservada (Y93) localizada en el loop A de la cara principal del sitio de unién es
esencial para la activacion del canal mediante ACh (Puskar et al., 2011). Dado que
la subunidad dupa?7 carece de Y93, es esperable que no pueda contribuir con una

cara principal para formar el sitio de union.

Para comprobar si era posible que la subunidad dupa7 formara la cara
complementaria del sitio de unién, a pesar de carecer del loop D, se empled la
subunidad mutante de a7 a7W55T. Esta posee una mutacion en el loop D del sitio
de union de ACh, intercambiando el triptéfano 55 (figura 1.17A) por una treonina.
E1 W55 es esencial para la activacion del receptor a7 (Rayes et al., 2009; Andersen

et al., 2013).

Existen dos posibles arreglos pentaméricos que contengan tres subunidades
dupa7 y dos subunidades a7, dependiendo de si las dos subunidades de se
encuentran adyacentes o no (figura 1.17B). Si las dos subunidades a7 no fueran
consecutivas, la activacion ocurriria a través de la interfase a7/dupa7, donde la
subunidad dupa7 deberia proveer una cara complementaria para el sitio de uniéon
de ACh. Para probar esta hipétesis, se co-expresé la subunidad dupa7 junto con la

subunidad mutante a7W55T.

Se ha demostrado previamente en nuestro laboratorio que ACh no provoca
respuestas a nivel de canal Unico o de corrientes macroscopicas para células que
expresan receptores formados inicamente por subunidades a7W55T (Rayes et al.,

2009; Andersen et al., 2013).
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Se realizaron registros sobre células BOSC 23 transfectadas con ADNc de
la combinaciéon a7W55T/dupa7, en una proporciéon molar de 1:3 y 3:1. Al igual que
lo observado para a7W55T, no se detectaron eventos de apertura en presencia de
ACh 100 pM con PNU-120596. Estos resultados indican que la cara
complementaria del sitio de union de ACh tiene que ser proporcionada

indefectiblemente por la subunidad a7 para permitir la activacion del canal.

Por lo tanto, la activacion de los receptores heteroméricos a7/dupa7 ocurre

a través del sitio entre la interfase de las dos subunidades a7 adyacentes y, en
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Figura 1.17 A. Diagrama del sitio de unién de ACh en a7 destacando la ubicacion del W55, esencial
para la activacion del receptor. B. Posibles arreglos de las subunidades en el heteropentdmero
conteniendo tres subunidades dupa? y dos 7. La flecha indica el sitio de unién de ACh funcional en
la interfase entre subunidades 7. C. Registro de patch clamp en la configuracion single-channel
representativo, en la presencia de ACh 100 uM y PNU 1 uM, que muestra la falta de actividad de canal
en células transfectadas con los ADNc de a7W55T 0 a7W5S5T y dupa7 en conjunto. Las flechas indican
sitios posibles de unién de ACh en los que la cara complementaria serfa aportada por la subunidad
dupa?. Potencial de membrana: -70 mV.
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consecuencia, en el pentamero (a7)2(dupa7)s, las dos subunidades a7 se

encuentran localizadas consecutivamente.

Finalmente, se comparoé la cinética de los pentameros (a7)2(dupa7)s con la
de (a7)5 empleando ACh 100 pM en la presencia de PNU-120596 1 uM. Para ello,
se analizo la poblaciéon de 6 pA de amplitud en los registros de células que
expresaban a7LC y dupa7, que corresponde a receptores que contienen 3
subunidades de dupa7. Se hall6 que la duraciéon media del componente de apertura
mas lento y la duraciéon media del cluster no fueron significativamente diferentes
de la del receptor a7 o de la de los receptores heteropentaméricos (a7)2(a7LC)s,
esta ultima obtenida de la poblacién de 6 pA de la combinacién a7/a7LC (tabla 1.1).
Este analisis indica que, en los heteropentameros a7/dupa7, la subunidad

truncada incorporada no altera la cinética de los receptores potenciados.

Combinacion de Clase de
. Receptor amplitud  Open (ms) Cluster (ms)
subunidades
(pA)
o/ (&7)s 9,8+1,7 72 + 41 1952 + 548
a/LC/a7 (1:4) (a7LC)a(a7)3 6,1+04 63 + 25 1794 + 1140
o7LC/dupa7 (1:3) (a7LCl2(dupa7)s 58+0,5 93 + 40 2195+ 754

Tabla I.1 Propiedades cinéticas de los receptores o7 y o7/dupa/. Los canales fueron activados por
ACh 100 uM en la presencia de PNU-120596 1 uM. Las diferencias de duraciones entre todos los
receptores no fueron estadisticamente significativas (andlisis de varianza, p=0,23 para openy p=0,62
para cluster).

MODELADO MOLECULAR

Para entender por qué la subunidad truncada dupa7 no puede formar canales

funcionales, se la model6 utilizando el servidor I-TASSER. El modelo estructural
72



de la subunidad a7 humana fue creado mediante modelado por homologia basado
en la estructura de la quimera a7-AChBP (c6digo PDB: 5AFM); en cambio, el

modelado 3D de dupa?7 fue generado mediante el servidor I-TASSER.

dupa7 carece de los loops A y D del sitio de uniéon del agonista.
Sorpresivamente, en el modelado molecular de la subunidad, la secuencia que
corresponde al péptido FAM7A se superpuso con el loop A en el modelo estructural
de a7. A pesar de esto, la region FAM7A no posee el aminoacido tirosina 93, como
tampoco el loop D en la cara complementaria del sitio de uniéon del agonista ni el

loop B1-B2 en la regién de acoplamiento.

A - , B 1o 20 30 40 50
4 s 0 N \ 2 o/ GEFQRELYKELVENYNPLERPVANDSQPLTVYFSLSLLQIMDVDERKNQVLTT
\ AUPOT e e e

B1B2
?0 ‘!O EISU ?D 1| 00
o/ NINLOMSWIDHYLOWNVSEYPGVKTVRFPDGQIWKPDILLYNSADERFDATF

dupa7 —=m-mmmmm e m MORYCIYQHFQFQLLIQHLWIAANCDIADERFDATF
Loop D Loop A

110 120 130 140 150

| | | | |
o7 HTNVLVNSSGHCQYLPPGIFKSSCYIDVRWFPFDVQHCKLKFGSWSYGGWSL
dupa/ HTNVLVNSSGHCQYLPPGIFKSSCYIDVRWFPFDVQHCKLKFGSWSYGGWSL
Loop E Cys-loop Loop B

.} 60 :Il 70 ]I. 80 ]I. 20 2I 00
o/ DLOQMQEADISGYIPNGEWDLVGIPGKRSERFYECCKEPYPDVTFTVTMRRR
dupa’7 DLOMQEADISGYIPNGEWDLVGIPGKRSERFYECCKEPYPDVTFTVTMRRR
- Loop F BBR? Loop C

Cys-loop

Figura 1.18 Modelos moleculares superpuestos para las subunidades dupa?7 y a7. A. Alineamiento
estructural de los dominios extracelulares de dos subunidades adyacentes o7 /a7 y dupa//dupa?. Las
subunidades o7 se muestran en gris. En las subunidades dupa? las regiones correspondientes a
FAMZ7A se muestran en rojo, y las correspondientes a CHRNA7 en azul. Los loops del sitio de unién
de ACh y de la interfase presentes en ambas moléculas se indican con letras azules y los que se
encuentran presentes solo en a7 se indican con letras negras. B. Alineamiento de las secuencias de
a7 y dupa”7 (nimeros de acceso CAD88995 y NP_647536 respectivamente). La secuencia de o7 no
incluye el péptido sefal. La secuencia de dup o7 correspondiente a la region FAMZ7A se muestra en
rojo. Los residuos para los seis loops del sitio de unién a ACh (A-F) y los loops de la region de
acoplamiento se indican con lineas negras y grises, respectivamente. Los residuos aromaticos
esenciales para la respuesta al agonista de o7 se encuentran marcados con gris.
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La expresion y funcién del receptor a7 humano puede ser regulada en distintos
puntos por diferentes mecanismos, como la regulacion génica a través de
mecanismos transcripcionales (Sinkus et al., 2015), expresiéon conjunta de
proteinas chaperonas (Castillo et al., 2005; Williams et al., 2005; Gee et al., 2007;
Gu et al., 2016), regulacion en alta del receptor (Breese et al., 1997), interaccion
con proteinas intracelulares (Kabbani et al., 2013), y modulaciéon alostérica por

compuestos enddgenos (Chimienti et al., 2003).

En la presente tesis indagamos acerca de un nuevo mecanismo de
modulacion, el cual involucra la duplicacién parcial del gen parental, un evento
que es evolutivamente nuevo y especifico de humanos (Locke et al., 2005; Sinkus
et al., 2015), y cuya expresion resulta en una subunidad a7 truncada, dupa?7. El
mecanismo detras de esta modulaciéon y el rol fisioldgico de la subunidad dupa?7

aun sigue siendo desconocido.

Con el objetivo de dilucidar si la expresién de esta subunidad es capaz de
modular la funcién del receptor a7, generamos el ADNc de dupa?7, lo expresamos
en células de mamifero y evaluamos el funcionamiento de los receptores mediante

electrofisiologia, a nivel de canal Uinico y corrientes macroscopicas.

Nuestros resultados revelaron que: (i) la subunidad dupa?7 por si sola
no forma canales i6nicos funcionales; (ii) la subunidad dupa7 puede
ensamblarse con la subunidad a7 formando receptores heteroméricos
a7/dupa’7; (iii) se requieren al menos dos subunidades a7 presentes en los
receptores heteroméricos a7/dupa7 para que estos sean funcionales; (iv)

la activacion de receptores heteroméricos requiere un sitio de union en
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las interfases a7/a7; y (v), la cinética de los receptores heteroméricos

a7/dupa7 potenciados es la misma que para los homopentameros (a7)s.

