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Receptor Nicotinico Colinérgico a9a10: Propiedades Funcionales y

Farmacoldgicas.

Resumen.

La activacion del receptor nicotinico colinérgico a9a10 presente en los contactos
sinapticos entre las fibras colinérgicas eferentes olivococleares y las células ciliadas del
organo de Corti puede prevenir el trauma acustico. En consecuencia, incrementar su
activacion mediante el uso de potenciadores farmacologicos, conocer las condiciones en
las cuales este receptor alcanza una activaciéon Optima o estudiar su mecanismo de
activacion, podria tener un potencial valor terapéutico para la prevencion de la pérdida
de audicion causada por exposicion a intensidades altas de sonido. Por lo tanto, los
objetivos de este trabajo fueron: caracterizar nuevos moduladores positivos para el
receptor a9al0, estudiar las condiciones en las que alcanza una activacion Optima y
describir los requerimientos estructurales para su activacion.

En relaciéon a la busqueda de potenciadores farmacologicos, en este trabajo
caracterizamos al acido ascorbico (ASC) como modulador positivo de receptores
recombinantes a9al0 expresados en oocitos de Xenopus laevis, mediante fijado de
voltaje con dos electrodos. Evidenciamos que la potenciacion por ASC de a9a10 no
afecta la afinidad aparente por acetilcolina (ACh) ni la sensibilidad al voltaje del
receptor, pero si incrementa significativamente las amplitudes maximas de corriente
evocada. Este efecto es estereoespecifico de la forma L y reducida de ASC. Nuestros
resultados sugieren que el mecanismo de potenciacién involucraria una interaccion
alostérica estereoespecifica.

Para caracterizar las condiciones en las cuales el receptor 09010 alcanza una
activacion optima, estudiamos la influencia del Ca®" extracelular en la activacion del
receptor recombinante a9a10. Este receptor es potenciado a concentraciones sub-mM
de Ca*"y es bloqueado a concentraciones superiores. La incorporacién de la subunidad
a10 al pentamero es responsable de la potenciacién a concentraciones sub-mM de Ca*'.
Mediante mutagénesis dirigida y generacion de receptores quiméricos, evidenciamos
que las interfaces entre los dominios extracelulares de una subunidad a9 y otra al0
adyacente son clave en este proceso.

Finalmente, estudiamos el proceso de activacidon de receptores recombinantes

a9a10, caracterizando la importancia de cada subunidad en la formacion de sitios de



unién a ACh funcionales. Evidenciamos que los componentes principales del sitio de
union a ACh de tanto las subunidades a9 como de las al0 son necesarios para la
activacion del receptor a9al10 y que los componentes complementarios de o9 son

indispensables para este proceso.

Palabras clave: Receptores nicotinicos, acetilcolina, trauma acustico, vitamina C, calcio

extracelular, sitio de union a agonista.



9010 Nicotinic Cholinergic Receptor: Functional and Pharmacological

Properties.
Abstract.

The activation of the a9a10 nicotinic cholinergic receptor present at the synaptic
contacts between efferent olivocochlear cholinergic fibers and hair cells of the organ of
Corti can prevent acoustic trauma. In consequence, to enhance its activation by means
of a pharmacological potentiator, to know the conditions in which it reaches maximal
activation or to study its activation mechanism, could have a potential therapeutic use in
the prevention of noise induced hearing loss. Hence, the aims of this work were to
characterize new positive modulators of the a9a10 receptor, to study the conditions in
which it reaches optimal activation and to describe its structural requirements for
activation.

Searching for new positive modulators of a9a10, in this work we characterized
ascorbic acid (ASC) as a potentiator of recombinant 09010 receptors expressed in
Xenopus laevis oocytes by two electrode voltage clamp recordings. We evidenced that
the potentiation produced by ASC does not affect the receptor’s apparent affinity for
acetylcholine (ACh) or its voltage sensitivity, but it significantly increases the maximal
evoked current amplitudes (Iynax). This effect is stereospecific of the reduced L
stereoisomer of ASC. Our results suggest that the potentiation mechanism could involve
a stereospecific allosteric interaction.

To characterize the conditions in which the receptor reaches optimal activation,
we studied the influence of extracellular Ca** on the activation levels of the
recombinant a9a10 receptor. This receptor is potentiated at sub-mM Ca’" concentrations
and is blocked by higher concentrations. The incorporation of al0O subunits to the
pentamer is responsible for the potentiation observed at sub-mM Ca" concentrations.
Using site directed mutagenesis and generating chimeric receptors, we evidenced that
the interphase between the extracellular domains of adjacent 09 and al10 subunits is a
key structural determinant in this process.

Finally, we studied the process of activation of recombinant a9al0 receptors
characterizing the importance of each subunit in the conformation of functional ACh
binding sites. We evidenced that the principal components of the ACh binding site

provided by both a9 and al0 subunits are necessary for the activation of a9a10



receptors and that the complementary components provided by a9 subunits are essential

for this process.

Key words: Nicotinic receptors, acetylcholine, acoustic trauma, vitamin C, extracellular

Ca”", agonist binding site.
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Abreviaturas.

SHTj3: Receptores de serotonina tipo 3.

ACh: Acetilcolina.

AChBP: Proteina de union a acetilcolina.

ADN: Acido desoxirribonucléico.

ADNCc: ADN copia.

Ala, A: Alanina.

Arg, R: Arginina.

ARN: Acido ribonucléico.

ARNCc: ARN copia.

ASC: L-acido ascorbico, Vitamina C.

Asn, N: Asparagina.

Asp, D: Acido aspartico.

CCE, CCI: Células ciliadas externas e internas respectivamente.
Cys: Cisteina.

DHA: Dehidroascorbato.

D-is0-ASC: Acido D-iso-ascérbico.

DTT: Ditiotreitol.

DTNB: Acido (5,5"-ditiobis-(2-nitrobenzoico)), reactivo de Ellman.
ECso: Concentracion efectiva 50.

Fw: Primer sentido.

GABA: Acido y-aminobutirico.

Io: Amplitud de corriente a los 20 seg de alcanzada la amplitud maxima de una
respuesta.

Imax: Amplitud de respuesta méaxima.

[-V: Curvas de corriente en funcion de potencial.

LGIC: Canales 16nicos activados por ligando.

M, mM, uM: Molar, Milimolar y Micromolar respectivamente.
MLA: Metillicaconitina.

nA: Nano amperios.

nAChR: Receptor nicotinico de acetilcolina.

NMDA: N-metil-D-aspartato.

PAM: Modulador alostérico positivo.

PTS: Permanent threshold shift, corrimiento permanente en el umbral de percepcion de
sonido.

Rv: Primer antisentido.

Ser, S: Serina.

S.E.M.: Error estandar de la media.

SNC: Sistema nervioso central.

Thr, T: Treonina.

Trp, W: Triptofano.

TM1, 2, 3, 4: Tramo transmembrana 1 a 4 respectivamente.
TTS: Temporary threshold shift, corrimiento temporario en el umbral de percepcion de
sonido.

V, mV: Volt o Voltaje y Milivolt respectivamente.

Val, V: Valina.

WT: Wild type, Salvaje.
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Introduccion.

1) Receptores Nicotinicos de Acetilcolina.

En 1907 John Newport Langley publicd sus experimentos con sustancias que
producian contraccion muscular, donde nombra a la “Sustancia Receptiva a Nicotina”
de la unién neuromuscular (Langley, 1907). Este fue el primer receptor para un
neurotransmisor en ser reconocido y nombrado. En 1913 Henry Hallett Dale y Arthur
Ewins descubren la presencia de acetilcolina (ACh) en muestras bioldgicas y mas tarde
junto a Otto Loewi confirman su funcion como neurotransmisor (Ewins, 1914; Tansey,
1991; Tansey, 2006). Treinta y dos afios después, gracias a estos descubrimientos les
otorgaron el premio Nobel de Medicina y Fisiologia. Asi la ACh se convirtid en el
primer neurotransmisor en ser identificado. Durante los afios subsiguientes al
descubrimiento, Dale demostr6 que la ACh es responsable de la transmision
neuromuscular. Hacia finales de la década del 50 Bernard Katz comenzé la
caracterizacion electrofisiologica de los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR)
en la sinapsis neuromuscular (Katz and Thesleff, 1957). De esta forma, los nAChRs se
convirtieron en los primeros receptores de neurotransmisor en ser estudiados
electrofisiologicamente. Posteriormente, gracias al desarrollo de los registros
electrofisiologicos de canal Unico por patch clamp, Neher y Sackman emplearon
nAChRs de la sinapsis neuromuscular para estudiar, por primera vez, el
comportamiento de un receptor a nivel de molécula tinica (Neher and Sakmann, 1976).

La purificacion del nAChR del érgano eléctrico de la raya Torpedo marmorata
en la década de 1970 (Cohen et al., 1972; Hartman and Heilbronn, 1978; Sobel and
Changeux, 1977; Sobel et al., 1977) y el clonado de sus subunidades a mediados de la
década de 1980 (Ballivet et al., 1982; Marx, 1983; Noda et al., 1982; Noda et al.,
1983a; Noda et al., 1983b; Patrick et al., 1983) permitié realizar la primera
caracterizacion molecular y funcional de un receptor. Hacia finales del siglo XX, se
obtuvieron imagenes por microscopia electronica de la estructura molecular del nAChR
del organo eléctrico de Torpedo marmorata (Miyazawa et al., 1999; Tierney and
Unwin, 2000; Unwin, 1993; Unwin, 2005; Unwin, 2003).

Gracias a estos esfuerzos hoy contamos con un vasto conocimiento acerca de los
nAChRs. Algunos ejemplos son su familia de proteinas, la relacion estructura-funcion,

su rol fisioldgico y farmacologia; que se desarrollaran en las secciones siguientes.
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1.1) La superfamilia de receptores Cys-loop.

Los nAChRs son miembros de la superfamilia de receptores Cys-loop, la cual
esta conformada por canales 16nicos activados por ligando (LGICs) pentaméricos. En
estos pentameros las subunidades se disponen alrededor de un poro central que
conforma el canal i6nico. Los miembros de esta superfamilia se caracterizan por tener
un tramo muy conservado de 13 aminodcidos, flanqueados por dos cisteinas que forman
un puente disulfuro, disponiendo esos residuos en un loop (Cys-loop). La familia de
receptores Cys-loop comprende a los receptores ionotropicos de acido y-aminobutirico
(GABA,), los receptores de serotonina tipo 3 (5-HT3), los receptores de glicina,
receptores de glutamato e histidina de invertebrados, receptores sensibles a pH y GABA
de procariotas y los nAChRs (Karlin, 2002; Lester et al., 2004; Pan et al., 2012; Spurny
etal.,2012).

1.2) Caracteristicas de los nAChRs.

Existen 17 subunidades proteicas que conforman los nAChRs pentaméricos en
vertebrados: al-10, B1-4, vy, 6 y ¢ (Karlin, 2002; Millar and Gotti, 2009). Por
convencion, las subunidades o se caracterizan por tener un par de cisteinas contiguas
que forman un puente disulfuro en uno de los loops que conforman el sitio de unién a
ACh (C192-C193 en la subunidad al de 7. marmorata).

Estas subunidades conforman pentdmeros en combinaciones especificas, lo que
provee a los distintos nAChRs de sus propiedades particulares. En base a estas
propiedades y a sus patrones de expresion definidos, los nAChRs se diferencian en tres

grupos: musculares, neuronales y epiteliales.

1.2.1) nAChRs musculares.

Los nAChRs musculares se encuentran en las uniones neuromusculares de los
vertebrados y en los érganos eléctricos de algunos peces. Estan conformados por las
subunidades al, B1, d, y y €, las cuales se agrupan en dos combinaciones diferentes con
propiedades biofisicas especificas. Particularmente, la estequiometria (al)f16e es

caracteristica de las uniones neuromusculares en individuos adultos. En cambio, el
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musculo embrionario presenta una estequiometria (al),f1dy. Esta composicion
diferente de subunidades causa que los receptores adultos tengan una conductancia de
canal unico mayor, un menor tiempo de apertura y una mayor permeabilidad para el i6n

Ca”" que los receptores embrionarios (Kalamida et al., 2007; Millar and Gotti, 2009).

1.2.2) nAChRs Neuronales.

Los nAChRs neuronales por convencion estan compuestos por subunidades a2-
a8 y B2-p4, aunque estas subunidades no solo se expresan y ejercen una funcion en
células neuronales (Albuquerque et al, 2009). Se los agrupa en dos clases: de alta
afinidad a agonista e insensibles a a-bungarotoxina y los de baja afinidad a agonista y
sensibles a a-bungarotoxina. Los receptores neuronales de baja afinidad y sensibles a a-
bungarotoxina se conforman por subunidades a7 6 a8 y tienen la particularidad de
poder formar receptores homoméricos (Albuquerque et al, 2009). Los receptores
neuronales de alta afinidad e insensibles a a-bungarotoxina son heteroméricos. Estan
compuestos por subunidades 02, a3, a4 6 a6 las cuales necesitan co-ensamblarse con
subunidades B2 o 4 para formar receptores funcionales (Boorman et al., 2000; Cooper
et al., 1991). Ademas, las subunidades a5 y B3 solo pueden incorporarse a receptores
que ya posean otras subunidades o y [ neuronales (Boorman et al., 2000; Ramirez-
Latorre et al., 1996). La subunidad a8 se encuentra en todos los vertebrados excepto en
los mamiferos (Jones ef al., 2003; Schoepfer et al., 1988).

En cuanto a su distribuciodn, los receptores a7 homomeérico y a4p2 son los mas
abundantes en el sistema nervioso. Los receptores a3p4 estan presentes en ganglios
autondémicos, la médula adrenal, la habénula media, nucleo interpeduncular, médula
dorsal, glandula pineal y retina. El resto de los receptores neuronales tienen un patron de
expresion mucho mas restringido (Millar and Gotti, 2009).

Un mismo tipo celular puede expresar mas de un tipo de receptor neuronal y en
diferentes localizaciones (somatica, presinaptica, postsindptica o axonal), lo que les
atribuye diferentes roles. Por ejemplo, los receptores presinapticos facilitan la liberacion
de neurotransmisor en sinapsis colinérgicas, dopaminérgicas, noradrenérgicas,
glutamatérgicas, serotonérgicas y gabaérgicas. Los receptores postsindpticos, en
cambio, median una proporcion muy pequefia de la neurotransmision excitatoria rapida
en el sistema nervioso central (SNC). En el cerebro, la inervacion colinérgica es difusa

pero abundante, lo que sugiere un rol modulatorio de la excitabilidad neuronal (Dani,
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2001; Lucas-Meunier et al., 2003). Ademas, los receptores neuronales estan implicados
en procesos cognitivos de aprendizaje y memoria, en mecanismos de adiccion y en la
regulacion de la expresion génica durante el desarrollo (Kalamida et al., 2007).

Como ya mencionamos, los receptores neuronales no solo se expresan y ejercen
una funcion en el sistema nervioso. Un ejemplo de esto es la expresion de subunidades
neuronales en células del sistema inmune. Particularmente, la subunidad a7 se expresa
en linfocitos donde cumpliria un rol inmunomodulatorio, conocido como la “via

colinérgica anti-inflamatoria” (Kalamida et al., 2007; Millar and Gotti, 2009).

1.2.3) nAChRs Epiteliales.

La subunidad 09 se expresa en las células ciliadas de la coclea, la pars tuberalis
de la glandula hipofisis, el epitelio nasal, la lengua, ganglios de la raiz dorsal, médula
Osea y células sanguineas (Elgoyhen et al., 1994; Elgoyhen et al., 2001; Millar and
Gotti, 2009; Vincler et al., 2006). En las células ciliadas de la coclea, 09 se co-expresa
con la subunidad al0 y ambas se co-ensamblan en un receptor heteromérico que
participa del control eferente de la audicion (Elgoyhen et al., 2001; Katz et al., 2004;
Vetter et al., 2007). Ademas de esto, los receptores a9a10 se expresan en ganglios de la
raiz dorsal donde cumplirian un rol en la transduccion del dolor neuropatico y en la
patofisiologia de un nervio dafiado (Vincler et al., 2006). Sin embargo, no se ha
detectado la expresion de estas subunidades en el cerebro (Elgoyhen et al., 1994,
Elgoyhen et al., 2001).

Si bien la subunidad 09 es capaz de formar receptores homoméricos funcionales
(Elgoyhen et al., 1994), forma receptores heteroméricos con mayor eficiencia al co-
expresarse con la subunidad a10. En cambio, la subunidad a10 en mamiferos no forma
canales homoméricos y solo forma receptores funcionales al co-expresarse con la

subunidad a9 (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al., 2002).

1.3) Estructura de los nAChRs.

La estructura de los nAChRs de vertebrados no ha podido ser estudiada por
difraccidon de rayos X debido a la dificultad de obtener cristales. Sin embargo, se ha
cristalografiado una variedad de proteinas de procariotas de la familia Cys-loop,

proteinas de invertebrados con un buen porcentaje de identidad de secuencia con
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receptores Cys-loop, un fragmento de la subunidad nicotinica al de raton y quimeras de
subunidades nicotinicas con otras proteinas. Estas alternativas, sumadas a otras
estrategias como el método de accesibilidad a cisteinas modificadas (SCAM) y el
marcado de afinidad han permitido el estudio de la estructura de los nAChRs.

La estructura general del nAChR del 6rgano eléctrico de 7. marmorata pudo ser
determinada por microscopia electrénica de cristales tubulares con una resolucioén de 4A
(Miyazawa et al., 1999; Unwin, 2005) (Fig. 1A). En esa estructura se aprecia un largo
total del receptor de 160A, un dominio extracelular con el sitio de uniéon a ACh y un
“vestibulo” que conduce al poro del canal de 20A de didmetro y 60A de largo, una
region transmembrana de 40A de largo que contiene el poro del canal y una porcion
intracelular pequea. En los ultimos afios, se lograron obtener cristalografias de
receptores Cys-loop procariotas de Erwinia chrysanthemi (ELIC) y de Gleobacter
violaceus (GLIC), lo cual representa un gran avance en el conocimiento de las
estructuras de la familia de proteinas de los nAChRs (Bocquet et al., 2009; Hilf and
Dutzler, 2009; Hilf and Dutzler, 2008).

1.3.1) Dominio Extracelular.

La mayor parte del conocimiento estructural que tenemos del dominio
extracelular de los nAChRs y de todos los receptores Cys-loop se lo debemos a la
cristalografia de la proteina de union a ACh (AChBP) de las células gliales del molusco
Lymnea stagnalis (Brejc et al., 2001). Esta estructura permitié6 confirmar los datos
obtenidos previamente por SCAM, marcado de afinidad y mutagénesis dirigida. En el
caracol L. stagnalis, esta proteina soluble tiene un rol modulatorio de la transmision
sinaptica, al ser secretada por las células gliales de manera dependiente de ACh (Smit et
al.,2001).

La estructura de la AChBP consta de cinco subunidades idénticas de 210
aminoacidos dispuestas alrededor de un espacio central (Fig. 1B). Su secuencia
aminoacidica tiene un 20-24% de homologia con la region N-terminal (extracelular) de
los nAChRs, estando mds emparentada con los dominios extracelulares de las
subunidades a (Karlin, 2002). La subunidad que conforma la AChBP presenta el par de
cisteinas caracteristico de los receptores Cys-loop, solo que forman un loop de 12
residuos en lugar de 13. Ademas, presentan el par de cisteinas contiguas caracteristico

de las subunidades o nicotinicas. También se obtuvieron cristales de AChBPs de otras
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especies con resoluciones de hasta 1,67A y co-cristalizadas con agonistas y antagonistas
nicotinicos (Zouridakis et al., 2009). Finalmente, en el afio 2007 se obtuvo una
cristalografia de 1.94A de resolucion del dominio extracelular de una subunidad ol de

raton unida a a-bungarotoxina (Dellisanti et al., 2007).

— - L—
Mermbrana
plasmatica

I — ——

Figura 1: A) Estructura molecular del receptor nicotinico del 6rgano eléctrico de Torpedo, evaluada por
microscopia electronica (4A de resolucion, 2BG9.pdb). Las subunidades a estdn coloreadas en azul, la
subunidad B en rojo, la y en verde y la 6 en amarillo. Panel superior: vista lateral. Panel inferior: vista
desde extracelular hacia intracelular. B) Estructura cristalografica de la AChBP de Lymnea stagnalis
(2,7A de resolucion, 119B.pdb). Al ser homomérica, la tnica subunidad que la conforma esta coloreada

en azul. Panel superior: vista lateral. Panel inferior: vista de N terminal a C terminal.
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El dominio extracelular del nAChR de 7. marmorata tiene una conformacion
tridimensional practicamente idéntica a la de la AChBP (Fig. 1A, B). Cada subunidad
de la AChBP y cada dominio extracelular del nAChR estan organizados alrededor de un
B-sandwich “enrollado”, de 10 tramos 3 y con un centro hidrofébico. Ademas, presentan
una a-hélice N-terminal y dos hélices 3y cortas (Brejc et al., 2001; Unwin, 2005). El
interior del vestibulo extracelular que precede al poro del canal presenta numerosos
residuos con carga negativa, por lo que se propone que el vestibulo es selectivamente

permeable a cationes (Unwin, 2005).

1.3.1.1) Sitios de unién a ACh

Los sitios de uniéon a ACh se encuentran en las interfaces entre los dominios
extracelulares de subunidades adyacentes (Fig. 2A, B) a 50A por encima de la
membrana (Unwin, 2005). Por lo tanto, un receptor puede tener hasta cinco sitios de
union a ACh (Rayes et al., 2009). Las superficies de los dominios extracelulares que
conforman un sitio de union exponen diferentes componentes estructurales y residuos,
por lo que no son equivalentes (Karlin, 2002). Estas superficies no equivalentes son los
componentes del sitio de unién a ACh. Por convencidon, una subunidad aporta el
componente principal con residuos muy conservados y la adyacente aporta el
componente complementario menos conservado. Solo las subunidades de tipo o aportan
componentes principales a sitios de uniéon y los componentes complementarios en
cambio pueden ser aportados por algunas subunidades o, y por las subunidades [
(excepto B1), v, 0 y € (Corringer et al., 2000). Al combinarse diferentes componentes
provistos por distintas subunidades, los sitios de union a ACh presentes en los distintos
tipos de nAChRs adquieren afinidades por ACh y propiedades farmacologicas y
funcionales caracteristicas (Blount and Merlie, 1989; Prince and Sine, 1999). Ademas,
ya que no todas las combinaciones que se dan en un pentamero son funcionales, los
distintos nAChRs pueden tener diferentes nimeros de sitios de union a ACh, los cuales
pueden ser o no equivalentes (Carbone et al., 2009; Mazzaferro et al., 2011). Por
ejemplo, el receptor muscular adulto tiene solo dos sitios de unién a ACh no
equivalentes, compuestos por interfaces al/d y al/e (Martinez et al., 2000). El receptor
neuronal a7 homomérico en cambio presenta 5 sitios de unién equivalentes o7/a7

(Rayes et al., 2009).
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El componente principal de un sitio de union a ACh estd compuesto por tres
loops que exponen residuos caracteristicos y muy conservados entre las subunidades
nicotinicas a: los loops A, B y C (Fig. 2A, B). El componente complementario esta
compuesto predominantemente por tramos [, pero historicamente se los denomino loops
(previo a la obtencion de estructuras): los loops D, E, y F (Karlin, 2002).

Un sitio de union consiste en un bolsillo de residuos en su mayoria aromaticos
(Karlin, 2002). Los residuos conservados que lo componen se resumen en la figura 2C.
Los orbitales © de estos residuos aromaticos estabilizarian la carga positiva del amonio
cuaternario de la ACh, a través de interacciones cation-mt. Este tipo de interaccion se ha
demostrado experimentalmente para el Trp149 (numeracion de la subunidad al de 7.

marmorata), altamente conservado (Zhong et al., 1998).

Membrana
plasmatica

Figura 2: A) Estructura de una subunidad o y una § adyacentes en un receptor nicotinico de Torpedo. B)
Estructura de la interfaz entre los dominios extracelulares de estas subunidades adyacentes. El
componente principal del sitio de union a ACh aportado por la subunidad o esta remarcado en verde (loop
A), azul (loop B) y rojo (loop C). El componente complementario aportado por la subunidad § se resalta
en amarillo (loop D), violeta (loop E) y naranja (loop F). C) Orientacién espacial de los residuos

conservados del sitio de unién a ACh en la interfaz de uniéon ad. Los loops estan coloreados segun B).
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1.3.2) Interfaz Extracelular-Transmembrana

El sitio de unién a ACh se encuentra a SOA de la region transmembrana (Fig.
3A, B) que actia como compuerta para el flujo de iones a través de la membrana
(Unwin, 2005). Por lo tanto, la comunicacion entre estas dos regiones es esencial para el
funcionamiento de los receptores (Bartos et al., 2009). La interfaz extracelular-
transmembrana es la zona de transicion estructural donde las hojas B extracelulares se
comunican con las a hélices transmembrana. Las estructuras que la componen son el
loop B1-B2, el loop B8-B9, el Cys-loop, el extremo extracelular N-terminal del primer
paso transmembrana (TM1) y el loop entre los pasos transmembrana 2 y 3 (loop TM2-
TM3) (Fig. 3 A, C). Esta red de estructuras mediaria el proceso bidireccional alostérico
de acople funcional entre el sitio de union a ligando y el poro (Bartos et al., 2009;

Bouzat, 2012; Bouzat et al., 2008).
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Figura 3: A) Estructura de una subunidad al nicotinica de Torpedo. El dominio extracelular se remarca
en azul, el transmembrana en rojo y la a hélice MA intracelular en verde. B) Panel izquierdo: estructura
del dominio extracelular de la subunidad o de Torpedo. Panel derecho: estructura de una subunidad de la
AChBP de Lymnea. En ambos casos los componentes del sitio de uniéon a ACh se encuentran resaltados
de acuerdo a la figura 2B. C) Estructura de la interfaz extracelular-transmembrana de la subunidad o de
Torpedo. El loop B1-B2 esta coloreado en azul, el Cys-loop en rojo, el loop B8-B9 en verde, el tramo N-
terminal de TM1 en amarillo y el loop TM2-TM3 en violeta. Por claridad, se omiti6 el paso
transmembrana 4 (TM4) en esta estructura. D) Panel izquierdo: Estructura del dominio transmembrana de
la subunidad o de Torpedo. El paso transmembrana 2 (TM2) estd resaltado en rojo. Panel central:
Estructura del poro conformado por los dominios transmembrana de las subunidades del receptor
nicotinico de Torpedo. Los tramos TM2 estan resaltados en rojo. Vista desde extracelular hacia
intracelular. Panel derecho: estructura del poro conformado por los dominios transmembrana del receptor
nicotinico de Torpedo, en vista lateral. Se removid la subunidad y para exponer el interior del poro. Los
tramos TM2 estan resaltados en rojo y los residuos L9 y V13" estan remarcados en verde y azul

respectivamente.

1.3.3) Dominio Transmembrana.

El dominio transmembrana de las subunidades nicotinicas consiste en 4 a-
hélices que la atraviesan (TM1-4) (Unwin, 2005). En el pentdmero, los dominios
transmembrana conforman un anillo interno, que interactia con los iones permeantes y
constituye el poro central, y un “escudo” que aisla el poro del entorno lipidico de la
membrana (Miyazawa et al., 1999). El anillo interno estd conformado por los tramos
TM2 de las cinco subunidades, los cuales tapizan el poro del canal, y el “escudo” por
los tramos TM1, TM3 y TM4 de cada subunidad (Fig. 3D) que aislan los tramos TM?2
de los lipidos de membrana (Miyazawa et al., 1999). Los tramos TM2 estan inclinados
generando una forma de embudo (Fig. 3D) ensanchdndose en direccion hacia
extracelular. Cerca de la superficie extracelular de la membrana, los tramos TM2 se
separan entre si por su inclinacioén, dejando que los dominios TM1 también participen

del tapizado del poro en esa region (Unwin, 2005).

1.3.3.1) Canal.

