


























 

11 
 

1) Receptores colinérgicos nicotínicos  

 

Los receptores colinérgicos nicotínicos (nAChR) han sido objeto de atención desde que 

Claude Bernard investigó la acción del veneno centroamericano de la flecha, hoy 

conocido como curare. La “sustancia nicotínica receptiva”, como lo llamaron en su 

momento al receptor nicotínico presente en la unión neuromuscular, fue el primer receptor 

en ser reconocido y nombrado (Langley, 1906), el primero en ser estudiado 

electrofisiológicamente y el primero en ser caracterizado por métodos  bioquímicos (Katz 

& Thesleff, 1957). Gracias al desarrollo de los registros electrofisiológicos de canal único 

por patch clamp, se pudo estudiar el comportamiento del receptor a nivel de molécula 

única (Neher & Sakmann, 1976). A lo largo de los años se fueron descubriendo la mayor 

parte de las subunidades de los nAChRs, lo cual permitió su caracterización funcional y 

molecular (Ballivet et al., 1982; Cohen et al., 1972; Marx, 1983; Noda et al., 1982, 1983; 

Sobel et al., 1977). Numerosos estudios, durante la década del siglo XX, lograron 

dilucidar la estructura tridimensional de estos receptores mediante técnicas de 

microscopía y cristalografías avanzadas (Miyazawa et al., 2003 ; Unwin, 2003, 2005). 

Hoy en día contamos con un vasto conocimiento acerca de los nAChRs. Sin embargo, 

quedan aún ciertos interrogantes acerca de su estructura-función, dada su difícil 

cristalización. 

1.1) Superfamilia de receptores Cys-loop  

Los canales iónicos activados por neurotransmisores de la superfamilia Cys-loop juegan 

un papel clave en las sinapsis químicas en todo el sistema nervioso de vertebrados, e 

incluyen receptores activados por acetilcolina (ACh), ácido -aminobutírico (GABA), 

glicina y serotonina (5-HT) ( Le Novère & Changeux, 1999; Bartos et al., 2009; Lester et 

al., 2004; Sine & Engel, 2006). Todas las subunidades que integran la superfamilia de 

receptores Cys-loop contienen un par de cisteínas unidas por un puente disulfuro 

separadas por 13 residuos, que forman un loop ubicado en la interfaz entre los dominios 

extracelular y transmembrana. En los últimos años, un número cada vez mayor de 

enfermedades humanas y animales se han atribuido a la función defectuosa de los 

receptores Cys-loop, como la enfermedad de Alzheimer y Parkinson, la esquizofrenia, las 

epilepsias hereditarias, el déficit de atención, el trastorno de hiperactividad, el autismo y 

los síndromes miasténicos (Kalamida et al., 2007), por lo que resulta fundamental su 

estudio.  
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1.2) Los nAChRs y sus subunidades 

 

Los nAChRs están compuestos por cinco cadenas polipeptídicas idénticas 

(homopentámeros) o diferentes (heteropentámeros) dispuestas alrededor de un eje 

perpendicular a la membrana plasmática. Son receptores ionotrópicos excitatorios cuya 

apertura es gatillada por la unión del neurotransmisor ACh al sitio ortostérico. Las 

subunidades que los componen se clasifican en dos tipos, α (α1–α10) y no α (β1–β4, γ, δ 

y ε) (Karlin, 2002; Millar & Gotti, 2009, Fig. 1). Los nAChRs se ensamblan a partir de 

cinco subunidades idénticas (α7 o α9) o diferentes (al menos dos subunidades de tipo α), 

y pueden formar una variedad de diferentes receptores heteroméricos con un amplio 

espectro de propiedades farmacológicas y cinéticas (Fig. 1). Las posibles combinaciones 

que pueden existir están regidas por el sitio de expresión de las subunidades y por reglas 

intrínsecas a su naturaleza química.  

 

Los nAChRs están ampliamente distribuidos en todo el reino animal, desde nematodos a 

los humanos (Le Novere & Changeux, 1995). Estos se expresan en muchas regiones del 

sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP), además de tejidos no neuronales y el 

músculo. El nAChR juega un papel importante en la transmisión neuromuscular y es el 

blanco de relajantes musculares (Sine, 2012), mientras que los nAChRs en el cerebro 

representan una amplia familia heterogénea de receptores expresados de forma ubicua 

(Albuquerque et al., 2009; Dani & Bertrand, 2007; Hurst et al., 2013). En base a sus 

propiedades y a sus patrones de expresión, los nAChRs se diferencian en tres grupos: 

musculares, neuronales y de células ciliadas (Lipovsek et al., 2021; Marcovich et al., 

2020). 
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Figura 1: Modelos de arreglos pentaméricos de nAChRs homoméricos y algunos heteroméricos. 

α7 y α9 son las únicas subunidades capaces de formar receptores homoméricos funcionales, que 

contienen cinco sitios de unión idénticos. Se muestran ejemplos de posibles combinaciones de 

subunidades α y no α en arreglos heteroméricos. Algunas subunidades pueden ensamblarse con 

diferentes estequiometrías, como α4 y β2. Además del arreglo mostrado, los receptores (α4)3(β2)2 

también son funcionales. Modificado de (Corradi & Bouzat, 2016) . 

1.2.1) Los nAChRs musculares  

La ACh liberada de las terminaciones nerviosas motoras se une al nAChR muscular en la 

membrana postsináptica y causa despolarización, la contracción de la membrana y, en 

última instancia, del músculo. Hay dos tipos de nAChRs musculares, el fetal (α1)2β1γδ y 

el adulto (α1)2β1εδ. Estos receptores se ensamblan en una proporción 2:1:1:1 y requieren 

de dos moléculas de ACh para su activación. En la vida fetal se expresa en el músculo el 

nAChR (α1)2β1γδ. Sin embargo, después del nacimiento, el aumento de la 

despolarización conduce al aumento de la transcripción de la subunidad ε (Goldman et 

al., 1988), que expulsa por competencia a la subunidad γ y pasa a ensamblarse fácilmente 

en el receptor. Estos receptores (α1)2β1εδ se agregan preferentemente en la unión 

nAChRs Homoméricos 

nAChRs Heteroméricos 
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neuromuscular, son más estables a la degradación, y tienen una respuesta más rápida al 

agonista en comparación con el receptor fetal (Missias et al., 1996). El receptor muscular 

adulto se distingue funcionalmente del fetal por su mayor conductancia de canal único, 

tiempo de apertura y flujo de Ca2+ (Kalamida et al., 2007). Esto evidencia que las 

propiedades farmacológicas y biofísicas de los receptores se encuentran altamente 

influenciadas por el tipo de subunidades que los conforman. 

1.2.2) Los nAChRs neuronales 

Los nAChRs neuronales están compuestos por subunidades α2-α8 y β2-β4, aunque estas 

subunidades no sólo se expresan y ejercen una función en células neuronales 

(Albuquerque et al., 2009). La expresión de subunidades neuronales varía en diferentes 

tipos de células y neuronas ubicadas en diferentes partes del sistema nervioso (Fig. 2). 

Por ejemplo, las subunidades α4, α5, α6, β2 y β4, expresadas en las neuronas 

dopaminérgicas, se ensamblan en diferentes combinaciones de nAChRs para desempeñar 

un papel en la modulación de la liberación de la dopamina (Salminen et al., 2004). Los 

receptores α7, que representan la mayoría de los sitios de unión para α-bungarotoxina (α-

Bgtx) en el sistema nervioso, están ampliamente distribuidos y presentes en una alta 

concentración en el hipocampo, especialmente en las neuronas gabaérgicas (Breese et al., 

1997; Chen & Patrick, 1997; Kawai et al., 2002). Los receptores que contienen α8 se han 

encontrado sólo en el sistema nervioso de los pollos como homopentámeros o en 

combinación con α7 (Jones et al., 2003). Además, se ha demostrado que las subunidades 

α5 y β3 sólo pueden incorporarse a receptores que ya posean otras subunidades α y β 

neuronales (Boorman et al., 2000; Ramirez-Latorre et al., 1996; Fig. 2). Los nAChRs más 

abundantes en el sistema nervioso son receptores del subtipo homoméricos α7 y 

receptores heteroméricos que contienen sólo un tipo de subunidad α y un tipo de 

subunidad β. De estos subtipos heteroméricos por pares, α4β2 es el más abundante y 

ampliamente distribuido en el cerebro de los mamíferos (Millar & Gotti, 2009, Fig. 2). 
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Figura 2: Distribución de los diferentes subtipos de nAChRs en el SNC (A) y vías visuales (panel 

B izquierdo), en el ganglio cervical superior (panel B medio) y en la cóclea (panel B derecho) de 

roedores. Adaptado de (Gotti et al., 2006; Millar & Gotti, 2009). 

 

Los receptores neuronales pueden tener diferentes localizaciones (somática, presináptica, 

postsináptica o axonal), lo que les confiere diferentes funciones. La transmisión nicotínica 

directa y rápida no es un mecanismo excitatorio importante en el SNC de los mamíferos. 

Se sabe que la modulación de la liberación de neurotransmisores por los nAChRs 

presinápticos es la función nicotínica más prevalente y mejor estudiada en el SNC. La 

activación de nAChRs presinápticos aumenta la liberación de muchos neurotransmisores 

(Dani, 2001; Dani & Bertrand, 2007), lo cual es clave para la modulación de la sinapsis.  

 

Como ya mencionamos, los receptores neuronales no sólo se expresan y ejercen una 

función en el sistema nervioso. Un ejemplo de esto es la expresión de subunidades 

neuronales en células del sistema inmune (Kalamida et al., 2007; Millar & Gotti, 2009). 
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1.2.3) Los nAChRs de células ciliadas 

 

Las subunidades α9 y α10 de los nAChRs fueron las últimas en ser identificadas. 