El uso de un anticuerpo dirigido contra el loop intracelular de a7 para
realizar los estudios de Western blot, que es conservado entre las subunidades a7
y dupa7, mostré que el ADNc de dupa?7 es capaz de traducirse en células BOSC 23.
No se detectdé union de a-Btx en células transfectadas con el ADNc de dupa7, el
cual depende de la disponibilidad de sitios de unién para la toxina (el mismo sitio
de unién que para ACh), de acuerdo con resultados reportados anteriormente en
ovocitos (de Lucas-Cerrillo et al., 2011). La expresion heteréloga de homémeros de
dupa7 en la linea celular de rata GH4C1 como también en ovocitos habia sido
detectada anteriormente utilizando un anticuerpo anti-a7, resaltando que la
proteina parecia estar en una localizacién mas interna que la de a7, probablemente
en el reticulo endoplasmatico (de Lucas-Cerrillo et al., 2011). A pesar de que la
ausencia del péptido senal de la subunidad truncada sugiere una localizacién
subcelular, todavia se desconoce si existen homopentameros de dupa7 en la
superficie celular. Es importante destacar aqui que todavia no esta disponible un
anticuerpo que sea dupa7 especifico, lo que facilitaria su detecciéon y aumentaria
la especificidad en la identificacion. Nuestros resultados demostraron que no hay
receptores dupa7 funcionales, pero no pueden descartar que estén presentes sin

ser funcionales.

En estudios previos se demostr6 que la presencia de dupa77 reduce
significativamente el numero de receptores a7 en ovocitos (de Lucas-Cerrillo et al.,
2011) pero no en células neuronales (Wang et al., 2014). En este ultimo sistema,

se reporto pobre traduccion de dupa7. En nuestro sistema utilizamos una cantidad
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3 veces mayor de ADNc de dupa7 que de a7 para favorecer la expresion de dupa?
por sobre la de a7, lo que redujo la unién de a-Btx en la membrana celular. Somos
conscientes de que el nivel de reduccion de fluorescencia dado por la presencia de
dupa7 no puede ser exactamente determinado debido a un posible sesgo
introducido durante la seleccion manual de las células fluorescentes. Ademas, solo
analizamos células que poseian alguin nivel de fluorescencia en su membrana. De
todos modos, asumiendo que la traduccién y ensamblado son similares entre a7 y
dupa7, la distribucion binomial indica que el 23% de los receptores deberian ser
homémeros de dupa?7, y el 39,5% deberian contener solo una subunidad de a7 en
células transfectadas con una proporciéon de ADNc de a7:dupa7 1:3. Bajo estas
condiciones, una reduccion importante en la union de a-Btx deberia ocurrir, ya que
mas del 60% de los receptores no serian capaces de unir a-Btx por carecer de sitios
de unién para la misma y, ademas, gran parte del resto contendria un reducido

numero de sitios de union.

A causa de que la subunidad dupa7 podria tener baja eficiencia en su
ensamblado o expresién en superficie en receptores heteroméricos, para las
combinaciones a7LC:dupa7 y a7:dupa7LC las proporciones molares de los
plasmidos de las subunidades incluidas en la transfecciéon abarcaron un rango de
entre 1:3 a 1:10. De esta manera, aumentamos la probabilidad de que se produzca
la incorporacién de subunidades dupa7 en el receptor heteromérico. A pesar de que
la proporciéon de ADNc de subunidades no es directamente proporcional a la
estequiometria del receptor final que se expresa en la superficie celular, es
esperable que un exceso de una subunidad con respecto a otra pueda compensar

en parte la deficiencia en la traduccién o ensamblado y sesgar la poblaciéon de
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receptores hacia pentameros que incorporen la subunidad deseada.

A pesar de que utilizamos Ric-3 y NACHO como chaperonas, sus acciones
sobre dupa7, asi como la proporcion 6ptima de ADNc de a7 con respecto al de las
chaperonas sigue siendo desconocida. Ademas, la expresion de dupa7 parece
depender del tipo celular. Por ejemplo, en neuronas la proporcion de ARNm
dupa7.:a7 es la opuesta a la de las células inmunes, siendo dupa? el producto
principal en las ultimas (Costantini et al., 2015). Por lo tanto, el efecto modulador
negativo de dupa7 sobre a7 observado en el sistema heterdlogo utilizado podria no

ser extrapolado directamente a todos los sistemas nativos.

Las células que expresaron dupa7 en ausencia de a7 no mostraron ninguna
actividad detectable a nivel de canal Gnico generada por ACh en la presencia del
potente PAM PNU-120596. Este resultado apoya el consenso de que la subunidad
dupa7 no forma receptores homomeéricos funcionales en ovocitos y células de
mamifero. Una hipétesis a favor de la ausencia de respuesta es la falta de un sitio
Intacto para la uniéon de ACh. Para superar esto, utilizamos un ligando alostérico,
el 4BP-TQS, que se une a una region transmembrana conservada entre a7 y
dupa7. Este ligando provoca una marcada respuesta en el receptor a7, pero no se
observo respuesta, tanto a nivel de canal Ginico como de corrientes macroscopicas,
en células que expresaban dupa7. Estos resultados confirman la ausencia de
receptores dupa7 funcionales, lo que podria ser producto de la ausencia de
homopentameros de dupa7 en la membrana; o, si estos estuvieran presentes, de
una incapacidad de funcionar como canal iénico activable por las vias ensayadas

en esta tesis.
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El modelado de la subunidad dupa7 mostré que la secuencia FAMT7A se
corresponde con el loop A de la subunidad a7. Sin embargo, el modelo muestra
varios cambios estructurales, tanto en la cara principal como en la
complementaria del sitio de unién del agonista, que sugieren la incapacidad de la
subunidad dupa7 para responder al ligando. Las principales diferencias de dupa7
con respecto a la subunidad a7 fueron: 1) dupa7 carece del aminoacido tirosina 93,
residuo de la cara principal fundamental para la activacion del receptor a7; ii)
dupa7 carece del loop D en la cara complementaria, lo que provoca la ausencia de
un triptéfano importante para la activacion del receptor a7 (W55); y 1i1) dupa?
carece del loop B1-B2, estructura esencial para la activaciéon en otros miembros de
la familia de receptores (Bouzat et al., 2008), localizado en la region de
acoplamiento. En conjunto, estos resultados sugieren que, de poder formarse, un

receptor homopentamérico formado por subunidades dupa7 no seria funcional.

La estrategia de electrical fingerprinting ha sido utilizada ampliamente en
nuestro y otros laboratorios para determinar la estequiometria funcional de
receptores que contienen la subunidad a7. Esta estrategia requiere la medicién
precisa de la amplitud de los eventos presentes en los registros de canal tnico, la
que actia como reportera de la estequiometria del receptor que originé ese evento,
ya sea una apertura unitaria o un cluster. Dada la breve duracion del estado
abierto del receptor a7, la estrategia requiere ser realizada en la presencia de un
PAM que, mediante el incremento de la duracién de estado abierto, permita la
resolucion completa de la amplitud del canal. Elegimos el PNU-120596 porque se
une a un sitio que es conservado entre las subunidades a7 y dupa7 y al mismo

tiempo incrementa enormemente la probabilidad de apertura, facilitando la
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deteccion funcional de receptores de baja expresion.

La subunidad a7LC posee una triple mutacion en determinantes de la
conductancia del canal, que estan localizados en el loop entre los segmentos
transmembrana M3 y M4 en la porciéon intracelular del receptor. La mutaciéon
triple no afecta a la cinética del receptor a7, pero si a la amplitud de los eventos
unitarios, la que se reduce a niveles indetectables en registros de canal unico.
Como se describi6 previamente, cuando la subunidad a7LC es coexpresada con la
subunidad a7, multiples y discretas clases de amplitud son detectadas en registros
de canal Unico, cada una correspondiente a una poblacién diferente de receptores
con un numero fijo de subunidades de baja conductancia. Cuando dupa7 fue
coexpresada con a7LC, se detectaron clusters de diferentes amplitudes activados
por ACh en presencia de PNU-120596. Este resultado inequivocamente indica la
presencia de receptores de superficie heteroméricos a7/dupa7 funcionales dado que
no se detecté actividad de canal cuando se transfecté cualquiera de las dos
subunidades por separado. La aplicacion de la estrategia de electrical
fingerprinting revel6 que la subunidad dupa7 puede ensamblarse con la subunidad
a7 para formar receptores heteroméricos funcionales que contengan una, dos o tres

subunidades dupa7.

Dado que el loop A de a7 posee una tirosina clave (Y93) que esta ausente en
dupa, inferimos que en los heteromeros a7/dupa7 la subunidad a7 debe proveer
la cara principal del sitio de unién al agonista. La falta de respuestas funcionales
de células que expresan las subunidades dupa7 y a7W55T, la que no es capaz de
aportar una cara complementaria funcional del sitio de unién, indica que esta cara

debe también ser provista por la subunidad a7. Por lo tanto, en los receptores
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(a7)2(dupa7)s, las dos subunidades de a7 deben ser adyacentes, y la activacién del
receptor ocurre a través de la union al sitio de agonistas formado entre dichas
subunidades. El hecho de que (a7)2(dupa7)s pueda ser activado a pesar de solo
poseer un sitio de uniéon al agonista intacto se encuentra en concordancia con
resultados previos de nuestro laboratorio que demuestran que solo un sitio
funcional para la uniéon de ACh al receptor a7 es suficiente para su activacion, y
que los restantes sitios aumentan su sensibilidad a la ACh (Andersen et al., 2013).
También se encuentra de acuerdo con los hallazgos para el receptor a782 que
muestran que su activacion ocurre a través de la interfase a7/a7 (Murray et al.,
2012; Nielsen et al., 2018). Por lo tanto, es necesario que por lo menos exista un

sitio en una interfase a7/a7 para la activacion de los receptores heteroméricos.

Ademas, mostramos que las duraciones medias de las aperturas y clusters
de (a7)2(dupa7)s provocadas por ACh en la presencia de PNU-120596 son idénticas
a aquellas de (a7)s, indicando que, por lo menos en los receptores potenciados por
PNU-120596, la cinética no esta afectada por la presencia de dupaT.
Desafortunadamente, esta estrategia no puede ser realizada en la ausencia de un
potenciador dada la falta de resolucion completa de la amplitud de las aperturas
de los receptores en ese caso, y la baja frecuencia de los eventos de apertura

(Bouzat y Sine, 2018).