Los cinco tramos TM2 exponen residuos muy conservados en direccion del eje

del canal y en posiciones determinadas, formando anillos de entornos quimicos

particulares a través del poro. En su mayoria, esos anillos son hidrofébicos y en
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particular los formados por la Leu9’ o Vall3’ (Fig. 3D), siguiendo la numeracion de
TM2 segan (Miller, 1989), generan la menor apertura a través del canal (6 A de
diametro) (Miyazawa et al., 1999; Unwin, 2005). Este espacio seria muy estrecho para
permitir el paso de iones sodio o potasio hidratados, ya que en un entorno no polar no
podrian perder su capa de hidratacion facilmente. Esta region es la que actuaria como
compuerta del canal, no ocluyendo el poro, sino funcionando como una barrera
energética que desfavoreceria el pasaje de iones (Miyazawa et al., 1999; Unwin, 2005).
Esta hipotesis ha sido respaldada con experimentos de mutagénesis dirigida (Labarca et
al., 1995; Plazas et al., 2005a; Revah et al., 1991).

Existen tres anillos de residuos cargados en los extremos del poro en posicion
20°, -1’ y -4°. Estos tres anillos son anionicos y son determinantes de la conductancia de

cationes monovalentes e interactuan con divalentes (Imoto et al., 1988).

1.3.4) Dominio Intracelular.

El dominio intracelular de las subunidades nicotinicas estd conformado por el
loop TM3-TM4. Es una region con una gran variabilidad entre los distintos tipos de
subunidades, cuya longitud oscila entre 110 y 270 aminoacidos (Karlin, 2002). La
estructura de este loop parece ser muy desordenada ya que no pudo resolverse por
microscopia electronica (Unwin, 2005). Lo Unico que conocemos de su estructura es
que cerca de TM4 forma una a-hélice (denominada MA, Fig. 3A) y que en el pentdmero
esas cinco o-hélices conforman un vestibulo intracelular de 20A de didmetro (Unwin,
2005). Los dominios MA también estan inclinados en forma de embudo y forman cinco
ventanas laterales de 8A (aproximadamente el didmetro de un i6n sodio o potasio
hidratado) hacia donde exponen residuos de carga negativa, lo cual constituiria la salida
obligatoria para los iones desde el canal (Unwin, 2005). La parte desorganizada y muy
variable del loop intracelular podria estar involucrada en diversas funciones de los
receptores, ya que su fosforilacion afecta su desensibilizacion, expresion en membrana e

interacciones con el citoesqueleto (Zouridakis et al., 2009).

1.4) Funcionamiento de los nAChRs.

La estructura oligomérica, con multiples sitios de unioén a agonista interactuando

a distancia con el canal mediante cambios cooperativos en la estructura terciaria, sugiere
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una naturaleza alostérica para el funcionamiento de los nAChRs (Colquhoun, 1998;
Lena and Changeux, 1993). Esto plantea que los receptores pueden encontrarse en un
equilibrio de diversos estados y que este equilibrio es afectado por la union de agonistas
o antagonistas (Colquhoun, 1998). Se ha propuesto un modelo de Monod-Wyman-
Changeaux con multiples estados para el funcionamiento de los nAChRs (Lena and
Changeux, 1993). Este modelo describe cuatro estados para los receptores: un estado de
reposo no conductor, un estado activado conductor y dos estados de alta afinidad por el
agonista pero no conductores llamados desensibilizados rapido y lento (Fig. 4A)

(Karlin, 2002; Lena and Changeux, 1993).

F‘,"-H-{}”H- |11 -ﬁ- [:IH-._- H”

A4 R R

»Opy > loy = I "3'5114 * Ry

Figura 4: A) Modelo de cuatro estados para el funcionamiento del receptor nicotinico muscular (con dos
sitios de unién a ACh). Los estados del receptor son: reposo (R), abierto (O), desensibilizado rapido (I) y

desensibilizado lento (D). En este modelo se asume que los sitios de union a ACh no son equivalentes.
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Los subindices indican sus tres estados de ocupacion: vacios (00), solo uno ocupado (01 6 10) y ambos
ocupados (11). Las flechas gruesas indican el mecanismo principal de la reaccion. Adaptado de (Karlin,
2002). B) Estructuras cristalograficas de las conformaciones adoptadas por la AChBP de Aplysia al unir
conotoxina Iml (antagonista nicotinico, panel izquierdo) o epibatidina (agonista nicotinico, panel
derecho). Las conformaciones del loop C se resaltan en rojo y azul respectivamente. C) Superposicion de
las conformaciones que adopta el loop C en las cristalografias de la AChBP de Aplysia unida a
conotoxina Iml (rojo), metillicaconitina (antagonista nicotinico, verde) o epibatidina (azul). B) y C)

adaptado de (Hansen et al., 2005).

Los cambios conformacionales responsables de las transiciones alostéricas
mencionadas ain no han sido completamente elucidados. Sin embargo, el andlisis
estructural de las cristalografias de AChBPs en presencia de agonistas y antagonistas
permitié explorar los posibles cambios conformacionales que ocurririan en el dominio
extracelular en respuesta a la union de ACh (Celie et al., 2004; Hansen et al., 2005).
Particularmente, el cambio mas pronunciado ocurriria en el loop C del sitio de unién a
ACh, el cual se moveria ~11A “cerrandose” sobre la ACh (Fig. 4 B, C) (Zouridakis et
al., 2009). Cabe destacar que el loop C esta ubicado entre los tramos 9 y 10, y que el
tramo P10 estd directamente vinculado al dominio transmembrana a través de TM1

(Unwin, 2005).

1.5) Receptor Nicotinico a9a10.

Las subunidades nicotinicas a9 y al0O son integrantes de la subfamilia de
subunidades epiteliales. La subunidad 09 forma un receptor homopentamérico funcional
al ser expresada en oocitos de Xenopus laevis (Elgoyhen et al., 1994). En cambio no se
detecta la expresion de receptores funcionales conformados por la subunidad al0 de
rata 0 humano en distintos sistemas de expresion (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al.,
2002). Al co-expresar ambas subunidades en oocitos de X. laevis se detectan receptores
funcionales cuyas respuestas a ACh son 100 a 1000 veces mayores que las obtenidas
cuando se expresa el receptor homomérico a9 (Elgoyhen et al., 2001). El receptor
09al10 presenta una estequiometria de (09),(al10); al ser expresado en oocitos de X.

laevis (Plazas et al., 2005b).

1.5.1) Propiedades biofisicas.
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A diferencia del receptor homomérico 09, las respuestas evocadas por a9al0
disminuyen en el tiempo ante una aplicacion prolongada de ACh, es decir que presentan
desensibilizacion (Elgoyhen et al., 2001), la cual depende de la concentracion de
agonista, del tiempo de aplicacion y del tipo de receptor (Quick and Lester, 2002). Sin
embargo, la desensibilizacion de a9al0 no es tan rapida como la de los receptores
homoméricos a7 (Seguela et al., 1993). La relacién de corriente en funcidon de voltaje
(curva I-V) de 09010 presenta una marcada rectificacion saliente, en contraste a las del
resto de los nAChRs, las cuales presentan rectificacion entrante (Bertrand et al., 1990;
Ifune and Steinbach, 1991; Sands and Barish, 1992; Seguela et al., 1993) con la
excepcion de los receptores musculares y del 6rgano eléctrico de Torpedo (Cens ef al.,
1997; Ragozzino et al., 1998). El receptor a9a10 presenta una alta permeabilidad al
Ca®" (Weisstaub et al., 2002), comparable a la de los receptores a7 (Seguela et al.,
1993). El Ca®" extracelular también modula las respuestas de 09010 de manera bifésica:
concentraciones crecientes las potencian en el rango sub-milimolar y las bloquean por
permeacion de manera voltaje-dependiente (Elgoyhen et al., 2001; Weisstaub et al.,

2002).

1.5.2) Farmacologia.

El receptor 09010 es un miembro muy peculiar de la familia de los nAChRs, ya
que presenta un perfil farmacoldgico que no se ajusta a la clasificacion muscarinica ni
nicotinica de los receptores colinérgicos (Elgoyhen et al., 2001). Curiosamente, el
agonista clasico nicotina se comporta como un antagonista de este receptor, al igual que
la muscarina (Elgoyhen et al., 2001). Més aln, o9al0 presenta propiedades
farmacoldgicas de otros miembros de la familia Cys-loop, como los receptores de
glicina, GABA A y SHT3a (Elgoyhen et al., 2001; Rothlin et al., 2003). En consecuencia,
este receptor farmacologicamente promiscuo es sensible a una gran diversidad de
antagonistas (Tabla 1). Entre ellos se incluyen drogas que son agonistas o antagonistas
nicotinicos, muscarinicos, gabaérgicos, glicinérgicos o serotonérgicos (Elgoyhen et al.,
2001; Ellison et al., 2006; Johnson et al., 1995; MclIntosh et al., 2005; Rothlin et al.,
2003). a9al10 también es sensible a antagonistas que no son drogas especificas de
receptores de la familia Cys-loop. Una de ellas es el antagonista de receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA) neramexane (Plazas et al., 2007). Asimismo, algunos

derivados de quinina son antagonistas de a9a10 (Ballestero et al., 2005). Mas aun,
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ciertos opioides son también antagonistas de 09a10 (Lioudyno ef al., 2002). Finalmente

otro antagonista de 09a10 es el bloquenate de canales de potasio KCNQ4, linopiridina

(Gomez-Casati et al., 2004). A pesar del gran nimero de antagonistas que se han

caracterizado para a9a10, hasta el afio 2012 solo se conocia un modulador positivo para

este receptor. Este es la rianodina, un agonista de canales de calcio del reticulo

sarcoplasmatico (Zorrilla de San Martin ef al., 2007).

Droga

Tipo

Efecto en 09010

Nicotina

1,1-dimethyl-4 —phenylpiperazinium (DMPP)

Agonista nicotinico

Agonista nicotinico

Antagonista

Agonista parcial

Muscarina

Oxotremorine methiodide (Oxo0-M)

Agonista muscarinico

Agonista muscarinico

Antagonista

Agonista parcial

D-tubocurarina Antagonista nicotinico Antagonista
a-bungarotoxina Antagonista nicotinico Antagonista
a-conotoxina PelA Antagonista nicotinico Antagonista
a-conotoxina RgIA Antagonista nicotinico Antagonista
a-conotoxina B-VxXXIVA Antagonista nicotinico Antagonista
a-conotoxina Vcl.1 Antagonista nicotinico Antagonista
Atropina Antagonista muscarinico Antagonista
Serotonina Agonista serotonérgico Antagonista
trimethyl serotonin iodide (SHTQ) Agonista SHT; Antagonista
1-(m-chlorophenyl)-biguanide Agonista SHT; Antagonista
ICS-205,930 Antagonista SHT; Antagonista
Tropisetron Antagonista SHT; Antagonista
Ondansetron Antagonista SHT; Antagonista
MDL 72222 Antagonista SHT; Antagonista
Estricnina Antagonista glicinérgico Antagonista
Bicuculina Antagonista gabaérgico Antagonista
Endomorphin-1 Agonista mu-opioide Antagonista
Dynorphin B Agonista kappa-opioide Antagonista
Linopiridine Bloqueante de KCNQ2-4, Iy ,e Iy | Antagonista
Cloroquina Antimalarico Antagonista
Quinina Antimalarico Antagonista
Quinidina Antimalarico Antagonista
Neramexane Antagonista de receptores de | Antagonista
NMDA
Rianodina Agonista de receptores de | Potenciador

rianodina.
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Tabla 1: Perfil farmacolégico del receptor a9a10 (Ballestero ef al., 2005; Elgoyhen et al., 2001; Ellison
et al., 2006; Gomez-Casati et al., 2004; Lioudyno et al., 2002; Luo et al., 2013; Mclntosh et al., 2005;
Plazas et al., 2007; Rothlin et al., 2003; Yu et al., 2013; Zorrilla de San Martin et al., 2007).

2) Rol fisioldgico del receptor nicotinico a9al0.

Si bien se ha detectado la expresion de 09010 en diversos lugares como en los
ganglios de la raiz dorsal o linfocitos (Lips et al., 2002; Vincler et al., 2006), solo se ha
caracterizado su rol fisiologico en las células ciliadas del 6rgano de Corti en la coclea,

donde cumple una funcion en el proceso de la audicion.

2.1) La Coclea.

La coclea es el organo del oido interno responsable de la transduccion de la
informacion auditiva al SNC. Esta encerrada en el laberinto 6seo del hueso temporal del
craneo junto con el aparato vestibular (Fig. 5A, B). Estd dividida en tres
compartimientos llenos de fluido siguiendo la estructura de caracol del laberinto dseo: la
escala media, la escala timpdanica y la escala vestibular (Fig. 5C, D). Una membrana de
dos células de espesor, llamada membrana de Reissner, separa la escala media de la
escala vestibular. Esta membrana se considera acusticamente transparente, es decir que
al oscilar los fluidos cocleares en respuesta a un estimulo sonoro, no afecta la
transduccion. En cambio, separando la escala media de la escala timpanica se encuentra
una membrana acusticamente muy importante, la membrana basilar. La forma y rigidez
de esta membrana compuesta por fibras de colageno varia a lo largo de la coclea: es
gruesa y estrecha hacia la base de la coclea (extremo cercano al timpano) y se vuelve
mas fina y ancha hacia el apice, lo que le permite generar pasivamente un pico de
resonancia en respuesta a frecuencias especificas en posiciones también especificas
(Fig. SE). Este arreglo posicional de la respuesta a estimulos de diferentes frecuencias

se denomina tonotopia.
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Canal semicircular
Ampulla
Utriculo
. Saculo

Helicotrema

Figura 5: A) Esquema representando al oido externo (E), oido medio (M) y oido interno (I). B) Esquema
del oido interno con y sin el estribo sobre la ventana oval. C) Esquema de un corte transversal de la
coclea. Las flechas rojas indican la continuidad de la escala vestibular y las flechas azules la continuidad
de la escala timpanica. D) Ampliacion del esquema de un corte transversal de la coclea. E) Esquema
representativo de las propiedades tonotdpicas (picos de resonancia a distintas frecuencias) de la
membrana basilar en una coclea esquematicamente extendida. F) Esquema del 6rgano de Corti. La
inervacion aferente se esquematiza en azul y la eferente en rojo. Adaptado a partir de imagenes del sitio

web “Journey into the World of Hearing” www.cochlea.org, con permiso de R Pujol et al., Montpellier.

29



La ventana oval y su membrana, la cual es estimulada por el estribo, se
comunican con la escala vestibular (Fig. 5B). Esta ultima se comunica con la escala
timpanica en el 4pice de la céclea a través de una abertura llamada helicotrema (Fig. 5C,
E), por lo que a las escalas vestibular y timpanica se las considera como un solo
compartimiento tanto mecanicamente como en composicion de fluidos. El fluido que
llena estas escalas se denomina perilinfa y es de composicion similar al de un medio
extracelular normal, mientras que el fluido de la escala media se denomina endolinfa y
es muy rico en potasio (157 mM). La endolinfa se preserva aislada de la perilinfa por
uniones estrechas entre las células que tapizan la escala media. La composicion idnica
de la endolinfa causa una diferencia de potencial de +80 mV con respecto a la perilinfa,

lo que se conoce como potencial endococlear.

2.2) Células Ciliadas del Organo de Corti.

El 6rgano de Corti se encuentra emplazado sobre la membrana basilar y
constituye el epitelio sensorial del sistema auditivo. En €I, se encuentran las células
ciliadas, que son mecanosensoriales (Fig. 5F). En su membrana apical, estas células (a
pesar de su nombre) presentan proyecciones llamadas estereocilios, los cuales estan
formados por filamentos de actina, a diferencia de los cilios. Es en estos estereocilios
donde se encuentran los canales i6nicos mecanotransductores. La identidad molecular
de estos canales mecanotransductores ain no se conoce. Sin embargo, sabemos que se
trata de un canal cationico inespecifico de alta conductancia y cuya velocidad de
apertura es la mas rapida registrada para un canal i6nico (Vollrath et al., 2007). La
membrana apical de las células ciliadas se encuentra inmersa en la endolinfa, mientras
que la membrana basolateral en la perilinfa. Uniones estrechas laterales cercanas al
apice de las células ciliadas permiten esta separacion. En la zona basal, estas células se
encuentran vinculadas a la membrana basilar a través de células de soporte. En la zona
apical, los estereocilios se encuentran en contacto con una membrana acelular llamada
membrana tectorial (Fig. 5F).

La onda de presion transmitida a través de la ventana oval a los fluidos cocleares
hace oscilar de manera transversal a la membrana basilar en una onda que se desplaza a
lo largo de su extension (Fig. SE). Esta onda “viajera” tiene una posiciéon en la
membrana basilar de méxima resonancia que depende de su frecuencia (Von Bekesy,

1956), como se menciond previamente cuando se introdujo el concepto de tonotopia. En
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consecuencia, estimulos de alta frecuencia tendran su resonancia maxima en la zona
basal y los de baja frecuencia en la zona apical de la céclea (Dallos, 1996). El 6rgano
de Corti se mueve en conjunto con la membrana basilar, causando que los estereocilios
de las células ciliadas se deflecten ritmicamente, en respuesta a este movimiento, contra
la membrana tectorial. Al deflectarse los estereocilios, se activa ritmicamente el canal
mecanotransductor, causando una despolarizacion oscilante en el potencial de
membrana de las células ciliadas. Dada la composicion de la endolinfa que rodea los
estereocilios, la despolarizacion en respuesta a su defleccion es mediada por iones
potasio (Crawford et al., 1989; Fettiplace, 2009).

Hay dos tipos de células ciliadas en el 6rgano de Corti de los mamiferos: las
células ciliadas externas e internas (CCE y CCI respectivamente, Fig. 5F). Las CCI
reciben inervacion principalmente aferente y en respuesta a la despolarizacion causada
por la defleccion de sus estereocilios liberan glutamato a las dendritas de las neuronas
del nervio auditivo, transduciendo asi la informacién auditiva al SNC (Fuchs et al.,
2003). Por lo tanto las CCI son los fonoreceptores. Las CCE en cambio, reciben
principalmente inervacion eferente proveniente del tallo cerebral (Guinan et al., 1983;
Liberman, 1980). En su membrana plasmatica lateral expresan una proteina motor
llamada prestina. La prestina es sensible a cambios en el potencial de membrana a
través de la union reversible de aniones. En respuesta a esos cambios en el potencial de
membrana, interactuando con el citoesqueleto, produce el acortamiento o elongacion de
las CCE (Ashmore, 2008). Este fenomeno se denomina electromotilidad de las CCE y
se ha propuesto que introduce mas energia cinética al sistema conformado por la
membrana basilar y el 6rgano de Corti, amplificando de esta manera la intensidad de la
percepcion de los estimulos sonoros (Ashmore, 2008). El aumento en la sensibilidad, o
ganancia, producido por esta amplificacion es de ~40-50 dB (Liberman et al., 2002; Wu
et al., 2004). La ausencia de este mecanismo de amplificacién interno de la cdclea,
mediado por las CCE y dependiente de prestina causa sordera (Ashmore, 2008).
Interesantemente, la amplificacion es no lineal, es decir que los estimulos de alta
intensidad son amplificados en menor magnitud que los de baja intensidad
(compresion), lo que incrementaria el rango dinamico de la audicion (Robles et al.,
1986).

A pesar de la tonotopia causada por las propiedades pasivas de la membrana
basilar, el grado de discriminacidn de frecuencias que permite este mecanismo pasivo es

menor a los observados fisiologicamente (Robles and Ruggero, 2001). Mas alin, este
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grado de discriminacion de frecuencias depende de la integridad de las CCE, lo que
sugiere que la funcion de amplificador coclear de estas células también afina
activamente la discriminacion de frecuencias, con respecto a lo observado pasivamente
por Von Beckesy en cocleas post mortem (Dallos and Harris, 1978; Robles and

Ruggero, 2001; Von Bekesy, 1956).

2.3) Sinapsis Eferente Medial Olivo-Coclear.

Previamente se mencion6 que las CCE reciben inervacion principalmente
eferente desde el tallo cerebral (Guinan et al., 1983; Liberman, 1980). Esta inervacion
se denomina efferente medial olivo-coclear, es colinérgica y forma contactos sinapticos
en la membrana basolateral de las CCE en individuos adultos (Elgoyhen and Katz,
2012). Las CCE expresan en sus membranas postsinapticas al receptor a9al0, el cual es
responsable de la neurotransmision colinérgica eferente (Gomez-Casati et al., 2005).
Esta sinapsis eferente olivo-coclear es inusual ya que a pesar de ser colinérgica y de
involucrar un receptor nicotinico, es inhibitoria (Elgoyhen and Katz, 2012). Como se
detall6 anteriormente, el receptor a9al0 tiene una permeabilidad a Ca®* relativamente
alta, por lo tanto, su activacion en respuesta a la liberacion de ACh causa una
despolarizacion transitoria y un aumento del Ca*" intracelular (Gomez-Casati et al.,
2005; Weisstaub et al., 2002). Este aumento de Ca”" intracelular activa un canal de K
dependiente de Ca’* de tipo SK2 (Fig. 6A, B), causando una gran corriente
hiperpolarizante lenta en la célula ciliada (Elgoyhen and Katz, 2012). Los depositos
intracelulares de Ca*" también participarian en la activacién del canal SK2 (Lioudyno et
al., 2004).

La activacién de esta sinapsis, mediante estimulacion eléctrica de las fibras
eferentes mediales olivo-cocleares causa una disminucion en el potencial receptor de las
CCI (Brown and Nuttall, 1984) y en la respuesta del nervio auditivo (Galambos, 1956).
Mas aun, esta estimulacion reduce el movimiento de la membrana basilar (Murugasu
and Russell, 1996). Toda esta evidencia sugiere que la neurotransmision colinérgica
eferente medial olivo-coclear inhibe la actividad motora de las CCE y por lo tanto su
funcion de amplificador coclear (Elgoyhen and Katz, 2012; Mountain et al., 1980;
Siegel and Kim, 1982). Experimentalmente, esta inhibicion eferente puede también
activarse por la presentacion de un estimulo sonoro al oido contralateral (Kujawa et al.,

1994).
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Aun no se han elucidado completamente los roles fisiologicos de la inhibicion
eferente medial olivo-coclear. Entre las funciones sugeridas se incluye el control del
rango dinamico de la audicion (Gifford and Guinan, 1987), la deteccion de fuentes de
sonido en ambientes ruidosos (Kawase et al., 1993), enfocar la atencion en estimulos
visuales y no auditivos (Delano et al., 2007) y la proteccion ante el trauma acustico
(Liberman, 1991; Rajan, 2000). Particularmente para este ultimo punto, se ha
determinado que el receptor 09010 cumple un rol importante, ya que aumentar la
activacion del mismo causa una proteccion ante el trauma acustico (Taranda et al.,
2009). Esto posiciona al receptor nicotinico 09al0 como un posible blanco
farmacoldgico terapéutico para la prevencion de la pérdida de audicion por exposicion a

altas intensidades de sonido (Elgoyhen et al., 2009).
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Figura 6: A) Esquema representativo de una sinapsis medial olivo-coclear. B) Trazo representativo de las
corrientes evocadas por una CCE en respuesta a la actividad eferente. Adaptado de (Elgoyhen et al.,

2009).

2.4) Pérdida de Audicion por Trauma Acustico.

Existen dos principales tipos de pérdida de audicion: la pérdida de audicion
conductiva, que afecta el oido externo y medio, y la sensorineural, que afecta el oido
interno y/o al nervio auditivo (Hong ef al., 2013). La pérdida de audicion conductiva es
comunmente temporaria y corregible terapéuticamente, mientras que la pérdida de
audicion sensorineural frecuentemente es irreversible (Hong et al., 2013). La exposicion
a fuentes de sonido de altas intensidades (més de 85 dB) es el principal factor causante
de la pérdida de audicion sensorineural entre sus etiologias definidas (como causas

genéticas, drogas ototoxicas o la edad) y constituye un problema substancial y creciente
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para los sistemas de salud de paises industrializados (Vio and Holme, 2005). Raramente
la exposicion a altas intensidades de sonido causa cambios en el oido externo o medio,
por lo que personas con pérdida de audicidon por trauma acustico generalmente tienen
timpanos y oidos medios normales (Hong et al., 2013).

Diversas ocupaciones demandan el desarrollo de medidas de proteccion auditiva,
como por ejemplo la industria aeronautica (Hong and Kim, 2001; Jaruchinda et al.,
2005; Kim et al., 2005), ferroviaria (Landon et al., 2005; Seshagiri, 2003), agricola
(Beckett et al., 2000; Kumar et al., 2005; Solecki, 2006), forestal (Neitzel and Yost,
2002), minera (Landen et al., 2004), de la construccion (Neitzel et al., 2008; Trabeau et
al., 2008) y militar (Barney and Bohnker, 2006; Bohnker et al., 2004; Rovig et al.,
2004). Mas aun, la exposicion recreativa a altas intensidades de sonido también
representa un riesgo comun (Biassoni et al, 2005; Serra et al., 2005). En estos
contextos, el uso de protectores auditivos fisicos (ej. tapones) no siempre es suficiente,
apropiado o posible y la proteccion auditiva podria aumentarse o mejorarse
farmacoldgicamente (Lynch and Kil, 2005).

El grado de la pérdida de audicion dependera tanto de la intensidad como de la
duracion de los estimulos sonoros. Se suele separar las exposiciones a estimulos
acusticos traumatizantes en dos grupos: exposiciones de corta duracién a un estimulo
puntual de muy alta intensidad, como una explosion o disparo (“impulse noise” o
“shock noise”) y exposiciones sostenidas. Estos dos posibles escenarios de trauma
producen pérdida de audicidon que se manifiesta graduadamente como un corrimiento
(incremento) en dB del umbral de intensidad de sonido a partir del cual se perciben los
estimulos para distintas frecuencias (Henderson and Hamernik, 1995).

La exposicion puntual, repetida o continua a intensidades de sonido mayores que
85dB (Tabla 2) puede producir dafio mecénico o metabdlico por excitotoxicidad en el
organo de Corti (Borg ef al., 1995; Lim, 1986). Los corrimientos de umbral generados
de este modo pueden ser temporales o permanentes (TTS y PTS respectivamente, por
sus siglas en ingles) dependiendo de si algin mecanismo de reparacion fue capaz de
activarse en respuesta al trauma.

El dafio mecanico normalmente se manifiesta como rotura, fusion o pérdida de la
integridad estructural de los estereocilios de las células ciliadas (Fig. 7A-C) (Henderson
et al., 2006) o danos en sus membranas plasmaticas (Mulroy et al., 1998). Los casos
mas extremos de dafio mecdnico se dan ante una exposicion muy breve de muy alta

intensidad (“impulse noise”) y se observan como desprendimientos del 6rgano de Corti

34



de la membrana basilar y/o rupturas en el epitelio que causan filtraciones de fluidos y la
mezcla de endolinfa con perilinfa, afectando el potencial endococlear (Henderson ef al.,

2006).

Presion de sonido (dB) | Duracion | Fuente Industria

140 <1 min Armas de fuego, turbina de avion. | Militar, acrondutica.

130 >1 min Forja, martillo neumatico. Manufactura, mineria,
construccion.

120 >5 min Parlantes amplificados. Recreacional, musicos.

110 >15min | Motores. Ferrocarril, logistica.

100 >1 hs. Motosierra, carpinteria. Forestal, carpinteria

90 >4 hs. Motocicletas, cortadoras de pasto. | Recreacional

85 >8 hs. Interior de cabinas de avion. Aviacion

Tabla 2: Niveles de presion de sonido que pueden dafar irreversiblemente la audicion (Lynch and Kil,

2005).

La sobreestimulacion del epitelio sensorial puede causar la pérdida de células
ciliadas, lo cual es un dafio irreversible ya que no se regeneran en la céclea de los
mamiferos (Bermingham-McDonogh and Reh, 2011). Aun se discute cudles son los
mecanismos causantes de la pérdida de células ciliadas. Segin el consenso, la
sobreestimulacion podria causar una actividad metabdlica intensa en las células ciliadas,
siendo las CCE las mas tempranamente susceptibles, causando la produccion de
radicales libres por parte de sus mitocondrias (Lynch and Kil, 2005; Ohinata et al.,
2000; Ohlemiller et al., 1999; Yamane et al., 1995). Esos radicales libres causarian la
apoptosis o necrosis de las células ciliadas a través de dafios en el ADN y la
modificacion de lipidos y proteinas (Henderson et al., 2006). Los restos de las células
ciliadas muertas serian removidos por células de soporte del organo de Corti con
actividad fagocitica, como las células de Deiter (Fig. 7A, E, F), reestableciendo de este
modo la barrera de uniones estrechas que separan la endolinfa de la perilinfa
(Ohlemiller, 2008).