Sorprendentemente, no entran en la clasificación dicotómica neuronal/muscular de los 

nAChRs. La subunidad α9 se expresa en las células ciliadas de la cóclea y del vestíbulo, 

la pars tuberalis de la glándula hipófisis, el epitelio nasal, la lengua, ganglios de la raíz 

dorsal, médula ósea y células sanguíneas (Elgoyhen et al., 2001; Elgoyhen et al., 1994; 

Millar & Gotti, 2009). En las células ciliadas de la cóclea, α9 se co-expresa con la 

subunidad α10 (Elgoyhen et al., 2001). Ambas se co-ensamblan en un receptor 

heteromérico y participan del control eferente de la audición (Elgoyhen et al., 2001;Katz, 

2004; Vetter et al., 2007; Fig. 2). Aunque también se ha propuesto la expresión neuronal 

y cerebral de α9 y α10 (Lykhmus et al., 2017; Vivekanandarajah et al., 2015), una gran 

cantidad de datos experimentales indican que estas subunidades de nAChRs no se 

expresan en el SNC (Morley et al., 2018). 

 

Si bien las subunidades α9 son capaces de formar receptores homoméricos funcionales 

(Elgoyhen et al., 1994), forman receptores con mayor expresión y magnitud de respuesta 

al co-expresarse con la subunidad α10 (Elgoyhen et al., 2001). Experimentos muy 

recientes muestran por primera vez que corrientes evocadas por ACh pueden observarse 

en ovocitos de Xenopus que expresan homómeros humanos α10, pero sólo al pre-incubar 

por tiempos prolongados a los ovocitos con los alcaloides, estricnina, brucina o 

metilicaconitina (Hone & McIntosh, 2022). Cabe destacar, que los experimentos del 

presente proyecto se llevaron a cabo con subunidades α10 de rata, las cuales sólo son 

capaces de formar receptores funcionales al co-expresarse con la subunidad α9 (Elgoyhen 

et al., 2001; Lipovsek, 2011; Sgard et al., 2002), sin existir hasta el momento antecedentes 

de expresión funcional del receptor homomérico α10 de rata. 

1.3) Estructura de los nAChRs 

Micrografías de alta resolución y cristalografía de rayos X han proporcionado la 

estructura tridimensional de los nAChRs. En particular, un modelo estructural de alta 

resolución (4 Å) del nAChR de la raya marina Torpedo (Unwin, 2005) ha sido de suma 

importancia en la interpretación de datos funcionales y farmacológicos (Fig. 3A). Esta 

estructura refinada de microscopía electrónica muestra que la porción extracelular N-
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terminal está construida alrededor de un núcleo de sándwich β que consiste 

principalmente en diez cadenas β de cada subunidad, lo que da como resultado un dominio 

completo que contiene dos sitios de unión para ACh en la región extracelular (ECD). La 

porción que atraviesa la membrana, compuesta por los cuatro segmentos α-helicoidales 

de cada subunidad, se denomina dominio transmembrana (TM). Es el dominio TM2 el 

que tapiza el poro del canal. Finalmente, una porción intracelular (ICD) pequeña 

conforma el vestíbulo interior del canal, seguido por un loop largo intracelular entre las 

regiones TM3 y TM4 (Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005; Fig. 3A). 

 

La estructura de los nAChRs fue refinada con el descubrimiento de moléculas homólogas 

al nAChR eucariótico en bacterias (Tasneem et al., 2005). Estas se comportan como un 

canal iónico activado a pH ácido (Bocquet et al., 2007). La purificación y cristalización 

de estos canales condujo a las primeras estructuras completas de rayos X para un canal 

iónico activado por ligando pentamérico en un estado de canal cerrado (resolución 3.3 

A˚) de Erwinia chrysanthemi (Hilf & Dutzler, 2008) y en un estado de canal abierto 

(resolución 2.9 A˚) de G. violaceus (Bocquet et al., 2009; Hilf & Dutzler, 2009). A estos 

le siguió la estructura de nuevos nAChRs. Entre ellos se cristalizó la porción extracelular 

de la subunidad muscular α1 con una resolución de 1.94 Å (Dellisanti et al., 2007). 

También, la estructura extracelular del monómero del nAChR α9 humano fue obtenida 

en conformación libre y unida a dos antagonistas: α-Bgtx y metilcaconitina, con 

resoluciones de hasta 1.7 Å (Zouridakis et al., 2014). Además, se cristalizó tanto el 

receptor α4β2 humano (Morales-Perez et al., 2016), como la región extracelular de la 

subunidad α2 neuronal humana en complejo con el agonista epibatidina (Kouvatsos et al., 

2016). Por último, recientemente, se obtuvo la estructuras de microscopía electrónica en 

condiciones criogénicas del receptor nicotínico α7 humano en diferentes estados 

(Noviello et al., 2021).También se cuenta con la estructura de los receptores de glutamato 

aniónico de Caenorhabditis elegans (Hibbs & Gouaux, 2011), GABAA β3 humano 

(Miller & Aricescu, 2014), 5HT3R de ratón (Hassaine et al., 2014), glicina α1R (Du et 

al., 2015) y α3R de pez (Huang et al., 2015), que complementan el estudio de la familia 

receptores Cys-loop. 
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Figura 3: Estructura general del nAChR, a partir de la estructura cristalina del receptor de 

Torpedo marmorata (PDB: 2BG9). A- Vista lateral que muestra los dominios extracelulares, 

transmembrana e intracelular. B- Vista desde arriba (espacio extracelular). Adaptado de (Turner 

et al., 2019).  

1.3.1) Dominio extracelular 

 

La resolución de la proteína de unión de ACh (AChBP) del caracol L. stagnalis (Brejc et 

al., 2001), permitió definir por primera vez la estructura del dominio extracelular de los 

nAChRs. Esta proteína soluble se produce y almacena en las células gliales y se libera de 

forma dependiente de ACh en la hendidura sináptica donde regula la transmisión 

sináptica. AChBP carece de la región transmembrana, pero contiene muchas piezas 

estructurales que dan a los nAChR su sello característico y, por lo tanto, se ha convertido 

en un modelo funcional y estructural del dominio extracelular de los receptores Cys-loop 

(Cromer et al., 2002; Reeves et al., 2003).  

 

El ECD es relativamente hidrofílico y tiene aproximadamente 200 aminoácidos en el que 

están presentes 10 estructuras de hojas β (Fig. 4). Las hojas β6 y β7 se unen a través de 

un puente disulfuro, formando el Cys-loop (Brejc et al., 2001, Zouridakis et al., 2014, Fig. 

4). Estudios estructurales demostraron que en los nAChRs (no en la AChBP) el final de 
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la hoja se une con el TM1, generando una conexión covalente entre el ECD y el TM 

(Unwin, 2005). El interior del vestíbulo extracelular que precede al poro del canal 

presenta numerosos residuos con carga negativa, por lo que se propone que el vestíbulo 

es selectivamente permeable a cationes (Unwin, 2005).  

 
Figura 4: Diagrama de cinta del ECD de la subunidad α1 del nAChR de Torpedo. Comenzando 

por la cinta azul, en el N terminal, el color de la cinta avanza a través de los colores del arco iris. 

La hélice α extracelular está etiquetada como α1. Las hebras β 1, 2, 3, 5, 5′, 6, 6′ y 8 (etiquetas en 

rojo) forman la hoja interna del núcleo tipo sándwich β. Las hebras β 4, 7, 9 y 10 (etiquetas en 

rosa) forman la lámina exterior del núcleo del sándwich β. Se detalla la posición del Cys- loop. 

Adaptado de (Wells, 2008).  

 

El ECD contiene los sitios de unión a la ACh y otros agonistas y antagonistas del receptor. 

El sitio de unión al agonista se encuentra en la interface entre dos subunidades adyacentes 

α y no α en el caso de receptores heteroméricos, o dos subunidades α en el caso de los 

homoméricos (Fig. 5). De esta manera el sitio de unión del agonista está formado por dos 

caras: una principal y otra complementaria. La cara principal o ''positiva (+)'' está formada 

por tres loops de subunidades del tipo α que abarcan cadenas β y albergan 

predominantemente residuos aromáticos claves [loop A (β4-β5), loop B (β7-β8) y loop 

C (β9-β10)] (Fig. 5). La cara complementaria o “negativa (-)”  está formada por tres 

hebras β y contiene residuos agrupados en segmentos llamados loops D-F (Brejc et al., 

2001; Changeux & Taly, 2008, Fig. 5). Se sabe que los loops principales contienen varios 

residuos aromáticos muy conservados que forman interacciones de tipo catión-π con el 

amonio cuaternario de la ACh. Estos y otros residuos presentes en el bolsillo de unión, 
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también forman uniones puente de hidrógeno, dipolo-dipolo e interacciones de Van der 

Walls con el ligando (Karlin, 2002).  

 

 

Figura 5: Modelo de homología de la interfaz entre las subunidades α4 y β2 que destaca los 

subdominios importantes para la unión del agonista donde se encuentran la cara principal (loops 

A, B y C en la subunidad α4) y complementaria (loops D, E y F en la subunidad β2) del dominio 

de unión al ligando. Reproducido de (Papke, 2014). 