En suma, nuestros resultados de electrofisiologia predicen que la
subunidad dupa7 opera funcionalmente como un modulador negativo de
la actividad de a7. Los heteréomeros que contienen cuatro subunidades dupa7 no
son funcionales, y los que poseen tres o menos subunidades dupa?, a pesar de ser

funcionales, tienen sensibilidad a la ACh reducida dado su menor nimero de sitios
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de unién al agonista activos (Andersen et al., 2011, 2013). Una acciéon de
modulacion negativa adicional de dupa7 podria estar asociada con la disminucién
del nimero de receptores de superficie a7 (de Lucas-Cerrillo et al., 2011). De todos
modos, esto podria diferir entre sistemas nativos y heterdlogos dadas las
diferencias en la expresion génica, translocaciéon a superficie, ensamblaje de los
canales o chaperonas. Por lo tanto, nuestros resultados alientan a explorar el

ensamblaje de heterémeros en diferentes tejidos humanos.

Nuestro estudio se centro en las respuestas ionotropicas. De todos modos, el
receptor a7 ha demostrado actuar de manera dual ionotrépica/metabotropica
(Kabbani et al., 2013; Corradi y Bouzat, 2016). Considerando que la transduccién
de senal independiente de a7 es importante en las respuestas antiinflamatorias y
que las células del sistema inmune muestran alta expresion del receptor
(Costantini et al., 2015), seria interesante determinar si1 la actividad

metabotropica difiere entre receptores homomeéricos y heteroméricos dupa7/a7.

Desde un punto de vista molecular, nuestros hallazgos proveen informacién
nueva con respecto a la activacion unica del receptor a7, y, desde un punto de vista
fisioldgico, ayudan a revelar el impacto atin desconocido de la subunidad truncada

especifica de humanos sobre su funcion.
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CAPITULO Il

Modulacién del receptor
o7 por péptidos
B-Amiloide



El aumento dramatico de la expectativa de vida que se produjo en el siglo XX ha
resultado en una cantidad cada vez mayor de individuos que llegan a la edad en la
que los desordenes neurodegenerativos poseen mayor prevalencia (Selkoe, 2001).
La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comin de demencia senil en el
mundo, representando el 80% de los casos (Kumar et al., 2015).

Esta enfermedad es compleja y multifactorial. A pesar de que han pasado
mas de 100 afnios desde la primera descripcion de sus sintomas (Alzheimer, 1907),
la etiologia precisa sigue siendo desconocida, con excepcion de un 1 a 5% de los
casos en los que la presencia de factores genéticos se han identificado (Reitz y
Mayeux, 2014). Los pacientes que sufren esta enfermedad presentan una
demencia progresiva inexorable, que avanza insidiosamente desde un leve dano
cognitivo a una total supresion de la habilidad de la persona para llevar a cabo las
actividades diarias mas simples. Histolégicamente se caracteriza por la aparicion
en areas vulnerables del cerebro (como el hipocampo y la corteza) de ovillos
neurofibrilares de filamentos de la proteina asociada a microtibulos Tau en su
forma hiperfosforilada, placas neuriticas extracelulares de péptidos pequenos de
distinto tamano llamados B-Amiloides, e inflamacién (Selkoe, 2001; Zhang et al.,
2011; Echeverria et al., 2016).

Los péptidos B-Amiloides (BA) derivan de la proteina precursora amiloide
(APP, amyloid precursor protein), cuyo gen esta localizado en el cromosoma 21 en
humanos. Esta es una proteina transmembrana que puede atravesar un complejo
proceso de clivaje por diversas secretasas, dando lugar a una multitud de
fragmentos biolégicamente activos con funciones en el desarrollo del sistema

nervioso central, formacién y funcién de sinapsis y neuroproteccién que estan
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comenzando a caracterizarse en la actualidad (Miller et al., 2017).

Al sufrir un clivaje secuencial por las enzimas B-secretasa y y-secretasa, la
APP deriva en los fragmentos peptidicos N-terminal sAPPB (soluble APP ), el
intermedio B-Amiloide, y el C-terminal AICD (APP intracellular domain). La
enzima y-secretasa puede realizar distintos cortes, produciendo principalmente
B-Amiloide 1-40 (BAi.40), de 40 aminoacidos; y B-Amiloide 1-42 (BAi.s2), de 42
aminoacidos. Este ultimo representa solo el 10% del péptido producido, pero es
mas hidrofébico y propenso a formar fibrillas (Zhang et al., 2011).

En pacientes sanos existe un equilibrio entre la formacién y degradacion de
BA, siendo las concentraciones fisiologicas del péptido en el cerebro del orden
picomolar; en las personas con enfermedad de Alzheimer llega a concentraciones
nanomolares (Dineley, 2007; Collins-Praino et al., 2014; Puzzo et al., 2015). La
acumulacion comienza con fracciones solubles de bajo peso molecular (monémeros,
dimeros o trimeros) y contintia con fracciones de oligdmeros de mayor peso o
fibrillas insolubles (Sadigh-Eteghad et al., 2014). La formacion de estas tltimas es
un proceso complejo de varios pasos, que involucra la asociacién de diferentes tipos
de oligbmeros no fibrilares, la posterior nucleacién de agregados de protofibrillas
sobre oligdmeros solubles y la elongacién y agrupamiento de las protofibrillas en
fibrillas maduras (Ono et al., 2009; Hayden y Teplow, 2013; Barz y Strodel, 2016;
Sun et al., 2017; Brannstrom et al., 2018). Por lo tanto, muchas formas
oligoméricas existen simultaneamente en un equilibrio dinamico (Sadigh-Eteghad
et al., 2014; Puzzo et al., 2015).

Existe controversia sobre el papel del BA en la enfermedad de Alzheimer, y

sobre su efecto en las neuronas. Si bien los cerebros de todas las personas que

85



sufrieron la enfermedad de Alzheimer poseen placas de BA, la mera presencia de
las mismas no siempre se encuentra asociada al desarrollo de esta patologia
(McLean et al., 1999; Nelson et al., 2012). El hallazgo de placas de BA en cerebros
post mortem de pacientes que no desarrollaron la enfermedad de Alzheimer se
asoci6 con niveles muchos mas bajos de formas oligoméricas de BA que los que se
encontraron en los cerebros de personas que habian sufrido la enfermedad
(Esparza et al., 2013). Se ha reportado en la literatura tanto que las formas
oligoméricas son toéxicas (Harrigan et al., 1995) como que son neuroprotectoras
(Giuffrida et al., 2009).

La hipotesis amiloide ha sufrido una desviacion hacia la teoria que enfatiza
la preponderancia de las formas oligoméricas de BA como las causantes de la
enfermedad por sobre las formas insolubles o las monoméricas (Lacor et al., 2004;
Shankar et al., 2008; Hayden y Teplow, 2013; Collins-Praino et al., 2014). Algunos
estudios han demostrado que los oligdbmeros de BAi.42 inducen dano oxidativo y
producen hiperfosforilacién de la proteina tau, resultando en efectos toxicos en las
sinapsis y las mitocondrias. En ellos, sus agregados se consideran responsables
por los danos neuronales y la degeneracion vascular en los cerebros de las personas
con Alzheimer (Kumar et al., 2015).

Ademas de los ovillos neurofibrilares de proteina tau y la acumulacion de
BA, otra caracteristica de la enfermedad de Alzheimer es la disminucién de la
actividad colinérgica mediada por receptores nicotinicos a7. En este sentido, se ha
investigado el uso de agonistas parciales y PAMs como terapia. Por ejemplo, el
tratamiento con nicotina o con drogas que potencian la funcién colinérgica central

ha mostrado aumentar la atencion, el rendimiento en el aprendizaje y la memoria
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en pacientes con enfermedad de Alzheimer leve a moderada. Por lo tanto, los
nAChRs, tanto en proyecciones de neuronas colinérgicas o dentro de la corteza
cumplen un rol en el dano cognitivo en la enfermedad de Alzheimer temprana.
(Dineley 2007).

Por otro lado, la rapida desensibilizacién de a7 hace que los medicamentos
que aumentan los niveles de ACh como asi también los agonistas totales o
parciales que se unen a los sitios candnicos de union tengan un efecto limitado. Es
por ello que la potenciacién de a7 mediante moduladores alostéricos positivos
puede plantearse como una estrategia terapéutica novedosa para mejorar la
memoria y la cognicién (Chatzidaki y Millar, 2015; Terry et al., 2015; Echeverria
et al., 2016; Bouzat et al., 2018).

Existen numerosas evidencias de interacciones funcionales entre el péptido
BA y a7. Varios estudios han informado que el BA afecta directamente al
funcionamiento de a7 a nivel molecular, presentando efectos tanto de agonista
como de antagonista (Pettit et al., 2001; Dineley et al., 2002; Wu et al., 2004; Khan
et al., 2010; L1 et al., 2011; Parri et al., 2011; Liu et al., 2015; Yan et al., 2015; Ma
y Qian, 2018). Incluso, se plantea que el tipo de efecto podria depender de la
concentraciéon de BA, donde en general las bajas concentraciones (del orden
picomolar) son agonistas y las altas (nano o micromolares) son inhibitorias (Mura
et al., 2012). Estos estudios se han focalizado principalmente en la evaluacion de
los efectos del B-Amiloide sobre la actividad metabotrépica de a7, mientras que los
efectos agudos sobre la actividad de canal del receptor han sido explorados solo a

nivel de corrientes macroscopicas.
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Existen evidencias que sugieren interacciones funcionales entre el receptor a7 y
los péptidos B-Amiloides, ambos relacionados con la enfermedad de Alzheimer.
Ademas, hay reportes que senalan que las especies oligoméricas del B-Amiloide
serian las principales responsables de la neurotoxicidad. En base a estos
antecedentes, los objetivos del presente capitulo fueron:
e Kstablecer las acciones rapidas y directas de oligdmeros de B-Amiloide
sobre el receptor a7.
e Kstablecer si el B-Amiloide es capaz de inducir cambios conformacionales
rapidos en la molécula del receptor a7.
e Determinar, mediante registros de canal tUnico, si los oligomeros
B-Amiloide son capaces de activar al receptor.
e Definir a nivel de canal tnico los efectos de los oligbmeros B-Amiloide
sobre la potenciacién del receptor, y si estos efectos dependen del tipo de

potenciador empleado.
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Dado que los oligdmeros de BA son actualmente considerados las especies
asociadas a los cambios en plasticidad sinaptica, la neurodegeneracion y la
demencia que se dan en la enfermedad de Alzheimer (Lacor et al., 2004; Shankar
et al., 2008; Hayden y Teplow, 2013; Collins-Praino et al., 2014; Esparza et al.,
2016), se estudiaron sus efectos sobre el receptor a7. Con tal fin se generaron los
oligbmeros mediante técnicas reportadas previamente (Uranga et al., 2010, 2016;

Pascual et al., 2017, metodologia).