Finalmente, altos niveles de sonido también pueden causar exitotoxicidad por
glutamato (Pujol et al, 1993), produciendo una hinchazén y ruptura de terminales

dendriticos aferentes en la coclea (Fig. 7A, G, H) (Spoendlin, 1971). Sin embargo estos
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contactos sinapticos en algunos casos, aunque no siempre, podrian regenerarse

(Robertson, 1983).

Celulas de Defter

Figura 7: A) Esquema representativo del organo de Corti. Se remarca en rojo sus componentes mas
susceptibles al trauma acustico. B) Microscopia electrénica de barrido de los estereocilios de CCEs
normales. C) y D) Microscopia electronica de barrido de los estereocilios de CCEs luego de una
exposicion a un estimulo sonoro traumatico. E) Micrografia del 6rgano de Corti normal. F) Micrografia
del organo de Corti 15 min luego de una exposicion a un estimulo sonoro traumatico, evidenciando
pérdida de CCE en la posicion tonotopica correspondiente a la frecuencia del estimulo. G) Microscopia
electronica de transmision mostrando un contacto sinaptico aferente normal (flecha). H) Microscopia
electronica de transmision mostrando la pérdida de contactos sinapticos aferentes por exitotoxicidad
inducida por kainato (asterisco y flecha) patoldgicamente similar a lo inducido por ruido. Adaptado de

(Henderson et al., 2006).
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Existe evidencia sustentando que los dafios a los estereocilios pueden ser
revertidos por mecanismos de reparacion (Patuzzi, 2002). También mencionamos
previamente que pueden reestablecerse los contactos sindpticos aferentes destruidos por
exitotoxicidad. Por lo tanto se asocia estos dos tipos de dafio a la coclea con el TTS
causado por ciertos tipos de exposiciones a trauma acustico. Una exposicion moderada
durante un periodo corto de tiempo puede causar un TTS que posiblemente se recupere
dentro de las 24-48 hs. posteriores (Hong et al., 2013). Sin embargo, esta no es una
recuperacion completa y sin consecuencias adversas ya que sufrir un TTS con cierta
recurrencia puede producir una degeneracion del nervio auditivo, acelerando la pérdida
de audicion relacionada con la edad (Kujawa and Liberman, 2009).

El dafo responsable de una pérdida de audicion con PTS es irreversible. Un
ejemplo de esto es el deterioro del 6rgano de Corti que se produce en respuesta a
“impulse noise”, que mencionamos previamente. Por otro lado, la exposicion a fuentes
de sonido de intensidades no tan extremas pero prolongadas puede causar la pérdida de
células ciliadas por los mecanismos mencionados previamente. Las CCE de la zona
basal de la coclea son las mas vulnerables, incluso ante un estimulo traumatizante de
multiples frecuencias (“broad band”) y por lo tanto son las primeras en perderse
(Henderson et al., 2006). La pérdida de CCE produce un aumento de hasta 40~60 dB en
el umbral de deteccion de sonido y un detrimento en la discriminacion de frecuencias
codificadas por la zona de la coclea donde se perdieron (Henderson et al., 2006). Por lo
tanto, el PTS causado por la pérdida de CCE normalmente comienza a manifestarse en
la deteccion y/o discriminacidon de frecuencias agudas y en casos mas extremos puede
compensarse mediante el uso de un audifono. Sin embargo, exposiciones a estimulos
traumaticos mas prolongadas, extremas o repetidas pueden también causar la pérdida de
CCI con una consecuente degeneracion de las fibras del nervio auditivo, produciendo
asi una sordera que, dependiendo del trauma, puede abarcar mas o menos frecuencias
(Henderson et al., 2006). Casos de sordera como este podrian tratarse mediante un
implante coclear.

La pérdida de CCE causaria una reduccion en la transduccion de estimulos de
ciertas frecuencias al SNC. De manera similar, la pérdida de CCI y la consecuente
degeneracion de fibras del nervio auditivo también modificarian los estimulos recibidos
a nivel central. Existe evidencia sustentando que a consecuencia de esto, se activarian

procesos de plasticidad homeostética, particularmente en la corteza auditiva, que
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sugieren una degeneracion también a nivel central en la via auditiva (Yang et al., 2011).
Una notable patologia asociada a estos cambios a nivel central es la percepcion

fantasma de un sonido conocida como acufenos o tinnitus (Roberts ez al., 2010).
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Objetivos.

Objetivo General:
Describir los requerimientos estructurales para la activacion del receptor a9a10,
estudiar las condiciones en las que alcanza una activacidon Optima y caracterizar nuevos

moduladores positivos para este receptor.

Objetivos Particulares:
1. Caracterizar el rol de cada subunidad en la formacion de los sitios de union a

acetilcolina del receptor a9a10.

2. Caracterizar los determinantes estructurales de la dependencia del Ca*”

extracelular para su activacion.

3. Caracterizar al dcido ascorbico como modulador positivo del receptor 09a10.
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Meétodos.

1) Obtencion de receptores mutantes y quiméricos.

1.1) Mutagénesis dirigida.

Con el objetivo de identificar los residuos responsables de:

= Laimportancia de los componentes del sitio de union a ACh

. 2+
# La potenciacion por Ca” extracelular

# La potenciacion por acido ascorbico

del receptor a9a.10 de rata, obtuvimos subunidades mutantes por mutagénesis dirigida in

vitro. En la tabla 3 se resumen los sitios mutados y las secuencias de los primers

utilizados.
Especie | Mutacion Primer (5" a3")
Rata a9R46A Fw | GGACATGGACGAGGCAAACCAGATTCTGACAGCC
Rv | GGCTGTCAGAATCTGGTTTGCCTCGTCCATGTCC
Rata alOR46A Fw | GATCATTGATATGGATGAAGCGAACCAGGTGCTGACCTTG
Rv | CAAGGTCAGCACCTGGTTCGCTTCATCCATATCAATGATC
Rata a9W55T Fw | CTGACAGCCTATCTAACGATCCGCCAAACCTGG
Rv | CCAGGTTTGGCGGATCGTTAGATAGGCTGTCAG
Pollo a9WS5T Fw | CCAAATTTTGACAGCTTACTTAACGATTCGACAAAGCTGG
Rv | CCAGCTTTGTCGAATCGTTAAGTAAGCTGTCAAAATTTGG
Rata alOWS5T Fw | GCTGACCTTGTACCTGACGATCCGGCAAGAGTGG
Rv | CCACTCTTGCCGGATCGTCAGGTACAAGGTCAGC
Pollo alOWS5T Fw | CTCACCTCCTACCTGACGGTCCGCCAGGCCTGG
Rv | CCAGGCCTGGCGGACCGTCAGGTAGGAGGTGAG
Rata a9R57A Fw | CAGCCTATCTATGGATCGCCCAAACCTGGCACGATG
Rv | CATCGTGCCAGGTTTGGGCGATCCATAGATAGGCTG
Rata alOR57A Fw | CCTTGTACCTGTGGATCGCGCAAGAGTGGACAGATGCC
Rv | GGCATCTGTCCACTCTTGCGCGATCCACAGGTACAAGG
Rata alOR129V Fw | CGCAGCTCGTGCGTTGTGGACGTGTCTGCC
Rv | GGCAGACACGTCCACAACGCACGAGCTGCG
Rata alON173D Fw | GCCGACTTCGTGGAGGACGTTGAATGGCGGG
Rv | CCCGCCATTCAACGTCCTCCACGAAGTCGGC
Rata a9E175Q Fw | CATTGAAGATGTGCAATGGGAGGTCCATGGC
Rv | GCCATGGACCTCCCATTGCACATCTTCAATG
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Rata alOE175Q Fw | GCCGACTTCGTGGAGAACGTTCAATGGCGGGTGCTGGGC
Rv | GCCCAGCACCCGCCATTGAACGTTCTCCACGAAGTCGGC
Rata a9Y190T Fw | GTAAAGAACGTCATCTCCACTGGCTGCTGCTCCGAGCC
Rv | GGCTCGGAGCAGCAGCCAGTGGAGATGACGTTCTTTAC
Rata al0Y190T Fw | GGCGGGTCCTCACCACTGGCTGCTGCTCTG
Rv | CAGAGCAGCAGCCAGTGGTGAGGACCCGCC
Rata a9CC192/193SS Fw | CGTCATCTCCTATGGCTCCTCCTCCGAGCCTTACC
Rv | GGTAAGGCTCGGAGGAGGAGCCATAGGAGATGACG
Rata al0CC192/193SS Fw | GTCCTCACCTATGGCTCCTCCTCTGAGCCCTACC
Rv | GGTAGGGCTCAGAGGAGGAGCCATAGGTGAGGAC
Rata al0A211S Fw | GCTGCGCCGCCGCTCTGCAGCCTACGTGTGC
Rv | GCACACGTAGGCTGCAGAGCGGCGGCGCAGC
Rata al0S270N Fw | CCGAGAGCATGCCACCTGCAGAAAATGTTCCACTCATCG
GAAAGTACTATATG
Rv | CATATAGTACTTTCCGATGAGTGGAACATTTTCTGCAGGT
GGCATGCTCTCGG
Rata a9V13'T Fw | CCTATTGGCCATGACTACGTTTCAACTAATGGTGGCAGAG
Rv | CTCTGCCACCATTAGTTGAAACGTAGTCATGGCCAATAGG
Rata alOV13'T Fw | CGTCACCGTGCTCCTGGCGCTCACCACCTTCCAACTGATC
CTGGCCGAGAGC
Rv | GCTCTCGGCCAGGATCAGTTGGAAGGTGGTGAGCGCCAG

GAGCACGGTGACG

Tabla 3: Secuencias de los primers empleados para mutagénesis dirigida. Los sitios mutados se resaltan

en amarillo.

Las subunidades mutantes 09V13'T y al0V13'T fueron producidas por la Dra.

Paola Plazas (Plazas et al., 2005a). Las subunidades mutantes a9CC192/193SS y

al0CC192/193SS fueron producidas por Jessica Savino. Las reacciones de mutagénesis

se realizaron utilizando el kit QuickChange II Site Directed Mutagenesis Kit

(Stratagene, La Jolla, CA, USA). Para cada reaccién, se mezclaron los siguientes

componentes:
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Componente Volumen (ul):

Buffer (5X). 5
ADN templado. 1
Primer sentido (50 ng/pl). 2,5
Primer antisentido (50 ng/pl). 2,5
dNTP mix. 1
H20 (c.s.p. 50 pl). 37
PfuUltra ADN polimerasa (2.5 U/ul). 1

Como ADN templado se utilizaron plasmidos que contenian los ADNc
codificando las subunidades 09 y a10 de Rattus norvegicus o Gallus gallus. Empleamos
el siguiente protocolo de amplificacion en un termociclador MJ Research PTC-200

(Bio-Rad, Hercules, Calif., USA):

1- 95°C 30 segundos.
2-95°C 50 segundos.
3-55°C 1 minuto.

4- 68°C 5 minutos.

5-Ir al paso 2, 16 veces.
6- 68°C 7 minutos.

7- 15°C sostenido.

Los productos de las amplificaciones fueron digeridos con la enzima Dpnl. Esta
enzima corta especificamente ADN metilado; de esta forma, se digieren las cadenas
parentales, conservando solamente las portadoras de la mutacion. El producto de la
digestion fue utilizado para transformar bacterias SoloPack Gold Supercompetent Cells
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). Se crecieron cultivos a partir de las colonias obtenidas
y se purific6 ADN plasmidico utilizando el kit Wizard Plus SVMinipreps ADN
Purification System (Promega, Madison, WI, USA). Para confirmar la incorporacion de
la mutacion (y corroborar la ausencia de posibles errores introducidos por la polimerasa
en la amplificacion) los productos de la mutagénesis fueron secuenciados (Macrogen,

Seul, Korea).

1.2) Produccién de subunidades quiméricas.
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Con el objetivo de caracterizar la importancia de los componentes del sitio de
unidon a ACh del receptor a9a10 de rata y los determinantes estructurales responsables
de la potenciacion por Ca®" extracelular del receptor, empleamos las siguientes

subunidades quiméricas:

- 09y: Subunidad a9 con el dominio transmembrana e intracelular de SHT34.

- a10y;: Subunidad a10 con el dominio transmembrana e intracelular de SHT34.

- al0yrr: Subunidad 10 con el dominio extracelular de 9.

- ol10ypuiexra: Subunidad al0 con el dominio extracelular, el loop TM2-TM3 y el
segmento N-terminal de TM1 de 09.

Las subunidades a9y y alOy fueron provistas por Neil Millar, UCL, Reino
Unido (Baker et al., 2004). Brevemente, para obtenerlas se construyeron los ADNcs
conteniendo el dominio extracelular N-terminal de a9 o al0 fusionado a los dominios
transmembrana e intracelular de la subunidad 5HT;s segin se describid en trabajos
previos para la construccion de la quimera a7V2V/5HTs, (Cooper and Millar, 1998;
Eisele ef al., 1993). Se introdujo un sitio de corte para Bcll en los ADNcs de a9 y al0
por PCR en posiciones andlogas a la V201 en la secuencia de a7, justo antes de la
primer region transmembrana, M1. Los productos de PCR de a9 y al0O fueron
subclonados en el plasmido de expresion pRK5-07"**"Y5HT;, (Cooper et al., 1999),
luego de remover la secuencia de a7 por digestion con enzimas de restriccion, para
obtener los plasmidos pRKS-a9(L209)/ SHTsay pRKS-alO(L206)/5HT3 A

La subunidad quimérica al0ygrr fue producida por la Dra. Paola Plazas mediante
el método de PCR de fusién (Szewczyk et al., 2006). Brevemente se realizaron tres

reacciones de PCR empleando la enzima Pfu y los primers listados en la tabla 4.

Primer Secuencia (5" a 3")

GEM Fw | GGGCGAATTAATTCGAGCTC
Rv | GCTATGACCATGATTACGCC

RR Fw | CACACGTAGGCTGCAGCGCGGCGcettcagaaggagagtgaaggtg
Rv | caccttcactetecttctgaagCGCCGCGCTGCAGCCTACGTGTG

Tabla 4: Secuencia de los primers empleados para la construccion de la quimera alOyrr. En la secuencia
de los primers “RR” se marca en mayusculas la secuencia correspondiente a 09 y en minusculas la

secuencia correspondiente a a.10.
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La primera reaccion de PCR involucr6 el vector a9pGEMHE como templado y

los primers GEM Fw y RR Rv, siguiendo el siguiente programa:

1- 95°C 5 minutos.
2-95°C 1 minuto.

3- 68°C 1 minuto.
4-72°C 1 minuto.

5-ir al paso 2, 30 veces.
6- 72°C 10 minutos.

7- 15°C sostenido.

La segunda reaccion de PCR involucr6 el vector al0pSGEM como templado y los
primers RR Fw y GEM Ry, siguiendo el siguiente programa:

1- 95°C 5 minutos.
2-95°C 1 minuto.

3- 60°C 1 minuto.
4-72°C 1,5 minuto.
5-1ir al paso 2, 30 veces.
6- 72°C 10 minutos.

7- 15°C sostenido.

La tercera reaccion empleo los productos de la primer y segunda PCR como templados
y los primers GEM Fw y GEM Ry, siguiendo el siguiente programa:

1- 95°C 5 minutos.
2-95°C 1 minuto.

3- 66°C 1 minuto.
4-72°C 1,5 minuto.
5-ir al paso 2, 30 veces.
6- 72°C 10 minutos.
7-15°C sostenido.

El producto de la tercera reacciéon fue clonado en un vector pSGEM previamente

linealizado con la enzima EcoRV.
Para producir la quimera ol 0ygyExira €mpleamos el kit QuikChange® Multi Site-

Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA, USA), utilizando los primers listados
en la tabla 5.
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Primer Secuencia (5" a 3")

a1 Oyrr(N-term TM1) GGGCAGCAGGAGGTTGACGATGTAGAATGAAGAGCGGCGCTTCAG

al0y(TM2-TM3) GGCATGCTCTCGGCCACCATCAGCTGGAAGACGG

Tabla 5: Secuencia de los primers empleados para la construccion de quimeras por mutagénesis multiple.

Los sitios mutados se resaltan en amarillo.

Utilizamos como templado ADN plasmidico conteniendo el ADNc codificante
para la subunidad quimérica alOyrr y los primers alOygr(N-term TM1) y al0y(TM2-

TM3). Para la reaccion se ensamblaron los siguientes componentes:

Componente Volumen (ul)
10x QuikChange® Multi reaction buffer. 2,5
ADN templado. |
Primers antisentido (50 ng/ul). 1,25 c/u
dNTP mix. 1

H20 (c.s.p. 25 ul). 14,5
QuikChange® Multi enzyme blend. 1

El protocolo de amplificacion, implementado en un termociclador MJ Research PTC-

200 (Bio-Rad, Hercules, Calif., USA) fue el siguiente:

1- 95°C 1 minuto.
2-95°C 1 minuto.
3-55°C 1 minuto.

4- 65°C 5 minutos.

5-Ir al paso 2, 30 veces.
6- 65°C 10 minutos.
7-15°C sostenido.

Nuevamente, los productos de las amplificaciones fueron digeridos con la
enzima Dpnl y el producto de la digestion fue utilizado para transformar bacterias
SoloPack Gold Supercompetent Cells (Stratagene, La Jolla, CA, USA). Se crecieron
cultivos a partir de las colonias obtenidas y se purific6 ADN plasmidico utilizando el kit
Wizard Plus SV Minipreps ADN Purifications System (Promega, Madison, WI, USA).

Se confirmé la incorporacion de los quimerismos (y corroboramos la ausencia de
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posibles errores introducidos por la polimerasa en la amplificacion) secuenciando los

plasmidos producidos (Macrogen, Seul, Korea).

2) Expresion de receptores nicotinicos recombinantes en oocitos de X. laevis.

2.1) Preparacion de ARNc.

El ADNCc codificante para la subunidad a9 de rata fue subclonado en el vector
pGEM-HE. Este vector posee los segmentos 5’-UTR y 3’-UTR del gen de B-globina de
Xenopus laevis; esto 1o hace un vector ideal para la expresion de proteinas en oocitos de
Xenopus laevis. Los ADNc codificantes para las subunidades o4, a7 y B2 de rata
subclonados en el vector pSGEM (vector derivado del pGEM-HE con el agregado del
sitio multiple de clonado del vector pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA, USA)),
fueron provistos por Jim Boulter, UCLA, USA. Los ADNc codificantes para las
subunidades a10 de rata, a9 y a10 de pollo fueron subclonados en el vector pSGEM.

Los plasmidos conteniendo los ADNc de los diferentes receptores fueron
linealizados con la enzima de restriccion Nhel (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA). Los productos de las digestiones fueron tratados con proteinasa K (Sigma-
Aldrich, Argentina): 1/10 volumen (200 mg/ml), 1 hora a 55°C, y purificados utilizando
el kit QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, GmbH-Hilden, Alemania). La
concentracion de los plasmidos linealizados se determind mediante comparacion con el
marcador de masa 1 kb /adder (Invitrogen, Life Technologies, Argentina, Argentina) en
geles de agarosa al 1%.

Los plasmidos linealizados fueron utilizados como templado para la sintesis in
vitro de ARNc mediante el kit RiboMAX™ Large Scale RNA Production System
(Promega, Madison, WI, USA). Las reacciones de transcripcion se realizaron en
presencia de un andlogo del cap, Me,G(5*)ppp(5°)G (Promega, Madison, WI, USA), en
proporcion 4:1 con respecto al GTP. Los ARNc obtenidos fueron cuantificados en geles

de agarosa 1% y utilizados para la microinyeccion de oocitos de Xenopus.

2.2) Obtencion de oocitos de X. laevis.

Se utilizaron hembras de Xenopus laevis obtenidas comercialmente (Nasco,

Modesto, CA, EE.UU.). Se mantuvieron en un bioterio adecuado, de ambiente
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controlado (18-20 °C), con un régimen de 12 hs. luz /12 hs. oscuridad, en grupos de dos,
en recipientes de 10 litros con agua limpia y sin cloro, y alimentadas dos veces por
semana. Para la obtencion de los oocitos, las ranas fueron anestesiadas por inmersion
durante 30 min en una solucién de 1,5 g/l del etil ester del acido 3-aminobenzoico
(Sigma-Aldrich, Argentina) y 1 g/l de NaHCOs5 disueltos en agua declorada. Mediante
una pequefia incision en el abdomen, se les extrajo lobulos del ovario, luego se suturo la
herida y se mantuvo a las ranas operadas por dos semanas en cuarentena. Las ranas
fueron operadas hasta cuatro veces con un periodo de como minimo dos meses entre
operaciones, antes de ser sacrificadas por una dosis letal de anestesia. Los lobulos
extraidos fueron abiertos bajo lupa con ayuda de pinzas y luego tratados con una
solucion de colagenasa tipo I (Worthington Biochem Corp. Lakewood, NJ, USA) 2
mg/ml (400U/ml), disuelta en una solucion salina sin Ca*"de la siguiente composicion
(en mM): NaCl 96, KCI 2, HEPES 5, MgCl, 5, pH 7,6, con agitaciéon lenta para
disgregar el tejido y remover la capa folicular durante 4 horas. Luego, los oocitos fueron
lavados cinco veces con la misma soluciéon para eliminar los restos de colagenasa.
Oocitos de estadios maduros (estadios V y VI) fueron seleccionados bajo lupa de
acuerdo a su tamafio y apariencia. Luego se los mantuvo, previo a su microinyeccion, de
un dia para el otro a 18°C en solucion de Barth (en mM): NaCl 88, Ca(NOs), 0,33,
CaCl, 0,41, KCl1 1, MgS04 0,82, NaHCOs 2,4, HEPES 10 y gentamicina 0,1 mg/ml, pH

7,6, en viales, en grupos de no mas de 50 oocitos por vial.
2.3) Inyeccion de oocitos de X. laevis.

Los oocitos seleccionados fueron inyectados dentro de las 24 hs. posteriores a su
colagenizacion. La inyeccion del ARNc se realizo utilizando un microinyector
automatico (Drummond Scientific Company, Broomall, PA, EE.UU.) y capilares de
vidrio (Drummond Scientific Company, Broomall, PA, EE.UU.), estirados por calor
utilizando un estirador de pipetas modelo PB-7 (Narishige Co. Ltd, Tokio, Japon). Las
pipetas se llenaron con aceite mineral y en su extremo se cargaron con 2 ul de solucién
de ARNc de ~0,2 pg/ul. Los oocitos se colocaron en una caja de Petri de 35 mm de
diametro cuyo fondo posee una membrana de polietileno enrejada que limita su
movimiento y se inyectaron individualmente.

Para estudiar los receptores a7 homoméricos, los oocitos fueron inyectados con

0,01-1 ng (50 nl) de ARNc correspondiente a la subunidad a7 de rata. Para estudiar
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receptores heteroméricos salvajes, mutantes o quiméricos, los oocitos fueron inyectados
con 0,01-1 ng (50 nl) de ARNc conteniendo cantidades equimolares de las subunidades
recombinantes 09 (salvaje, mutante o quimérica) y al0 de pollo o rata, o 04 y B2 de

rata.

3) Registros electrofisioldgicos.

Dos a cuarto dias luego de la inyeccion, se evaluaron las propiedades de los
receptores recombinantes expresados por los oocitos mediante la técnica de fijacion de
voltaje con dos microelectrodos (TEVC, two-electrode voltage clamp). Se utilizaron
micropipetas de vidrio (resistencia ~1-2 MQ) estiradas con un estirador de pipetas
modelo PB-7 (Narishige Co. Ltd, Tokio, Japon). Las mismas fueron llenadas con una
solucion de KCl 3M. Los electrodos de registro de Ag/AgCl, insertos en las
micropipetas, se conectaron a los cabezales de un amplificador Oocyte Clamp OC-725B
o C (Warner Instruments Corp., Hamden, CT, USA). Los registros fueron filtrados a
una frecuencia de corte de 10Hz mediante un filtro 900BT Tunable Active Filter
(Frequency Devices Inc., Ottawa, IL, USA). La adquisicion de datos y la generacion de
protocolos de voltaje se llevd a cabo empleando una interfaz Patch Panel PP-50 LAB/1
interphase (Warner Instruments Corp., Hamden, CT, USA) a una frecuencia de
muestreo de 10 puntos por segundo. Cada cabezal se acoplé a un micromanipulador
mecanico para el posicionamiento fino de los electrodos. El bafio de la preparacion fue
llevado a una “tierra virtual” empleando un cabezal de bafio conectado a dos alambres
de Ag/AgCl sumergidos en soluciones separadas de KCl 3M y conectadas al bafio a
través de dos puentes de KCl-agar. El uso de puentes de agar reduce la ocurrencia de
fluctuaciones en las corrientes de fuga ante la aplicacion de soluciones con cambios en
la composicion i6nica (concentracion de Cl7) o ante cambios en las propiedades oxido-
reductoras del bafio que puedan afectar el equilibrio electroquimico del alambre de
Ag/AgCl que lleva a tierra el bafio de la preparacion. Estos alambres de Ag/AgCl
conectados al cabezal de bafio actlian como un electrodo de voltaje y otro de corriente,
fijando activamente mediante un circuito de retroalimentacion el potencial del bafio a 0
mV con respecto a la tierra a la que estd conectado el amplificador. La ventaja del
circuito empleando una “tierra virtual” es que produce los menores niveles de ruido y no
requiere de una compensacion de una resistencia en serie entre el bafio y los electrodos

que llevarian a tierra, como la que podrian aportar los puentes de agar.
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Todos los registros se realizaron a un potencial de sostén de —70 mV. Durante
los registros electrofisiologicos, los oocitos fueron sometidos a un flujo continuo (~10
ml/min) de solucién de Ringer (en mM): NaCl 115, KCl 2,5, CaCl, 1,8 y HEPES 10, pH
7,2. En todos los casos la ACh fue afiadida al bafio, diluida en la solucion de perfusion,
a partir de soluciones madre de una concentracion 100 mM. Realizamos lavados con
soluciéon de Ringer de 3 min entre aplicaciones para que la desensibilizacion de los
receptores no afecte nuestros resultados.

Los oocitos poseen canales endogenos de cloruro activables por Ca®" (Boton et
al., 1989; Miledi and Parker, 1984). Para minimizar la activacion de estos canales, en
respuesta a la entrada de Ca’" a través de los receptores recombinantes, los oocitos
fueron incubados en presencia de un quelante de Ca®" capaz de atravesar la membrana,
BAPTA-AM (acetoximetilester del acido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-tetra
acético) en concentracion 100 pM, durante las 3 horas previas a los registros
electrofisiologicos. Una vez dentro del oocito, este compuesto es escindido por las
esterasas endogenas pasando a su forma acida, lo cual impide que vuelva a atravesar la
membrana plasmatica. Estudios previos han demostrado que este tratamiento es capaz
de quelar efectiva y rapidamente los iones Ca®" intracelulares y, por lo tanto, de
minimizar la activacion de la corriente de CI' (Gerzanich et al., 1994). Todos los
registros fueron realizados en oocitos incubados en BAPTA, a no ser que se indique lo
contrario.

En los experimentos en que se utilizaron soluciones extracelulares conteniendo
concentraciones bajas de de Ca”", se emplearon oocitos inyectados con 7,5 ng de un
oligonucledtido (5’ GCTTTAGTAATTCCCATCGTCCCATGTTTC 3”) antisentido del
ARN mensajero de conexina 38 (Ebihara, 1996; Gerzanich et al., 1994; Katz et al.,
2000) para minimizar la activacion de las corrientes cationicas no selectivas a través de
los canales hemigap junction del oocito, activadas por la disminucion de la

concentracion de iones divalentes extracelulares.
3.1) Curvas concentracion — respuesta.
Las curvas de concentracion-respuesta se obtuvieron normalizando las

amplitudes de las respuestas obtenidas en las diferentes concentraciones de ACh a la

respuesta maxima al agonista en cada oocito. Se graficaron las medias y los errores
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estandar de las medias (S.E.M.) de todos los oocitos ensayados. Los datos

experimentales fueron ajustados a la ecuacién empirica de Hill:

donde I es la amplitud de la corriente producida por el agonista a una concentracion A;
Lnax €s la amplitud de la corriente maxima producida por una concentracion saturante del
agonista; ECsy es la concentracion de agonista que produce el 50% de la respuesta

maxima y n es el coeficiente de Hill.