 

Se postula que el receptor Cys-loop ancestral contenía cinco sitios de unión idénticos o 

similares a los receptores homoméricos actuales, como los receptores α7 y 5-HT3A (Le 

Novère, et al., 2002a; Tasneem et al., 2005). El proceso evolutivo condujo a la aparición 

de nuevas subunidades que perdieron la capacidad de formar sitios de unión a agonistas, 

dando lugar a receptores heteroméricos con menos de cinco sitios de unión. Los 

receptores heteroméricos prototípicos, como los receptores musculares y GABAA 

contienen solo dos sitios de unión de agonistas, que tienen que estar ocupados para la 

apertura máxima del canal iónico. Aunque los receptores homoméricos contienen cinco 

sitios de unión idénticos, en el caso de α7 se requiere la ocupación de sólo tres de esos 

sitios para una activación óptima (Rayes et al., 2009; Solt et al., 2007). 
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1.3.2) El dominio transmembrana  

 

Estudios estructurales y electrofisiológicos han demostrado que el canal iónico está 

revestido en gran parte por los dominios TM2 de las cinco subunidades. El modelo del 

poro cerrado del nAChR de Torpedo confirmó que el poro está formado por un anillo 

interior de cinco hélices α M2 (Unwin, 2005). Un anillo externo de quince hélices α, 

formado por los segmentos M1, M3 y M4, se ubica entre el anillo interno M2 y los lípidos 

de membrana (Miyazawa et al.,2003) . El poro se contrae al máximo en el medio de la 

membrana debido a las interacciones entre los residuos hidrófobicos de las hélices vecinas 

(posiciones 9´ y 13´). Esta estrecha faja hidrofóbica crea una barrera energética para el 

pasaje de los iones a través de la membrana y probablemente se corresponda con la 

compuerta del poro (Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005; Fig. 6). El poro contiene el 

filtro de selectividad iónica (Villarroel & Sakmann, 1992).  

 

 

Figura 6: Revestimiento del poro. A- hélice M2 que muestra la ubicación de las cadenas laterales 

que miran hacia el poro (subunidad -α). Las bolitas grises representan las posiciones 9´(L251) y 

13 (́V255). B- Superficie molecular del dominio del poro con la subunidad frontal eliminada. El 

rojo y el azul corresponden respectivamente a áreas de alta carga negativa y alta positiva; amarillo 

resalta el área hidrofóbica que contiene el poro del canal. Adaptado de (Miyazawa et al.,2003) . 
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1.3.3) Dominio Intracelular 

 

La larga región intracelular entre M3 y M4 es la más variable entre receptores Cys-loop. 

Contiene una hélice α corta que permitiría su unión con proteínas del citoesqueleto para 

la correcta localización de los receptores en la membrana (Feng et al., 1998). Este loop 

M3-M4 contiene sitios de fosforilación que modulan la expresión del receptor, su 

desensibilización y la interacción con las proteínas del citoesqueleto (Huganir et al., 1986; 

Swope et al., 1995). Además, se ha demostrado que esta región intracelular contribuye a 

la conductancia del canal en los receptores 5-HT3A (Kelley et al., 2003; Peters et al., 

2004).  

 

1.4) La región de acoplamiento: la interfaz dominio extracelular-dominio- 

transmembrana 

 

La interfaz entre la región extracelular y el dominio transmembrana es una zona de 

transición estructural donde las hojas β del dominio de unión al agonista establecen 

contactos con las hélices α del poro (Fig. 7). Dentro de esta zona, varias regiones forman 

una red que transmite cambios estructurales desde el sitio de unión hacia el poro. Las 

estructuras que constituyen esta red incluyen: el loop β1β2, el Cys- loop, el loop β8β9 y 

el final del β10, todos pertenecientes a la región extracelular, y la región pre-TM1, el loop 

TM2-TM3 y el extremo C-terminal de TM4 de la región transmembrana (Bouzat, 2012; 

Fig. 7). El papel fundamental que estas regiones juegan en el acoplamiento entre la unión 

del agonista y la apertura del canal ha sido demostrado en numerosos estudios para todos 

los miembros de la superfamilia de los Cys-loop (Bartos et al., 2009; Fischer et al., 2011; 

Sine & Engel, 2006; Taly et al., 2009; Thompson et al., 2010).  

 

 



 

23 
 

Figura 7: Estructura del nAChR.  Diagrama del nAChR de Torpedo (PDB 2BG9) y vista de las 

estructuras en la interfaz entre los dominios extracelular y transmembrana: β1β2 en amarillo, Cys-

loop en púrpura, β8β9 en verde, β10 en rosa, pre-M1 en azul y loop M2-M3 en rojo. Reproducido 

de (Bouzat, 2012). 

 

Entre esta serie de estructuras se encuentran el loop β1β2 el cual es esencial para la 

activación de diferentes receptores Cys-loop (Kash et al., 2003; Lee & Sine, 2005; Xiu et 

al., 2005). Además, está presente el Cys-loop, el cual se inserta entre la región pre-TM1 

(cerca de su mitad C-terminal) y el loop TM2-TM3 (cerca de su mitad N-terminal) (Fig. 

7). Este último juega un papel fundamental en el acople entre la unión del agonista y la 

apertura del canal en todos los miembros de la familia (Chakrapani et al., 2004; Grutter 

et al., 2005; Kash et al., 2003; Shen et al., 2003; Xiu et al., 2005). Si bien la participación 

del loop β8β9 es menos clara, las evidencias tanto computacionales como experimentales 

sugieren que está involucrado en la activación del canal (Bouzat et al., 2008; Bouzat et 

al., 2004). Se sabe que este loop es largo y relativamente desestructurado y es la región 

de mayor variación de secuencia. También, la región pre-TM1, que conecta β10 con el 

TM1, contiene varios residuos catiónicos, incluidas argininas conservadas en varios 

receptores Cys-loop. Se ha demostrado que una de ellas, la arginina (R209), que está 

presente en todos los miembros de la familia, tiene un papel fundamental en la activación 

del nAChR del músculo humano (Lee & Sine, 2005). Por otro lado, varias líneas de 

evidencia experimental revelan que el loop TM2-TM3 y las regiones flanqueantes juegan 

un papel clave en  el acople que lleva a la apertura del canal (Castillo et al., 2006; Grosman 
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et al., 2000; Grutter et al., 2005; Jha et al., 2007; Kash et al., 2004). La importancia de 

esta región también está respaldada por la identificación de mutaciones que conducen a 

enfermedades humanas (Shiang et al., 1995; Sine & Engel, 2006). Por último, el dominio 

TM4 es el menos conservado entre los dominios transmembranas y es el más hidrofóbico 

(Blanton & Cohen, 1992). Interacciones potenciales entre los residuos de la región post -

TM4 y residuos del dominio extracelular, incluido el Cys-loop, han sido determinadas por 

estudios computacionales en el receptor α7 (Taly et al., 2005). Más aún, la evidencia 

experimental demuestra que este segmento es clave para la cinética de activación del 

canal (Bouzat et al., 2000; Bouzat et al., 2002) y que se mueve durante su apertura (Mitra 

et al., 2004).   

1.5) Modulación alostérica  

Los nAChRs, y los receptores pentaméricos activados por ligando en general, son 

proteínas alostéricas que contienen zonas de acoplamiento que median la interacción 

alostérica bidireccional entre el sitio de unión del agonista y el poro del canal. Los 

nAChRs se encuentran en un equilibrio entre diferentes estados funcionales cuya 

estabilidad es afectada por la unión de agonistas o antagonistas (Colquhoun, 1998). Estos 

estados y sus transiciones pueden ser descriptos por el modelo de interacciones alostéricas 

de Monod-Wyman-Changeaux (Léna & Changeux, 1993). Los cuatro estados funcionales 

en los que se pueden encontrar los receptores son: un estado de reposo no conductor, un 

estado activo conductor de baja afinidad por el agonista, un estado desensibilizado rápido 

y un estado desensibilizado lento. Ambos estados desensibilizados son no conductores y 

presentan una afinidad por la ACh muy alta. En ausencia de ACh el estado más estable 

es el de reposo, mientras que en presencia de ACh es más probable que el receptor se 

encuentre en estado desensibilizado rápido (Karlin, 2002; Léna & Changeux, 1993).  

 

Además del sitio de unión de ACh, que se denomina sitio de unión ortostérico, han sido 

identificados sitios alostéricos en varios nAChRs, que modulan la función del receptor 

(Chatzidaki & Millar, 2015). Estos sitios de unión alostérica se pueden encontrar en el 

poro, en el dominio extracelular, el citoplasmático y el transmembrana.  Los moduladores 

alostéricos son una clase heterogénea de compuestos que incluyen moduladores 

alostéricos positivos (PAM), moduladores alostéricos negativos (NAM) y moduladores 

alostéricos silenciosos (SAM). Los moduladores alostéricos a menudo no tienen actividad 
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intrínseca y sólo modulan los efectos de un agonista. Los PAM suelen tener una actividad 

intrínseca baja, aunque algunos pueden actuar como agonistas completos (Gill et al., 

2011). Reducen la concentración de agonista requerida para lograr la apertura del canal, 

mejoran la apertura del canal o disminuyen la desensibilización del nAChR. Cuando se 

administran solos, normalmente no activan al receptor, pero aumentan la activación 

provocada por agonistas nicotínicos endógenos, como la colina o la ACh. Los NAM son 

compuestos que reducen la respuesta a agonistas ortostéricos y normalmente incluyen 

antagonistas competitivos y no competitivos del nAChR. Los antagonistas no 

competitivos también incluyen antagonistas que se unen en el canal impidiendo el flujo 

de iones (bloqueadores de canal abierto) (Chatzidaki & Millar, 2015). Los SAM son 

compuestos que no potencian, ni inhiben las respuestas a los agonistas ortostéricos, pero 

pueden influir en los sitios de unión de los moduladores alostéricos.  

 

Este amplio paradigma de transición alostérica agrega una nueva dimensión al diseño de 

drogas. En el pasado, tanto los fármacos agonistas como los antagonistas se diseñaron 

para adaptarse a un sitio rígido en una sola conformación (Bovet, 1959). Por el contrario, 

el esquema alostérico implica que los agonistas y antagonistas, así como los moduladores 

alostéricos positivos y negativos, seleccionan y estabilizan conformaciones 

estructuralmente diferentes que pueden modelarse para los estados activo, de reposo y, 

finalmente, desensibilizado, explotando la considerable cantidad de datos que emergen 

rápidamente de estudios de dinámica estructural y molecular (Taly et al., 2009). Además, 

tanto la evidencia estructural como la computacional revelan conformaciones intermedias 

en la dinámica de la transición alostéricas  (Fischer et al., 2011; Hub et al., 2010; Nury et 

al., 2010), que deben explorarse más a fondo desde los puntos de vista estructural y 

fisiológico.  