ESTADO CONFORMACIONAL DE LOS PEPTIDOS [3-AMILOIDE UTILIZADOS

Con el objetivo de caracterizar el estado de agregacion de los péptidos de BA y
confirmar la presencia de oligdmeros, se realiz6 microscopia electrénica de

transferencia sobre las preparaciones a utilizar en los experimentos.

El analisis de las fotografias de las preparaciones de BA mostro, tanto para
el péptido 1-40 como para el 1-42, la presencia de estructuras esferoidales
individuales o en grupos pequenos, compatibles con un arreglo heterogéneo de

oligdmeros, lo que permitié descartar la presencia de fibrillas (figura II1.1).

CAMBIOS CONFORMACIONALES EN a7 PRODUCIDOS POR [3-AMILOIDE

Para examinar la capacidad de los oligdmeros de producir cambios
conformacionales provocados por BA, se realizaron mediciones de fluorescencia con
la sonda sensible a cambios conformacionales cristal violeta (CrV), en colaboracion

con la Licenciada Camila Fabiani y la Doctora Silvia Antollini del INIBIBB. Este
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Figura 1.1 Microscopia electrénica (x100,000) de las preparaciones de BA que confirma la presencia
de estructuras esferoidales compatibles con oligémeros. ELl BA1-40(A) 0 BA1-40 (B) fueron preparados de
acuerdo a lo descripto en metodologia. Las barras de escala corresponden a 0,2 um.

compuesto ha sido utilizado para estudios en el nAChR de tipo muscular de
Torpedo californica, donde se ha observado que cambia su afinidad por el receptor
dependiendo de si este ultimo se encuentra en estado de reposo o desensibilizado,
variando la constante de disociaciéon (Kp) de ~400 nM a ~60 nM respectivamente
(Fabiani et al., 2018; Fernandez Nievas et al., 2008; Perillo et al., 2012, figura
I1.2A). Es decir, el receptor aumenta su afinidad por el CrV al pasar del estado de
reposo al desensibilizado.

Dado que hasta el inicio de este trabajo de tesis la sonda CrV solo se habia
empleado en estudios con el nAChR muscular pero no en el receptor a7 humano,
en primer lugar, se determiné si la sonda era capaz de sensar cambios
conformacionales también en este ultimo receptor. Para ello se transfectaron
células BOSC 23 con el ADNc de la subunidad a7, se resuspendieron en PBS y se
realizaron titulaciones con concentraciones crecientes de CrV sobre esta

suspension, en estado de reposo y desensibilizado del canal, el cual fue inducido
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realizando una preincubacién de 20 minutos con carbamilcolina (Carb).

La unién a saturacion de CrV alcanzé un valor de Kp de 492 + 41 nM para
a7 en el estado de reposo, lo que indica una afinidad similar a la del receptor
muscular. Las mediciones en el estado desensibilizado arrojaron un valor de 680
+ 89 nM para la uniéon de CrV. Estos resultados indican que CrV satura sus sitios
de union al receptor en ambas condiciones, con diferentes afinidades y de manera
inversa al perfil de unién para el receptor muscular, ya que CrV muestra sobre el
receptor a7 mayor afinidad por el estado de reposo que por el desensibilizado. Las
intensidades maximas de fluorescencia de las muestras fueron similares en
condiciones de reposo y desensibilizacién, descartando entonces que la menor
afinidad por los receptores desensibilizados corresponda a una reduccion de unién
de la sonda en el ultimo estado. Estos experimentos demostraron que la sonda CrV
puede ser utilizada para sensar cambios conformacionales en el receptor a7 (figura
I1.2A).

A continuacion, se determinaron los efectos de concentraciones bajas (100
pM) y altas (100 nM) de BA1.40 sobre la conformacién de a7 midiendo los valores de
Kb de CrV en los estados de reposo y desensibilizado. La exposiciéon de a7 en el
estado de reposo (en ausencia de Carb) a oligdbmeros de BAi.40 incrementé los
valores de Kp para CrV hacia aquellos correspondientes al estado desensibilizado,
indicando que los péptidos amiloides inducen cambios conformacionales en a7. La
adicion de Carb indujo un mayor desplazamiento hacia valores mas altos de Kp,
sugiriendo que el agonista puede, junto con el B-Amiloide, inducir un nuevo estado
conformacional. Los valores de Kp para las condiciones desensibilizadas fueron

diferentes en la ausencia y presencia de BA. Se obtuvieron resultados similares con
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Figura 1.2 A. Curvas de titulacién con CrV obtenidas con membranas ricas en el NAChR muscular de
T. californica (circulos) y con células que expresan el receptor a7 humano (cuadrados) en ausencia
(gris) y presencia (celeste, rojo) de Carb. Las flechas indican los cambios desde el estado de reposo al
desensibilizado para cada tipo de nAChR. B. Cambios en los valores de Kp por la exposicion a bajas
(0,1 nM) y altas (100 nM) concentraciones de BAi.s0. Cada columna representa la media + desvio
estédndar de cuatro o mas experimentos individuales. (*) p < 0,05.

oligdmeros de BA1.42 100 nM.

Por otra parte, la incubacion de receptores en reposo con concentraciones
1000 veces mayores (100 nM) de BAi.4 no produjo cambios estadisticamente
significativos en los valores de Kp del CrV. Ademas, los valores de Kbp
permanecieron constantes incluso ante la adicion de Carb 20 mM, indicando que
a7 no fue reactivo a la adiciéon de agonista. Resultados similares se obtuvieron con

BAi.42 100 nM (figura I1.2 B).

ACTIVACION DEL RECEPTOR 7 POR BAJAS CONCENTRACIONES DE f3-AMILOIDE
OLIGOMERICO

Luego de establecer que el BA oligomérico provoca cambios conformacionales en el

receptor a7, aprovechamos la potencia de los registros de patch clamp a nivel de
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canal Unico para explicar el mecanismo de dicho efecto.

En primer lugar, para determinar si los oligdbmeros de BA tienen la
capacidad de producir la activacion del receptor a7, se realizaron registros de canal

Unico en presencia de BA en la solucion de pipeta y en ausencia de ACh.

Como se describi6 en el capitulo anterior de esta tesis, en la presencia de
ACh 100 pM, a7 exhibe aperturas individuales muy breves separadas por cierres
largos; o, menos frecuentemente, unas pocas aperturas en rapida sucesion
separadas por cierres breves, bursts. La media de la duracion de los eventos de
apertura fue de 0,36 + 0,07 ms y la duraciéon media de los bursts fue de 0,77 + 0,21

ms. No se observ) actividad de a7 en ausencia de agonista.

En ausencia de ACh, al incluir oligodmeros de BAi.40 a una concentracion 100
pM en la solucién de pipeta, se detectaron eventos de apertura breves tipicos
similares a los detectados en presencia de agonista (figura I1.3). El nimero de
parches con actividad fue muy bajo en esta condicién (2 de 8 parches de diferentes
células), y, a su vez, la frecuencia de aperturas fue minima. No se detect6 actividad
al incrementar la concentraciéon de BA a 10 nM o 100 nM, lo que indica que la
activacion se favorece a bajas concentraciones del péptido. Estos experimentos se
realizaron en paralelo con registros con ACh como agonista, para descartar que la
falta de eventos de apertura fuera debida a una baja expresion del receptor en

nuestro sistema heterélogo.

Dado el bajo porcentaje de parches con actividad y a la baja frecuencia de
eventos detectados, se utilizé al PAM de tipo II PNU-120596 en los siguientes

experimentos. Como este PAM aumenta la probabilidad de apertura del canal
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Figura 1.3 Actividad de canal Unico de a7 generada por ACh 100 pM (A) y BA1-40 100 pM (B). Para cada
condicién se muestra un trazo a mayor resolucién temporal (abajo). Potencial de membrana: -70 mV.

mediada por agonista, en consecuencia, favorece la detecciéon de eventos de
apertura poco frecuentes. Como se mencioné anteriormente, PNU-120596 no

puede por si solo activar a a7 (figura 11.4A).

Se realizaron, entonces, registros a nivel de canal tnico incluyendo en la
solucién de pipeta PNU-120596 1 uM en conjunto con oligdmeros de BAi.40 0 BA1.42,
sin incluir ACh. En estas condiciones, BA1.40 y BA1.42 a baja concentracion (100 pM)
provocaron la activacion del receptor a7, detectandose en los registros de canal
Unico los clusters tipicos que aparecen cuando se emplea ACh y PNU-120596
(figura I1.4B y C). Nuevamente, la proporcién de parches con actividad fue menor
que la que se observd en presencia de ACh: mientras que mas del 95% de los
parches mostraron actividad de canal al emplear ACh como agonista, el porcentaje
de los parches activos se redujo a 42% o 77% en presencia de BAi.40 y BA1.42 100

pM, respectivamente.