3.2) Curvas corriente — potencial.

El protocolo de estimulacion para obtener las curvas de corriente en funcion del
potencial (I-V) consistid en una rampa lineal desde -120 a +50 mV con una duracion de
2 segundos, partiendo de un potencial de sostén de -70 mV. Las rampas se efectuaron
durante la aplicacién de ACh 10 uM, 3 segundos luego que la amplitud de respuesta
alcanzara una meseta estable. La correccion de las corrientes de fuga se realizo
mediante la sustraccion digital del promedio de dos curvas I-V obtenidas mediante la
aplicacion de rampas de voltaje realizadas antes de la aplicacion de la ACh y después
que el oocito volviera a la linea de base al finalizar la aplicacion de ACh. Se analiz6 el
efecto de diferentes tratamientos sobre la rectificacion de las curvas I-V obteniendo la
relacion entre la amplitud de corriente a +40 y a -90 mV. Se promediaron los valores asi
obtenidos para cada oocito. Para determinar el potencial de reversion de las curvas I-V
se promedio para cada curva los limites del intervalo de voltaje donde la curva
experimental intersectaba el eje x. Luego para cada poblacion de datos se promediaron

las medias y se propagaron los errores estandar.

3.3) Evaluacion de la modulacion por Ca*" extracelular.

El efecto del Ca®" extracelular sobre las respuestas a ACh de los receptores
09010 de rata WT, mutantes o quiméricos se estudié midiendo las amplitudes de
respuesta a una concentracion de ACh cercana al ECsy 6 saturante (1 mM), al variar la

., + . ., .
concentracién de Ca®" extracelular de 0 nominal a 3 mM, en solucién de Ringer.
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Preincubamos los oocitos 2 min a cada concentracién de Ca*" antes de co-aplicar ACh.
Los valores de las amplitudes obtenidos para cada concentracion fueron normalizados a

la amplitud obtenida en Ca*" 0 mM o Ca®" 1,8 mM, dependiendo del experimento.
4) Ensayos de union a radioligando.

Los ensayos de union a radioligando fueron llevados a cabo como parte de una
colaboracion con el laboratorio del Dr. Neil Millar en el University College de Londres
en la cual participaron JasKiran Gill y el Dr. Toby Collins. Para los ensayos de union se
empled la linea celular tsA201 derivada de la linea HEK 293. Las células se cultivaron
en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Invitrogen, Paisley, UK)
conteniendo 2 mM L-GlutaMAX (Invitrogen) mas 10% de suero fetal bovino inactivado
por calor (Sigma, Poole, UK) con penicilina (100 U/ml) y streptomicina (100 pg/ml). Se
mantuvieron las células en una incubadora de atmosfera humidificada conteniendo 5%
CO2 y a 37°C. Las células fueron transfectadas en forma transitoria empleando el
reactivo Effectene (QIAGEN, Crawley, UK) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. En todos los casos, las células se transfectaron durante 24 hs. y se ensayo la
expresion de las quimeras 40 a 48 hs. después de la transfeccion. Para asegurar que los
niveles de union de radioligando no fueran influenciados por diferencias en las
cantidades de ADNc, cuando se expresaron subunidades individuales o en combinacion,
la cantidad de ADN plasmidico total se mantuvo constante. Se logré esto incluyendo al
vector vacio como ADN plasmidico extra cuando se transfectaron subunidades
individuales.

Los ensayos de unién a ['H]-a-Bungarotoxina o [*H]-methyllycaconitina
(actividad especifica, 56 y 26 Ci/mmol; PerkinElmer, Cambridge, UK y Tocris Cookson
Ltd, Avonmouth, UK; respectivamente) en preparaciones de membranas se llevaron a
cabo segun trabajos previos del laboratorio (Harkness and Millar, 2002; Lansdell and
Millar, 2000). Tipicamente, se incubaron con radioligando (20 nM [3H]-a-
Bungarotoxina 6 40 nM [3H]-methyllycaconitina) membranas conteniendo 10-100 pg
de proteina durante 150 min a 4°C en un volumen total de 300 pl y en presencia de los
inhibidores de proteasas leupeptin (2 pug/ml) y pepstatin (I pg/ml), y seroalbumina
bovina (0,5%) para prevenir la unioén inespecifica. En los experimentos de union a
saturacion, se determiné la union inespecifica con la adicion de 1 mM carbamylcolina y

1 mM nicotina 6 1 mM ACh a las muestras. La union de radioligando se evalud por
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filtracion en filtros Whatman GF/B previamente humedecidos en polyethylenimina
0,5% seguida de un répido lavado con buffer fosfato 10 mM helado usando un
cosechador de células Brandel y la radioactividad se determind por contador de
centelleo. El niimero de sitios de union en las preparaciones de membranas empleadas
en las mediciones fue lo suficientemente bajo como para evitar la deplecion
significativa (>10%) de radioligando a bajas concentraciones de éste. Se realizaron
ensayos preliminares para asegurar que los tiempos de incubacion fuesen lo
suficientemente largos como para que la unidon de radioligando alcanzara un equilibrio.
Las concentraciones de proteina se determinaron mediante un ensayo de Bradford
usando patrones de seroalbumina bovina (Bio-Rad, Hercules, CA). Cada ensayo se

realizo por triplicado.

5) Modelado de homologia.

Los modelos de homologia del dominio extracelular del receptor 09a10 de rata
se construyeron con el programa Modeller 9v8 (Sali and Blundell, 1993), considerando
la estequiometria conocida (Plazas et al., 2005b) y un orden de ensamblaje de las
subunidades alternado. Empleamos la cristalografia de la AChBP en forma apo de
Aplysia californica (2W8E.pdb) como molde, ya que es la cristalografia de una AChBP
con mayor resolucion (1,9A). Empleamos el script align2d_single.py de Modeller para
construir un alineamiento entre la subunidad de la AChBP y las secuencias de los
dominios extracelulares las subunidades a9 y al0 de rata, teniendo en cuenta de este
modo informacion estructural en la matriz de puntuacion para la construccion del
alineamiento. Construimos 10 modelos de homologia a partir de nuestro alineamiento
empleando el script model single.py. Los cinco modelos que alcanzaron un perfil de
energia minimo empleando el script evaluate model.py fueron estudiados.
Visualizamos y analizamos la estructura de los modelos generados empleando el

software VMD (Humphrey et al., 1996).

6) Analisis estadistico.

Se evaluo el ajuste de nuestras series de datos a la distribucion Gaussiana
mediante tests de Kolmogorov-Smirnov, D’Agostino-Pearson y Shapiro-Wilk. Si

nuestros datos se ajustaban a una distribucion normal con un valor p < 0,05 realizamos
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pruebas estadisticas paramétricas. Cuando se compararon solo dos poblaciones de datos,
la evaluacion estadistica se realizd6 mediante el test ¢ de student de dos colas. Para
realizar comparaciones multiples verificamos no solo si nuestros datos se ajustaban a
una distribucion normal sino también si presentaban homogeneidad de varianzas
mediante un test de Bartlett. Las comparaciones multiples se realizaron mediante
ANOVA de un factor, seguida del Test de Tukey. En los casos donde nuestros datos no
se ajustaban a una distribuciéon normal, o no verificaban homogeneidad de varianzas,
realizamos pruebas estadisticas no paramétricas. En estos casos, para contrastes simples
se empled la prueba de Mann Whitney y para contrastes multiples la prueba de Kruskal-
Wallis seguida del test contrastes de Dunn. En todos los casos los valores de p < 0,05
fueron considerados significativos. Los ajustes de las curvas y los andlisis estadisticos
se realizaron usando el programa Graph Pad Prism 4.00 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, CA, EE.UU.).

7) Drogas utilizadas.

Las siguientes drogas y sales fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Argentina):
acido ascorbico (ASC), acido D-iso-ascorbico (D-iso-ASC), acido dehidroascorbico
(DHA), cloruro de acetilcolina (ACh), BAPTA-AM, dimetilsulfoxido (DMSO),
ditiotreitol (DTT), 4cido ditiobis-nitrobenzoico (DTNB), gentamicina, tricina, HEPES,
NaCl, NaOH, CaCl2, Ca(NOs),, KCl, KOH, MgSOs4, NaHCO3. La colagenasa fue
adquirida en Worthington Biochem Corp. (Lakewood, NJ, USA). Las soluciones de
trabajo de ACh fueron preparadas antes de su uso mediante dilucidon en solucion de
Ringer, a partir de alicuotas de soluciones madre de concentracion 100 mM conservadas
a —20°C. El BAPTA-AM se disolvio en DMSO en una concentracion 100 mM y se
almacend en alicuotas a —20°C. Las alicuotas se descongelaron y se diluyeron 1000
veces en solucion de Barth en el momento de ser utilizadas. Las soluciones de ASC, D-
1s0-ASC, DHA y DTT en solucion de Ringer se prepararon inmediatamente antes de ser
aplicadas. Cuando fue requerido, el pH de estas soluciones se ajusto con NaOH,
manteniendo la concentracién total de Na" en 115 mM (soluciéon de Ringer) para no
alterar la fuerza motriz de este i6n. Las soluciones de ASC, D-iso-ASC y DHA siempre
fueron cubiertas para evitar la exposicion a la luz, ya que se degradan ante esto. Todas
las soluciones de DTT se prepararon en presencia del quelante de Zn®" tricina 10 mM,

para evitar la posible interferencia de trazas de iones Zn>" (Pan et al., 2000) ya que el
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Zn”" bloquea al receptor a9010 y el DTT es un quelante leve per se de Zn*". El DTNB
fue disuelto en DMSO para alcanzar una concentracion de 250 mM y luego ser diluido

1000 veces en solucion de Ringer para su aplicacion.
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Resultados.

Capitulo 1.

Caracterizacion de los componentes del sitio de union a ligando del receptor a9a10

recombinante de rata.

El sitio de union a ACh de los nAChRs se encuentra en la interfaz formada por
los dominios extracelulares de dos subunidades adyacentes. Estas interfaces de union
consisten en un componente principal compuesto por los loops A, B y C, el cual es
aportado por una subunidad, y un componente complementario compuesto por los loops
D, E, y F, aportado por la subunidad adyacente (Fig. 2).

Los nAChRs musculares requieren la uniéon de ACh a dos sitios de union a
ligando para su activacion (Unwin, 2005). Receptores neuronales heteroméricos, como
a4pB2, pueden involucrar la union de ACh a un tercer sitio de union a ligando adicional
(Mazzaferro et al., 2011). En cambio, los receptores homoméricos neuronales o7
pueden activarse ante la unién de ACh a un Unico sitio de union (Andersen ef al., 2013).

En el receptor muscular, con una estequiometria (al),B10¢ (adulto) o (al),f1dy
(embrionario), las subunidades al solo aportan componentes principales y las
subunidades y, 6 o € aportan Unicamente complementarios, constituyendo asi sus dos
interfaces de union a ACh posibles. El receptor heteromérico neuronal a4p2 tiene dos
estequiometrias posibles, (04)2(B2); ¢ (04);(B2), (Carbone et al, 2009). En los
receptores de estequiometria (a4),(B2); las subunidades 04 aportan los componentes
principales y las B2 aportan los complementarios a los dos sitios de unidon posibles.
Como las subunidades B solo pueden aportar componentes complementarios (con la
excepcion de la subunidad B1 muscular que no participa en los sitios de union) esos
serian los dos Unicos sitios posibles en los receptores de estequiometria (a4)2(2)s. En
una estequiometria (a4);(B2), se le agrega a esos dos sitios de unidon un tercer sitio
constituido por una interfaz o4-04, ya que la subunidad o4 puede aportar también
componentes complementarios en esta situacion (Mazzaferro et al., 2011). Finalmente,
en los receptores homoméricos a7, la subunidad que los conforma aporta ambos
componentes a cinco sitios de unidn idénticos (aunque la union de ACh a solo uno es
suficiente para activar este receptor (Andersen et al., 2013)). Estos casos plantean que,

las subunidades de tipo o podrian aportar tanto componentes principales como

55



complementarios a los sitios de union, con la excepcion de ol que solo aporta
principales, y que las subunidades de tipo B (excepto B1), 5, Y o € solo pueden aportan
componentes complementarios.

El receptor 09al0 es un caso particular, ya que se trata de un receptor
heteromérico compuesto solo por subunidades alfa y no por subunidades . Esto podria
sugerir que seria similar a un receptor homomérico como a7. Sin embargo, dado que
09010 estad formado por dos subunidades a diferentes entre si, es posible que algunas de
sus combinaciones de componentes principal y complementario no generen sitios
equivalentes, como ocurre en el receptor homomérico a7.

La expresion de receptores 09 homomeéricos funcionales en oocitos de X. laevis
(Elgoyhen et al., 1994) confirma que esta subunidad es capaz de aportar tanto
componentes principales como complementarios a interfaces de union a ACh. En
contraste, la expresion de subunidades a.10 de rata o humano en sistemas heter6logos no
resulta en la formacion de receptores funcionales (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al.,
2002). En consecuencia, se ha propuesto que al0 solo podria comportarse como una
subunidad “estructural” parecida a las B neuronales que solo aportan componentes
complementarios a los sitios de union (Elgoyhen and Katz, 2012). Es posible que estas
diferencias funcionales entre las subunidades a9 y a10 de mamiferos estén relacionadas
al proceso de evolucion adaptativa que han sufrido las subunidades a10 de mamiferos,
diferenciando su secuencia aminoacidica de las correspondientes a subunidades o9
(Lipovsek et al., 2012; Lipovsek, 2011).

Sin embargo, la expresion en sistemas heterdlogos de subunidades quiméricas
con el dominio extracelular de a10 y los dominios transmembrana e intracelular de
SHT3;4 resulta en la formacion de receptores homoméricos funcionales que responden a
ACh y son bloqueados por el antagonista nicotinico competitivo a-Bungarotoxina
(Baker et al., 2004). Mas atn, estos receptores quiméricos presentan union especifica de
antagonistas nicotinicos como metillicaconitina en ensayos de union a radioligando
(Baker et al., 2004). En conjunto, esto sugiere que los dominios extracelulares de al10
podrian aportar componentes principales y complementarios a interfaces de union en
€so0s receptores quimericos.

Si bien se ha elucidado mediante ensayos de expresion en oocitos de X. laevis
que la estequiometria del receptor a9a10 recombinante de rata es (09),(a10); (Plazas et
al., 2005b), no se conoce el orden de ensamblaje de las subunidades en el pentdmero.

Por lo tanto, tampoco se conoce la composicion de las cinco posibles interfaces de
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union a ACh. Existirian dos ordenes de ensamblaje posibles, uno alternado
(09010090.100.10) y uno continuo (909010010010, Fig. 8). El orden alternado implica
que habria cuatro interfaces heteroméricas 09010 y una homomérica al0al0. El orden
continuo involucraria dos interfaces heteroméricas a9a10, dos homoméricas al0al0 y
una homomérica 09a9. Estas observaciones implican que muy probablemente el
funcionamiento del receptor heteromérico dependa de la activacion de sitios de union a
ACh que involucren a la subunidad al0. Sin embargo, se desconoce si ésta aporta

componentes principales o complementarios.

Figura 8: Esquemas representativos de los dos 6rdenes de ensamblaje posibles para el receptor a9a10
con la estequiometria (09),(a10);. Se esquematizan las interfaces de unién remarcando los loops A, By C

del componente principal y D, E y F del componente complementario.

El objetivo de este capitulo es el de estudiar la contribucion relativa de los
componentes principales y complementarios de las subunidades a9 y a10 a los sitios de
unidon a ACh del receptor 09a10. Para ello expresamos receptores heteroméricos en los
cuales las subunidades a9 6 al0 son portadoras de una mutacion en su componente
principal o complementario que anularia la unién de agonista a los sitios de union
mutados. Luego evaluamos el efecto de la mutacion sobre la funcionalidad del receptor.
De este modo, al anular alguno de los componentes del sitio de unidn, la existencia de
cambios en la sensibilidad aparente por la ACh en una curva concentracion-respuesta,
indicaria que el componente afectado cumpliria un rol relevante en la activacion del
receptor. Si en cambio la mutacion no afecta la sensibilidad a ACh, el componente del
sitio de unidon que contiene la mutacion no seria necesario para el funcionamiento del

receptor.
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1.1) Contribuciéon de las subunidades 09 y al0 a los componentes principales de los

sitios de union a ACh.

Para determinar la importancia de los componentes principales de a9 6 al0 en el
funcionamiento de 09al10, generamos subunidades mutantes con la sustitucion Y190T
(numeracién de la subunidad al de 7. marmorata). El residuo Y190 del componente
principal esta altamente conservado y es un residuo clave en el loop C de las
subunidades nicotinicas o (Karlin, 2002). Este residuo esta implicado en estabilizar
grupos amonio cuaternario de distintos ligandos (acetilcolina, nicotina, etc.) al sitio de
union (Sine et al., 1994). Adicionalmente, como consecuencia del movimiento del loop
C durante la estabilizacion de la uniéon de ACh (Gao ef al., 2006), se ha reportado que
este residuo interfiere con un puente salino asociado al estado cerrado del receptor
(Mukhtasimova et al., 2005). Por lo tanto, se ha propuesto que el residuo Y190 estaria
involucrado en el inicio de la cascada de cambios estructurales que abren el canal idnico
(Mukhtasimova et al., 2005). En conjunto, este residuo participa no solo en la unién de
agonista, sino que también en el proceso de “gating”.

Se ha demostrado que en el receptor a7 la sustitucion de este residuo por
treonina anula la unién de radioligandos y de ACh al receptor (Rayes et al., 2009). Por
lo tanto, la sustitucion Y190T en a9 6 al0 seria adecuada para nuestro proposito de
anular los componentes principales en el receptor a9al10. Para corroborar que esta
mutacion también anula los sitios de unidén de 09010 realizamos ensayos de union a
radioligando. Debido a los bajos niveles de union especifica registrados al expresar las
subunidades WT (Baker et al., 2004), los ensayos de union a radioligando fueron
llevados a cabo expresando en células tsA201 subunidades quiméricas donde el dominio
extracelular de 09 6 al0 se fusiond al dominio C-terminal de SHTs4 (de ahora en mas,
09y y alOy). Ambas subunidades a9y y alOy forman receptores homoméricos y
heteroméricos que unen agonista y son funcionales al ser expresadas en esa linea celular
(Baker et al., 2004; Ballestero et al., 2005; Plazas et al., 2007; Verbitsky et al., 2003).
Una quimera similar con el dominio extracelular de a7 e intracelular y transmembrana
de 5HTs4 ha sido extensamente utilizada como modelo para estudiar las propiedades del
sitio de union y el “gating” de receptores Cys-loop (Andersen et al., 2011; Bouzat et al.,

2008; Rayes et al., 2009).
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La figura 9 muestra niveles de unién especifica de [’H]-a-Bungarotoxina, un
antagonista competitivo que interactia con Y190 y otros residuos conservados que
también interactian con ACh en el sitio de unién (Dellisanti et al, 2007). Se ha
reportado que las subunidades individuales a9y o alOy presentan niveles de union
especifica de radioligando detectables pero bajos (Baker et al., 2004; Ballestero et al.,
2005; Plazas et al., 2007). Al co-expresar ambas subunidades la union especifica
aument6 23 + 10 veces (n = 4) con respecto a la expresion de subunidades individuales,
lo cual es consistente con lo reportado por Baker et al. (2004), quienes sugieren que esto
se debe a un aumento en la expresion de receptores en membrana causado por la
combinacion de ambas subunidades. La expresion de los receptores mutantes
homoméricos a9yY190T o alOyY190T, resultd6 en niveles de uniéon especifica no
detectables, sugiriendo que la mutacion Y190T anula los sitios de unién de esos
receptores. Como era de esperar, los receptores heteroméricos a9yY190TalOyxY190T
tampoco presentaron niveles de union especifica detectables. Por otro lado, los
receptores heteroméricos a9yY190TalOy y a9yal0yxY 190T mostraron niveles de unién
especifica detectables y similares a los observados para los receptores homoméricos a9y
y alOy (p > 0,05; Kruskal-Wallis seguido de contrastes de Dunn). Estos niveles de
unién fueron 25 + 6 (n = 3) veces menores que el del receptor a9ya10y, lo cual también
concuerda con la diferencia observada entre los niveles de union especifica de
receptores quiméricos homoméricos y heteroméricos no mutados (23 + 10). En su
conjunto, estos resultados se corresponden con los reportados para quimeras a7-5HT3a
con la mutacion Y190T (Rayes ef al., 2009) y corroboran que esta mutacion anula los

sitios de unioén a ACh que involucren componentes principales de a9 6 a10 mutantes.
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Figura 9: Niveles de union especifica de [*H]-o-Bungarotoxina a lisados de células tsA201 previamente
transfectadas con subunidades a9y y/o alOy WT o portadoras de la mutacion Y190T. Se graficd la media

y el error estandar de 3 repeticiones por grupo.

La figura 10A muestra trazos representativos de las corrientes evocadas por
concentraciones crecientes de ACh en oocitos de X. laevis que expresan receptores
09010 de rata WT o mutados con la sustitucion Y190T en la subunidad 09 6 al0. Las
amplitudes de las corrientes maximas evocadas (I ;) de receptores a9Y190Ta 10 fueron
significativamente menores que las WT (Imax: WT =298 £ 48 nA; 09Y190Tal0 =112 +
6 nA; p = 0,0072 t-student, n = 5-8; Tabla 6). Sin embargo, como la subunidad a10 no
forma receptores homomeéricos funcionales (Elgoyhen ef al., 2001; Sgard et al., 2002), y
como las I de un receptor a9 homomérico son ~20 veces menores que las del
receptor a9a10 salvaje (Elgoyhen et al, 2001), estos resultados indican que la
subunidad a9Y190T se ensambla con «alO para formar pentdmeros heteroméricos
funcionales. Por otro lado, las Iy de a9al0Y190T no fueron significativamente
diferentes de las del receptor WT (Inax: WT = 298 £ 48 nA; a9a10Y190T = 336 + 91
nA; p = 0,6922 t-student, n = 6-8; Tabla 6). Dado que, como ya mencionamos, las I
del receptor a9 homomérico son mucho menores que las del receptor a9a10 salvaje,
este resultado sugiere que la subunidad al0Y190T también se incorpora al pentamero
dando receptores heteroméricos funcionales. No se observaron corrientes en oocitos

inyectados con ambas subunidades mutadas ante la aplicacion de ACh 1 mM o 30 mM

60



(n = 8), en concordancia con la falta de unién de [*H]-o-Bungarotoxina a receptores
quiméricos con ambas subunidades mutantes.

Como se muestra en la figura 10B, la sustitucion Y190T en a9 6 a10 produjo un
corrimiento de la curva concentracion-respuesta a ACh hacia la derecha, generando un
aumento de la ECs de al rededor de dos 6rdenes de magnitud (ECso: WT = 18 = 3 uM;
a9Y190Tal0 = 2254 + 155 uM; a9a10Y190T = 850 + 170 uM; p < 0,0001 t-student, n
= 5-8; Tabla 6). Estos resultados, en conjunto con los de unién a radioligando (Fig. 9),
sugieren que tanto a9 como al10 contribuyen con componentes principales a los sitios de
unidon a ACh del receptor 09010 y que ambos componentes principales son necesarios

para el funcionamiento normal del receptor.
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Figura 10: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por concentraciones crecientes de ACh
en oocitos que expresan receptores WT (panel superior), a9Y190Tal0 (panel central) o a9a10Y190T
(panel inferior). Para cada receptor, los trazos expuestos fueron registrados en un mismo oocito,
realizando lavados de 3 min con soluciéon de Ringer entre aplicaciones. B) Curvas concentracion-
respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores WT (curva negra), 09Y190Tal0
(curva roja) o 09a10Y190T (curva azul). Los valores de amplitud de corriente maxima de las respuestas
fueron normalizados a los valores registrados a ACh 30 mM. Se graficé la media y el error estandar de 5 a

8 repeticiones por punto.

1.2) Contribucion de las subunidades a9 y al0 a los componentes complementarios de

los sitios de union a ACh.

Existen pocos residuos conservados en el componente complementario de los
nAChRs. El W55 es el unico residuo altamente conservado en los componentes
complementarios de las subunidades que aportan estos componentes a sitios de union
(subunidades a excepto al, B excepto B1, o, vy €). Este es un residuo clave en el loop
D (Karlin, 2002) que esta relacionado con la afinidad y la potencia de la union de
ligandos al receptor (Corringer ef al., 1995) y su farmacologia (Xie and Cohen, 2001).
Mas aun, la sustitucion W55T anula los sitios de unidon para ACh del receptor a7 (Rayes
et al., 2009). Esto se ha evidenciado en experimentos de unién a [3H]—a—Bungar0toxina
y desplazamiento de ese radioligando con ACh no marcada. La a-Bungarotoxina es un
antagonista competitivo que no interactia con el W55 en el receptor del 6rgano
eléctrico de Torpedo o en el receptor homomérico a7 (Rayes et al., 2009; Xie and
Cohen, 2001). Con lo cual, la mutacion W55T no anula la unién de ese radioligando a
los sitios de union mutados. Sin embargo la ACh no marcada no puede desplazar la
marca de ["H]-o-Bungarotoxina en ensayos de unién, evidenciando que esta mutacion
anula la unién de ACh a receptores a7WS55T (Rayes et al., 2009). La mutacion W55T
también puede alterar la cinética de eventos de canal unico (Akk, 2002) y la
desensibilizacion de corrientes macroscopicas evocadas (Gay et al., 2008) de los
nAChRs.

La figura 11 muestra los niveles de unién especifica de [’H]-a-Bungarotoxina en
receptores formados por las subunidades a9y y/o al0y, con o sin la mutacion W55T. A
diferencia de lo reportado para el receptor del 6rgano eléctrico de Torpedo (Xie and
Cohen, 2001) y el receptor homomérico a7 (Rayes et al., 2009), en receptores

homoméricos a9yWS55T no detectamos unidn especifica del radioligando. Este resultado
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indica que la mutacion W55T en los componentes complementarios de a9 anula la
union del antagonista competitivo y muy probablemente también la del agonista. Por
otro lado, los receptores homoméricos alOyW55T presentaron niveles de unidon
especifica que no fueron significativamente diferentes de los observados con receptores
alOy (p > 0,05; Kruskal-Wallis seguido de contrastes de Dunn).

En consistencia con haber anulado los sitios de unidén a agonista en receptores
a9yWS55T, pero no en receptores olOyW55T, los receptores heteroméricos
a9yW55TalOy y 09yW55TalO0yW55T generaron niveles de unién especifica de [*HJ-a-
Bungarotoxina que no fueron significativamente diferentes de los observados con
receptores homomeéricos alOy y alOyWS5T (p > 0,05; Kruskal-Wallis seguido de
contrastes de Dunn). En contraste, los receptores a9yal0yW55T mostraron niveles de
unioén especifica similares a los observados con receptores quiméricos no mutantes

a9yal0y (p > 0,05; Kruskal-Wallis seguido de contrastes de Dunn).
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Figura 11: Niveles de union especifica de [*H]-a-Bungarotoxina a lisados de células tsA201 previamente
transfectadas con subunidades a9y y/o al0y WT o portadoras de la mutacion W55T. Se grafico la media

y el error estandar de 3 repeticiones por grupo.