1.5.1) El ion Ca2+ como modulador alostérico positivo de los nAChRs 

 

Los iones Ca2+ regulan ampliamente la actividad celular. Para lograr esto, es necesario un 

estricto control de las señales de calcio en espacio, tiempo y amplitud (Laude & Simpson, 

2009). Los canales iónicos que son permeables al Ca2+ juegan un papel importante en la 

regulación de la homeostasis del Ca2+ celular y en la señalización de los efectos del Ca2+ 

intracelular. A diferencia de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje, los canales 

dependientes de ligando proporcionan entrada de Ca2+ en las células a voltajes cercanos 

al potencial de reposo de la membrana, como es el caso de los nAChRs (Shen & Yakel, 
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2009). Los nAChRs son canales permeables a cationes. El valor de permeabilidad al Ca2+ 

a través del poro de cada subtipo de canal está asociado a su rol fisiológico. 

Por otro lado, casi todos los nAChRs (α1βγδ de Torpedo, α2β2, α3β2, α4β2, α3β4, α4β4, 

α7 y α9α10) son modulados por concentraciones fisiológicas de Ca2+ (Decker & Dani, 

1990;  Galzi et al., 1996; Liu & Berg, 1999; Mulle et al., 1992;Vernino et al., 1992; 

Weisstaub et al., 2002). Este catión actúa como un modulador alostérico positivo, 

aumentando la amplitud de la respuesta macroscópica y la eficacia y/o la potencia de la 

ACh (Galzi et al., 1996; Lindstrom, 2006; Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992). 

Diversos estudios han demostrado que este efecto potenciador es mayor a bajas 

concentraciones del agonista y es independiente del potencial de membrana de la célula 

(Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992; Weisstaub et al., 2002). También, se demostró 

que esta potenciación no se debe a un aumento en el pasaje de Ca2+
 a través del poro del 

canal, ya que la corriente unitaria disminuye a medida que aumenta la concentración 

extracelular de este catión ( Galzi et al., 1996; Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992). 

En los receptores α7 y α9α10 recombinantes, el Ca2+
 presenta un efecto bifásico: potencia 

las respuestas evocadas por ACh a concentraciones submilimolares y las bloquea a 

concentraciones mayores. Los nAChRs muscular embrionario y homomérico α9 no 

presentan potenciación por Ca2+
 extracelular (Katz et al., 2000; Vernino et al., 1992). A 

diferencia de la potenciación, el bloqueo por Ca2+
 es dependiente de voltaje ( Katz et al., 

2000; Weisstaub et al., 2002). Se cree que este efecto se debe a una reducción en el flujo 

de sodio debida a la interacción del Ca2+
 con sitios en la región del poro del canal, 

fenómeno que conlleva a una reducción en la conductancia de canal único ( Katz et al., 

2000; Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992; Weisstaub et al., 2002). La permeabilidad 

y la modulación por Ca2+ del nAChR α9α10 será tratada en forma extendida en la “Sección 

2.4 ”. 

 

La potenciación de las respuestas por Ca2+ en los nAChRs en general, y en los receptores 

α7 en particular, ha sido objeto de numerosas hipótesis sobre su ventaja fisiológica. Una 

de estas hipótesis sugiere que esta modulación positiva por Ca2+ extracelular de los 

receptores α7 podría estar relacionada con la señalización en regiones extrasinápticas, 

donde el calcio podría potenciar la activación por concentraciones bajas de ACh 

(Natarajan et al., 2020). Además, se ha estudiado que el calcio extracelular puede agotarse 

transitoriamente durante períodos de intensa actividad neuronal o condiciones 
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patológicas, debido al pequeño volumen del neuropilo en el contexto de los procesos de 

captación de Ca2+ (Egelman & Montague, 1999; Nicholson et al., 1977; Pumain et al., 

1983; Rusakov & Fine, 2003; Silver & Erecińska, 1990). En este contexto, la modulación 

por Ca2+ podría permitir que el receptor regule su actividad en condiciones de 

agotamiento local o transitorio de calcio. Finalmente, α7 podría ser capaz de regular su 

propia actividad a través del agotamiento local y transitorio del calcio extracelular debido 

a su alta permeabilidad al calcio. Por lo tanto, la estructura del receptor α7 le permite 

funcionar como un detector de coincidencia tanto para ACh como para calcio, lo que 

permite modos de regulación multifacéticos (Natarajan et al., 2020). Estas hipótesis 

sugieren que la potenciación por Ca2+ en los receptores nicotínicos podría desempeñar un 

papel importante en la señalización sináptica, la regulación de la actividad neuronal y la 

adaptación a las condiciones fisiológicas.  

 

La importancia fisiológica de la potenciación por Ca2+ extracelular en el receptor α7, ha 

impulsado una caracterización profunda de los sitios de unión del Ca2+ y los mecanismos 

involucrados. Diversos estudios han identificado residuos específicos en el dominio 

extracelular que podrían estar involucrados en la unión del Ca2+ y la potenciación de sus 

respuestas. Se ha observado que mutaciones en el residuo glutamato (E) en posición 44 

(numeración de la subunidad α1 de T. marmorata) reduce la potenciación y en el residuo 

E172 prácticamente la anula (Galzi et al., 1996; McLaughlin et al., 2009, Fig. 8). Además, 

se ha postulado que los residuos E44, D41 y D43 de α7 son importantes para el efecto 

potenciador del Ca2+ (Le Novère, et al., 2002b). McLaughlin y colaboradores (2006) 

también demostraron que en una variante del nAChR α7 no desensibilizante, las 

mutaciones K144C y T198C, que permiten la formación de un puente disulfuro entre 

dichos residuos, mejoran la activación del receptor, resultando en la conversión del Ca2+ 

o Ba2+ de moduladores alostéricos a agonistas completos divalentes. Curiosamente estos 

residuos se encuentran alrededor del glutamato conservado, previamente mencionado 

(E172) (McLaughlin et al., 2006). Recientemente, mediante modelado y dinámica 

molecular, Suresh y colaboradores también  demostraron que los residuos E67, E211 y 

R229 tienen participación en la unión de calcio en los receptores α7 (numeración α7 

humanos)(Suresh & Hung, 2019). Por último, es interesante mencionar que un estudio 

realizado por el grupo de Sine ha postulado la existencia de varios residuos candidatos a 

ser sitios de unión al Ca2+ en el dominio extracelular del receptor α7 (E175, D160, E158 

y S162, numeración α7/AChBP) (Natarajan et al., 2020). Sin embargo soló dos de ellos 
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(E185 y D160) han sido confirmados como participantes en la potenciación por Ca2+ 

(Natarajan et al., 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Parte superior: Representación esquemática del dominio N-terminal de la subunidad 

α7 de pollo con las cinco secuencias de aminoácidos detectadas por el software CALM. Estas 

secuencias contienen un residuo terminal de glutamato (E) en cada loop. Parte inferior: corrientes 

provocadas por ACh en ausencia o presencia de calcio 2.5 mM. Los residuos glutamato (E) 

terminal fueron mutados a glutamina (Q). Los rectángulos rojos marcan las 2 mutaciones que 

redujeron de forma parcial (E44Q) o total (E172) la potenciación por Ca2+ de la quimera. 

Adaptado de (Galzi et al., 1996).   

 

Todos estos antecedentes denotan que hasta el momento se ha realizado un estudio 

exhaustivo sobre los posibles residuos candidatos involucrados en la unión de Ca2+ y 

potenciación del nAChR α7. En contraste, en los nAChRs α9α10 aún no se ha realizado 

un análisis detallado de los posibles sitios de unión Ca2+ y mecanismos involucrados en 

la potenciación por dicho ion. En el presente proyecto, nos proponemos estudiar los 

posibles sitios de unión de Ca2+ en el receptor α9α10 y el mecanismo subyacente a la 

potenciación por dicho ion. Esto es un área de investigación importante, ya que permitirá 

ampliar el conocimiento sobre la modulación de los receptores nicotínicos en general y 

de α9α10 en particular proporcionando una mejor comprensión de la función de estos 

receptores. 

Dominio N- terminal  
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2) Receptor colinérgico nicotínico α9α10 

Los receptores colinérgicos nicotínicos α9α10 son parte de la familia Cys-loop de canales 

iónicos activados por neurotransmisores (Karlin, 2002). Al pertenecer a esta familia, están 

formados por cinco subunidades homólogas ensambladas alrededor de un poro central 

conductor de iones, al igual que todos los nAChRs.   

 

Las subunidades nicotínicas α9 y α10 conforman la subfamilia de subunidades de las 

células ciliadas. El receptor heteromérico α9α10 está compuesto únicamente por 

subunidades α (Elgoyhen et al., 2001; Plazas, 2005b; Sgard et al., 2002) a diferencia de 

los receptores neuronales que están formados por subunidades α y β. Estudios previos han 

demostrado que con la expresión equimolar de ambas subunidades, este receptor posee 

una estequiometría (α9)2(α10)3 (Plazas, 2005b). La expresión de un exceso de 10 veces 

α9 en comparación con α10 en ovocitos de Xenopus resulta en una isoforma adicional con 

una estequiometría (α9)3(α10)2  (Indurthi et al., 2014). Las estructuras cristalinas recientes 

del dominio extracelular homomérico de la subunidad α9 unida a antagonistas están 

comenzando a dilucidar las interacciones moleculares entre los residuos del sitio de unión 

y los diferentes ligandos (Zouridakis et al., 2014). También ha resultado clave para crear 

modelos del dominio extracelular del nAChR α9α10 (Zouridakis & Giastas, 2019).   