Para probar el efecto de la concentraciéon de BA sobre la activacion del

receptor en presencia del potenciador, se realizaron luego registros incrementando
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Figura 1.4 Actividad de canal Unico de a7 generada por ACh 100 uM (A), BA1-20 100 pM (B) y BA1-42 100
pM (C), en la presencia del PAM PNU-120596. Potencial de membrana: -70 mV. D. Al aumentar la
concentracion de BA, el nimero de parches con actividad decrece hasta ser nulo a 100 nM.
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la concentracién de BA en la solucién de pipeta. A medida que la concentracion de
BA se incrementd, el nimero de parches mostrando actividad de a7 disminuyé. Por
ejemplo, a una concentraciéon de BA 1 nM, la cantidad de parches con actividad fue
del 22% y del 46% para BAi.40 y BA1.42 respectivamente. A 100 nM, no se detectd

actividad a7 producida por BA, tanto para BAi.40 como para BA1.42.

La frecuencia de los clusters detectados en registros realizados en presencia
de ACh y PNU-120596 es usualmente muy variable entre parches de diferentes
transfecciones celulares. De todos modos, dicha frecuencia fue sistematicamente
significativamente menor en la presencia de BA con respecto a ACh. Para estos
experimentos, se realizaron registros control con ACh y PNU-120596 con el mismo
lote de células transfectadas para evitar sesgos relacionados con variaciones en el

nivel de expresién de a7 entre diferentes lotes de células.
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Estos resultados muestran que, incluso en la presencia de un PAM, la
activacion del receptor a7 por BA se ve favorecida a concentraciones picomolares o

nanomolares bajas.

En la presencia de ACh y PNU-120596, cada cluster esta compuesto de dos
o tres bursts que contienen aperturas de larga duraciéon separadas por cierres
breves. Bajo las condiciones presentes, la media de duracién del cluster en la
presencia de ACh 100 uM y PNU-120596 1 uM fue 2263 + 990 ms (tabla II.1). Los
clusters provocados por BA en la presencia de PNU-120596 mostraron la
arquitectura tipica observada cuando ACh es el agonista. El analisis no mostré
diferencias estadisticamente significativas en la duracion media del cluster en las

concentraciones testeadas, salvo para el caso de BAi1.40 10 nM, en donde la duracién

% de parches con Duracion media del
[EM;/T)] BA ([EICI]) actividad cluster

B (n) (ms)

100 No 0 100 (6) 2263 + 990

0 0,1 42,9 (7) 762 £ 316
0 1 22,2(18) 2016 + 1364
0 10 30,0 (10) 5229 + 1392*
0 100 0(9) -
0 0,1 77,8 (9) 1401 + 805
0 1 46,2 (13) 1208 + 946
0 10 33,3 (9) 1751 £ 766
0 100 0 (6) -

Tabla Il.1 Duraciéon media de los clusters de a7 activado por ACh o BA, en presencia de PNU-1205%96
1 uM. Los datos se presentan como media + desvio estandar. Las comparaciones se realizaron
mediante el andlisis de varianza empleando el test de multiples comparaciones de Dunett. (*) p < 0,05.

97



resulté ser mas larga (tabla II.1). Es necesario destacar que debido a que la
frecuencia de clusters en cada parche fue menor que la observada en la presencia
de ACh, existieron grandes variaciones en la duraciéon media de clusters entre

parches de la misma condicion.

DISMINUCION POR [(-AMILOIDE DE LA DURACION DE LOS EPISODIOS DE

ACTIVACION DE a7 MEDIADOS POR ACH

Para evaluar el efecto del BA sobre la duraciéon de los episodios de apertura
provocados por el agonista fisiolégico de a7, se probo la acciéon combinada del BA

con ACh sobre el receptor.

En primer lugar, se realizaron registros de canal tinico activados por ACh
100 pM en la en la presencia de BAi.40 (10 y 100 nM). La duracion media de las
aperturas y los bursts a ambas concentraciones fue ligeramente menor que la del

control, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas (tabla I1.2).

Debido a que las duraciones de los eventos de apertura son muy breves, las
diferencias en estos valores pueden no ser muy precisas dado que se acercan al
limite de resoluciéon de nuestro sistema. Para superar este inconveniente, se
ensayé el efecto del BA (10 nM — 1 uM) en canales activados por ACh en la
presencia de PNU-120596 1 pM. Este PAM, al aumentar la duracién de los
episodios de activacion, permite una mejor descripcion de los efectos moleculares

(figura I1.5A).
En estas condiciones, se encontré que tanto el BAi.so como el BAj.as
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produjeron una reduccién estadisticamente significativa de la media de duraciéon
del componente mas lento de aperturas individuales y de los clusters detectados

en presencia de ACh y PNU-120596 a aproximadamente un tercio del valor control
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Figura 1.5 BA-disminuye la duracién de los episodios de activacion provocados por ACh 100 uM vy
potenciados por PNU-120596 1 uM. A. Se muestran trazos representativos para cada condicién.
Potencial de membrana: -70 mV. B. Disminucién de la media de las duraciones de open vy cluster por
la presencia de BA. Los valores se presentan como la media + desvio estandar. EL nimero de registros
para cada condicién se muestra en las barras. Las comparaciones se realizaron mediante el analisis de
varianza empleando el test de multiples comparaciones de Dunett. (*) p < 0,05.
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en cada caso. Para el caso del BAi.42 esta reduccién se produce a partir de 10 nM;

en el caso del BAi.40, a partir de 100 nM (figura II.5, tabla I1.2).

Duracién media Duracién media

PAM BA (EI\A/I) n open burst/cluster
(ms) (ms)

No 0 3 0,36 + 0,07 0,77 £0,21

No 10 3 0,26 £ 0,02 0,48 £ 0,06
100 3 0,27 £0,04 0,49 £ 0,11

0 6 159,6 £ 69,6 2263 + 990

50 3 176,7 £ 22,5 2220 + 256

100 5 61,6 +33,1" 698 + 409"

PNU1' 1“2@5% 1000 3 23,4 + 22,0* 931 +303*
10 5 61,1 +£23,8" 888 + 261~

100 5 54,7 + 47,8* 755 £ 560"

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

Tabla I1.2 Disminucién de la duracién de los episodios de activacién potenciados por PNU-120596 por
la presencia de BA. En todos los casos la activacidon del receptor se realizé con ACh 100 uM. Los datos
se presentan como media *+ desvio estandar. Las comparaciones se realizaron mediante el anélisis de
varianza empleando el test de multiples comparaciones de Dunett. (*) p < 0,05.

EFECTOS DEL [(3-AMILOIDE SOBRE LA POTENCIACION DE a7 cCON PAMs DE

DISTINTOS TIPOS

Para determinar si el efecto sobre la potenciacién del receptor a7 causado por el
BA es especifico sobre los PAMs de tipo II, se evalué la accién de los péptidos en
canales activados por ACh y potenciados por NS-1738, que es un PAM de tipo 1.

La potenciacién por este compuesto es notablemente menor que la que produce
100



PNU-120596. Una concentraciéon 10 pM de NS-1738 incrementa la duraciéon de los
eventos producidos por ACh de 0,36 ms a aproximadamente 4 ms (tabla II.3),
contra los 160 ms de duracién en el caso de la potenciacién por PNU-120596. Los
eventos de apertura aparecen agrupados en bursts de aperturas separadas por

cierres breves, con una media de duraciéon de 31 ms (figura I1.6A, tabla I1.3).

En presencia de ACh 100 pM y NS-1738 10 pM, oligémeros de BA1.40 0 BA1.42
en concentracion 100 nM produjeron la reduccién tanto de las aperturas
individuales como de los bursts a aproximadamente la mitad y un tercio de la

duracién en su ausencia, respectivamente (figura I1.6, tabla II1.3).

Por lo tanto, se concluye que la duraciéon de los episodios provocados por
ACh y potenciados por ambos tipos de potenciadores es reducida por el BA a

concentraciones nanomolares.

Duracién media Duracién media

PAM BA BA n open burst
(nM)
(ms) (ms)
0 12 42+1,8 31,1+£8,8
NS_1 738 * *kkk
10 uM - 100 10 2,7+11 8,4+4,8
- 100 4 2,1+1,0* 10,7 £ 2,4****

Tabla 1.3 Disminucidn de la duracién de los episodios de activacion potenciados por NS-1738 por la
presencia de BA. En todos los casos la activacion del receptor se realizé con ACh 100 uM. Los datos
se presentan como media *+ desvio estandar. Las comparaciones se realizaron mediante el anélisis de
varianza empleando el test de multiples comparaciones de Dunett. (*) p < 0,05; (****) p < 0,0001.
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Figura I1.6 BA disminuye la duracién de los episodios de activacién provocados por ACh 100 uM vy
potenciados por NS-1738 10 uM. A. Se muestran trazos representativos para cada condicion.
Potencial de membrana: -70 mV. B. Disminucion de la media de las duraciones de open y burst por la
presencia de BA. Los valores se presentan como la media *+ desvio estdndar. EL nimero de registros
para cada condicidn se muestra en las barras. Las comparaciones se realizaron mediante el anélisis de
varianza empleando el test de multiples comparaciones de Dunett. (*) p < 0,05; (****) p < 0,0001.
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CAPITULO I



Se ha reportado que los péptidos de B-Amiloide en el cerebro de las personas sanas,
que pueden alcanzar concentraciones del orden picomolar, poseen roles
fisiolégicos, mientras que en la enfermedad de Alzheimer alcanzan
concentraciones nanomolares, desatando la formacion de placas insolubles, una de
las principales cualidades de esta patologia (Dineley, 2007; Parihar y Brewer,
2011; Puzzo et al., 2015). Otra de las caracteristicas de esta enfermedad es el

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

Se ha establecido que a7 exhibe una afinidad por el BA excepcionalmente
alta, una interacciéon que podria influenciar la transmision sinaptica y la
plasticidad neuronal, e incluso contribuir a la disfuncién de las redes neuronales
y al mencionado déficit colinérgico (Wang, 2000; Buckingham et al., 2009; Dineley

et al., 2015; Hascup y Hascup, 2016).