Los resultados obtenidos con el receptor a9yalOyWS55T demuestran que la
mutacion W55T en 10 no modifica la unién de [H]-a-Bungarotoxina al receptor. Sin

embargo esto no descarta que la mutacion W55T en al0 anule la uniéon de ACh a los
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sitios de unidn que la contengan. Si este fuese el caso, la afinidad por ACh del receptor
se veria afectada y la marca de [*H]-o-Bungarotoxina no se desplazaria por ACh no
marcada, como ha sido descripto en receptores a7WS55T (Rayes et al., 2009). Con el fin
de analizar esta posibilidad, realizamos experimentos de desplazamiento de [*H]-a-
Bungarotoxina con exceso de ACh no marcada (1 mM) en receptores a9yal0yWS55T.
La figura 12 muestra niveles de unién especifica a [°H]-a-Bungarotoxina, en
presencia o ausencia de ACh no marcada 1 mM. Los receptores a9yalOyW55T
produjeron niveles de unidn especifica (desplazable por ACh) no significativamente
distintos que los receptores quiméricos no mutados (p = 0,2 Mann Whitney). Este
resultado sugiere que la mutacion W55T en los componentes complementarios de a.10
no afecta extensivamente la interaccion de ACh con el sitio de union. Esto es diferente a

lo reportado al realizar la sustitucion W55T en a7 (Rayes et al., 2009).
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Figura 12: Niveles de unién especifica de [’H]-a-Bungarotoxina determinado por la adicion de ACh 1
mM no marcada a lisados de células tsA201 que expresan receptores 09yalOy o a9yalOxW5S5T. Se

grafico la media y el error estandar de 3 repeticiones por grupo.

La figura 13A muestra trazos representativos de corrientes evocadas ante la

aplicacion de concentraciones crecientes de ACh en oocitos que expresan receptores
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09010 WT o con la mutacion W55T en a9 6 al0. Los receptores con ambas
subunidades mutadas no evocaron corrientes ante la aplicacion de ACh 1 mM 6 30 mM
(n = 15). Los receptores a9W55Tal0 presentaron I;x que fueron de amplitudes
significativamente menores a las de receptores WT, mientras que las s de receptores
a9a10WS5S5T no fueron significativamente diferentes de las WT (Ina: WT = 298 + 48
nA; 09W55Tal0 = 42 = 4 nA, p = 0,0009 t-student; a9al0W55T = 177 = 81 nA, p =
0,1826 t-student; n = 5-8; Tabla 6).

Como se muestra en la figura 13B, la sustitucion W55T en a9 produjo un
aumento de dos 6rdenes de magnitud en la ECsy de ACh (ECsp: WT = 18 £ 3 uM;
a9W55Tal0 = 1022 + 35 uM, p < 0,0001 t-student; n = 5-8; Tabla 6). Este resultado
sugiere que en ausencia de componentes complementarios de a9 la funcionalidad del
receptor heteromérico se encuentra comprometida y por lo tanto los sitios de uniéon a
ACh que involucran componentes complementarios de 09 son necesarios y no pueden
ser reemplazados por los de a10. Por otro lado, la figura 13B también muestra que la
sustitucion W55T en a10 produjo un pequefio, aunque significativo, incremento en la
ECsode ACh (ECsp: WT =18 £ 3 uM; 09al0WS5T =36 = 1 uM, p = 0,0003 t-student;
n = 6-8; Tabla 6), sugiriendo que a pesar de estar mutado el W55 en los componentes
complementarios de a10, la funcionalidad del receptor esta muy poco afectada.

Es posible que la subunidad mutante al0WS55T no se ensamble con a9 y que las
respuestas a ACh observadas al co-expresar al0WS55T y 09 se deban a la formacion de
receptores 09 homoméricos, los cuales tienen una ECsy de ACh similar a la de a9a10
(Elgoyhen et al., 1994; Elgoyhen et al., 2001). Sin embargo, las I de receptores
09a10WSST no fueron significativamente diferentes de las del receptor heteromérico
WT (Imax: WT =298 £ 48 nA; a9al10W55T = 177 = 81 nA, p = 0,1826 t-student; n = 6-
8; Tabla 6). Como las I del receptor a9 homomérico son ~20 veces menores que las
del receptor a9al10 salvaje (Elgoyhen et al., 2001), esto sugiere que la subunidad
alOWSST se incorpora al pentdmero dando receptores heteroméricos funcionales. Mas
aun, para corroborar que la subunidad alOWS55T se incorpore al pentamero, evaluamos
el perfil de modulacién por Ca>" extracelular de los receptores 09al0OW55T. Los
receptores homoméricos a9 son solo bloqueados por el Ca** extracelular, mientras que
a9a10 es potenciado a concentraciones sub mM y bloqueado a concentraciones mas
elevadas (Katz et al., 2000; Weisstaub et al., 2002). Este cambio en el perfil de
modulacién es causado por la incorporacion de al0 al pentamero (ver Capitulo 2). En

consecuencia, si las subunidades al0WS55T son incorporadas a pentdmeros para formar
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receptores heteroméricos a9al0W55T, observariamos la potenciacion por Ca’
extracelular a concentraciones sub mM. Por otro lado, si este no fuera el caso,
obtendriamos una tipica curva de inhibicidon en respuesta a concentraciones crecientes
de Ca®" extracelular. La figura 14A muestra las respuestas evocadas por una
concentracion de ACh cercana a la ECso (30 uM) al co-aplicar concentraciones
crecientes de Ca®" extracelular. La figura 14B muestra el perfil de modulacion obtenido
a ACh 30 pM al co-aplicar concentraciones crecientes de Ca®" extracelular.
Normalizamos las amplitudes méaximas de corriente en cada concentracion de Ca”" a las
correspondientes a Ca”™ 1,8 mM en cada experimento. Un ANOVA de un factor
seguido de comparaciones multiples indicé que la diferencia entre las corrientes a Ca*"
0 mM (nominal, ya que nuestras soluciones pueden contener trazas de Ca*") y 0,5 mM
es significativa (p = 0,019; Kruskal Wallis seguido de contrastes de Dunn). Este
resultado indica que las respuestas son potenciadas por Ca®" y que por ende las
subunidades olOWS5T se incorporan al pentamero para formar receptores

heteroméricos a9a10W55T.
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Figura 13: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por concentraciones crecientes de ACh
en oocitos que expresan receptores a9W55Tal0 (panel superior) o a9alOWSST (panel inferior). Para
cada receptor, los trazos expuestos fueron registrados en un mismo oocito, realizando lavados de 3 min
con solucion de Ringer entre aplicaciones. B) Curvas concentracion-respuesta a ACh construidas en
oocitos que expresan receptores WT (curva negra), a9W55Tal0 (curva roja) y a9alOWS5T (curva azul).

Los valores de amplitud de corriente maxima de las respuestas fueron normalizados a los valores
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registrados a ACh | mM (WT y 09al0WS55T) 6 30 mM (a9WS55Tal0). Se graficd la media y el error

estandar de 5 a 8 repeticiones por punto.
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Figura 14: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 30 pM en oocitos que expresan
receptores a9al0W55T a diferentes concentraciones de Ca>" extracelular. Los trazos expuestos fueron
registrados en un mismo oocito, realizando lavados de 3 min con solucioén de Ringer entre aplicaciones.
B) Grafico de barras representando el perfil de modulacion por Ca®" extracelular del receptor
09a10WS5T. Las amplitudes de corriente maximas de las respuestas obtenidas a diferentes
concentraciones extracelulares de Ca®" se normalizaron al valor registrado a Ca*" 1,8 mM en el mismo

oocito. Se graficod la media y el error estandar de 3 repeticiones por grupo.

Se ha descripto que el residuo W55 del componente complementario es
fundamental para el funcionamiento de los nAChRs (Akk, 2002; Corringer et al., 1995;
Gay et al., 2008; Rayes et al., 2009; Xie and Cohen, 2001) y que la mutacion W55T en
a7 anula el sitio de union de ACh (Rayes et al, 2009). Nuestros resultados de

experimentos de union a radioligando y de respuestas funcionales a ACh indican que el
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componente complementario de a9 es fundamental para el normal funcionamiento del
receptor. Por el contrario, y a diferencia de lo observado para otros receptores y para a9,
en el caso de al0 la sustitucion W55T no anul6 la union de ACh y casi no afect6 las
respuestas funcionales a ACh. Esto podria indicar que, en el caso del receptor a9al10 de
rata, los W55 de subunidades al0 no son fundamentales para el correcto
funcionamiento del receptor. Esta asimetria entre las subunidades 09 y alO podria
deberse al proceso de evolucion adaptativa que han sufrido solamente las subunidades
a10 de mamiferos, diferenciando su secuencia primaria de la de las subunidades a10 de
vertebrados no mamiferos y de a9 (Lipovsek et al., 2012; Lipovsek, 2011). Mas aun,
existe evidencia sugiriendo que, como consecuencia de este proceso de evolucion
adaptativa, se acumularon sustituciones no sindnimas en residuos aledafios al W55 en el
loop D de la subunidad al0 de mamiferos (Lipovsek, 2011). Por lo tanto, si esos
cambios acumulados durante el proceso de evolucion adaptativa de al0 afectan la
funcién del W55, la contribucion de los W55 de 09 y al0 al funcionamiento de un
receptor 0910 de un vertebrado no mamifero deberia ser similar. Para poner a prueba
esa hipotesis, estudiamos el efecto de la mutacion W55T en receptores de pollo.

La figura 15A muestra respuestas representativas a concentraciones crecientes
de ACh evocadas en oocitos que expresan receptores de pollo 09010 WT o con la
sustitucion WS55T en 09 6 al0. Los receptores con ambas subunidades mutadas no
evocaron respuestas a ACh 1 mM 6 30 mM (n = 10). El receptor a9WS55Ta 10 de pollo
presentd una Iyns que fue de amplitud significativamente menor a las de los receptores
WT, mientras que la del receptor a9a10WS55T fue similar a la WT (Ijysx: WT =100 £ 12
nA; a9W55Tal0 = 59 + 8 nA, p = 0,0205 t-student; a9alOWS5T = 159 + 32 nA, p =
0,1137 t-student; n = 6; Tabla 6). A diferencia de lo observado en receptores a9a10 de
rata, como se muestra en la figura 15B, en el caso del pollo la sustitucion W55T produjo
un corrimiento significativo hacia la derecha de las curvas concentracion-respuesta a
ACh de igual magnitud al estar presente en a9 6 al0 (ECsop: WT = 16 £ 2 uM;
a9W55Tal0 =357 £ 75 uM; 09al0WSS5T =334 £+ 13 uM; p < 0,0011 t-student; n = 6;
Tabla 6).
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Receptor L (DA) P ECso (uM) p Hill p n
Rata a9a10 298 +48 18+3 0,9+0,1 8 | 0,9701
a9Y190Tal0 112+6  0,0072* | 2254+ 155 <0,0001* | 1,3+0,1 0,0206* 5 | 0,9749
a9010Y190T | 336+91  0,6922 850+170  <0,0001* | 0,6 £0,1 0,0599 6 | 0,8852
a9WS55Tal0 42+4  0,0009* | 1022 +35 <0,0001* | 1,5+0,2 0,0196* 5 | 0,9628
a9010WS55T 17781  0,1826 36 +1 0,0003* 1,2+0,1 0,0599 6 | 0,9696
Pollo a9a10 100 + 12 16+2 0,8+0,1 6 | 09274
a9WS55Tal0 59+8  0,0205* 357+75 0,0011%* 0,7+0,1 0,4956 6 | 0,8345
a9010WS55T 159+32  0,1137 334 +13 <0,0001* | 1,2+0,1 0,0179* 6 | 09424

Tabla 6: Corrientes maximas evocadas y parametros de las curvas concentracién-respuesta. Los valores p

reportados corresponden a pruebas ¢ de Student contrastando contra los valores obtenidos para el receptor

WT correspondiente.
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Figura 15: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por concentraciones crecientes de ACh
en oocitos que expresan receptores de pollo WT (panel superior), a9W55Tal0 (panel central) o
09010W55T (panel inferior). Para cada receptor, los trazos expuestos fueron registrados en un mismo
oocito, realizando lavados de 3 min con solucién de Ringer entre aplicaciones. B) Curvas concentracion-
respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores de pollo WT (curva negra),
a9WS55Tal0 (curva roja) o a9alOWSST (curva azul). Los valores de amplitud de corriente maxima de las
respuestas fueron normalizados a los valores registrados a ACh 1 mM (WT) 6 30 mM (a9WS55Tal0 y

09a10WS55T). Se grafico la media y el error estandar de 6 a 8 repeticiones por punto.

1.3) Discusion.

En este capitulo evidenciamos que los componentes principales del sitio de
union a ACh aportados por las subunidades a9 y al0 son ambos necesarios para el
funcionamiento del receptor a9a10. Adicionalmente, demostramos que los componentes
complementarios de a9 son indispensables para la activacion del receptor.

Los componentes principales del sitio de uniéon a ACh son fundamentales para la
unién del agonista y para iniciar la cascada de cambios estructurales que culminan con
la abertura del poro (Gay and Yakel, 2007). Concretamente, el loop C del componente
principal se mueve 11A y se “cierra” sobre la molécula de agonista unida, produciendo
el cambio estructural mas significativo en el sitio de unidn, el cual se propone que inicia
el proceso de “gating” (Gao et al., 2006; Hansen et al., 2005). El residuo Y190 en el
componente principal, estudiado en este trabajo, estd muy conservado y es caracteristico
del loop C (Karlin, 2002). Particularmente, ante el movimiento del loop C, la Y190
interrumpe un puente salino entre los tramos B7 y B10, contribuyendo asi a los cambios
estructurales mencionados (Mukhtasimova et al., 2005). Més atn, la mutaciéon Y190T
anula la union de radioligandos a los sitios de union de a7 (Rayes et al., 2009), lo que
pudimos corroborar expresando subunidades 09Y190T y alOY190T y realizando
ensayos de union a radioligando.

Nuestros experimentos empleando receptores con las sustituciones Y190T en las
subunidades a9 sugieren que los componentes principales de esta subunidad son
indispensables para el correcto funcionamiento del receptor a9a10. Esto es consistente
con la formacion de receptores homoméricos a9 funcionales ya reportada (Elgoyhen et
al., 1994), donde los inicos componentes principales posibles para los sitios de uniéon a

ACh son aportados por esa subunidad. Por otro lado, nuestros resultados también
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implican que la subunidad al0 de rata, a pesar de no formar canales homoméricos
funcionales (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al., 2002), participa de la unién de agonista
y esta unidn esta acoplada al “gating” del canal en el receptor a9a10 heteromérico, ya
que mutar sus componentes principales afecta en forma marcada la sensibilidad del
receptor a ACh. Por otro lado, nuestros resultados con la sustitucion Y190T en al0
implican que la funcién de solo los componentes principales de a9 no es suficiente para
sustentar el funcionamiento normal del receptor heteromérico. Mas atn, los
experimentos con subunidades a9 con la mutacion Y190T demuestran que tampoco lo
serian los principales de al0 per se. Por lo tanto, podemos concluir que tanto los
componentes principales de a9 como los de a10 son necesarios para la activacion del
receptor heteromérico. En consecuencia, la subunidad al0 no es una subunidad
meramente “estructural”, como habia sido descripta originalmente (Elgoyhen and Katz,
2012), ya que sus componentes principales son clave para el funcionamiento del
receptor heteromérico.

Los experimentos de union de ['H]-a-Bungarotoxina a receptores
a9y Y190TalOy y a9¢al0yxY190T mostraron niveles de union especifica similares a los
de los receptores homoméricos 09y 6 al0y, lo que podria implicar que las subunidades
mutantes no se incorporan a pentameros para formar receptores heteroméricos. Sin
embargo, al expresar subunidades a9Y 190T o0 a10Y190T en oocitos, junto con a10 6 a9
respectivamente, obtuvimos receptores cuya sensibilidad a ACh es muy diferente a la
reportada para receptores 09 homoméricos o 09a10. Esto sugiere que las subunidades
09Y190T y al0Y190T se integran al pentamero para formar parte de los receptores
heteromeéricos.

Por otro lado, en este capitulo también evidenciamos que los componentes
complementarios del sitio de union a ACh aportados por las subunidades a9 son
indispensables para el funcionamiento normal del receptor a9al0. Para estudiar la
relevancia de los componentes complementarios aportados por cada subunidad en el
receptor a9al0, construimos subunidades mutadas en el residuo W55. El W55 es el
unico residuo en el componente complementario que estd conservado entre las
subunidades capaces de aportar componentes complementarios, es decir v, 9, &, fy o
(Karlin, 2002). Las subunidades al y Bl son excepciones a esto, ya que no presentan
componentes complementarios del sitio de union a ACh. Este residuo est4 ubicado en
el loop D del componente complementario, el cual participa en el proceso de “gating”

interactuando con el loop C adyacente y formando un puente de hidrogeno que
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estabiliza el estado “cerrado” del loop C (Gleitsman et al., 2008). E1 W55 también
influencia la unioén de agonista (Corringer et al., 1995) y las propiedades cinéticas de los
nAChRs (Akk, 2002; Gay et al., 2008). Mas aun, la mutacion W55T anula la unioén de
ACh a los sitios de uniéon de a7 (Rayes et al., 2009), por lo que empleamos esta
mutacion para estudiar la relevancia de los componentes complementarios de las
subunidades a9 y a10.

Los ensayos de unién de radioligando que involucraron receptores con la
sustitucion W55T en 09 mostraron que esa mutacion en o9 anula la unién de o-
Bungarotoxina, un antagonista competitivo que no interactiia con el W55. Este resultado
es diferente al efecto reportado para esta mutacion en el receptor a7 homomérico (Rayes
et al., 2009) y del o6rgano eléctrico de Torpedo (Xie and Cohen, 2001). La o-
Bungarotoxina interactia con la mayoria de los residuos del componente principal con
los que interactua la ACh (Dellisanti et al., 2007). En consecuencia, este resultado
sugiere que como la a-Bungarotoxina no puede unirse a receptores con la sustitucion
WS55T en a9, la union de ACh a esos sitios de unién mutantes también estaria anulada.
Consistentemente con esta interpretacion, los experimentos de respuestas funcionales
que involucraron receptores a9WS55Tal0 demuestran que esta sustitucion en los
complementarios de a9 afecta en forma marcada la sensibilidad a ACh del receptor
heteromérico. Por otro lado, esos resultados también implican que la funcionalidad de
solamente los componentes complementarios de a10 en un receptor pentamérico (no
alterados en los receptores a9W55Tal0), no es suficiente para sustentar el
funcionamiento normal del receptor. Por lo tanto, en conjunto estos resultados
demuestran que los componentes complementarios de a9 son indispensables para el
correcto funcionamiento del receptor.

Los resultados empleando subunidades al10 con la mutacion W55T demuestran
que esta sustitucion en al0 no altera la unioén de radioligando, ni su desplazamiento por
ACh no marcada. Esto es consistente con el escaso efecto que esta mutacion en ol0
tuvo sobre la sensibilidad a ACh de receptores a90l10, como se observa en los
experimentos de respuestas funcionales. En consecuencia, al no haber afectado los
componentes complementarios de al0 con la mutacion W55T, no podemos concluir
acerca de su relevancia en el funcionamiento del receptor heteromérico. Experimentos
futuros en los que se analizara el efecto de diferentes sustituciones en el componente

complementario de al10 permitiran elucidar este punto.
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Sin embargo, es llamativo que la mutacion W55T en al0 no haya anulado la
unidon de ACh, dado que se ha reportado que esta mutacion en a7 anula el sitio de unioén
de ACh (Rayes et al., 2009), como asi también lo hace en a9. Como ya se ha
mencionado, el W55 del componente complementario es fundamental para el
funcionamiento de los nAChRs (Akk, 2002; Corringer et al., 1995; Gay et al., 2008;
Rayes et al., 2009; Xie and Cohen, 2001). Es interesante destacar que el W55 no solo
interacttia con la ACh para estabilizarla en el sitio de unidon (Corringer et al., 1995;
Rayes et al., 2009; Xie and Cohen, 2001), sino que también estd involucrado en varios
otros procesos funcionales. Particularmente, este residuo esta involucrado en el proceso
de “gating”, dado que influencia la probabilidad de apertura de los nAChRs (Akk, 2002)
y la cinética de desensibilizacion (Gay et al., 2008). La falta de un efecto marcado de la
mutacion W55T en al0 sobre la unién de ACh y la ECsg del receptor 09010 indica que,
en el contexto estructural de los componentes complementarios de a10, el residuo W55
no estaria involucrado extensamente en la unién de ACh ni en los cambios estructurales
que afectan el proceso de “gating”.

Esta asimetria entre el efecto de la mutacion W55T en los componentes
complementarios de las subunidades a9 y al0 podria deberse al proceso de evolucion
adaptativa que han sufrido solamente las subunidades a10 de mamiferos (Lipovsek et
al., 2012; Lipovsek, 2011). Dado que la mutacion W55T en receptores a9a10 de pollo
tuvo un efecto similar al estar presente en las subunidades a9 6 a10, nuestros resultados
sustentan esta hipotesis. Esto sugiere que sustituciones no sinébnimos en la secuencia de
al0 de mamiferos, posiblemente en el loop D, acumulados a lo largo de su historia
evolutiva serian responsables de que el efecto de la mutacion W55T no sea marcado en
al0, cuando si lo es al estar en 09. Existe evidencia de sustituciones no sinénimas en
residuos aledanos al W55 en el loop D de la subunidad al0 de mamiferos en
consecuencia a este proceso de evolucion adaptativa (Lipovsek, 2011). Particularmente,
ocurri6 un cambio de un residuo neutro/polar por uno hidrofébico en posicion 52
(S/T/A por L, numeracion de al de Torpedo) y de un residuo hidrofébico por uno
cargado negativamente en posicion 59 en el linaje de mamiferos (V por E, Fig. 16).
Ambos cambios son marcados en cuanto a las propiedades de los residuos sustituidos y
son muy cercanos al W55. Esto puede representar un contexto estructural diferente para
el W55 en las subunidades a10 de mamiferos y posiblemente justifique las diferencias

observadas con la mutacion W55T en el receptor 09010 de rata.
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Figura 16: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de a10 de vertebrados. Las secuencias se alinearon
empleando Clustal W. Los residuos con propiedades similares se representan en el mismo color. El tramo
B2, donde se encuentra el loop D se representa en la parte superior del alineamiento. Las puntas de flecha
debajo del alineamiento indican sitios para los cuales se predice que estin bajo seleccion positiva en el
linaje de mamiferos, identificados por un analisis de branch-site. Punta de flecha negra: p > 0.75; punta

de flecha roja: p > 0.95. Adaptado de (Lipovsek, 2011).

En conjunto nuestros resultados implican que, aunque el receptor 09al0 esta
formado solo por subunidades a, las interfaces de union de a9a10 no son equivalentes,
ya que el W55 en los componentes complementarios de cada subunidad tendria una
relevancia diferente. Por lo tanto, el receptor 09010 se comportaria como un receptor
heteromérico en cuanto a sus sitios de union. Recientemente se ha reportado que el
receptor o7 homomérico puede activarse ante la unién de ACh a uno solo de sus sitios
de union (Andersen et al., 2013). En consecuencia, seria interesante en el futuro estudiar
st el receptor a9a10 podria ser activado por la union de ACh a uno solo de los sitios
posibles y cudles de ellos, al ser no equivalentes, inducirian mas efectivamente la

apertura del poro.
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Capitulo 2.

Determinantes moleculares de la dependencia del Ca*" extracelular del receptor

nicotinico 09010 recombinante de rata.

Como ya se detall6 en apartados anteriores, la activacion del receptor a9a10 de
las células ciliadas de la coclea puede reducir el trauma acustico (Maison et al., 2002;
Taranda et al., 2009). Con el objetivo de estudiar las condiciones en las cuales el
receptor a9a.10 alcanza la maxima activacion posible, caracterizamos la modulacion por
el Ca™" extracelular del receptor de rata expresado en oocitos de X. laevis. El Ca*"
extracelular puede potenciar las respuestas macroscopicas de varios subtipos de
nAChRs neuronales (Amador and Dani, 1995; Bonfante-Cabarcas et al., 1996; Buisson
et al., 1996; Galzi et al., 1996; Liu and Berg, 1999; Mulle ef al., 1992b; Vernino et al.,
1992) y bloquear las de los musculares (Grassi and Degasperi, 2000) y a9 homoméricos
(Katz et al., 2000). Algunos receptores como a7, a4P2 6 o9al0 pueden ser
simultaneamente potenciados y bloqueados por el Ca®" extracelular (Buisson et al.,
1996; Liu and Berg, 1999; Weisstaub et al., 2002). La potenciacién se evidencia a
concentraciones sub-milimolares a milimolares y el bloqueo a concentraciones mayores
(Buisson et al., 1996; Liu and Berg, 1999; Weisstaub et al., 2002). La relevancia
fisiologica de la modulacion por Ca*™ extracelular se ha demostrado muy claramente
para los receptores 042, ya que pacientes con epilepsia de l6bulo frontal nocturna
autosdmica dominante (ADNFLE, por su sigla en inglés) presentan mutaciones en este
receptor que reducen su sensibilidad al Ca>" extracelular (Rodrigues-Pinguet et al.,
2003).

La potenciacion por Ca”" extracelular fue caracterizada con mayor profundidad
en el receptor neuronal a7, para el cual se ha propuesto un sitio de union en el dominio
extracelular N-terminal. Mutaciones en el glutamato en posicion 45 (numeracion de la
subunidad al de 7. marmorata) reduce la potenciacion y en el E175 practicamente la
anula (Galzi et al., 1996). Estos dos residuos con carga negativa conforman el sitio de
union propuesto para el Ca®" extracelular. Este sitio estaria ubicado entre el loop p1-p2,
el cual contiene al E45, y el loop B8-B9 de la subunidad adyacente en el pentdmero, el
cual contiene al E175 (Fig. 17)(Le Novere et al., 2002). La ubicacion del E175 es

interesante ya que se encuentra en el lumen del vestibulo del canal, adyacente a la parte
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superior del dominio transmembrana (Eddins et al., 2002a; Eddins et al., 2002b) que

forma el poro del canal, con lo cual, solo acceden a ese sitio cationes permeantes.

[ A V|

iy o ila \

‘ *t;é‘,? !E:@’} -,
i 241 ﬂ

ACh

E1TS
E45 : (loap (WR-{L9) -
‘\ Sitio de unién a Ca®

Figura 17: Esquema de los dominios extracelulares de dos subunidades nicotinicas adyacentes. Se detalla
la posicion del sitio de unién a ACh y del sitio propuesto de unién a Ca®" conformado por los residuos

E45 del loop B1-B2 y E175 del loop B8-p9. Adaptado de (McLaughlin et al., 2009).

El mecanismo propuesto para la potenciacion consiste en que el Ca®", al unirse a
su sitio de unidn, generaria un cambio conformacional que involucra el tramo 9, el
cual también participa en los cambios conformacionales causados por la union del
agonista (Lyford et al., 2003). Este cambio conformacional favoreceria la transicion del
estado de reposo al estado activado del receptor (McLaughlin et al., 2009; McLaughlin
et al., 2006) y por lo tanto seria un mecanismo de tipo alostérico de potenciacion.

Por otro lado el bloqueo que produce el Ca®" sobre las respuestas de varios
nAChRs y particularmente de a9 y a9a10 es dependiente de voltaje (Katz ef al., 2000;
Mulle et al., 1992a; Weisstaub et al., 2002). Este hecho sugiere que el sitio de
interaccion del i6n esta dentro del campo eléctrico de la membrana, probablemente en el
poro del canal (Woodhull, 1973). Sin embargo, como el canal es permeable a Ca®" el

bloqueo nunca es total a potenciales muy hiperpolarizados, ya que el Ca*" bloqueante se
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disocia de su sitio de unién para pasar a través del poro. De este modo el Ca’" al
interactuar con ese sitio y disociarse, ocuparia durante mas tiempo el poro del receptor y
competiria con los cationes monovalentes permeantes por el pasaje a través del poro
(Decker and Dani, 1990; Imoto et al., 1988).