 

Se desconoce el número de sitios de unión para el agonista en las diferentes 

estequiometrías. Sin embargo, la contribución de las subunidades α9 y α10 al sitio de 

unión no es equivalente (Boffi et al., 2017), y se piensa que los diferentes sitios de unión 

en estequiometrías alternativas pueden tener propiedades farmacológicas diferentes 

(Indurthi et al., 2014). Dado que las subunidades α9 murinas pueden formar receptores 

α9 homoméricos funcionales (Elgoyhen et al., 1994), la subunidad α9 es capaz de 

proporcionar componentes principales (+) y complementarios (-) a los sitios de unión. Por 

el contrario, los experimentos iniciales indicaron que las subunidades α10 murinas no 

forman canales funcionales cuando se expresan en forma heteróloga en ovocitos de 

Xenopus laevis (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al., 2002), lo que llevó a proponer que 

α10 sólo podría proporcionar componentes complementarios para la unión de agonistas y 

servir como una subunidad estructural, similar a las subunidades β de los nAChRs 

heteroméricos (Elgoyhen & Katz, 2012). Sin embargo, este no es el caso ya que 

experimentos de mutagénesis dirigida, junto con el análisis de modelado molecular 
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indican que las subunidades α10 murinas contribuyen al componente principal del sitio 

de unión (Boffi et al., 2017). Además, estos estudios han demostrado que la contribución 

de α9 y α10 al componente complementario del sitio de unión no es equivalente, ya que 

el sitio de unión no involucra igualmente al residuo W55 del loop D, que es clave para la 

unión de ACh y la activación del nAChR (Hansen et al., 2004; Karlin, 2002), cuando lo 

proporciona α9 o α10 (Boffi et al., 2017). También, experimentos recientes muestran que 

se pueden obtener corrientes provocadas por ACh en ovocitos de Xenopus que expresan 

homómeros humanos α10, lo que indica que esta subunidad puede contribuir a los 

componentes principales y complementarios del sitio de unión (Hone & McIntosh, 2022). 

 

2.1) Evolución de las subunidades α9 y α10  

 

El clonado de la subunidad α9 nAChR murina y la comparación inicial de su secuencia 

de aminoácidos con la de otros miembros de la familia nAChR, indicó que mientras que 

las subunidades α de los nAChRs neuronales y la subunidad α1 del músculo comparten 

identidades de secuencia de aminoácidos que oscilan entre el 48 % y el 70 %, la identidad 

de secuencia entre α9 y todas las subunidades del nAChR conocidas es menor del 39%. 

Esto, junto con el hecho de que la estructura intrón-exón del gen que codifica para la 

subunidad α9 difiere de la de los genes codificantes para otras subunidades nACh, indica 

que α9 es un miembro distinto y distante de la familia nAChR (Elgoyhen et al., 1994). 

 

El último estudio filogenético de la familia de nAChRs incluye 392 secuencias de 

aminoácidos de 17 subunidades nAChR de 29 especies de vertebrados (Marcovich et al., 

2020). La familia de subunidades de nAChR se puede dividir en cuatro grupos: α, no α, 

similares a α7(α7-like) y similares a α9 (α9-like) (Fig. 9). Debido a la baja identidad de 

secuencia en comparación con todas las demás subunidades de nAChR, las subunidades 

α9 y α10 forman su propio clado y la rama más externa del árbol (Fig. 9). Cabe señalar 

que, dado que todos los árboles filogenéticos se han construido basándose únicamente en 

la identidad de secuencia, esta posición del grupo α9/α10 no puede usarse como evidencia 

de un origen ancestral de estas subunidades (Lipovsek et al., 2021). 

 

Una característica importante y peculiar del árbol es que, debido al alto grado de 

conservación de la secuencia aminoacídica, todas las subunidades de nAChRs caen dentro 

de su propia rama respectiva, excepto α10. Estas últimas subunidades son únicas al 
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presentar una agrupación segregada de ortólogos. Las subunidades α10 de no mamíferos 

forman un grupo hermano de todas las subunidades α9, mientras que las subunidades α10 

de mamíferos son un grupo externo a la rama α9/α10 de no mamíferos (Marcovich et al., 

2020; Fig. 9). Esta agrupación de ortólogos α10 en ramas diferenciales resulta de un bajo 

porcentaje de identidad de secuencia de aminoácidos entre las subunidades α10 de 

vertebrados, junto con una alta conservación de secuencias de subunidades α10 dentro 

del linaje de mamíferos. La variabilidad en la secuencia primaria de las subunidades α10 

de no mamíferos ha resultado de una alta tasa de adquisición de sustituciones de 

aminoácidos no sinónimos en la región codificante de la proteína (Franchini & Elgoyhen, 

2006; Lipovsek et al., 2012; Marcovich et al., 2020; Pedersen et al., 2019), que fueron 

sujetas a selección positiva durante el curso de la evolución. Los procesos de selección 

positiva que han actuado sobre CHRNA10 han sido estudiados mediante varios análisis 

evolutivos moleculares in silico (Franchini & Elgoyhen, 2006; Lipovsek et al., 2012). Los 

sitios seleccionados positivamente identificados en la subunidad α10 residen 

principalmente dentro de las regiones conservadas de unión de ligandos y el gatillado del 

canal (Franchini & Elgoyhen, 2006; Lipovsek et al., 2012).  

 

Un análisis exhaustivo de las propiedades funcionales y biofísicas (sensibilidad a la ACh, 

permeabilidad y modulación del calcio, tasa de desensibilización, relación voltaje-

corriente) de los receptores α9α10 de tres especies representativas de tetrápodos (rata, 

pollo y rana) (Marcovich et al., 2020) y pez cebra (Freixas et al., 2021), han mostrado 

notables diferencias entre ellos. Esto se correlaciona con los análisis de divergencia 

funcional en la secuencia de aminoácidos y la adquisición de sustituciones no sinónimas 

en la secuencia primaria de la subunidad α10 de distintos vertebrados (Franchini & 

Elgoyhen, 2006). 
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Figura 9: Árbol filogenético que 

muestra las relaciones entre las 

subunidades nicotínicas de 

vertebrados. Las ramas 

correspondientes a las mismas 

subunidades de diferentes 

especies se colapsaron a su 

respectivo nodo. La longitud de 

cada triángulo denota la 

divergencia de la secuencia del 

nodo correspondiente. Los tonos 

dentro de los triángulos 

representan la identidad de 

secuencia promedio dentro de la 

rama. Los números en cada rama 

indican los valores de arranque 

obtenidos durante la construcción 

de la filogenia. La barra de escala 

indica el número de sustituciones 

de aminoácidos por sitio. 

Reproducido de (Marcovich et 

al., 2020). 

 

La divergencia de la secuencia entre clados y la selección la positiva de sustituciones no 

sinónimas en las subunidades α9 y/o α10 de mamíferos indican que, contrariamente a lo 

observado para las subunidades nAChR neuronales, la evolución de las subunidades α9 

y/o α10 de mamíferos ha estado dominada por cambios funcionalmente significativos en 

las secuencias codificantes. Esto podría estar relacionado con el hecho de que las células 

ciliadas, donde el nAChR α9α10 desempeña un papel sináptico sensorial importante 

como canal iónico canónico, no expresan otras subunidades de nAChR (Hiel et al., 1996; 

Morley et al., 1998). Por lo tanto, la innovación de la función del receptor entre especies 

durante la evolución solo podría ocurrir a través de cambios en las propiedades 

funcionales del α9α10, en función de los cambios en la secuencia codificante de la 

proteína y no mediante la alternancia entre subunidades, como se observa para los nAChR 

neuronales (Lipovsek et al., 2021; Marcovich et al., 2020). La trayectoria evolutiva del 

nAChR α9α10 está en línea con lo que se ha descrito para un número cada vez mayor de 

genes expresados en el oído interno, señalando a la evolución molecular adaptativa de las 
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secuencias de proteínas como un factor importante en la aparición de innovaciones 

morfológicas y funcionales en el oído interno de los mamíferos (Lipovsek & Elgoyhen, 

2023; Pisciottano et al., 2019). 

2.2) Farmacología del receptor α9α10  

El receptor α9α10 tiene un perfil farmacológico particular que se diferencia al del resto 

de los miembros de la familia. La nicotina, el agonista que le da el nombre a la familia de 

nAChRs, no activa al receptor α9α10. Más aún, la mayoría de los agonistas clásicos de 

los nAChR, como la nicotina, la citisina y la epibatidina, son antagonistas del receptor 

α9α10 (Verbitsky et al., 2000) (Tabla 1). También es bloqueado por la muscarina y por 

el antagonista de receptores muscarínicos, la atropina. Más aún, α9α10 presenta 

propiedades farmacológicas similares a la de otros miembros de la familia Cys-loop, dado 

que es bloqueado con alta potencia por el antagonista glicinérgico estricnina, el 

antagonista gabaérgico bicuculina y el antagonista serotonérgico ondansetron (Elgoyhen 

et al., 2001; Rothlin et al., 2003). 

 

En comparación con el receptor del músculo y el α7 que son bloqueados irreversiblemente 

por la α-bungarotoxina, el nAChR α9α10 es bloqueado en forma reversible por este 

compuesto (Elgoyhen et al., 2001; Sgard et al., 2002), lo que indica que tiene 

determinantes estructurales diferenciales y una cinética de unión del ligando distinta. 

Recientemente, se han aislado del veneno de los caracoles marinos Conus varios péptidos 

muy potentes y selectivos que bloquean al nAChR α9α10 (αS-Conotoxin GVIIIB, α-

RgIA, RgIA-5474 y αRgIA-5474 modificado) (Christensen et al., 2015; Ellison et al., 

2006; Fisher et al., 2021, Tabla 1). Esto ha abierto nuevas oportunidades para desarrollar 

terapias peptídicas y sondas moleculares para estudiar la estructura y función del nAChR 

α9α10 (Fisher et al., 2021; X. Li et al., 2021). 

 

A pesar del gran número de antagonistas que se han caracterizado para α9α10, sólo se han 

encontrado unos pocos agonistas y/o moduladores positivos. La rianodina, un agonista de 

canales de calcio del retículo sarcoplasmático (Zorrilla De San Martín et al., 2007), el 

agonista del receptor de serotonina tipo 3 1-(m-clorofenil)-biguanida (Rothlin et al., 2003) 

y el ácido ascórbico (Boffi et al., 2013)  potencian las respuestas de ACh mediadas por 

α9α10 (Tabla 1). Esto abre una posible vía para el diseño de moduladores alostéricos para 
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el nAChR α9α10.  