Varios reportes han descrito las vias intracelulares involucradas en la
toxicidad por BA como también una asociacién entre BA y vias de senalizacion
activadas por el receptor a7 (Buckingham et al., 2009; Parri et al., 2011). De todos
modos, el mecanismo molecular por el cual el BA afecta la actividad ionotrépica del
receptor no esta bien entendido y ha sido explorado principalmente a nivel de
corrientes macroscopicas. Por lo tanto, utilizamos las ventajas de dos diferentes
abordajes para descifrar las bases moleculares de las acciones directas del BA sobre

a’.

Nuestros resultados espectroscopicos revelaron que el receptor a7 adopta
distintas conformaciones estables dependiendo del rango de

concentraciones de JA, y nuestros registros de canal tinico revelaron que el A

104



provoca aperturas del receptor a bajas concentraciones (en el rango
picomolar a nanomolar bajo), mientras que a altas concentraciones (en el
rango nanomolar a micromolar bajo) disminuye la duracion de los
episodios de activacion provocados por ACh. Ambos resultados apoyan la
1dea de que el BA puede ser agonista y también un modulador negativo de a7 a

diferentes rangos de concentracion.

Uno de los principales problemas de trabajar con BA se relaciona con la
estandarizacion de las preparaciones, dado que la agregacion del péptido es un
proceso dinamico y complejo, altamente sensible a la preparaciéon y a las
condiciones experimentales (Bitan et al., 2005; Buckingham et al., 2009; Hayden
y Teplow, 2013; Watt et al., 2013). Por ello las preparaciones son usualmente
heterogéneas, dado que muchos tipos de especies solubles coexisten. Este
escenario, de todos modos, imita las situaciones fisioldgicas y patoldgicas en las
que diferentes especies oligoméricas y fibrilares coexisten en un equilibrio
dinamico (Walsh et al., 2000; Shankar et al., 2008; Noguchi et al., 2009; Santos
et al., 2012; Esparza et al., 2016). En particular, nuestros resultados, obtenidos
utilizando muestras heterogéneas de oligdmeros carentes de fibrillas, son
consistentes con reportes anteriores que utilizan preparaciones similares (Liu
et al., 2001; Dineley et al., 2002; Khan et al., 2010; Palop y Mucke, 2010; Tong

et al., 2011).

La actividad ionotrépica del receptor a7 esta caracterizada por eventos de
apertura muy breves, en la escala de los microsegundos, y por una rapida
desensibilizacion (Bouzat et al., 2008; Corradi y Bouzat, 2016). Encontramos que

el BA es capaz de provocar su activacién tanto en la ausencia como en la presencia
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del PAM de tipo II PNU-120596. En ambas condiciones, la activacion por BA fue
favorecida a 100 pM o a concentraciones nanomolares bajas, y no se detecté a
concentraciones micromolares, en concordancia con los resultados de corrientes

macroscopicas ya reportados en ovocitos para a7 (Dineley et al., 2002, 2015).

La actividad de canal provocada por BA fue significativamente menor con
respecto a la provocada por ACh en términos del nimero de parches que mostraron
actividad como también de la frecuencia de aperturas dentro de los registros. De
todos modos, una vez que el canal se abre, la duraciéon media de las aperturas y la
arquitectura y duraciéon media de los clusters fueron similares a aquellas

provocadas por ACh en presencia del PAM.

Los cambios conformacionales del receptor a7 provocados por la presencia
de BA a baja concentracion fueron sensados mediante el uso de la sonda cristal
violeta (CrV). A una concentraciéon de 100 pM, el BA oligomérico indujo la
conformacién del receptor hacia la del estado desensibilizado segin la afinidad por
el CrV, pero la subsecuente adicién de carbamilcolina (Carb) permitié otros
cambios conformacionales. A pesar de que este método mide conformaciones en
equilibrio y no puede proveer informacién sobre las constantes de disociacién para
los canales en el estado abierto, el hecho de que en la presencia de BA a7 siga
respondiendo a Carb es compatible con la induccién tanto de estados de apertura
como de desensibilizacién. De todos modos, la conformaciéon de a7 en la presencia
de concentraciones bajas y altas de Carb es diferente a la del estado
desensibilizado (con concentraciones de Carb altas en ausencia de BA), indicando

asi la induccién de un nuevo estado conformacional.
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El rol protector de la estimulacion de la actividad del receptor a7 en la
enfermedad de Alzheimer y para el tratamiento del dafo cognitivo y de la memoria
asociados a enfermedades neurolégicas esta bien establecido (Inestrosa et al.,
2013; Lendvai et al., 2013; Wallace y Bertrand, 2013; Uteshev, 2014; Dineley et al.,
2015; Corradi y Bouzat, 2016; Yang et al., 2017). Ademas, un rol protector
fisiologico ha sido propuesto para el BA soluble a bajas concentraciones en
individuos sanos (Puzzo et al., 2015). Por lo tanto, la capacidad de bajas
concentraciones de BA para activar a7 podria estar involucrada en estos efectos

fisiolégicos beneficiosos.

Varios reportes han mostrado que altas concentraciones de BA poseen un
efecto inhibitorio en la amplitud de las corrientes macroscépicas generadas por el
receptor a7 como también en las vias de sefalizacion (Dineley et al., 2002; Parri
et al., 2011). De acuerdo con estos resultados, encontramos que, en la presencia de
PAMs, la duraciéon media de los episodios de activacion (bursts o clusters), que se
originan de una unica molécula de receptor, como también la duracién de las
aperturas individuales del canal son reducidas significativamente por
concentraciones altas de BA oligomérico. Incluso hallamos una tendencia a la
reduccion en ausencia de PAMs, pero los resultados no fueron estadisticamente
significativos con respecto a la condicién control. Dadas las duraciones tan breves
de los eventos de apertura en este caso, que se encuentran muy cercanos a la
resolucion temporal de nuestro sistema, esta reduccién podria estar siendo
subestimada. Desde un punto de vista mecanistico, la duraciéon disminuida de los
episodios de activacién y aperturas podria ser compatible con un aumento en la

desensibilizacion y/o un bloqueo del canal. Podemos descartar un bloqueo rapido
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del canal abierto, dado que los cierres breves correspondientes a aperturas

bloqueadas (flickering) no fueron detectados.

El aumento en la desensibilizaciéon y bloqueo lento del canal son procesos
dificiles de distinguir mediante técnicas de electrofisiologia (Arias et al., 2009;
Bouzat y Sine, 2018). Los experimentos con CrV mostraron que a altas
concentraciones de BA, a7 adopta un estado conformacional que no es diferente al
estado de reposo en términos de los valores de Kp para CrV y desde este estado el
receptor no es reactivo a la adicion de Carb. En concordancia con estas
observaciones, se mostr6 para el nAChR muscular que el bloqueador de canal
QX-314 no cambia la Kp de CrV para el estado de reposo y que este valor
permanece constante incluso en la presencia de Carb (Fabiani et al., 2018). Por lo
tanto, podemos inferir que el BA oligomérico a altas concentraciones se comporta
como un bloqueador lento de canal de a7. La actividad reducida de a7 en la
presencia de BA podria contribuir al déficit de senalizacién colinérgica y por lo

tanto estar involucrado en el inicio y desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.

La accion combinada de PAMs y BA sugiere que la potenciaciéon de a7 por
PAMs podria probablemente ser menor de la esperada en pacientes con
enfermedad de Alzheimer. Mediante registros de corrientes macroscopicas se ha
demostrado que el BAi.42 inhibe receptores a482 y a2B2 y esta inhibicién no ocurre
en la presencia de un PAM (Pandya y Yakel, 2011). Estos resultados no estan en
completo desacuerdo con los nuestros dado que, a pesar de reducida, todavia
detectamos potenciacién. La caracterizaciéon de la influencia del BA en la
potenciaciéon del receptor a7 contribuye a una mejor extrapolacion de los efectos

moleculares de los PAMs a su potencial efecto terapéutico.
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El sitio de union de BA al receptor a7 sigue sin ser conocido. Estudios
computacionales de docking han sugerido que el BA podria interactuar con el sitio
de unién al agonista en las interfases entre subunidades. (Espinoza-Fonseca,
2004) y la tirosina 188 en el loop C de este sitio fue propuesta como involucrada
en la activacion de a7 por BA (Tong et al., 2011). Por otra parte, la cavidad
transmembrana, un sitio de unién para diferentes ligandos alostéricos en la
familia de receptores cys-loop (Young et al., 2008; Sauguet et al., 2015; Corradi y
Bouzat, 2016) fue propuesta como involucrada en el bloqueo no competitivo por BA
en receptores a4B2 (Pandya y Yakel, 2011). Nuestros resultados espectroscopicos
demuestran que en la presencia de bajas concentraciones de BA a7 sigue siendo
reactivo a Carb, sugiriendo que el BA no ocupa el sitio ortostérico de unién al
agonista y, en consecuencia, la activaciéon puede ocurrir a través de sitios
alostéricos. La activacion alostérica de a7 a través de un sitio transmembrana se
ha demostrado para 4BP-TQS. De todos modos, el perfil de actividad es muy
diferente al de ACh, que no es el caso de BA (Gill et al., 2011; Lasala et al., 2018).
Alternativamente, el BA podria no ocupar los cinco sitios ortostéricos de agonista
y seguir siendo capaz de inducir activacion; los sitios restantes, subsecuentemente
ocupados por Carb, podrian favorecer la activacion y desensibilizaciéon. Esta
posibilidad se encuentra en acuerdo con reportes previos de nuestro laboratorio,
en los que se demostrd que la ocupacion de solo uno de los sitios de activacion del
agonista es suficiente para la activaciéon de a7 (Andersen et al., 2013). A altas
concentraciones, BA podria inhibir a a7 actuando a través de un sitio alostérico,
diferente del de CrV, dado que no interfiere con su unién. Las acciones duales como

agonistas de baja eficacia y bloqueadores de canales se han descrito para varios
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compuestos, actuando en diferentes sitios de los nAChRs (Bouzat vy

Mukhtasimova, 2018; Bouzat y Sine, 2018).