En el cobayo, los niveles de Ca”" en el fluido circundante a la region basolateral
de las células ciliadas del 6rgano de Corti, la perilinfa, presenta un gradiente desde 1,3
mM en la scala timpanica hasta 0,6 mM en la scala vestibular (Salt and Thalmann,
1988). Mas aun, se han observado grandes variaciones en las concentraciones
extracelulares de Ca®" en varias regiones del cerebro y en la retina como consecuencia
de la actividad sindptica (Benninger et al., 1980; Livsey et al., 1990; Pumain and
Heinemann, 1985). En la corteza cerebral, por ejemplo, la aplicacion de glutamato
conlleva una disminucion del Ca*' extracelular de 1,3 mM a 0,2 mM, debida a,
principalmente, su entrada a través de canales (Pumain et al., 1987). Es posible entonces
que la actividad de la sinapsis eferente de las células ciliadas cocleares genere cambios
dinamicos en el Ca”" extracelular, dado que su actividad involucra una gran variedad de
canales permeables al Ca®" (Zorrilla de San Martin et al., 2010).

Si bien el receptor 09a10 de las células ciliadas de la coclea esta sujeto tanto a
potenciacion como a bloqueo por Ca>” extracelular (Gomez-Casati et al., 2005), el
receptor homomérico a9 solo es bloqueado por este cation (Katz et al., 2000). Por lo
tanto, este ultimo alcanzaria su maxima activacion a concentraciones traza de Ca’’. En
cambio, el receptor a9al0 necesitaria unir Ca®" para alcanzar su maxima activacion.
Esta diferente modulacién por Ca®" de los receptores 09 homomérico y a9al0
heteromérico sugiere que la incorporacion de la subunidad al0 al pentdmero provee al
receptor heteromérico de determinantes estructurales necesarios para la potenciacion.

Dada la dependencia de 09010 del Ca** extracelular para alcanzar una activacién
maxima, seria Util caracterizar el sitio responsable de esta dependencia para disefiar
drogas que se unan a ¢l y posiblemente potencien las respuestas del receptor. Conocer
ese sitio permitiria modelarlo y realizar ensayos de “docking” in silico para disefiar
drogas potencialmente Utiles para prevenir la pérdida de audicion por trauma acustico.
En esta seccion se analizaran diferentes sitios en las subunidades 09 y a10 y su relacion

con la modulacion por Ca®” extracelular del nAChR a9a10.

2.1) Efecto del Ca’" extracelular sobre la Inax del receptor a9a.10 recombinante de rata.
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Para estudiar el rol de determinados sitios de las subunidades a9 y al0 en la
modulacion por Ca®" del receptor heteromérico, construimos perfiles de modulacion en
los cuales cuantificamos la amplitud de corriente a una concentracion fija de ACh y
concentraciones crecientes de Ca®" extracelular. Estos perfiles varian dependiendo de la
concentracion de ACh empleada para construirlos. La figura 18 muestra los perfiles de
modulacién ante cambios en la concentracion de Ca®" extracelular que obtuvimos
empleando diferentes concentraciones de ACh en oocitos que expresan receptores
09010 WT de rata. Estos resultados evidencian que la concentracion de ACh que se
utilice para estudiar esta modulacion no es trivial, ya que dependiendo de la posicion en
la curva de concentracidén-respuesta para ACh en la que nos situemos, los perfiles que se
generan son distintos. Notablemente, a medida que aumentamos la concentraciéon de
ACh, la amplitud de la respuesta a Ca>” 0 mM nominal es mayor y el maximo de

. ., . . 2+
activacion se mueve hacia concentraciones de Ca“ menores.
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Figura 18: Grafico de barras que representa el perfil de modulacion por Ca*" extracelular del receptor
09a10 a diferentes concentraciones de ACh. Para cada concentracion de ACh, las amplitudes de corriente
méximas de las respuestas obtenidas a diferentes concentraciones extracelulares de Ca®* se normalizaron

al valor registrado a Ca®" 1,8 mM en el mismo oocito. Se graficé la media y el error estindar de 4 a 8
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repeticiones por grupo. Inserto: Curvas concentracion-respuesta para ACh construidas a diferentes
concentraciones de Ca’" extracelular en oocitos que expresan receptores a9al0 WT. Los valores de
amplitud de corriente maxima de las respuestas fueron normalizados a los valores registrados a ACh 1
mM a la concentracion de Ca®* del buffer Ringer normal (1,8 mM). Se grafic la media y el error estandar

de 4 a 8 repeticiones por punto.

Para identificar determinantes estructurales responsables de la modulacion por
Ca”" del receptor 09al10 construimos subunidades mutantes o quiméricas. Como las
mutaciones o las quimeras pueden producir per se corrimientos en la ECsy del receptor,
decidimos evaluar la modulacién por Ca*" a concentraciones saturantes de ACh (1 mM),
para descartar la influencia de esos corrimientos en nuestros resultados. Por ejemplo, si
decidiésemos estudiar la modulacién a ACh 10 uM (ECso del receptor WT a Ca®" 1,8
mM) y comparasemos el receptor WT con uno mutante o quimérico con una ECsy de
300 uM, es probable que a ACh 10 uM el receptor modificado dificilmente evoque
corrientes. Si en cambio el receptor mutante o quimérico tuviese una ECsode 1 uM, a
ACh 10 uM posiblemente se encuentre cerca de estar saturado, con lo cual su perfil de
modulacion corresponderia a un estado de activacion del receptor diferente al que
evaluamos para el receptor WT (cercano a la ECsg). Por lo tanto, en ninguno de los dos
casos podriamos compararlos ya que los cambios en los perfiles de modulacion
observados no estarian influenciados tnicamente por la concentracion de Ca®* sino que
también por la diferente posicion de la curva concentracion-respuesta para ACh en la
que los evaluamos. En contraste, una concentracion saturante de ACh que evoca la I«
a diferentes concentraciones de Ca”" nos informa acerca del efecto de las mutaciones o
quimeras en la modulacion por Ca** sin estos inconvenientes.

La figura 19A muestra trazos representativos de las respuestas evocadas por una
concentracion saturante (I mM) de ACh (Elgoyhen et al.,, 2001) en oocitos que
expresan el receptor 9010 de rata a diferentes concentraciones de Ca®" extracelular.
Normalizamos las respuestas registradas a una concentracion de Ca’" 0 mM nominal
(nuestras soluciones pueden incluir trazas de Ca®"), donde tanto la potenciacion como el
bloqueo son minimos, y graficamos el perfil de modulacion (Fig. 19B). Las ;s a una
concentracion de Ca®" 0,1 mM, fueron potenciadas un 444 + 125 % relativo a Ca*" 0
mM (n = 5). Concentraciones mayores bloquearon la I llegando a una meseta a Ca?

1,8 mM (% Inaxomm: Ca 1,8 mM =90+ 18 %, n=15; Ca3 mM =95+ 18 %, n=4).
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Figura 19: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 1 mM en oocitos que expresan
receptores a9a10. Los trazos expuestos fueron registrados en un mismo oocito, realizando lavados de 3
min con solucién de Ringer luego de cada aplicacion y preincubando 2 min con cada concentracion de
Ca”" antes de su co-aplicacion con ACh. B) Perfiles de modulacién por Ca* extracelular de los receptores
09010 WT. Las amplitudes de corriente maximas de las respuestas obtenidas a diferentes concentraciones
extracelulares de Ca®" se normalizaron al valor registrado a Ca®” 0 mM en el mismo oocito. Se grafico la
media y el error estdndar de 4 a 6 repeticiones por grupo; * = significativamente diferentes entre si, p <

0,05 Mann Whitney.

2.2) Rol de los residuos E175 de a9 y 10 en la modulacién por Ca*".

Para determinar si el sitio propuesto de unién a Ca>* constituido por el E45 y el
E175 (Fig. 17) se encuentra conservado en 09a10, construimos subunidades a9 y a10
con la mutacién E175Q. Se ha evidenciado que esta mutacion anula la potenciacion por

Ca”" en el receptor a7 de pollo (Galzi et al., 1996). Por lo tanto, esta mutacion seria
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apropiada para evaluar si el residuo E175 estd involucrado en la modulacion por Ca*”
del receptor 0a9al0. La figura 20 muestra curvas concentracion-respuesta para ACh a
Ca’" 1,8 mM (concentracion de Ca®" del buffer Ringer normal) construidas en oocitos
que expresan receptores 09a10 con la mutacion E175Q en sus subunidades a9 6 al0.
Los receptores mutantes presentaron corrimientos de las curvas concentracion-respuesta
hacia la derecha y, en consecuencia, valores de ECs significativamente mayores que los
del receptor WT (ECsp: WT =13 = 1 uM; a9E175Qa10 = 191 £+ 48 uM, p < 0,0001 t-
student; a9a10E175Q =79 £+ 14 uM, p < 0,0001 t-student; Tabla 7). Sin embargo, estas
curvas evidencian que la concentracion 1 mM de ACh es también saturante para los

receptores mutantes.
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Figura 20: Curvas concentracion-respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores WT
(curva negra), 09E175Qa10 (curva amarilla) y a9al0E175Q (curva verde). Los valores de amplitud de
corriente maxima de las respuestas fueron normalizados a los valores registrados a ACh 1 mM (WT) y 10
mM (a9E175Qal0 y a9al0E175Q). Se grafico la media y el error estandar de 2 a 8 repeticiones por

punto.

La figura 21 A muestra trazos representativos de las respuestas evocadas por una
concentracion de ACh 1 mM a diferentes concentraciones de Ca®’ extracelular en
oocitos que expresan receptores a9al0 con la mutacion E175Q en sus subunidades a9 6
a10. Normalizamos las respuestas registradas a una concentracion de Ca’" de 0 mM

nominal y graficamos los perfiles de modulacion (Fig. 20B). La amplitud de la L4« de
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receptores 09E175Qal0 decreci6 en funcién de la concentracion de Ca®" extracelular,
saturando a 1,8 mM (% Imaxomm: Ca 1,8 mM =35 +23 %, n=2; Ca3 mM =28+ 10
%, n = 2). En cambio, la I;x de los receptores a9a10E175Q aument6 en funcion de la
concentracién de Ca>" y saturo a Ca*’ 0,1 mM (% Imax o mm: Ca 0,1 mM =396 + 60 %, n
=5; Ca 1,§ mM = 517 = 91 %, n = 4). El perfil de modulacion del receptor con la
sustitucion E175Q en a9 no evidencié potenciacién significativa al aumentar el Ca®"
extracelular (Fig. 21B). En cambio, el receptor con la mutacién en al0 evidencid la
misma potenciacion observada en receptores WT entre Ca’” 0 mM y 0,1 mM (Fig.
21B). Sin embargo, al aumentar la concentracion de Ca”" no evidenciamos un bloqueo
significativo y la potenciacion observada se saturo.

Estos resultados sugieren que, a pesar que el receptor a9 homomérico no se
potencia por Ca>" extracelular, al mutar su E175 el receptor heteromérico 09a10 pierde
la potenciacion, evidenciando un rol del E175 de la subunidad a9 en la potenciacion por
Ca”™ del receptor 09010 heteromérico. Por otro lado, al mutar la subunidad al0 se
perdié el bloqueo por Ca** en receptores heteroméricos. Esto plantea que el E175 de

a10 podria estar involucrado en el bloqueo por Ca®".
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Figura 21: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 1 mM en oocitos que expresan
receptores a9E175Qa10 (panel superior) o a9al0E175Q (panel inferior). Para cada receptor, los trazos
expuestos fueron registrados en un mismo oocito, realizando lavados de 3 min con solucion de Ringer
luego de cada aplicacion y preincubando 2 min con cada concentracion de Ca®" antes de su co-aplicacion
con ACh. B) Perfiles de modulacién por Ca®" extracelular de los receptores 09010 WT (curva negra),
09E175Qal10 (curva amarilla) y a9al10E175Q (curva verde). Las amplitudes de corriente maximas de las

. . . + .
respuestas obtenidas a diferentes concentraciones extracelulares de Ca?' se normalizaron al valor
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registrado a Ca®* 0 mM en el mismo oocito. Se grafico la media y el error estandar de 2 a 6 repeticiones
por grupo, * = significativamente diferente del receptor WT a la concentracion de Ca®* correspondiente, p

< 0,05 Mann Whitney.

2.3) Rol de las regiones extracelulares de la subunidad a10 en la modulacién por Ca”".

Los resultados con subunidades portadoras de la mutacion E175Q evidencian
que estos residuos en 09010 afectan la modulacién del receptor por el Ca®” extracelular,
aunque su efecto depende de la subunidad que la contenga. Es posible que esto sea
consecuencia del diferente contexto estructural que representa para el E175 el dominio
extracelular de a9 6 al0, ya que este residuo pertenece a este dominio. Con el fin de
determinar en qué medida influye el contexto estructural del dominio extracelular de a9
6 al0 en la modulacion, construimos una subunidad al0 quimérica en la que
reemplazamos su dominio N-terminal extracelular (primeros 210 aminoacidos,
incluyendo al loop B8-B9 donde se encuentra el E175) por el de a9 (de ahora en mas,

subunidad o10ygg, Fig. 22A).
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Figura 22: A) Esquema de los receptores quiméricos 09alOyrr. Se remarca en rojo las secciones
correspondientes a la subunidad 09 y en azul las correspondientes a la subunidad al0. B) Curvas
concentracion-respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores WT (curva negra) y
09010yrr (curva roja). Los valores de amplitud de corriente maxima de las respuestas fueron
normalizados a los valores registrados a ACh 1 mM. Se grafico la media y el error estindar de 5 a 8

repeticiones por punto.

La figura 22B muestra las curvas concentracion-respuesta correspondientes para
ACh a la concentracién de Ca®" del buffer Ringer normal (1,8 mM). Los receptores
quiméricos a9al0yrr presentaron un valor de ECsy que no difirié significativamente del
valor del receptor WT (ECsp: WT =13 £ 1 uM; 09al10yrr = 16 = 2 uM, p = 0,1626 t-
student, Tabla 7). Por lo tanto, la concentracion 1 mM de ACh es también saturante
para los receptores a9al0ygrr.

La figura 23A muestra respuestas representativas a ACh 1 mM ante diferentes

. + .
concentraciones de Ca”" extracelular en oocitos que expresan receptores 09al0ygx.
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Normalizamos las respuestas registradas a una concentracion de Ca** de 0 mM nominal
y graficamos los perfiles de modulacion (Fig. 23B). La amplitud de la I,;x de receptores
a9010yrr aumentd a Ca*’ 0,1 mM, aunque ese aumento no fue significativo (% Imsx o
mm: Ca 0 mM =100 + 23 %, n=5; Ca 0,1 mM = 137 + 32 %, n=5; p= 0,1 Mann
Whitney). A concentraciones de Ca’" superiores, la Ins de receptores o9alOyrr
decreci6 significativamente (% Imsxomm: Ca 1,8 mM =55+4 %, n=4; p=5,556 Mann
Whitney). El perfil de modulacién del receptor a9al10yrr no evidencid potenciacion
significativa al aumentar el Ca®" extracelular (Fig. 23B). Estos resultados son
interesantes ya que en los receptores quiméricos los sitios de union a Ca”" responsables
de la potenciacion (que involucran a E175 y a E45) serian interfaces extracelulares
homoméricas 0909. Esto demuestra que alO aporta determinantes estructurales
extracelulares muy importantes para la potenciacion y confirmaria que las interfaces de

unidon 09a9 no serian capaces de generarla.
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Figura 23: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 1 mM en oocitos que expresan
receptores 09al0yrr. Los trazos expuestos fueron registrados en un mismo oocito, realizando lavados de
3 min con soluciéon de Ringer luego de cada aplicacion y preincubando 2 min con cada concentracion de
Ca’" antes de su co-aplicacion con ACh. B) Perfiles de modulacion por Ca®" extracelular de los receptores
09010 WT (curva negra) y a9a10ygr (curva roja). Las amplitudes de corriente maximas de las respuestas
obtenidas a diferentes concentraciones extracelulares de Ca*" se normalizaron al valor registrado a Ca®" 0
mM en el mismo oocito. Se graficé la media y el error estandar de 4 a 6 repeticiones por grupo, * =
significativamente diferente del receptor WT a la concentracion de Ca®" correspondiente, p < 0,05 Mann

Whitney.

Es importante destacar que el llamado dominio N-terminal extracelular,
constituido por los primeros 210 aminoacidos de una subunidad, no es la tnica region
que encara el lado extracelular de la molécula. El tramo N-terminal de TM1 y el loop
TM2-TM3 también son extracelulares. En consecuencia, para explorar la importancia de
esas regiones construimos subunidades al0 quiméricas en las que reemplazamos tanto
el dominio extracelular como el tramo N-terminal de TM1 y el loop TM2-TM3 por los

de 09 (de ahora en mas, subunidad o1 0ypyexira, Fig. 24A).
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Figura 24: A) Esquema de los receptores quiméricos a9alO0yruxra- S€ remarca en rojo las secciones
correspondientes a la subunidad 09 y en azul las correspondientes a la subunidad al0. B) Curvas
concentracion-respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores WT (curva negra) y
0901 0xpruexa (curva violeta). Los valores de amplitud de corriente maxima de las respuestas fueron
normalizados a los valores registrados a ACh 1 mM. Se graficé la media y el error estandar de 3 a 8

repeticiones por punto.

La figura 24B expone las curvas concentracion-respuesta correspondientes para
ACh a Ca** 1,8 mM. Los receptores quiméricos a9al0ypuiexira presentaron un valor de
ECsy significativamente diferente del receptor WT (ECso: WT = 13 £ 1 uM;
0901 0ypuExtra = 8 £ 1 uM, p = 0,02 t-student; Tabla 7). Las curvas corroboran que la
concentracion 1 mM de ACh es saturante para el receptor quimérico.

La figura 25A muestra respuestas representativas a ACh 1 mM ante diferentes
concentraciones de Ca®" extracelular en oocitos que expresan receptores 091 0xruiExia-
Normalizamos las respuestas con respecto a las registradas a Ca’" 0 mM nominal y

graficamos los perfiles de modulacion (Fig. 25B). La I de receptores a9al0ypuiextra
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disminuy6 significativamente en funciéon de la concentracién extracelular de Ca®’,
saturando a 0,5 mM, (% Inixomm: Ca 0 mM =106+ 14 %, n=15; Ca 0,5 mM =42 £+ 8
%, n = 5; p =0,0317 Mann Whitney; Ca 3 = 39 £ 12 %, n = 5). Los perfiles de
modulacion de estos receptores quiméricos tampoco evidenciaron potenciacion
significativa. El perfil de modulacion de este receptor quimérico no es
significativamente diferente del obtenido con receptores 09a10ygrr al compararlos punto
a punto (p > 0,05 Kruskal Wallis seguido de contrastes de Dunn). Esta similitud entre
los perfiles de modulacion generados por las quimeras a9alOyrr y 0901 0YFunExtra
implican que a pesar de ser extracelulares, el tramo N-terminal de TM1 y el loop TM2-

. . 7 2+
TM3 no influencian marcadamente la modulacion por Ca™ .

A 9o 10F yiExtra

Ca®* OmMm 0,1 mM 1,8 mM
ACh1mM =— ot -

WV

20 seg

700
—— WT (n=4-6)

EDG.. =i r-'[&?'“}-":Fullﬁxn.l [ﬂ = 51

4004
3004
200+

% ICa Jncrri'n.ﬂ"'I ICa 0 mh

1004

A
ST

[Ca?*] extracelular (mM)

Figura 25: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 1 mM en oocitos que expresan
receptores 0901 0yryexma. LOS trazos expuestos fueron registrados en un mismo oocito, realizando lavados

de 3 min con solucion de Ringer luego de cada aplicacion y preincubando 2 min con cada concentracion
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de Ca®" antes de su co-aplicacion con ACh. B) Perfiles de modulacion por Ca®" extracelular de los
receptores 09010 WT (curva negra) y 0901 0ypuexr (curva violeta). Las amplitudes de corriente maximas
de las respuestas obtenidas a diferentes concentraciones extracelulares de Ca®" se normalizaron al valor
registrado a Ca®* 0 mM en el mismo oocito. Se grafico la media y el error estandar de 4 a 6 repeticiones
por grupo, * = significativamente diferente del receptor WT a la concentracion de Ca** correspondiente, p

< 0,05 Mann Whitney.

2.4) Residuos candidatos involucrados en la potenciacion por Ca" extracelular.

Con el objetivo de determinar qué residuos de la regién extracelular de al0
podrian constituir el contexto estructural que permitiria la potenciacion, comparamos las
secuencias aminoacidicas de las subunidades a9 y al0O. Recientemente se ha
caracterizado la modulacion por Ca** de los receptores a9 y 09010 de pollo, los cuales
presentan perfiles de modulacion similares a los de sus respectivos receptores de rata
(Lipovsek, 2011). La subunidad al10 de pollo forma canales homoméricos funcionales
en oocitos, los cuales presentan un perfil de modulacién por Ca*" con una predominante
potenciacion (Lipovsek, 2011), lo que confirma que al0 aporta determinantes
estructurales necesarios para la potenciacion. A pesar de esto, la subunidad a10 de pollo
tiene una secuencia aminoacidica muy similar a la de a9 de rata o pollo, cuyos
receptores a9 homoméricos solo presentan bloqueo por Ca®" (Lipovsek, 2011). En
consecuencia, los residuos en comun entre la subunidad al10 de pollo y las subunidades
a9 posiblemente no estén relacionados con la potenciacion por Ca®". En cambio los
residuos en comun entre al0 de pollo y de rata, que no estén conservados en las
subunidades a9, serian candidatos a estar relacionados con la potenciacion.

Dada la similitud de secuencia entre al0 de pollo y las subunidades 09, estas
comparaciones de secuencias nos permitirian delimitar un nimero acotado de residuos
candidatos en al0 de rata. Decidimos centrar nuestro analisis en las secuencias de los
loops que constituyen la interfaz extracelular-transmembrana de la subunidad ya que el
sitio propuesto de unién al Ca®* se encuentra en esta region entre los loops p1-B2 (E45)
y B8- B9 (E175) de subunidades adyacentes (Le Novere et al., 2002). Los loops de esta
interfaz son: B1-2, Cys-loop, B8-p9, tramo N-terminal de TM1 y TM2-TM3. Siguiendo
este andlisis, mutamos los residuos candidatos en al0 de rata por los correspondientes
de 09 de rata.

El loop B1-B2 no presenta ninguna diferencia de residuos entre las subunidades

a9 y al0 (Fig. 26). El Cys-loop presenta dos diferencias de residuos en la posicion 129
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(numeracién de la subunidad al de 7. marmorata) y 139 (Fig. 26). La diferencia en la
posicion 129 es particularmente interesante ya que representa un cambio de un residuo
con carga positiva (Arg) a un residuo hidrofobico (Val). En consecuencia, generamos
subunidades a10 portadoras de la sustitucion R129V.

El loop PB8-B9 presenta una unica diferencia de residuos en posicion 173 (Fig.
26). Esta diferencia es interesante ya que es vecina al E175 conservado que conforma el
sitio de unién de Ca®" propuesto. Por consiguiente, generamos subunidades a10 con la
mutacion N173D. También encontramos una unica diferencia de residuos en el tramo
N-terminal de TMI1 y en el loop TM2-TM3, que fueron A211S y S270N
respectivamente (Fig. 26). Generamos subunidades a10 portadoras de estas mutaciones

en forma individual.

Dominio
Extracelular

ra9 |EDVEW
cad VEDVEW

loop B8-B9 cald VENVEW
ral0 VENVEW

ra9 CVVDVTYFPFDSQQC
cad CVVDVSYFPFDSQQC
cal0 CKVDVSYFPFDGaac Cys-loop

rai0 CRVDVSAFPFDAQRC ra9 DERNQ
loop B1-B2 ca® DERNQ

s 7 10 DERN

rad SENVPLIGKI :1: DERHE

ca9 SENVPLIGK! loop TM2-TM3
cald SESVPLIGKI

ral0 AESVPLIGKI

rad SSFYVN
ca% SSFYFN
cald ASFYFN
rald AAYVCH

MN-term TM1

Dominio
Transmembrana

Figura 26: Esquema de la interfaz extracelular-transmembrana de una subunidad nicotinica. Se detalla
para cada uno de los componentes de esta interfaz la secuencia aminoacidica correspondiente a 09 de rata
(ra9), a9 de pollo (ca9), a10 de rata (ra10) y al0 de pollo (cal0). Los residuos sin similitud de secuencia
se marcan en negro. Los residuos candidatos elegidos para mutar se marcan con un asterisco. Los

residuos E45 del loop B1-B2 y E175 del loop B8-B9 se remarcan en italica.

2.5) Efecto de la sustitucion R129V en el Cys-loop sobre la potenciacion por Ca®".

La figura 27 muestra curvas concentracion-respuesta para ACh a Ca®" 1,8 mM

construidas en oocitos que expresan receptores 09al10 con la mutacion R129V en el
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Cys-loop de la subunidad a10 (Fig. 26). El receptor mutante presenté un corrimiento de
la curvas concentracion-respuesta hacia la derecha y, en consecuencia, un valor de ECsg
significativamente mayor al WT (ECsp: WT =13 &£ 1 uM; 09al10R129V =22 + 4 uM, p
= 0,0145 t-student, Tabla 7). Estas curvas evidencian que la concentraciéon 1 mM de

ACh es también saturante para los receptores mutantes.

100-
80- = WT(n=8)
= = &9 10R129V (n = 4)
=
=
T 60
0 b
<
min 40-
=
20-
0-
107 106 105 10+ 10

[ACh] M

Figura 27: Curvas concentracion-respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores WT
(curva negra) y a9a10R129V (curva roja). Los valores de amplitud de corriente maxima de las respuestas
fueron normalizados a los valores registrados a ACh 1 mM. Se grafico la media y el error estandar de 4 a

8 repeticiones por punto.

La figura 28A muestra trazos representativos de las respuestas evocadas por
ACh 1 mM a diferentes concentraciones de Ca>" en oocitos que expresan receptores
a9010R129V. La amplitud de las respuestas evocadas por ACh 1 mM mostré un
aumento a Ca’" 0,] mM y una disminucion a Ca’" 1,8 mM. Normalizamos las
respuestas registradas a Ca’” 0 mM nominal y graficamos los perfiles de modulacién
(Fig. 28B). Si bien la amplitud de las respuestas evocadas por ACh 1 mM mostr6 una
tendencia a aumentar a Ca®" 0,1 mM y disminuir a Ca*" 1,8 mM (Fig. 28A) el valor de
Ihax normalizada promedio de los receptores 09al0OR129V  no cambid

. . . .y (4 +
significativamente en funcion de la concentracion de Ca’" extracelular (% Imax 0 mm: Ca
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0mM=100+13%,n=5; Ca0,l mM=180+£27%,n=7; Cal,8 mM=118£8 %,
n = 4; p > 0,05 Kruskal Wallis seguido de contrastes de Dunn). En consecuencia
concluimos que el receptor heteromérico con la sustitucion R129V en a10 no sufre una
potenciacion o un bloqueo significativo al aumentar el Ca*" extracelular (Fig. 28B). En
conjunto, estos resultados implican que la mutacion R129V en al0 podria reducir la
potenciacion y el bloqueo y por lo tanto la R129 en el Cys-loop de subunidades al0

estaria involucrada en la modulacion.

A o9 10R129Y

Ca*t OmM 0,1 mM 1,8 mM
ACh 1 mM = -— -—

V

<
2|

10 seg

B

700+

— WT(n = 4-6)
600- —— a8 10R129V (n = 4-7)

g

S 500+
S

= 400+
£

= 3004
]
&

8 200+

1004

0-

N o N X 2

[Ca®*] extracelular mM

Figura 28: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 1 mM en oocitos que expresan
receptores 09a10R129V. Los trazos expuestos fueron registrados en un mismo oocito, realizando lavados
de 3 min con solucion de Ringer luego de cada aplicaciéon y preincubando 2 min con cada concentracion
de Ca® antes de su co-aplicacion con ACh. B) Perfiles de modulacién por Ca** extracelular de los
receptores 09010 WT (curva negra) y a9a10R129V (curva roja). Las amplitudes de corriente maximas de
las respuestas obtenidas a diferentes concentraciones extracelulares de Ca®* se normalizaron al valor

registrado a Ca®* 0 mM en el mismo oocito. Se grafico la media y el error estindar de 4 a 7 repeticiones
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por grupo, * = significativamente diferente del receptor WT a la concentracion de Ca®" correspondiente, p

< 0,05 Mann Whitney.