 

Droga  Tipo  Efecto en α9α10  

Nicotina  Agonista nicotínico  Antagonista  

1,1-dimethyl-4 –phenylpiperazinium (DMPP)  Agonista nicotínico  Agonista parcial  

Muscarina  Agonista muscarínico  Antagonista  

Oxotremorine methiodide (Oxo-M)  Agonista muscarínico  Agonista parcial  

D-tubocurarina  Antagonista nicotínico  Antagonista  

α-bungarotoxina  Antagonista nicotínico  Antagonista  

α-conotoxina PeIA  Antagonista nicotínico  Antagonista  

α-conotoxina RgIA  Antagonista nicotínico  Antagonista  

α-conotoxina B-VxXXIVA  Antagonista nicotínico  Antagonista  

α-conotoxina Vc1.1  Antagonista nicotínico  Antagonista  

α-conotoxina GBIIIV Antagonista nicotínico  Antagonista 

Atropina  Antagonista muscarínico  Antagonista  

Serotonina  Agonista serotonérgico  Antagonista  

trimethyl serotonin iodide (5HTQ)  Agonista 5HT3  Antagonista  

ICS-205,930  Antagonista 5HT3  Antagonista  

Tropisetron  Antagonista 5HT3  Antagonista  

Ondansetron  Antagonista 5HT3  Antagonista  

MDL 72222  Antagonista 5HT3  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 Antagonista  

Cloroquina  Antimalárico  Antagonista  

Quinina  Antimalárico  Antagonista  

Quinidina  Antimalárico  Antagonista  

Neramexane  Antagonista de receptores de 
NMDA  

Antagonista  

Rianodina  Agonista de receptores de rianodina  Potenciador  

1-(m-chlorophenyl)biguadine Agonista 5HT3 Potenciador 

Acido Ascórbico  Vitamina C Potenciador 

Ca2+ Ion  Potenciador 

 

Tabla 1: Perfil farmacológico del receptor α9α10 (Ballestero et al., 2005;  Elgoyhen et al., 2001; 

Ellison et al., 2006; Gómez-Casati et al., 2005; Boffi et al., 2013; Christensen et al., 2015; Fisher 

et al., 2021; Lioudyno et al., 2002; McIntosh et al., 2005; Plazas et al., 2007 ; Weisstaub et al., 

2002; Yu et al., 2013; Zorrilla De San Martín et al., 2007;Lioudyno et al., 2002; Rothlin, et al., 

2003). 

2.3) Desensibilización del receptor α9 y α9α10 de mamíferos. 

En los nAChRs, existe el proceso de desensibilización del canal dependiente de ligando 

(Giniatullin et al., 2005). Se ha observado que, ante una aplicación constante del agonista, 

las corrientes disminuyen en amplitud y duración. Esto se debe al pasaje del receptor a un 

estado desensibilizado, de alta afinidad por el agonista, pero no conductor (Quick & 

Lester, 2002). A nivel microscópico, la desensibilización implica el aumento en la 

cantidad de receptores en estado no conductor (Quick & Lester, 2002). Los receptores α9 
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y α9α10 de rata difieren en su patrón de desensibilización (Elgoyhen et al., 2001) Mientras 

que el receptor α9 de rata no presenta desensibilización, manteniendo una amplitud de 

respuesta casi constante ante aplicaciones prolongadas del agonista, el receptor α9α10 de 

rata presenta una marcada desensibilización (Elgoyhen et al., 2001, Fig. 10). 

 
 

Figura 10: Perfil de desensibilización del receptor α9α10 y α9.  Respuestas a ACh, ya sea en 

presencia continua de agonista o después de repetidos pulsos con agonista (pulsos de 10 segundos 

con intervalos de 40 segundos). Receptor α9α10 (Superior) y α9 (Inferior). Adaptado de 

(Elgoyhen et al., 2001). 

2.4) Permeabilidad y modulación por Ca2+ del receptor α9 y α9α10 de mamíferos 

Los determinantes estructurales de la permeabilidad al Ca2+ de los nAChR se han 

asignado repetidamente a la región TM2 de la proteína, que pavimenta el poro del canal 

(como las posiciones -1´, 9´, 13´y 17´) (Bertrand et al., 1993; Corringer et al., 1999; 

Ferrer-Montiel & Montal, 1993; Fucile et al., 2000; Haghighi & Cooper, 2000; Tapia et 

al., 2007). Esto se deriva principalmente de estudios de mutagénesis en los que los 

aminoácidos se han mutado arbitrariamente para alterar la carga de la cadena lateral 

(Bertrand et al., 1993; Corringer et al., 1999; Ferrer-Montiel & Montal, 1993; Haghighi 

& Cooper, 2000; Tapia et al., 2007).  

 

Curiosamente, el nAChR α9α10 presenta diferencias en la permeabilidad al Ca2+ entre 

especies: el nAChR α9α10 de rata presenta una permeabilidad al Ca2+ alta (Lipovsek et 

al., 2012; Weisstaub et al., 2002) comparable a la de los receptores homéricos α9 y α7 

(Katz et al., 2000; Séguéla et al., 1993), mientras que el nAChR α9α10 de pollo presenta 

una permeabilidad al Ca2+ más reducida, similar a la de los nAChRs heteroméricos 
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neuronales α4β2 (Lipovsek et al., 2012). Estas diferencias muy probablemente deriven de 

la adquisición de sustituciones no sinónimas en la secuencia primaria en el clado que 

incluye a las subunidades α9 y α10 (Lipovsek et al., 2021; Marcovich et al., 2020). Con 

el objetivo de definir los determinantes moleculares responsables de la alta permeabilidad 

al calcio de los receptores α9α10 de mamíferos, Lipovsek y colaboradores (2014) 

realizaron estudios de evolución molecular a partir de la reconstrucción de las secuencias 

ancestrales, sumado a simulaciones de dinámica molecular (DM) en un modelo de 

homología del receptor α9α10 de rata, seguidos de experimentos de mutagénesis dirigida. 

Contrario a las expectativas, se ha establecido que los residuos responsables de la 

adquisición de la permeabilidad elevada al Ca2+ que presentan los receptores α9α10 de 

mamíferos se encuentran en el vestíbulo extracelular y a la salida del poro del canal de la 

subunidad α9, pero no en el segmento TM2 como fuera determinado para otros nAChRs 

(Lipovsek et al., 2014,  Fig.11). 

 

Figura 11: Estructura del nAChR Torpedo californica (2bg9; Unwin 2005) que muestra la 

ubicación homóloga de los sitios D110, S127 y A-24´ responsables de la alta permeabilidad al 

calcio en el receptor α9α10 de rata, Adaptado de (Lipovsek et al., 2014). 

 

Los iones Ca2+ extracelulares no solo permean a través del poro del canal, sino que 

también modulan la actividad de varios nAChR generales. Se ha demostrado que el Ca2+ 
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modula positivamente las corrientes macroscópicas de los nAChR neuronales debido a 

un efecto alostérico de este catión tras unirse a un sitio extracelular (Galzi et al., 1996; 

Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992). Como ya mencionamos en la sección “1.5.1”, el 

nAChR α9α10 de rata no sólo es permeable al Ca2+, sino también es regulado 

positivamente por este ion (Gómez-Casati et al., 2005; Weisstaub et al., 2002). En 

contraste, los receptores homoméricos α9 son permeables a este catión  pero sólo 

presentan un fenotipo de  bloqueo por Ca2+ extracelular (Katz et al., 2000).  

 

Estudios previos de Weisstaub y colaboradores (2002) demostraron que el receptor α9α10 

muestra un comportamiento bifásico de sus respuestas frente al Ca2+: a concentraciones 

micromolares de Ca2+ extracelular las respuestas evocadas por ACh se ven potenciadas, 

mientras que a concentraciones milimolares de este ion, solo está presente el bloqueo de 

las mismas (Fig. 12 A, panel izquierdo). Se ha observado que las corrientes de los 

receptores α9α10 son insignificantes en solución libre de Ca2+, mientras que éstas son 

potenciadas por concentraciones micromolares de Ca2+, llegando a su máximo en Ca2+ 

0.5 mM e inhibidas a concentraciones mayores de este ion (Weisstaub et al., 2002, Fig. 

12 B, panel izquierdo). Además, se ha determinado que, similar a lo reportado para otros 

nAChRs (Mulle et al., 1992), la potenciación del receptor α9α10 por Ca2+ es 

independiente del voltaje de la membrana (Weisstaub et al., 2002). Así, la comparación 

de las amplitudes de corriente obtenidas con Ca2+ 0.2 y 0.5 mM con respecto a las de Ca2+ 

0.1 mM en las curvas de corriente- voltaje (IV) indican que las respuestas se potencian 

en la misma medida a potenciales de membrana tanto negativos como positivos 

(Weisstaub et al., 2002, Fig. 12 B panel izquierdo). Como se ha propuesto para otros 

nAChRs (Eddins et al., 2002b; Galzi et al., 1996) la independencia de la potenciación con 

el voltaje indicaría que el Ca2+
 interacciona con sitios alostéricos extracelulares para 

modular el acople entre la unión del agonista y el gatillado  del canal (Eddins et al., 2002b; 

Galzi et al., 1996). Por otro lado, se ha observado un desplazamiento hacia la izquierda 

en la curva concentración-respuesta a ACh en los nAChRs α9α10 en presencia de Ca2+, 

demostrando que la potenciación por Ca2+ implica cambios en la afinidad aparente a la 

ACh (Gómez-Casati et al., 2005; Weisstaub et al., 2002).  