En conclusién, nuestros resultados proveen informaciéon desde una
perspectiva molecular para comprender las acciones complejas del BA a nivel

celular.
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CAPITULO 111

Modulacion del recept:
o7 por calcio extracelular —~




La modulaciéon de los pLGICS por cationes divalentes podria jugar un rol
1mportante en su regulaciéon en un contexto fisiolégico. Iones como el calcio o zinc
influencian la actividad de los pLGICS ya sea potenciandolos o inhibiéndolos
(Zimmermann et al., 2012). Por ejemplo, el ion CaZ* potencia las respuestas de
agonista de los nAChRs neuronales (Sine et al., 1990; Mulle et al., 1992; Vernino
et al., 1992) e inhibe las de los 5HT3sRs (Eiselé et al., 1993; Niemeyer y Lummis,

2001) o nAChRs musculares (Vernino et al., 1992).

Uno de los primeros moduladores de la actividad de a7 frente a ACh
descubiertos fue el ion Ca?*. Los receptores neuronales a7 en hipocampo, ademas
de su alta permeabilidad al Ca2*, también son sensibles a cambios en la
concentracion de Ca2* extracelular ([Ca2t]e), el cual puede actuar a concentraciones
fisiolégicas para modular la afinidad de a7 por ACh, la cooperatividad entre sitios
de union para ACh, la rectificacion de las corrientes de entrada y la fase de
decaimiento de las corrientes de a7 (Bonfante-Cabarcas et al., 1996; Albuquerque

et al., 1997; Corradi y Bouzat, 2016).

La acciéon alostérica del Ca2* ocurriria por la interaccién con el receptor en
un sitio(s) en el dominio extracelular de algunos pLGICS (Eiselé et al., 1993;
Bonfante-Cabarcas et al., 1996). La mutaciéon del glutamato 237 a alanina (E237A)
en a7, localizado en el extremo intracelular del poro transmembrana, elimina el
influjo de Ca?* sin alterar la potenciacién por Ca2* (Eddins et al., 2002). La
mutaciéon del glutamato 172 a glutamina (E172Q), localizado en el dominio
N-terminal extracelular, en un receptor quimérico consistente en el dominio
extracelular N-terminal de a7 y los dominios transmembrana y C-terminal de los

receptores de 5-HTs (a7-5HTsA), elimina el incremento en la potencia de ACh
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causada por Ca?+ (Galzi et al., 1996). Estos resultados sugieren que la ubicacion

de los sitios de potenciacion por Ca2+ también son extracelulares en el caso de a7.

La amplitud de los picos de corrientes macroscopicas se incrementa en
forma dependiente de la concentraciéon cuando la [Ca%*]c aumenta en neuronas de
hipocampo en cultivo (Bonfante-Cabarcas et al., 1996). La accién potenciadora del
CaZ2* se convierte en efectiva por encima de una concentracion 0,01 mM, mientras
que por encima de 10 mM se inhibe la activacién del receptor (Bonfante-Cabarcas
et al., 1996). Estos efectos antagobnicos son probablemente el resultado de la
ocupaciéon secuencial de diferentes sitios (Zimmermann et al., 2012). Por lo tanto,

este cation posee un rol importante en la regulacion fisiolégica de a7.

La [Ca?*]. también incrementa la potencia de agonistas en nAChRs no a7
presentes en neuronas de la habénula medial, células cromafines y neuronas
simpaticas, aunque la potenciacién en estos receptores tiene una menor
sensibilidad al calcio que en a7, con una ECsy de aproximadamente 2 a 3 mM

(Bonfante-Cabarcas et al., 1996).
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OBJE

Dada la importancia fisioldgica que demostré tener la modulacién alostérica de los
pLGICs por cationes divalentes y la poca informaciéon disponible acerca del
mecanismo de modulaciéon de Ca2+ sobre a7, los objetivos del presente capitulo
fueron:
e Kstablecer el efecto de la presencia y la ausencia de Ca2* extracelular
sobre la activacién del receptor a7, a nivel de corrientes macroscépicas.
e Determinar los cambios a nivel de canal Ginico que expliquen los efectos

a nivel de corrientes macroscopicas.
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EFECTOS DEL CALCIO EXTRACELULAR SOBRE EL PICO DE CORRIENTE Y EL TIEMPO

NECESARIO PARA ALCANZARLO

Se realizaron registros de corrientes macroscopicas en la configuracion whole-cell
de patch clamp provocadas por perfusion rapida de ACh en la presencia de [Ca2+]e
1,8 mM, y se compararon con corrientes de la misma célula provocadas por ACh

en ausencia de Ca?* y presencia de EGTA 1mM.

En primer lugar se activo al receptor a7 con ACh 30 pM, una concentracion
inferior a su ECs0 (50 - 60 puM, Bartos et al., 2009). En presencia de Caz*
extracelular, ACh provocé un pico de corriente que decayé durante el pulso de
agonista debido a la desensibilizacién de los receptores (corriente control, figura
ITI.1.A, trazo negro). Cuando la misma célula fue perfundida con la soluciéon de
ACh 30 pM libre de Ca2?*, las corrientes macroscépicas fueron indetectables (n = 4
células diferentes, figura III.1.A, trazo rojo). La posterior reaplicaciéon de la
solucion con Ca2* sobre la misma célula permitié la recuperacion del pico de
corriente original, descartando por lo tanto que la falta de respuesta se debiera a

la pérdida de corriente (figura III.1.A, trazo gris).

Resultados similares se observaron cuando, en vez de utilizar ACh como

A B
ACh 30 pyM Ch 100 uM

500 ms 500 ms

0,2 nA I 0,1 nA |

Figura lll.1 A. Activacién de o7 mediante ACh 30 uM. En presencia de calcio (trazo negro) se observa
un pico de corriente que desaparece cuando el Ca?* estd ausente en la solucion extracelular (trazo
rojo) y es recuperado cuando el Ca?* vuelve a estar presente (trazo gris). B. El mismo efecto observado
en A se observa al emplear Ch 100 uM como agonista.
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agonista, se realizo la activacion de los receptores con colina (Ch, choline) 100 pM,

siendo esta una concentracion menor a la de ECso (ECs0 = 2,5 - 3 mM, Murray

et al., 2009, figura II1.1.B).

Seguidamente se evalué la contribucién del Ca2+ extracelular sobre la
respuesta de a7 realizando registros de corrientes macroscopicas de a7 en
configuracion whole-cell, provocadas por perfusiéon rapida de ACh en una
concentracién saturante (1 mM). La perfusién rapida con una solucién conteniendo
ACh 1 mM y Ca2?* 1,8 mM genero corrientes que alcanzaron el pico maximo en
aproximadamente 10 ms (figura II1.2A). Como medida de la velocidad aparente de
activacion se midi6 el parametro Ti0-90, que es el tiempo que transcurre entre el
10% y el 90% del maximo de corriente. En presencia de Ca2*, este valor fue de 10,4
+ 4,6 ms. Las corrientes decayeron en presencia de ACh por desensibilizacién de
los receptores con una constante de tiempo rapida (trépida) que varia entre 30 y 60
ms (38,0 = 12,7 ms) y una constante de tiempo lenta (Tienta) que varia entre 400 y

600 ms (498 + 100 ms).

A B (o
@] 4 @]
ACh 1 mM 21000 £50; jf
< 800 - ° c
“— o] O 40 -
= 600 A ° b
[} ® 30
200 ms © o
s 4001 52 20
0,2 nA | 200 - 10
ol — oL
t Pico de corriente

10-90

Figura I11.2 A, Activacién de a7 mediante ACh TmM. En presencia de Ca?* extracelular (trazo negro)
se observa un pico de corriente que disminuye cuando el Ca?* estd ausente en la solucién extracelular
(trazo rojo) y es recuperado cuando el Ca?* vuelve a estar presente (trazo gris). B. Porcentaje de
aumento en el 1090 cuando la solucién extracelular no contiene Ca?". C. Porcentaje de reduccién del
pico de corriente cuando el Ca?" estd ausente en la solucién extracelular. Cada punto en By C
representa una célula diferente (n=4).

La remocion del Ca2+ de la solucion de ACh 1 mM redujo marcadamente el

pico de corriente e incrementé el t10.90. En ausencia de Ca2*, el T10.90 se incrementé
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a un 444 + 280% (figura I1.2A y B) y el pico de corriente se redujo a un 43,8 = 7,0%
(figura I1.2A y C) en comparacion con la condiciéon control. Ademas, las corrientes
decayeron en forma mas lenta en ausencia de Ca?* extracelular, determinandose
este efecto por el incremento en las constantes de decaimiento: Trapida tomo un valor
de 99,1 + 31,7 ms, ¥ Tienta tomé un valor de 843,1 + 671,5 ms. En todos los casos
analizamos Unicamente aquellos experimentos en los que el pico de corriente se

recupero en un valor mayor al 85% luego de la ausencia de Ca?* extracelular.

VARIACION DE LA AMPLITUD DE LA CORRIENTE UNITARIA EN FUNCION DEL CALCIO

EXTRACELULAR

La magnitud de las corrientes macroscopicas (Im) se define segiin la ecuacién

In=n 1 Pagpertura (Ecuacion I11.1)

siendo n el nimero de canales presentes, 1 la corriente unitaria al potencial de
membrana evaluado medida en pA, y Papertura 1a probabilidad de apertura de los

canales.

Dado que, al realizarse el intercambio rapido de soluciones sobre la misma
célula el nimero de canales presentes (n) no varia tanto en presencia como en
ausencia de Ca?*, la disminucién de la corriente macroscopica en ausencia de Ca2+
podria deberse a una disminucién de la corriente individual de cada canal o a un
descenso de la probabilidad de apertura de los canales. Para identificar cual de
estos dos mecanismos es el responsable de este efecto, se aplicé la técnica de paich

clamp en la configuraciéon cell-attached.
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Se determind la conductancia individual de los canales realizando registros
de canal unico activando los receptores con ACh 100 pM y el potenciador
PNU-120596 1 uM en presencia y ausencia de Caz* extracelular. Como se describid
anteriormente, PNU-120596 es un PAM de tipo II que aumenta el tiempo que el
canal permanece en el estado abierto luego de abrirse, de manera que la amplitud

de los eventos individuales puede ser medida con exactitud.