2.6) Efecto de la sustitucion N173D en el loop B8-f9, A211S en el tramo N-terminal de
TM1 6 S270N en el loop TM2-TM3 sobre la potenciacion por Ca".

La figura 29 expone curvas concentracion-respuesta para ACh a Ca*" 1,8 mM
construidas en oocitos que expresan receptores 09010 con la mutacion N173D, A211S o
S270N, en el loop B8-B9, N-terminal de TM1 6 loop TM2-TM3 respectivamente, de la
subunidad a10 (Fig. 26). El valor de ECso para ACh a Ca*" 1,8 mM de los receptores
mutantes fue significativamente mayor al del receptor WT (ECso: WT = 13 = 1 uM;
a9010N173D =26 £ 4 uM, p = 0,0036 t-student; a9a10A211S =21 £ 3 puM, p = 0,0091
t-student; 09a10S270N = 21 + 2 uM, p = 0,0022 t-student; Tabla 7). La concentracion 1

mM de ACh fue saturante para todos ellos.

100+
= WTi(n=8)
801 = «9u10N1730 (n=86)
% = S9ax1042115 (n=4)
= —~— 48u10S270N (n = B)
60
= I A .
<<
=1 4{}.
-2
204
ﬂ-
10-7 104 105 104 10+
[ACh M]

Figura 29: Curvas concentracion-respuesta para ACh construidas en oocitos que expresan receptores WT
(curva negra), 09010N173D (curva violeta), a9a10A211S (curva azul) y 09010S270N (curva verde). Los
valores de amplitud de corriente maxima de las respuestas fueron normalizados a los valores registrados a

ACh 1 mM. Se grafic6 la media y el error estandar de 4 a 8 repeticiones por punto.
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Receptor ECsy (UM) p Hill p n R’
a9a10 13+1 1,2+0.1 8 | 0,9413
a9E175Qal0 191+48  <0,0001* | 1,1+0,2 0,6666 2 | 0,9258
a9010E175Q 79 + 14 <0,0001* | 1,0+0,1 0,2389 4 | 0,9240
a9a10yrr 162 0,1626 1.1+0.1 0,5183 5 | 0,9653
0901 OxpuliExtra &+1 <0,02* 1,0£0,1 0,2895 3 | 0,9652
a9010R129V 22+4 0,0145%* 1,0£0,1 0,2389 4 | 0,9628
a9al10N173D 26+4 0,0036* 1,0£0,1 0,1918 6 | 0,9011
a9010A211S 21+3 0,0091%* 1,0£0,1 0,2389 4 | 0,9633
09010S270N 21+2 0,0022* 1,0£0,1 0,1918 6 | 0.9803

Tabla 7: Parametros de las curvas concentracion-respuesta. Los valores p reportados corresponden a

pruebas ¢ de Student contrastando contra los valores obtenidos para el receptor WT correspondiente.

La figura 30A muestra trazos representativos de las respuestas evocadas por
ACh 1 mM a diferentes concentraciones de Ca*" en oocitos que expresan receptores
a9010N173D, 09a010A211S o a9a10S270N. Normalizamos las respuestas registradas a
Ca> 0 mM nominal para construir sus perfiles de modulacion (Fig. 30B). Nuevamente,
la amplitud de las respuestas evocadas por ACh 1 mM mostré para todas las mutaciones
una tendencia a aumentar a Ca’' 0,1 mM y disminuir a Ca* 1,8 mM, en diferentes
proporciones (Fig. 30A, B). Sin embargo, los valores de s normalizada promedio de
los receptores mutantes, a las diferentes concentraciones de Ca®" ensayadas, no fueron
significativamente diferentes a los valores correspondientes observados con el receptor

WT (Fig. 30B; Tabla 8, p > 0,05 Kruskal Wallis seguido de contrastes de Dunn).

Receptor\[Ca2+] 0 mM 0,1 mM 1,8 mM
WT 100£33% (n=5) | 544+92% (n=6) | 190+ 18 % (n=15)

@9010N173D | 101 21 % (n=4) | 323 £28 % (n=6) | 207 = 17 % (n = 6)
09a10A211S | 100+ 14 % (n=3) | 587 +43 % (n=23) | 320+ 22 % (n = 4)
09010S270N | 100+8 % (n=3) | 243 +31 % (n=5) | 183+2% (n=4)

Tabla 8: Valores de 1,5, normalizadas a las respuestas registradas a Ca** 0 mM nominal (% Tinax 0 mm)
observados a diferentes concentraciones de Ca’" extracelular para los receptores WT, a9al10N173D,

09a10A211S y a9a10S270N.

En consecuencia, concluimos que estas mutaciones en a10 no causan cambios

significativos en la potenciacion ni en el bloqueo por Ca*" extracelular del receptor
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heteromérico (Fig. 30B). Aunque ninguna de estas sustituciones mostro ser
individualmente suficiente para afectar significativamente la modulacion, no podemos

descartar que los tres residuos en conjunto estén involucrados en este proceso.

A a3 10N1730
ca’® omm 01mM  1.8mM
ACh 1 mM = J— —
Bl
10 seg
oS8 10A2115 o9 10S270N
ca® OmM 01mM  1.8mM 0 mM 0,1 mM 1,8 mM
_-lr—-"'-— ‘-'-l/‘-D-
- S
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E ED.D.. == O 1052TON (n= 3-5)
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8
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Figura 30: A) Trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 1 mM en oocitos que expresan
receptores 09a10N173D, a9al10A211S o a9a10S270N. Para cada receptor, los trazos expuestos fueron
registrados en un mismo oocito, realizando lavados de 3 min con soluciéon de Ringer luego de cada
aplicacién y preincubando 2 min con cada concentracion de Ca*" antes de su co-aplicacion con ACh. B)
Perfiles de modulacion por Ca®" extracelular de los receptores 09a10 WT (curva negra), a9al0N173D
(curva violeta), a9al10A211S (curva azul) y a9al0S270N (curva verde). Las amplitudes de corriente

J . . . + .
maximas de las respuestas obtenidas a diferentes concentraciones extracelulares de Ca®* se normalizaron
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al valor registrado a Ca>* 0 mM en el mismo oocito. Se grafic la media y el error estandar de 3 a 6
repeticiones por grupo, * = significativamente diferente del receptor WT a la concentracion de Ca®"

correspondiente, p < 0,05 Mann Whitney.

2.7) Discusion.

En este capitulo describimos resultados experimentales que evidencian que el
sitio de unién a Ca®" propuesto para el receptor o7 (Le Novere et al., 2002) estaria
conservado en 09a10. Este sitio involucra los residuos E45 y E175, cada uno expuesto
por un dominio extracelular de dos subunidades adyacentes en el pentdmero, que
constituyen asi una interfaz de union a Ca®" (Fig. 17) (Le Novere et al., 2002). En
consecuencia, los receptores homoméricos tendrian sitios equivalentes mientras que en
los receptores heteroméricos los sitios podrian no ser iguales.

Las subunidades a9 y alO tienen los residuos E45 y E175 conservados. Sin
embargo, el receptor a9 homomérico no es potenciado por Ca®" (Katz et al., 2000), lo
que sugiere que las interfaces a9-09 no generarian una potenciacion. Posiblemente, a
pesar de tener conservados los residuos E45 y E175, las interfaces de union a Ca>" del
receptor 09 homomérico no sean capaces de generar los cambios conformacionales
necesarios para producir la potenciacion. Se ha reportado que la mutacion E175Q anula
la potenciacion por Ca*" del receptor a7 homomérico (Galzi et al., 1996). En el receptor
09010, la mutacién E175Q en 09 anul6 la potenciacién por Ca*’, evidenciando la
importancia del E175 de o9 para la potenciacion del receptor heteromérico. En
consecuencia, es posible que en el receptor heteromérico los E175 de las subunidades
a9 estén enfrentados con los E45 de subunidades a10, generando una interfaz de unién
a Ca”" heteromérica que si es capaz de producir los cambios conformacionales que
causan la potenciacion. En el futuro planeamos producir subunidades a10 portadoras de
la mutacion E45Q para poner esto a prueba. Se ha determinado que esta mutacion
reduce mucho la potenciacion por Ca®" del receptor o7 aunque no llega a anularla (Galzi
et al., 1996). Por lo tanto, esperamos que la sustitucion E45Q en a9 6 al0 tenga un
efecto en la modulacion del receptor a9a10 que nos permita evaluar la importancia de
este residuo. Si nuestra hipotesis acerca de una interfaz de unién a Ca®" donde el E175
de a9 estd enfrentado con el E45 de alO en el receptor heteromérico es correcta,
esperamos que los resultados que obtendriamos con el receptor a9al0E45Q sean

similares a los observados en este trabajo con el receptor a9E175Qa10.
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La mutacién E175Q en a10 no anulé la potenciacion por Ca*’, en contraste con
lo reportado para esta mutacion en receptores o7 homoméricos (Galzi et al., 1996) y lo
observado en receptores a9 homoméricos. Por el contrario, los receptores a9a10E175Q
no presentaron un bloqueo por Ca®" significativo. Es interesante que esta mutacion en
un residuo conservado relacionado con la potenciacion no afecte ese proceso y en
cambio afecte el bloqueo, el cual depende principalmente del poro, al ser un bloqueo
por permeacion (Katz et al., 2000). Se ha determinado que el E175 estaria orientado
hacia el lumen del vestibulo del canal, muy cerca de la entrada al poro (Eddins et al.,
2002a; Eddins et al., 2002b). Mas aun, a partir de simulaciones de la cinética del
cationes viajando a través del nAChR del 6rgano eléctrico de Torpedo se sugirié que
estos iones permanecerian periodos de tiempo relativamente largos en determinadas
zonas del vestibulo extracelular con residuos cargados negativamente (Imoto et al.,
1988). Esto plantea que ademas del poro, el vestibulo extracelular afectaria la
permeabilidad idnica (Imoto ef al., 1988). Simulaciones similares realizadas con un
modelo de homologia del receptor 09010 de rata sustentan que residuos del vestibulo
extracelular también afectan la permeabilidad idnica en este receptor (Lipovsek et al.,
en prensa). Teniendo esto en cuenta, es posible que al estar en las inmediaciones del
poro, este residuo con carga negativa pueda afectar el bloqueo por permeacion que
causa el Ca*".

Los efectos opuestos que observamos al mutar el E175 en a9 ¢ a10 plantean que
el contexto estructural que representa cada subunidad para ese residuo podria
determinar su rol en la modulacion. E1 E175 se encuentra en el loop B8-B9 (Le Novere
et al., 2002) dentro del dominio extracelular de las subunidades, constituido por los
primeros 210 residuos N-terminales (Karlin, 2002). Ademas de esos 210 residuos N-
terminales, también son extracelulares el loop TM2-TM3 y el tramo N-terminal de
TMI, los cuales estdn proximos al loop B8-B9 que contiene al E175 (Bouzat et al.,
2008). Pusimos a prueba en qué medida el contexto estructural que representan estas
regiones extracelulares de 09 6 al0 afecta la potenciacién por Ca’* construyendo
subunidades quiméricas. Los resultados obtenidos con los receptores quiméricos
a9010yrr evidencian que los dominios extracelulares de al0, constituidos por sus
primeros 210 residuos, son indispensables para la potenciacién por Ca”". Por otro lado,
nuestros resultados con receptores 09alOyruexira Sugieren que los restantes tramos
extracelulares de la subunidad a10 (tramo N-terminal de TM1 y loop TM2-TM3), no

afectarian la modulacién significativamente. Considerando estos resultados en conjunto
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con los observados con la mutaciéon E175Q, podemos decir que el E175 de a9 y los
dominios extracelulares de a10, constituidos por sus 210 residuos N-terminales, son los
determinantes estructurales de la potenciacion por Ca®* del receptor 09al10. De este
modo, el E175 de a9 al enfrentarse con un dominio extracelular de al0 formaria una
interfaz de unién a Ca®" que es capaz de producir los cambios estructurales que causan
la potenciacion. Estas observaciones sustentan nuestra hipotesis acerca de una interfaz
de unién a Ca®" donde el E175 en el loop B8-p9 de 09 estaria enfrentado con el E45 en
el loop PB1-B2 del dominio extracelular de ol0 (Fig. 17). Sin embargo, nuestros
resultados con receptores a9al0E175Q sugieren que quizas la seccion del dominio
extracelular de a10 que expone su E175, es decir el loop B8-B9, podria causar que este
residuo afecte al bloqueo y no la potenciaciéon. Por lo tanto, el contexto estructural que
representaria el loop B8-B9 de las subunidades a9 6 10 podria ser responsable de los
diferentes efectos observados con la mutacion E175Q.

Los resultados que obtuvimos con la mutacion R129V plantean que el residuo
R129 en el Cys-loop del dominio extracelular de olO podria formar parte del
mencionado contexto estructural asociado a la potenciacion por Ca’*. El Cys-loop se
encuentra en la interfaz extracelular-transmembrana de las subunidades nicotinicas, la
cual es una region del receptor que influye al proceso de “gating” (Bouzat ef al., 2008).
Por lo tanto, es posible que la mutacion R129 afecte el mecanismo alostérico de
potenciacién. Ya se ha reportado la importancia para la modulacion por Ca®" de
componentes de la interfaz extracelular-transmembrana, como los loop B1-B2 y B8-p9,
que exponen los E45 y E175 respectivamente (Galzi et al., 1996). Sin embargo, la
influencia de otros componentes de la interfaz extracelular-transmembrana como el
Cys-loop alin no se habia caracterizado. Este es el primer reporte evidenciando la
importancia del Cys-loop en la modulacién por Ca** de un nAChR.

En resumen nuestros resultados nos permiten concluir que, contrario con nuestra
hipotesis original, la subunidad a9 cumple un rol fundamental en la potenciacion por
Ca®", muy posiblemente uniendo Ca*" a un sitio que involucra su E175. Por otro lado,
los dominios extracelulares de al10 contienen determinantes estructurales indispensables
para que ocurra la potenciacion en el receptor 09010, posiblemente aportando los E45 a
las interfaces de union que involucran los E175 de a9. Finalmente, contrario a lo
observado para 09 y a lo reportado para a7, el E175 de al0 estd relacionado con el
bloqueo en lugar de la potenciacion. En el futuro, la caracterizacion y modelado del sitio

constituido posiblemente en la interfaz entre dos subunidades a9 y alO adyacentes,
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exponiendo sus E175 y E45 respectivamente, puede llevar al disefio de potenciadores

alostéricos de utilidad terapéutica para prevenir el trauma acustico.
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Capitulo 3.

Modulacion positiva del receptor nicotinico a9a10 de rata recombinantes por acido

ascorbico.

La exposicion a altas intensidades de sonido tiene un detrimento sustancial y
creciente sobre la salud en paises industrializados, causando pérdida de audicion y
tinnitus (Vio and Holme, 2005). Este problema ha impulsado la busqueda de farmacos y
terapias potenciales para prevenir el trauma acustico (Lynch and Kil, 2005).

La actividad de fibras eferentes inhibitorias que se proyectan desde el tallo
encefalico hasta las células ciliadas de la coclea puede disminuir el trauma acustico
(Maison et al., 2002; Taranda et al., 2009). Este control inhibitorio de la funcion
auditiva estd mediado por el nAChR a9al0, el cual estd acoplado a canales de K"
activados por Ca*" extracelular del tipo SK2, ambos presentes en la membrana post-
sinaptica de las células ciliadas (Elgoyhen and Katz, 2012). En consecuencia, potenciar
las respuestas mediadas por a9al0 empleando un farmaco modulador positivo del
receptor podria tener un uso potencial en la prevencion o tratamiento de la pérdida de
audicidn por trauma acustico (Elgoyhen ef al., 2009).

A pesar del amplio nimero de antagonistas conocidos para el receptor a9al0,
hasta ahora solo se ha documentado un potenciador farmacoldgico, la rianodina
(Zorrilla de San Martin et al., 2007), la cual no es adecuada para una terapia
farmacologica. En consecuencia, encontrar nuevos moduladores positivos para a9a10,
que puedan ser usados clinicamente, representaria un adelanto significativo.

Muchas de las drogas que han demostrado tener un efecto otoprotector son
antioxidantes o estan relacionadas con reacciones metabolicas antioxidantes (Lynch and
Kil, 2005). Particularmente, se ha demostrado que el acido ascorbico (Vitamina C,
ASC) puede prevenir el trauma acustico en coballos (McFadden et al., 2005), sin
embargo el mecanismo subyacente no estd completamente elucidado. Existe evidencia
sugiriendo que compuestos antioxidantes neutralizarian los radicales libres producidos
durante la exposicion al trauma acustico (Heinrich et al., 2008; Le Prell et al., 2007), sin
embargo esto no excluye otros posibles mecanismos para el efecto otoprotector.

El ASC es un antioxidante endégeno que se encuentra en concentraciones de
~0,05 mM en plasma (Evans ef al., 1982), ~0,2 mM en el liquido cefaloraquideo (Miele
and Fillenz, 1996; Reiber et al., 1993) y ~1 mM en cerebro (Harrison and May, 2009;
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Spector, 2009). Sin embargo, en algunos tejidos como la retina puede alcanzar
concentraciones 100 veces mas elevadas que en plasma (Hediger, 2002; Rose and Bode,
1991). En algunos tipos celulares también se encuentran concentraciones mucho
mayores que en plasma. Por ejemplo, en las células sanguineas alcanza concentraciones
de ~3 mM (Evans et al., 1982) y en neuronas ~10 mM (Rice and Russo-Menna, 1998).
A nivel extracelular, la concentracion de ASC puede aumentar sustancialmente
en forma transitoria en respuesta a la actividad neuronal (Bigelow et al., 1984;
Grunewald, 1993; Portugal et al., 2009; Rebec and Pierce, 1994). Se ha demostrado que
el ASC extracelular puede modular la actividad de varios canales idnicos, como
receptores de glutamato tipo NMDA vy canales de Ca*" tipo T (Majewska et al., 1990;
Nelson et al., 2007). Sin embargo, en estos canales ionicos, el ASC reduce sus
respuestas. Por otro lado, también se ha demostrado que el ASC modula receptores
ionotropicos de GABA, en este caso de manera positiva (Calero et al., 2011). Esto es
interesante ya que los receptores ionotropicos de GABA pertenecen a la misma
superfamilia de proteinas que los nAChRs y por lo tanto presentarian algin grado de
similitud estructural. En esta seccion se analizara el efecto del ASC sobre los nAChRs

a7, a4B2 y a9al10.

3.1) Efecto del ASC sobre las respuestas a ACh en receptores 09010 recombinantes.

Determinamos si el ASC tiene un efecto o no sobre las respuestas a ACh en
oocitos que expresan 09010 co-aplicandolo con el agonista. La figura 31A muestra
respuestas representativas evocadas por ACh a la concentracion de la ECsy reportada
para el receptor (10 uM, (Elgoyhen et al., 2001)) en oocitos que expresan receptores
09010 de rata. La co-aplicacion de ASC en concentracion 3 mM potenci6 las respuestas
a ACh. La potenciacién fue reversible ya que la amplitud de las respuestas control
iniciales (previas a la co-aplicacion) se recuperaron luego de lavar el oocito durante 3
min con solucién de Ringer. La aplicacion de ASC 3 mM no tuvo un efecto per se en
oocitos que expresan 09010 (Fig. 31B).

La figura 31C muestra la poblacion de valores obtenida al cuantificar la
potenciacion de las respuestas a 10 uM ACh producida por la co-aplicacion de ASC 3
mM en 77 oocitos, demostrando que el efecto observado es muy variable. Esta
variabilidad no se correlaciona con los niveles de expresion del receptor en los oocitos

(p =0,1139 test de Pearson).
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La magnitud promedio de la potenciacién observada ante la co-aplicacion de
ASC 3 mM, expresada como el porcentaje de la amplitud de respuesta evocada por ACh
10 uM, fue de 165 = 6% (n = 77, 8 ranas). La cinética de decaimiento de las respuestas
ante una aplicacion de 1 min de ACh 100 uM no se alter6 ante la co-aplicacion de ASC
3 mM. Con el fin de cuantificar la desensibilizacion calculamos la relacion entre las
amplitudes de la corriente a los 20 seg de haber alcanzado el maximo de respuesta (I»g)
y la amplitud méxima de la misma (I,¢/Insx control: 66 = 8%; + ASC: 60 = 10%, n =4, 2
ranas, p = 0,99 Mann Whitney) (Fig. 31D). El efecto potenciador del ASC no solo se
evidencid ante su co-aplicacion con ACh sino que también cuando la droga se aplico
durante una respuesta a ACh (Fig. 31E), aunque la desensibilizacion de la respuesta a

ACh no nos permiti6 cuantificar el efecto con precision en este tipo de experimento.
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Figura 31: A) Respuestas representativas (n = 77 oocitos, 8 ranas) evocadas por ACh 10 uM (panel
izquierdo), ACh 10 uM co-aplicada con ASC 3 mM (en el mismo oocito luego de 3 min de lavado con
solucién de Ringer, panel central) y nuevamente ACh 10 uM luego de lavar el ASC 3 min (panel
derecho) en oocitos que expresan el receptor a9a10 de rata. B) Respuestas representativas (n = 3, 2 ranas)
evocadas por ACh 10 uM (panel izquierdo), ASC 3 mM (panel central) y nuevamente ACh 10 uM (panel
derecho), registradas todas en un mismo oocito, realizando 3 min de lavado entre aplicaciones con
solucion de Ringer. C) Nube de puntos mostrando la variabilidad experimental en las respuestas a la
aplicacion de ACh 10 uM (n = 10, 2 ranas) y ACh 10 uM co-aplicada con ASC 3 mM (n = 77, 8 ranas).
Se grafico las amplitudes de corriente, expresadas como el porcentaje de la amplitud maxima de la
respuesta evocada por ACh 10 pM. Se muestra la media y el error estandar para cada grupo en lineas
negras;, * = significativamente distinto del control, p < 0,0001 Mann Whitney. D) Respuestas
representativas (n = 4 repeticiones, 2 ranas) normalizadas a la misma amplitud, evocadas ante una
aplicacion de ACh 100 pM sola o co-aplicada con ASC 3 mM durante 1 min. E) Respuesta representativa
(n =3, 2 ranas) evocada ante una aplicacion de ACh 10 uM con una co-aplicacion de ASC 3 mM durante

la fase de desensibilizacion de la respuesta a ACh.

El efecto del ASC sobre las corrientes evocadas por ACh fue concentracion-
dependiente (Fig. 32A). La figura 32B muestra una curva concentracion-respuesta para
la potenciacion producida por el ASC sobre las respuestas evocadas por ACh 10 uM (n
= 4-13 por punto, 4 ranas) en oocitos que expresaban a9a10. El efecto potenciador fue
significativo a partir de una concentracion 1 mM de ASC y no saturo a la concentracion
mas alta de ASC aplicada (30 mM). Para descartar un posible efecto osmético al aplicar
concentraciones altas de ASC, aplicamos ASC a concentraciones 3, 10 y 30 mM (sin
co-aplicar ACh) y no observamos ningun efecto sobre las corrientes de fuga (n =3, 1
rana). Més aun, la aplicacion de soluciones de sacarosa iso-osmoticas a las soluciones 3,
10 y 30 mM de ASC tampoco produjo efecto alguno per se, ni potenci6 las respuestas a

ACh (n =3, 1 rana, datos no mostrados).
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Figura 32: A) Respuestas representativas evocadas en un oocito que expresa a9a10, ante la aplicacion de
ACh 10 pM sola y co-aplicada con ASC 300 uM, 3 mM 6 30 mM. Se realizaron 3 min de lavado entre
aplicaciones con solucion de Ringer y se aplicd ACh sola entre las co-aplicaciones de ASC para controlar
que el efecto potenciador se haya lavado completamente antes de la siguiente aplicacion. B) Curva
concentracion-respuesta construida realizando co-aplicaciones de ACh 10 puM y concentraciones
crecientes de ASC de la manera expuesta en A). Se graficaron las amplitudes de corriente maxima de la
respuesta, normalizadas a la respuesta maxima evocada por ACh 10 uM en ausencia de ASC. Se grafico
la media y el error estandar de 4 a 13 repeticiones por punto, usando oocitos provenientes de cuatro ranas;

* = significativamente diferente del control, p < 0,05 Mann Whitney.

Para caracterizar en mas profundidad el efecto del ASC, construimos curvas
concentracion-respuesta para ACh en presencia o ausencia de ASC 3 mM. Como se
muestra en la figura 33A la presencia de ASC produjo un aumento significativo en la
amplitud de respuesta maxima evocada por ACh (porcentaje de la respuesta maxima a
ACh, 240 + 20%, n = 6, 3 ranas, p = 0,0313 Mann Whitney). Sin embargo, el ASC no
produjo ningun cambio en la ECsy de ACh (control, 16 £ 1 uM; ASC 3 mM, 18 £ 1 uM;
n = 5-12, 3 ranas, p = 0,3198 t-student) ni en el coeficiente de Hill (control, 1,05 £+ 0,05;
ASC3mM, 0,8 £0,1; n=5-12, 3 ranas, p = 0,0765 t-student).
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El efecto del ASC no fue dependiente del voltaje Fig. 33B. En consecuencia la
potenciacion se evidencid a potenciales despolarizados (porcentaje de la respuesta a
ACh a +40 mV: 130 + 14%, n = 10, 2 ranas) e hiperpolarizados (porcentaje de la
respuesta a ACh a -90 mV: 137 + 10%, n = 10, 2 ranas). El ASC no afecto el potencial
de reversion del receptor (control: -5 £2 mV; 3 mM ASC, -7+ 3 mV, n = 10, 2 ranas, p
=0,4508 t-student).
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Figura 33: A) Curvas concentracion-respuesta para ACh construidas en presencia (®) o ausencia (o) de
ASC 3 mM. Las amplitudes de corriente maxima de las respuestas se normalizaron a la respuesta maxima
evocada por ACh 1 mM. Se grafico la media y el error estandar de 5 a 12 repeticiones por punto, usando
oocitos provenientes de tres ranas; * = significativamente diferente del control, p < 0,05 Mann Whitney.
B) Curvas I-V representativas (n = 10, 2 ranas) obtenidas en presencia de 10 uM ACh sola (gris) o co-
aplicada con ASC 3 mM (negra). Se aplico una rampa de potencial desde -120 a +50 mV durante 2 seg en
la fase estacionaria (amplitud de corriente estable en el tiempo) de respuestas a ACh 10 uM en oocitos
que expresan 09010 fijados a un potencial de membrana de -70 mV. Se corrigio la corriente de fuga en

las curvas sustrayendo la respuesta a la misma rampa de voltaje obtenida en ausencia de ACh.

El ASC tiene dos hidroxilos que pueden deprotonarse en solucidon, uno con un
pKa de 4,1 y el otro con un pKa de 11,6. Como la diferencia entre los pKa es mas de 4
podria considerarse que las dos variantes de deprotonacioén no coexistirian en solucion a
un determinado pH. Entonces, al pH 7,2 de la soluciéon de Ringer normal, de acuerdo a

la ecuacion de Henderson:
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pH = pKa+ 1Oglol(zélscorlmto \I
|  4sC )

habria ~1260 veces mas ASC deprotonado (ascorbato’) que ASC sin deprotonar. Es
decir que en una solucion de ASC 3 mM a pH 7,2 la concentracion de ascorbato seria
~2,998 mM y la de ASC ~2,38 uM. Sin embargo, al ser un antioxidante, el ASC en
soluciéon y en contacto con O, y la luz se oxida, convirtiéndose en dehidroascorbato
(DHA). Por ende, en una solucion de ASC en soluciéon de Ringer a pH 7,2 habria como
minimo tres especies diferentes: ASC, ascorbato y DHA.

Para estudiar la especificidad del efecto observado al co-aplicar una soluciéon de
ASC junto con ACh, probamos el efecto de dos analogos estructuralmente relacionados:
el DHA (el cual no es reductor) y el acido D-iso-ascorbico (D-iso-ASC), un
estereoisdbmero con igual capacidad reductora que el ASC (Fig. 34A). No observamos
efecto sobre las corrientes evocadas por ACh 10 uM ante la co-aplicacion de DHA 3
mM o de D-is0-ASC 3 mM. Més alin, a concentraciones de ACh menores a 10 uM, la
co-aplicacidon de estos compuestos inhibi6 las respuestas (Fig. 34B). La preincubacion
durante 5 min con ASC, DHA o D-iso-ASC 3 mM produjo un efecto similar al
descripto cuando los compuestos fueron co-aplicados con ACh (Fig. 34C).