 

Por el contrario, experimentos realizados por Katz y colaboradores (2000) indican que el 

receptor homomérico α9 de rata no muestra potenciación por Ca2+ sino que sólo exhibe 

un efecto de bloqueo en presencia del mismo. Las respuestas evocadas por ACh en el 
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receptor α9 muestran una reducción de su amplitud a medida que aumenta la 

concentración de Ca2+ extracelular (Katz et al., 2000, Fig. 12 A, panel derecho). Estos 

estudios también comprobaron que la concentración de Ca2+ que produce un 50% del 

bloqueo de la respuesta (CI50) en el receptor α9 es de 0.10 ± 0.01 mM, (Katz et al., 2000). 

Este bloqueo por Ca2+ depende del voltaje de membrana, siendo más pronunciado a 

potenciales negativos que a potenciales positivos (Katz et al., 2000, Fig. 12 B, panel 

derecho). Esto sugiere que el o los sitios de acción del Ca2+
 en el proceso de bloqueo se 

encontrarían en el poro del canal, donde el cambio de potencial de la membrana puede 

tener algún efecto (Katz et al., 2000; Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992; Weisstaub 

et al., 2002). Es importante resaltar que, en el receptor homomérico α9, la mayor amplitud 

de corriente se da en ausencia de Ca+2, demostrando que la activación del receptor no 

requiere la presencia de este catión para tener su máxima eficacia, a diferencia del 

receptor α9α10 (Elgoyhen et al., 2001). 

 

Figura 12: Modulación diferencial de los nAChRs α9α10 y α9 por el Ca2+ extracelular. A- Arriba: 

Trazos representativos obtenidos con ACh 10 µM o 100 µM para los receptores α9α10 (izquierda) 

y α9 (derecha) a diferentes concentraciones de Ca2+. Abajo: Amplitudes de respuestas 

normalizadas a la respuesta en Ca2+ 1.8(α9α10) o 0(α9) mM de cada ovocito.  B- Curvas 

representativas I-V para α9α10 (izquierda) y para α9 (derecha) obtenidas mediante la aplicación 

de un protocolo de rampa de voltaje (-120 a +50, 2 seg). Datos adaptados de (Katz et al., 2000; 

Weisstaub et al., 2002). 
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Estos antecedentes de modulación diferencial por Ca2+ de las respuestas evocadas por 

ACh sugieren que es la subunidad α10 la que aporta determinantes estructurales al 

receptor heteromérico α9α10 responsables del fenotipo de potenciación a concentraciones 

micromolares de Ca2+ extracelular. En el presente proyecto trataremos de descubrir cuales 

son específicamente esos determinantes a partir de la generación de receptores quiméricos 

y mutantes. 

2.5) Rol fisiológico del nAChR α9α10 

Dado que el calcio modula las respuestas del nAChR α9α10 en el rango fisiológico y que 

es uno de los pocos PAMS conocidos para este receptor, se postula que moléculas 

pequeñas que actúen en forma similar a este catión podrían tener un uso 

farmacoterapéutico en aquellas funciones gobernadas por la activación de receptores 

α9α10 ( Elgoyhen, 2022), como describiré a continuación. 

 

La primera función caracterizada y la mejor conocida de los nAChR α9α10, es la que este 

receptor cumple en las células ciliadas mecanosensoriales del oído interno (Elgoyhen et 

al., 1994, 2001). Más aún, es sólo en estas células ciliadas en donde el nAChR α9α10 

cumple una función como canal iónico canónico in vivo. Por ese motivo, se ha propuesto 

nombrar a α9 y α10 como la rama de las subunidades de células ciliadas de nAChR 

(Marcovich et al., 2020). 

2.5.1) Sistema auditivo 

 

Los estímulos sonoros son transducidos en señales eléctricas en el oído interno, más 

precisamente en el órgano de Corti, dentro de la cóclea de mamíferos, por las células 

ciliadas internas (CCI) (Fig. 13). Las CCI transforman la información sonora en señales 

eléctricas, que viajan por el nervio auditivo hacia el SNC (Hudspeth, 1997). A diferencia 

de la vista, el tacto y otros sentidos, el procesamiento del sonido está modulado por 

señales eferentes que viajan en sentido inverso desde el cerebro hasta el oído interno 

(Guinan, 1996). Una pregunta fundamental en la neurociencia auditiva es qué papel juega 

la vía eferente en nuestra capacidad auditiva. Sabemos que este feedback, es llevado a 

cabo por el sistema eferente medial olivococlear (MOC) que termina en el órgano de Corti 

y hace sinapsis con las células ciliadas externas (CCE), las cuales están involucradas en 

la amplificación del estímulo sonoro (Fig. 13). Además, durante un período crítico previo 

a la audición, las neuronas MOC entran en contacto transitoriamente con las CCI. 
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En los mamíferos, luego del comienzo de la audición, las CCE son los principales actores 

que proporcionan la amplificación coclear a través de un proceso conocido como 

electromotilidad somática (Dallos, 2008), donde la hiperpolarización hace que la célula 

se expanda a lo largo de su eje longitudinal y la despolarización hace que se contraiga. La 

electromotilidad somática de los CCE, como base para la amplificación coclear, es una 

novedad en los mamíferos y está mediada por la proteína motora prestina (Franchini & 

Elgoyhen, 2006; Mount & Romero, 2004; Zheng et al., 2000).  

 

Es importante destacar que los fluidos del órgano de Corti cuentan con una composición 

iónica muy particular, que permite el correcto funcionamiento de las células ciliadas. La 

membrana apical de las células ciliadas se encuentra inmersa en la endolinfa, la cual 

contiene altas concentraciones de K+ (157 mmol/L) y una concentración crítica de Ca2+ 

(0,2 a 0,4 mmol/L). Por otro lado, la superficie basolateral de las células ciliadas, donde 

las terminaciones del nervio auditivo y las MOC hacen sinapsis, está expuesta a la 

perilinfa, que normalmente tiene 1,3 mmol/L de Ca2+ extracelular para apoyar la 

transmisión sináptica y alto contenido de Na+ para la generación del potencial de acción 

(Fettiplace, 2017, Fig.13). 

 

 
Figura 13: A- Esquema de la estructura anatómica del oído humano, en la que se aprecian el oído 

externo, medio e interno. B-. Representación de un corte transversal a nivel de la cóclea. Se 

diferencian tres conductos: las escalas vestibular y timpánica, que presentan un fluido rico en Na+ 

denominado perilinfa, y la escala media, que es un compartimiento lleno de un fluido enriquecido 

en K+ y denominado endolinfa. Entre la escala media y la escala timpánica se encuentra el órgano 

de Corti, el epitelio sensorial de los mamíferos. C- Esquema del órgano de Corti, en el que se 

señalan la membrana basilar, la membrana tectorial, las células ciliadas internas (CCI), las células 

ciliadas externas (CCE) y sus correspondientes estereocilios. Adaptado de (Frolenkov et al., 

2004). 
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2.5.2) El sistema eferente olivococlear medial 

 

En los mamíferos adultos, las neuronas olivococleares mediales hacen contactos 

sinápticos directos con la base de las CCE, el amplificador coclear, e inhiben la 

electromotilidad somática y, por lo tanto, la amplificación del sonido (Guinan, 1996). Las 

CCE expresan en su polo basal el receptor nicotínico α9α10, el cual es responsable de la 

neurotransmisión colinérgica eferente (Gómez-Casati et al., 2005). Esta sinapsis eferente 

olivococlear es inusual ya que a pesar de ser colinérgica y de involucrar un receptor 

nicotínico, es inhibitoria (Elgoyhen & Katz, 2012). Esto se debe a que la activación del 

receptor α9α10 permite la entrada de Ca2+ que, a su vez, activa un canal de K+ dependiente 

de Ca2+ de tipo SK2 (Fig. 14  A, B), causando una corriente saliente y la hiperpolarización 

de las células ciliadas externas (Elgoyhen & Katz, 2012) . 

 

 
Figura 14: A- El terminal eferente libera ACh que activa al nAChR α9α10. La entrada de Ca2+ a 

través del nAChR activa el canal de K+, dependiente de Ca2+ SK2, hiperpolarizando la célula 

ciliada B- Registro electrofisiológico de patch-clamp en configuración whole-cell que muestra la 

corriente registrada en las CCE frente a la estimulación de terminales eferentes (-70 mV). Se 

indica con una flecha la pequeña corriente entrante despolarizante (activación del nAChR), 

seguida de una corriente saliente larga hiperpolarizante (activación del SK2). Reproducido de 

(Ballestero et al., 2011). 

 

A pesar de que aún no se han elucidado completamente los roles fisiológicos de la 

inhibición eferente medial olivococlear, experimentos realizados en ratones 

genéticamente modificados han respaldado la participación del sistema eferente en el 

desarrollo de todo el circuito auditivo (Di Guilmi et al., 2019; Johnson et al., 2017; Wang 

et al., 2002; Wedemeyer et al., 2018) en la localización del sonido (Clause et al., 2017), 

en la supresión de los distractores auditivos durante la audición selectiva, en la atención 

a los estímulos visuales (Jorratt et al., 2017; Terreros et al., 2016), en la protección de la 

cóclea del daño producido por la exposición a sonidos intensos (Boero et al., 2018; 
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Taranda et al., 2009) y en la pérdida auditiva relacionada con la edad (presbiacusia)(Boero 

et al., 2020). 

2.5.3) Pérdida auditiva aguda y pérdida auditiva oculta  

 

Los cambios sociales están aumentando la exposición al ruido. A pesar de que la 

sensibilidad auditiva de cada individuo es diferente, una intensidad superior a 85 dB 

puede causar pérdida de audición. Los altos niveles de exposición al ruido generalmente 

provienen del ruido laboral (industrias) o del ruido recreativo (Fig. 15). La exposición a 

un sonido superior a 89 dB durante más de 5 horas a la semana puede generar daño 

auditivo permanente con el tiempo (Imam & Alam Hannan, 2017).  