En presencia de una [Ca2*]e 1,8 mM y a un potencial de membrana de -70
mV la amplitud media de las aperturas individuales fue de 9,8 + 1,7 pA (n=5). Al
realizar registros en ausencia de Ca?* y presencia de EGTA 1 mM a -70 mV, la
amplitud media de los canales aument6 a 12,1 + 0,3 pA (n=3). Por lo tanto, estos
resultados descartan una disminucién en la conductancia de los canales como

mecanismo de la disminucién de la magnitud de la corriente macroscépica.
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Figura 111.3 Comparacién de la amplitud de dos clusters representativos en presencia (cluster negro)
y ausencia (cluster rojo) de Ca?*. Los mismos fueron provocados por ACh 100 uM y potenciados por
PNU-120596 1 uM. A la izquierda se muestran sobre el mismo eje dos histogramas de puntos
representativos de los estados abiertos de dos clusters, uno en presencia (ajuste negro) y otro en
ausencia (ajuste rojo) de Ca?*.

EFECTO DE LA AUSENCIA DE CALCIO EXTRACELULAR SOBRE LA ACTIVIDAD DE

CANAL UNICO

Para seguir descifrando en detalle el mecanismo de los cambios macroscopicos en

la ausencia de Ca?2* extracelular, se realizaron registros de canal tnico en la
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configuracion outside-out. La activacion del receptor a7 se realiz6 mediante una
perfusion rapida con una concentracion baja de ACh (10 pM) en presencia y
ausencia de Ca2*. A esta concentraciéon de agonista, las aperturas individuales

aparecen como eventos aislados breves.

Sobre el mismo parche se realiz6 el intercambio rapido de la solucion que
contenia Ca?* en concentracion 1,8 mM por otra carente de CaZ* y con EGTA 1
mM. Esto llevé a una reduccion muy marcada en el namero de eventos de apertura
individuales, que llegaron incluso a ser indetectables en algunos sellos. El nimero
de eventos de apertura en ambas condiciones, para el mismo parche, se redujo en

un 92,3 + 9,1 % cuando el Caz* fue removido de la solucion de agonista (n=4, figura

I11.4).
v v
v
v v 200 ms
_Im
©
| , ’ . >
s ACh 10 uM + Ca** 1,8 mM s ACh 10 uM sin Ca**

Figura 1.4 Registro de patch clamp de canal Unico en la configuracion outside-out en el que se observa
la activacion de o7 mediante ACh 10 pM. La actividad disminuye marcadamente cuando se
intercambia la solucién que contiene Ca?* 1,8 mM (tramos negros del trazo) por una en la que el Ca?*
se encuentra ausente (tramos rojos del trazo). Las flechas indican el cambio de solucién. Al tratarse de
la configuracién outside-out, en este caso los episodios aparecen como deflexiones de la linea de base
«hacia abajo». Potencial de membrana: -70 mV.

Al volver a perfundir el mismo parche con la solucién original que contenia
Ca?*, volvieron a detectarse eventos, mostrando que este efecto es reversible.
Ademas, es independiente de si la primera soluciéon aplicada sobre el parche es la

que contiene Ca?* o la que no posee el cation.
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Por lo tanto, se puede concluir que la presencia de Ca?* en la soluciéon de
agonista facilita la activacién de a7 por un aumento de la probabilidad de apertura

del canal, lo que explica su rol como modulador alostérico positivo.
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Los resultados mostrados en este capitulo corresponden a una colaboracién en
progreso entre nuestro laboratorio y el laboratorio del Dr. Sine en la Clinica Mayo,

Rochester, USA.

Si bien la accién del Ca2* como modulador de los pLGICS parece ser un
concepto claramente establecido, resulta curioso que no haya hasta el momento

una investigacion detallada sobre el mecanismo involucrado, incluso en a7.

Los registros de corrientes macroscopicas mostraron que la ausencia de Caz*
extracelular disminuye el pico maximo de corriente y aumenta el tiempo necesario
para alcanzarlo, siendo este efecto reversible. En el caso de concentraciones
inferiores a las saturantes, no se detectaron corrientes en ausencia de Ca?*, tanto
para la activacion con ACh como con Ch. Nuestros resultados estan en
concordancia con los reportes previos que muestran al Ca** como un PAM de a7
Mulle et al., 1992; Vernino etal., 1992; Bonfante-Cabarcas etal., 1996;

Zimmermann et al., 2012).

Por otra parte, los resultados a nivel de canal Unico no habian sido
mostrados hasta el momento, y nos permitieron revelar el mecanismo involucrado.
Como se describié en la ecuacion II1-1, el pico de amplitud maxima de la corriente
macroscopica depende del nimero de canales, la corriente unitaria (G) y la
probabilidad de apertura del canal (Papertura). Nuestros experimentos se realizan
en la misma célula perfundida con agonista en ausencia y presencia de Ca2*, por
lo que el nimero de canales permanece constante, descartandolo como factor de
cambio en la ecuacion III-1. El aumento en la media de la amplitud individual de

los canales determinado en nuestros experimentos en la configuracién
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cell-attached permitié también descartar una disminucién en la conductancia de
los canales como mecanismo en la disminucién del pico de corriente; incluso,
encontramos que la conductancia cambia en sentido contrario a lo observado a
nivel macroscopico. Por lo tanto, el mecanismo que explicaria la disminucién del
pico de corriente maxima tendria que involucrar una disminucién de la Papertura de

los canales.

Para comprobar esta hipdtesis realizamos registros en configuracién
outside-out, la que permite intercambiar las soluciones de agonista sobre el mismo
parche. En estos experimentos utilizamos una concentraciéon baja de ACh para
evitar generar corrientes macroscopicas y detectar eventos de apertura
individuales y aislados. Observamos una gran disminucién del nimero de eventos
de apertura al intercambiar la soluciéon de agonista conteniendo Ca2* por una en
la que se encontrara ausente, siendo en algunos casos cero. Dado que el nimero
de canales en el parche es constante, la disminucién de los eventos de apertura es
ocasionada por un gran impedimento del canal para activarse en ausencia de Ca2*,
Es decir que el pico de corriente disminuido observado en ausencia de Ca2+
en la configuracion whole-cell se debe a una disminucion de la Papertura €n

la ecuacién IT1-1.

Mas aun, dado que la corriente individual aumenta levemente en ausencia
de Ca2*, el cambio en la corriente macroscopica no es de una magnitud tan grande
como el observado en la frecuencia de aperturas de los registros de outside-out. Es
decir, el leve aumento de corriente individual compensaria parcialmente la
disminucién dada por una menor Papertura. Es por este motivo que el porcentaje de

cambio del t10-90 es mucho mayor que el del pico de corriente. Nuestros resultados,
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entonces, indican que el ion Ca2* es indispensable para el gatillado del

canal.

Se ha propuesto que los sitios de unién por calcio se encuentran en la region
extracelular de a7 en trabajos con mutaciones dirigidas sobre a7 (Eddins et al.,
2002) o sobre una quimera a7-5HT3A (Galzi et al., 1996). Parte de nuestro proyecto
en colaboracién incluye el trabajo con mutantes en la porcién extracelular de a7,

lo que permitira relacionar estructura y funcion.

Uno de los roles mas importantes del sistema colinérgico en el sistema
nervioso central es modular la excitabilidad de las neuronas. La sefnalizacion por
Ca2* en conjunto con la actividad colinérgica participan en este mecanismo
(Vernino et al., 1992). Dado que la modulacién por Ca2* presentada con nuestros
resultados ocurre en el rango fisiologico de concentraciones del cation, la
senalizacion colinérgica modulada por Ca2* podria participar en multiples eventos,
siendo entonces de suma importancia en la regulacion de esta via. Este trabajo
aporta un primer acercamiento al entendimiento del mecanismo mediante el cual

el ion Ca2* actia como PAM del receptor a7.
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ABREVIATURAS

5-HT: 5-hidroxitriptamina, serotonina

5-HT3A: subunidad A del receptor de serotonina tipo 3

5-HT3B: subunidad B del receptor de serotonina tipo 3

ACh: acetylcholine, acetilcolina

AChBP: acetylcholine binding protein, proteina unidora de acetilcolina

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNec: acido desoxirribonucleico complementario

AMPA: aminomethylphosponic acid, acido aminometilfosfonico

Ch: choline, colina

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

Dubecco

ECso: effective dosis 50, dosis efectiva 50

EGTA: ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid, acido

etilen glycol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N’ N’-tetraacético

G: corriente unitaria al potencial de membrana evaluado

GABA: gamma-Aminobutyric acid, acido gamma-aminobutirico

GPF: green fluorescente protein, proteina verde fluorescente

HEPES:  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic  acid, acido 4-(2-

hidroxietil)-1-piperazinetanesulfénico
141



Im: magnitud de corriente macroscopica

kHz: kilohertz

LC: low conductance, baja conductancia (referido a la subunidad de receptor)

LGIC: ligand gated ion channel, canal idénico activado por ligando

M1-M4: segmentos transmembrana 1 a 4

mAChR: muscarinic acetylcholine receptor, receptor muscarinico de acetilcolina

MIL: maximum interval likelihood, maximo intervalo de probabilidad

nAChR: nicotinic acetylcholine receptor, receptor nicotinico de acetilcolina

NMDA: n-Methyl-D-aspartate, n-Metil-D-aspartato

PAM: positive allosteric modulator, modulador alostérico positivo

Papertura: probabilidad de apertura

PBS: phosphate buffered saline, buffer fosfato salino

pLGIC: pentameric ligand gated ion channel, canal i6nico activado por ligando

pentameérico

a-Btx: a-Bungarotoxina

BA1.40: péptido B-Amiloide 1-40

BA1.42: péptido B-Amiloide 1-42

T10-90: tiempo que transcurre entre el 10% y el 90% del maximo de corriente

Terit: tlempo critico
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Tlenta: constante de tiempo lenta

Trapida: cONstante de tiempo rapida
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