Dado que el ASC y el D-iso-ASC son moléculas casi idénticas (solo difieren en
la orientacion de un carbono quiral) decidimos determinar si la presencia de D-iso-ASC
afecta el efecto del ASC. Para ello co-aplicamos ASC 3 mM y D-i1s0-ASC 3 mM junto
con ACh a una concentracién a la cual el D-iso-ASC no tuvo un efecto per se (10 uM,
Fig. 34C). La potenciacion por ASC no fue significativamente diferente en presencia de
D-i1s0-ASC (porcentaje de la respuesta a ACh 10 uM: ASC 3 mM = 131 + 8%; + D-iso-
ASC 3 mM =130 = 11%; n = 6, 3 ranas, p = 0,8182 Mann Whitney), indicando que esta
concentracion de D-iso-ASC no bloque¢ el efecto del ASC.

En conjunto, estos resultados sugieren que el efecto potenciador del ASC no es
causado por el posible DHA presente en las soluciones de ASC a pH 7,2. Esto implica
que la capacidad reductora del ASC en solucidon podria ser necesaria para producir la
potenciacion. Alternativamente o en adicion a un mecanismo redox como el
mencionado, los hidroxilos presentes en las formas reducidas de ASC en solucién
podrian participar de una interaccion especifica con algun sitio de union en el receptor,

causando asi la potenciacion. Por otro lado, la potenciacion es estereoespecifica ya que
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el estereoisomero D-iso-ASC con igual potencial reductor que el ASC, no produce
potenciacion. Esto refuerza nuestra hipétesis de la unioén del ASC a un sitio especifico

en el receptor.
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Figura 34: A) Estructura quimica del L-acido ascorbico (ASC), acido D-iso-ascorbico (D-iso-ASC) y
acido L-dehidroascérbico (DHA). B) Cuantificacion del efecto de DHA o D-iso-ASC 3 mM. Las
amplitudes de corriente maximas a ACh en presencia de los compuestos se expresan como el porcentaje
del respectivo valor control ante la aplicaciéon de ACh. Se muestra la media y el error estandar de 3 a 8
réplicas por columna empleando oocitos de dos ranas; * = significativamente distinto del control, p <
0,05 Mann Whitney. C) Comparacion del efecto de la co-aplicacion de ACh 10 uM junto con ASC, DHA
0 D-is0-ASC con una preincubacion previa de las drogas durante 5 min (5 Preinc.) o sin preincubar (0°
Preinc.). Las amplitudes de corriente maximas se expresan como el porcentaje del valor control generado
por la aplicaciéon de ACh 10 uM sola; n.s. = no significativamente diferentes entre si, p > 0,05 Mann
Whitney. En la pentiltima columna se cuantifica el efecto de la co-aplicacion de ACh 10 pM junto con

ASC 3 mM y D-iso-ASC 3 mM.

En conclusion, nuestros resultados demuestran que el ASC en solucion a pH 7,2
tiene un efecto potenciador sobre las corrientes evocadas por ACh en oocitos que
expresan receptores a9a10 de rata. Este efecto es estereoespecifico y seria causado por
las formas reductoras del ASC en solucion (ASC y/o ascorbato). Esto sugiere un
mecanismo que implica una interaccion estereoespecifica que involucre los hidroxilos
(protonados o no) del ASC en solucién lo cual podria deberse a un mecanismo
potenciador de tipo alostérico y/o a una posible reduccion sitio especifica del receptor.

En los siguientes apartados analizamos estas dos posibilidades.

3.2) Efecto de agentes redox sobre las respuestas a ACh en receptores 09al0

recombinantes.

Intentamos explorar en mas profundidad el mecanismo de la potenciacion
producido por el ASC determinando si el receptor a9al10 es sensible a una modulacién
por agentes reductores u oxidantes. Esos experimentos nos permitirian inferir si la
capacidad reductora del ASC cumpliria o no un rol en el mecanismo de potenciacion.

La co-aplicacion del agente reductor ditiotreitol (DTT) 2 mM potencid las
respuestas del receptor 09010 a ACh 10 uM (porcentaje de la respuesta control: 230 +
30%, n = 24, 4 ranas). En contraste, la co-aplicacién de ACh 10 uM junto con el agente
oxidante acido (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzdico)) (DTNB) 250 uM inhibid la respuesta
(porcentaje de inhibicion: 33 + 4%, n = 17, 3 ranas). La figura 35A muestra trazos
representativos de estos experimentos y la figura 35B su cuantificacion. La potenciacion

observada por DTT fue muy variable, de modo similar a lo observado para ASC. En
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cambio, la inhibicién por DTNB fue reproducible (Fig. 35C). Los efectos del DTT y el
DTNB fueron reversibles ya que las amplitudes de respuesta control a ACh se
recuperaron luego de lavar los oocitos durante 3 min con soluciéon de Ringer. Ninguno
de los dos compuestos evoco respuestas per se en oocitos inyectados con a9a10 (datos
no mostrados). En conjunto, estos resultados sugieren que el receptor a9a.10 es sensible
a una modulacion por agentes redox y por lo tanto es posible que la capacidad reductora

del ASC cumpla un rol en su mecanismo de potenciacion.
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Figura 35: A) Respuestas representativas evocadas ante la co-aplicacion de ACh 10 uM y DTT 2 mM
(panel superior, n = 24, 4 ranas) o DTNB 250 pM (panel inferior, n = 17, 3 ranas). B) Cuantificacion de
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los efectos de DTT y DTNB sobre las respuestas a ACh 10 pM del receptor a9a10. Se incluyé el efecto
del ASC como punto de comparacion. Las amplitudes de corriente maxima de las respuestas se
normalizaron a la amplitud maxima de la respuesta evocada por ACh 10 pM. Se grafic6 la media y el
error estandar de 6 a 24 repeticiones por grupo usando oocitos de al menos dos ranas; * = p < 0,05 Mann
Whitney. C) Nube de puntos mostrando la variabilidad experimental de las respuestas a la aplicacion de
ACh 10 pM (n = 10, 2 ranas), co-aplicada con DTT 2 mM (n = 24, 4 ranas) o DTNB 250 pM (n=17, 3
ranas). Se grafico las amplitudes de corriente maxima de las respuestas, expresadas como el porcentaje de
la amplitud maxima de la respuesta control evocada por ACh 10 uM. Se muestra la media y el error

estandar para cada grupo con lineas negras; *, p < 0,05 Mann Whitney.

Los residuos cisteina (Cys) pueden estar sujetos a modificaciones redox rapidas
y reversibles en condiciones fisioldgicas, lo que las hace el blanco mas probable para un
mecanismo de modulacion redox (Klomsiri et al., 2011). Mas aln, existe evidencia que
sugiere que el ASC es capaz de reducir puentes disulfuro in vitro (Landino et al., 2006).
Las subunidades 09 y al0 tienen cuatro residuos Cys extracelulares conservados. Dos
de ellas son consecutivas (C192 y C193, numeracioén de la subunidad al de Torpedo
marmorata), forman un puente disulfuro (Kao and Karlin, 1986) y son caracteristicas
del loop C de las subunidades a nicotinicas que conforman el componente principal del
sitio de union a ACh. Las dos restantes forman el puente disulfuro del Cys-loop que
caracteriza a la familia de proteinas (C128 y C142, numeracion de ol de 7. marmorata).

Para determinar si las Cys extracelulares de a9a10 son responsables del efecto
del ASC, al menos en parte, analizamos el efecto del ASC en oocitos que expresan
subunidades a9 y a10 con las Cys consecutivas del loop C sustituidas por serina (Ser).
Los receptores mutantes a9CC192/193SSal0CC192/193SS (de ahora en mas CC/SS)
respondieron a ACh con una ECs, de 983 &= 84 uM y un coeficiente de Hill de 1,1 £ 0,2
(n=7, 3 ranas) y sus respuestas a ACh fueron potenciadas por ASC (Fig. 36).

Como se muestra en la figura 36A y B, y como se observo previamente en
receptores salvajes (WT), la presencia de ASC 3 mM produjo un aumento significativo
en la amplitud maxima evocada por ACh de los receptores mutantes (porcentaje de
respuesta maxima, 160 £ 10%, n = 6, 3 ranas, p = 0,0313 Mann Whitney) y no cambio
su ECsg (798 £ 44 uM, n = 6, 3 ranas, p = 0,2833 t-student) ni coeficiente de Hill (1,2 +
0,2, n = 6, 3 ranas, p = 9428 t-student). La potenciaciéon observada tampoco fue
dependiente de voltaje (Fig. 36C). Se observd potenciaciéon tanto a potenciales
despolarizados (porcentaje de respuesta a ACh a +40mV: 160 + 20%, n = 6, 2 ranas)
como hiperpolarizados (porcentaje de respuesta a ACh a -90mV: 155 + 16%, n = 6, 2
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ranas) y no hubo un cambio significativo en el potencial de reversion (control: -8 £ 2

mV; 3 mM ASC, -13 £3mV, n = 6, 2 ranas, p = 0,4475 t-student).
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Figura 36: A) Respuestas representativas evocadas por ACh sola, co-aplicada con ASC 3 mM y
nuevamente ACh sola, en oocitos que expresan receptores 090l0 con una o ambas subunidades
portadoras de la mutacion CC/SS (n = 6, 3 ranas). Los tiempos entre aplicaciones fueron de 3 min. B)
Curvas concentracion-respuesta para ACh en presencia (®) o ausencia (0) de ASC 3 mM, construidas en
oocitos que expresan subunidades a9 y a10 con la mutacion CC/SS. Las amplitudes de corriente maxima
de las respuestas se normalizaron a la respuesta maxima a ACh. Se grafico la media y el error estandar de
6 a 7 experimentos por punto, usando oocitos provenientes de tres ranas; * = significativamente diferente
del control, p < 0,05 Mann Whitney. C) Curvas I-V representativas (n = 6, 2 ranas) obtenidas en
presencia de ACh 1 mM sola (gris) o co-aplicada con ASC 3 mM (negra). Se aplicé una rampa de
potencial desde -120 a +50 mV en 2 seg en la fase estacionaria (amplitud de corriente estable en el
tiempo) de respuestas a ACh 1 mM evocadas en oocitos que expresan el receptor 09al0, fijados a un
potencial de membrana de -70 mV. Se corrigid la corriente de fuga en las curvas sustrayendo la respuesta

a la misma rampa de voltaje obtenida previamente a la aplicacion de ACh.

Estos resultados descartarian un efecto directo del ASC sobre las Cys contiguas
del loop C en el mecanismo de potenciacion.

Existe evidencia demostrando que mutaciones en las Cys que forman el puente
disulfuro del Cys-loop generan receptores no funcionales o que no se expresan en
oocitos de X. laevis (Dunckley et al., 2003). Por lo tanto, consideramos que mutar esos
residuos no seria una opcion viable y no pudimos determinar la posible participacion de

esos residuos en el mecanismo de potenciacion del ASC.

3.3) Contribucion de residuos arginina extracelulares al mecanismo de potenciacion por

ASC.

El sitio de interaccion para el ASC ha sido caracterizado para algunas
reductasas, enzimas para las cuales es un cofactor (Burmeister et al., 2000; Mishra et
al., 2009; Pande and Myer, 1980; Sharp et al., 2003). En todas ellas, el ASC interactaa
directamente con residuos arginina (Arg). En consecuencia, consideramos a los residuos
Arg extracelulares en las subunidades a9 y al0 como posibles sitios de interaccion
candidatos. Para acotar el nimero de candidatos nos centramos en aquellas Arg
extracelulares presentes en, o cerca de, dominios del receptor relacionados con el
“gating” del canal (Bartos et al., 2009). Con este fin, construimos modelos estructurales
de homologia in silico para el dominio extracelular del receptor 09010, considerando la
estequiometria conocida (09),(a10); (Plazas et al., 2005b) y un orden alternado de

subunidades en el pentamero, empleando como templado la forma apo de la AChBP de
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Aplysia californica (2WS8E.pdb). De todas las Arg extracelulares presentes en a9 y al0
nos enfocamos en dos (Fig. 37A), una de ellas cerca del sitio de union a ACh en el loop
D (R57, numeracion de al de 7. marmorata), y otra en el loop B1-B2 (R46).

Para estudiar la influencia de estos residuos en la potenciacion por ASC, los
sustituimos por alanina (Ala). La figura 37B muestra que la co-aplicacion de ASC 3
mM potencia las corrientes evocadas por dos concentraciones de ACh en receptores
09010 con la sustitucion R46A en ambas subunidades (porcentaje de la respuesta
evocada por ACh 10 uM, 179 + 9%, n = 7, 3 ranas). La mutacion R57A produjo
resultados similares (Fig. 37C, porcentaje de la respuesta evocada por ACh 100 uM,
152 £ 5%, n = 4, 2 ranas). En conclusion, estos resultados descartarian que estos

residuos estén involucrados en el mecanismo de potenciacion por ASC.
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Figura 37: A) Diagrama de cintas de un modelo de homologia de la estructura del dominio extracelular
de la subunidad 09, mostrando residuos ARG candidatos a interactuar con ASC en el loop f1-f2 (R46) y
el loop D (R57, ambos remarcados en naranja). B) Trazos representativos (n = 6-7, 3 ranas) de las
respuestas evocadas ante la co-aplicacion de distintas concentraciones de ACh y ASC 3 mM, en oocitos
que expresan receptores 09010 con ambas subunidades portadoras de la mutacion R46A. C) Respuestas
representativas (n = 4, 2 ranas) evocadas por la co-aplicacion de ASC 3 mM vy diferentes concentraciones

de ACh en oocitos inyectados con subunidades a9 y a10 portadoras de la mutacion RS7A.

3.4) Una sustitucion puntual en el poro del receptor 09010 que produce su apertura

espontanea convierte al ASC en un agonista parcial.

Al no haber podido encontrar un sitio de unién para el ASC, nos preguntamos si
el ASC interactuaria directamente con el receptor o si el efecto observado es
inespecifico debido a, por ejemplo, una interaccion con otra molécula enddgena del
oocito que afecte el funcionamiento del receptor, causando asi la potenciacion
indirectamente. Se ha demostrado para el receptor a7 que un modulador alostérico
positivo se convierte en un agonista parcial cuando se introduce en el tramo TM2 una
mutacion que favorece el “gating” del canal (Filatov and White, 1995; Gill et al., 2011;
Labarca et al., 1995). En base a este antecedente, decidimos poner a prueba si el ASC
tiene un comportamiento similar. De ocurrir esto, no solo tendriamos evidencia que
apoyaria un mecanismo de tipo alostérico para la potenciacion por ASC del receptor
09a10, sino que también evidenciariamos que el efecto del ASC es causado por una
interaccion directa con el receptor y no por un mecanismo indirecto inespecifico.

La sustitucion de una valina por treonina, en el treceavo residuo del TM2
(V13'T) de 09 y al0, genera receptores cuyo “gating” se encuentra muy exacerbado e
incluso sufren aperturas espontaneas (Plazas et al., 2005a). La figura 38A muestra
trazos representativos evocados por ASC 3 mM y respuestas control evocadas por una
concentracion saturante de ACh (3 uM) en oocitos que expresan subunidades 09 y al0
con la sustitucion V13'T. El ASC evocd corrientes entrantes de manera concentracion-
dependiente, con un efecto maximo del 20 £ 4% (n = 5, 2 ranas) de la respuesta maxima
evocada por ACh saturante (Fig. 38B).

Por el contrario, la aplicacion de D-iso-ASC 3 mM evoco corrientes de sentido
contrario cuya amplitud fue de un 14 + 3% (n = 6, 2 ranas) de las corrientes evocadas
por ACh 3 uM (Fig. 38C). Como ha sido descripto anteriormente para varios

antagonistas (Plazas et al., 2005a), las corrientes de sentido opuesto pueden atribuirse a
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una inhibicion de las aperturas espontaneas de los receptores con la sustitucion V13'T,
lo cual se evidencia como una reduccion en la corriente de fuga. Mas atn, al aplicar
DTT 2 mM también observamos corrientes en sentido opuesto o reduccion de la
actividad espontanea (porcentaje de respuesta a ACh 3 uM; 23 + 4%, n = 6, 2 ranas).
Este efecto sugiere que el DDT y el D-iso-ASC estarian actuando a través de un

mecanismo diferente al del ASC.
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Figura 38: A) Respuestas representativas evocadas por la aplicacion de ASC 10 mM o ACh en
concentracion saturante (3 pM), en un oocito que expresa receptores 09010 con la mutacion V13'T en
ambas subunidades (n = 5, 2 ranas). B) Curva concentracion-respuesta para ASC construida en oocitos
que expresan receptores con ambas subunidades mutantes (V13'T). Las amplitudes de corriente méaxima
de las respuestas se normalizaron a la respuesta evocada por ACh saturante (3 uM). Se grafico la media y
el error estandar de 5 repeticiones por punto, usando oocitos provenientes de dos ranas. C) Trazos
representativos del efecto de la aplicacion de D-iso-ASC 3 mM o DTT 2 mM en receptores con la

mutacion V13T en ambas subunidades (n = 6, dos ranas).
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3.5) Efecto del ASC sobre las respuestas a ACh en receptores a7 6 a4p2 recombinantes.

Con el fin de determinar si el ASC también potencia otros nAChRs, analizamos
su efecto en oocitos que expresan receptores a7 6 04Pp2 de rata (Fig. 39A). La co-
aplicacion de ASC 3 mM no modifico las respuestas evocadas por ACh en oocitos que
expresan a4p2 (porcentaje de la respuesta a ACh 10 uM, 102 + 4%, n = 15, 3 ranas) 6
a7 (porcentaje de la respuesta a ACh 100 uM, 105 + 4%, n = 16, 3 ranas). A una
concentracion de 10 mM el ASC inhibid las respuestas a ACh de estos receptores (Fig.
39B). En conclusion, el ASC no tiene un efecto potenciador de las respuestas a ACh en

los nAChRs a7 y 04p2 de rata.
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Figura 39: A) Trazos representativos (n = 15, 3 ranas) de las respuestas evocadas ante la co-aplicacion de

distintas concentraciones de ASC y ACh 10 pM, en oocitos que expresan receptores a4fp2 de rata. B)
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Respuestas representativas (n = 16, 3 ranas) evocadas por la co-aplicacion de ACh 100 uM y diferentes

concentraciones de ASC en oocitos que expresan el receptor o7 de rata.

3.6) Discusion.

En este capitulo hemos determinado que el ASC, a concentraciones milimolares
o superiores, potencia las corrientes evocadas por ACh en oocitos que expresan el
receptor a9a10 de rata. Este seria el primer reporte de una potenciacion por ASC de un
nAChR. Si bien el ASC potencia receptores ionotropicos de GABA (Calero et al.,
2011), que también pertenecen a la familia de receptores Cys-loop, esto no es un efecto
general sobre todos los miembros de la familia ya que no se observa sobre los nAChRs
neuronales o7 y o432 de rata.

El rango de concentraciones efectivas para la potenciacion producida por ASC
sobre 09a10 es similar al reportado en los receptores ionotropicos de GABA (Calero et
al., 2011) y es cercano al rango de concentraciones de ASC en el medio extracelular de
varios tejidos (Evans et al., 1982; Miele and Fillenz, 1996; Reiber ef al., 1993; Rice and
Russo-Menna, 1998). Mas atn, la concentracion de ASC extracelular podria aumentar
en respuesta a actividad neuronal, como se ha evidenciado en el cerebro (Bigelow et al.,
1984; Grunewald, 1993; Portugal et al., 2009; Rebec and Pierce, 1994). Alin no se han
determinado las concentraciones de ASC en los fluidos cocleares o las células ciliadas,
ni la expresion de transportadores de ASC en la coclea. Sin embargo, como ha sido
reportado en otros tejidos, es probable que existan concentraciones fisioldgicas micro-
milimolares de ASC en o alrededor de las células ciliadas. Mas aun, las concentraciones
de ASC podrian aumentar en condiciones patofisioldgicas como el trauma acustico. La
relevancia de la presencia de vitamina C en el oido interno ha sido evidenciada en
ratones (Kashio ef al., 2009). Ratones knockout para la enzima gluconolactonasa, que
participa en la sintesis de la vitamina C, tienen una pérdida de audicidon asociada a la
edad mas acelerada (Kashio et al., 2009). Sin embargo cabe mencionar que los ratones y
la mayoria de los mamiferos, a diferencia del humano y el cobayo, pueden sintetizar
vitamina C (McFadden et al., 2005).

Lo rapido del efecto del ASC y su rapida reversion sugieren que este compuesto
no requiere entrar a la célula para producir la potenciacion. Esto esta sustentado por la
falta de un efecto mayor al preincubar los oocitos con ASC. Por otro lado, los oocitos

no expresan transportadores de ASC (Dyer et al., 1994) y al ser el ASC una molécula
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hidrofilica no puede atravesar la bicapa lipidica. En base a estas evidencias, se puede
concluir que el ASC ejerceria su efecto mediante un sitio de accion extracelular.

Los experimentos con DHA y D-iso-ASC indican que el efecto observado es
causado por las formas reductoras del ASC en solucidn (ascorbato y/o ascorbico) y que
es estereoespecifico. La estereoespecificidad del efecto sugiere una interaccion con un
sitio selectivo para el isomero L del ASC. Por lo tanto, es probable que el mecanismo de
potenciacion involucre ya sea un sitio de interaccion estereoespecifico en el cual los
hidroxilos deprotonables del ASC en su forma reducida participen de interacciones
intermoleculares indispensables o que produzcan una modificacion redox en el sitio
especifico con el cual interactia.

Nuestros ensayos con DTT y DTNB indican que el receptor a9al0 puede ser
modulado por agentes reductores u oxidantes especificos de residuos Cys. Una
modulacién similar estd reportada para los receptores ionotropicos de GABA (Amato et
al., 1999; Calero and Calvo, 2008; Pan et al., 2000). También se ha reportado una
modulacion redox en diferentes nAChRs. Sin embargo, los reductores como el DTT
inhiben en lugar de potenciar las respuestas a agonistas o la union de toxinas al sitio de
unidon (Leprince, 1983; Stitzel ef al, 1988). Particularmente, la reduccion por DTT
seguida de alquilacion de Cys con n-etilmaleimida causa una reduccion en el tiempo de
abertura y corrientes de canal inico de nAChRs presentes en células BC3H-11 (Bouzat
etal., 1991).

Residuos Cys estan cominmente involucrados en modulaciones redox de varios
canales 16nicos (Chu et al., 2006; Ruiz-Gomez et al., 1991; Ruppersberg et al., 1991;
Sullivan et al., 1994). Si bien el ASC es capaz de reducir puentes disulfuro in vitro
(Landino et al., 2006), el ASC potenci6 receptores a9a10 mutantes donde las dos Cys
presentes en el puente disulfuro del loop C del sitio de union fueron sustituidas por Ser,
descartando un rol de una reduccién por ASC de ese puente disulfuro. Sin embargo, no
podemos descartar la importancia de una posible reduccion por ASC del puente
disulfuro del Cys-loop en el mecanismo de potenciacion. Este puente disulfuro no pudo
ser evaluado ya que mutaciones en sus Cys producen receptores no funcionales
(Dunckley et al., 2003)

Dado que el D-is0-ASC y el ASC tienen un equivalente poder reductor, pero
evocaron efectos opuestos en receptores con la sustitucion V13'T, podriamos sugerir
que la capacidad reductora del ASC no seria tan importante para la pontenciacion como

si lo es la estereoespecificidad. Mas aln, nuestros resultados sugieren que la
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potenciacion por ASC y la potenciacion por DTT responderian a mecanismos
diferentes, ya que produjeron efectos opuestos en estos receptores mutantes.

Nuestra busqueda de residuos candidatos a interactuar con el ASC por modelado
de homologia haciendo hincapié en los residuos Arg no nos permitidé encontrar un sitio
de interaccion en el receptor. Futuros experimentos de mutagénesis dirigida en otros
residuos Arg no abarcadas en este trabajo y simulaciones de “docking” in silico podrian
ayudar a caracterizar el sitio responsable de la potenciacion.

Que el ASC produzca corrientes per se en 0ocitos que expresan receptores con la
mutacion V13°T en ambas subunidades sugiere que el mecanismo de potenciacion es el
de un modulador alostérico positivo. Esta conclusion se basa en que moduladores
alostéricos positivos de nAChRs, como TQS, se convierten en agonistas parciales de
receptores con mutaciones que facilitan el “gating” (Bertrand et al., 1992; Gill ef al.,
2011). Los moduladores alostéricos positivos (PAMs) son compuestos que no se unen al
sitio ortostérico de union del agonista, sino que desde otro sitio, el sitio alostérico,
potencian la actividad del agonista influenciando las constantes de transicion entre los
estados inactivo y activo del receptor (Monod et al, 1965). En consecuencia, la
presencia de un modulador alostérico positivo en una sinapsis no solo potenciaria las
respuestas postsindpticas sino que ademds dejaria inafectado el funcionamiento
temporalmente coordinado de la neurotransmision. Esto los hace atractivos para fines
terapéuticos frente a, por ejemplo, agonistas parciales o totales, ya que los ultimos
causarian la rdpida desensibilizacion de los receptores postsinapticos.

Se han encontrado dos tipos de PAMs para nAChRs: los de Tipo 1 que
principalmente incrementan la amplitud de la respuesta a agonista y los de Tipo 2 que
disminuyen la desensibilizacion del receptor y pueden o no aumentar la amplitud de la
respuesta (Arias, 2010; Bertrand and Gopalakrishnan, 2007). E1 ASC podria clasificarse
como un PAM tipo 1, ya que no afecta la cinética de decaimiento de las corrientes
macroscopicas del receptor. Sin embargo, los PAMs tipo 1 en general reducen la ECs
(Arias, 2010), algo que no observamos en el caso del ASC. Cabe destacar que la
clasificacion vigente de PAMs puede ser simplista y que podrian existir otros tipos de
PAMs.

En conclusion, hemos identificado un potenciador del receptor a9a10, que muy
probablemente se comporte como un PAM. Experimentos futuros, que posiblemente

involucren simulaciones de “docking” in silico con modelos estructurales de homologia
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en sitios ya caracterizados para otros PAMs en otros nAChRs (Arias, 2010), ayudaran a
delinear el sitio de accion del ASC en el receptor a9a10.

Finalmente, cabe destacar que el ASC es el segundo potenciador farmacologico
conocido hasta el momento para a9al0, un receptor para el cual abundan bloqueantes
(Ballestero et al., 2005; Elgoyhen et al., 2001; Ellison et al., 2006; Johnson et al., 1995;
Lioudyno et al., 2002; Mclntosh et al., 2005; Rothlin et al., 2003) pero no agonistas ni
potenciadores (Zorrilla de San Martin et al., 2007). Este trabajo abre la posibilidad de
disefiar nuevos anadlogos estructurales del ASC que podrian ser clinicamente utiles para

patologias del oido interno.
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Conclusiones.

1. La activacion del receptor a9a10 involucra los componentes principales del sitio
de union a ACh de ambas subunidades y los componentes complementarios de
a9, aunque no podemos descartar la participacion de los componentes

complementarios de a10.

2. A pesar de la relevancia reportada para el residuo W55 en otros nAChRs, la
mutacion W55T en el componente complementario de la subunidad 10 no

afecta marcadamente el funcionamiento del receptor a9a.10.

3. El E175 de la subunidad 09 y los dominios extracelulares (210 residuos N-
terminales) de 10 son necesarios para la potenciacion por Ca>" extracelular del

receptor 09a10.

4. El E175 de al0 estaria involucrado en el bloqueo por Ca*" extracelular del

receptor 09a10.
5. A pesar de ser extracelulares, el tramo N-terminal de TM1 y el loop TM2-TM3
no estarian involucrados en la modulacion por Ca®* extracelular del receptor

09a10.

6. El R129 en el Cys-loop de la subunidad a10 estd involucrado en la modulacién

por Ca*" extracelular del receptor a9a10.

7. EIl receptor 09010 es potenciado por acido ascorbico probablemente bajo un

mecanismo alostérico.
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