 

 

Figura 15: Escala de intensidades sonoras (dB) que clasifica los sonidos del ambiente en 4 

categorías: hasta los 80 dB (verde), no hay ningún riesgo para el oído, cualquiera sea la duración 

de la exposición; de 80 a 90 dB (amarillo), se produce daño con exposiciones de muy larga 
duración; 90 a 115 dB (rojo), el oído está en peligro y cuanto más fuerte es el sonido más lesiones 

aparecerán en menos tiempo. Por encima de los 115 dB (marrón), ruidos durante tiempos muy 

breves provocan daños permanentes de forma inmediata (http://www.cochlea.org/es/ruido). 

 

La exposición a altas dosis de ruido a largo plazo o ruido de corta duración, pero a alta 

intensidad, puede causar una pérdida auditiva aguda e irreversible. La exposición al ruido 

a largo plazo puede conducir a la apoptosis continua de las células ciliadas y a la 

degeneración de las neuronas del ganglio espiral, lo que da como resultado la disminución 

http://www.cochlea.org/es/ruido
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de la tasa de discriminación del habla y un aumento del umbral auditivo permanente 

(Kujawa & Liberman, 2015, Fig. 16). Se sabe que la elevación en los umbrales auditivos 

es permanente debido a que las células ciliadas de los mamíferos, a diferencia del resto 

de los tetrápodos, no tienen capacidad de regeneración (Edge & Chen, 2008). Es común 

que con el correr del tiempo luego del trauma comiencen a surgir varias anomalías 

perceptivas, incluidos tinnitus e hiperacusia (Hashimoto et al., 2019).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Fotos de microscopia electrónica de barrido del epitelio sensorial coclear de antes (A) 

y después (B) del trauma acústico. En la cóclea normal, los estereocilios de una sola fila de células 

ciliadas internas (CCI) y de tres filas de células ciliadas externas (CCE) están presentes en una 

matriz ordenada. En la cóclea dañada, faltan células ciliadas y los estereocilios son anormales, lo 

que lleva a la pérdida de la audición. Adaptado de (Harrison, 2012). 

 

Algunas personas no tienen una pérdida auditiva evidente, pero les resulta difícil oír con 

claridad en entornos ruidosos, lo que se ha denominado “pérdida auditiva oculta” (HHL 

por sus siglas en inglés) (Plack et al., 2014). Es difícil que las pruebas auditivas regulares 

(como la audiometría de tonos puros) detecten el HHL, ya que ésta produce una elevación 

de umbrales en forma transitoria (TTS, por sus siglas en inglés).  En la etapa temprana de 

la pérdida auditiva inducida por ruido, el ruido puede causar cambios transitorios en las 

sinapsis que se encuentran entre las células ciliadas y las neuronas del ganglio espiral. La 

cantidad y calidad de las sinapsis disminuye significativamente después de la exposición 

al ruido. Aunque la audición puede recuperarse varios días después, la cantidad de 

sinapsis no se recupera por completo, fenómeno que comenzó a ser conocido también 

bajo el nombre de de-aferentación o sinaptopatía aferente (Liberman et al., 2015). 

 

 

CCI 

CCE 

A B 
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2.5.4) Presbiacusia 

 

La función auditiva disminuye con la edad e incluye el aumento del umbral auditivo y la 

disminución en discriminación del habla y el procesamiento auditivo, especialmente en 

entornos ruidosos (Gordon-Salant, 2005). A este proceso se lo denomina presbiacusia y 

pueden estar involucrados tanto factores genéticos como ambientales. Siempre se creyó 

que la disminución del umbral de sensibilidad se debe principalmente a la pérdida de 

células ciliadas. Sin embargo, un trabajo en roedores ha demostrado que el 

envejecimiento sináptico es un contribuyente clave a la disminución del rendimiento 

auditivo de los oyentes que envejecen (Sergeyenko et al., 2013) La pérdida de fibras 

aferentes de tipo I sigue a la pérdida sináptica, con un retraso de varios meses (Sergeyenko 

et al., 2013). Es muy probable que este mismo envejecimiento sináptico ocurra en 

humanos, como se evidencia en un trabajo realizado en cócleas humanas post-mortem 

(Viana et al., 2015).  

2.5.5) Rol del receptor α9α10 en la protección de la pérdida auditiva. 

 

Estudios en el sistema de expresión heteróloga en ovocitos de Xenopus laevis revelaron 

que una mutación puntual (L9’T) en el TM2 de la subunidad α9, dan lugar al ensamblaje 

de receptores colinérgicos α9α10 con una mayor afinidad aparente por la ACh, una menor 

tasa de desensibilización y un incremento en el tiempo promedio de apertura del canal 

(Plazas et al., 2005a). Estos resultados llevaron a la generación de un ratón knock-in que 

alberga esta mutación y que tiene un sistema eferente olivococlear con una actividad 

exacerbada (Murthy et al., 2009; Taranda et al., 2009; Wedemeyer et al., 2018).  

 

Estudios recientes demostraron que estos ratones knock-in poseen mayor resistencia a la 

pérdida auditiva oculta y tienen una presbiacusia retrasada (Boero et al., 2018, 2020). 

Estos resultados han llevado a postular que el desarrollo de PAMS del nAChR α9α10 , 

podrían ser utilizados tanto en el trauma producido por sonidos intensos, como en el 

enlentecimiento del desarrollo de la presbiacusia (Elgoyhen et al., 2009). Dado que el 

Ca2+ es un PAM del receptor α9α10, la determinación de los determinantes moleculares 

que definen su modalidad de acción podría contribuir al desarrollo racional de 

moduladores positivos de este receptor. 
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1) Biología molecular  

 

1.1) Generación de subunidades quiméricas. 

 

Con el objetivo de caracterizar los determinantes estructurales responsables de la 

potenciación por calcio extracelular del receptor α9α10, empleamos la estrategia de la 

construcción de subunidades quiméricas de la subunidad α10. Para ello se procedió a 

intercambiar secuencialmente las regiones aminoacídicas de la subunidad α10 (azul) por 

las correspondientes regiones de la subunidad α9 (rojo), como se explica en la Figura 17. 

 

Figura 17: Esquema del diseño de subunidades quiméricas. La región de aminoácidos de la 

subunidad α10 (azul) fueron intercambiados secuencialmente por las regiones correspondientes de 

la subunidad α9 (rojo) : α10α9Nt, dominio del N-terminal ; α10α9Nt–loopTM1TM2, dominio N-terminal 

más el TM1 y el loop intracelular  TM1-TM2; α10α9Nt–TM2, igual que α10α9Nt–loopTM1TM2 más el TM2; 

α10α9Nt–loopTM2TM3, igual que α10α9Nt–TM2 más el loop TM2-TM3; α10α9extra,  dominio N-terminal más 

el loop extracelular  TM2-TM3; α10α9loopTM2-TM3, el loop extracelular TM2-TM3.  

 

 

También, generamos la quimera α9α10loopTM2-TM3, donde se procedió a intercambiar el loop 

TM2-TM3 de la subunidad α9 (rojo) por las correspondientes regiones de la subunidad α10 

(azul). 
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En la tabla 2 se resumen los sitios mutados y los primers utilizados para la construcción 

de las quimeras.  

Quimera Primer Secuencia (5’-3’) 

 Gem1 GGGCGAATTAATTCGAGCTC 

 Gem2 GCTATGACCATGATTACGCC 

α10 α9Nt                       α101fw caccttcactctccttctgaagCGCCGCGCTGCAGCCTACGTGTG 

 α101rv CACACGTAGGCTGCAGCGCGGCGcttcagaaggagagtgaaggtg 

α10α9Nt–

loopTM1TM2      

α102fw CCCAGCTGCCTCTGGGGAGAAGgtgtctctgggcgtcaccgtgctcctgg 

 α102rv tgacgcccagagacaccttctccccAGAGGCAGCTGGGAGATAGAAAT

CTC 
α109Nt–

loopTM2TM3 

α103fw gagatcatgccagcctcagaaaatGTGCCACTCATCGGAAAGTACTAT

ATG 

 α103rv CATATAGTACTTTCCGATGAGTGGCACattttctgaggctggcatgat

ctc 
α10 α9Nt–TM2                 α104fw CTAATGGTGGCAGAGAGCATGCCACCTGCAGAAAGTGT

TCC 
 α104rv GGAACACTTTCTGCAGGTGGCATGCTCTCTGCCACCATT

AG 
α10α9extra α10χ(N-ter) GGGCAGCAGGAGGTTGACGATGTAGAATGAAGAGCGGC

GCTTCAG 
 α10χ(TM2-TM3) GGCATGCTCTCGGCCACCATCAGCT 

 α10SIPAfw GATCCTGGCCGAGATCATGCCAGCTTCAGAGAATGTGC 

 α10SIPArv GCACATTCTCTGAAGCTGGCATGATCTCGGCCAGGATC 

α10α9loopTM2-

TM3 

α105fw GCTGATCCTGGCCGAGATCATGCCAGCTTCAGAGAATGT

GCCACT    

 α105rv AGTGGCACATTCTCTGAAGCTGGCATGATCTCGGCCAGG

ATCAGC 

 α95fw CAGAGGGACACTTTCTGCGGGTGGCATGCTCTCTGCCAC

CATTAGCTG α9α10loopTM2-

TM3 

 α95rv CAGCTAATGGTGGCAGAGAGCATGCCACCCGCAGAAAG

TGTCCCTCTG 

 
Tabla 2: Primers utilizados para la generación de subunidades quiméricas. En mayúscula la 

secuencia que corresponde a α9 y en minúscula la secuencia corresponde a α10. Las letras en 

negrita son mutaciones introducidas en la secuencia. 

1.1.1) Quimera α10 α9Nt 

 

La subunidad quimérica α10α9Nt fue producida mediante el método de PCR de fusión 

(Szewczyk et al., 2006). Brevemente se realizaron tres reacciones de PCR empleando la 

enzima ADN polimerasa Deep Vent (New England Biolab inc, Ipswich, MA, USA) y los 

primers listados en la tabla 2. El fragmento de ADN que codifica para el dominio N-
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terminal de la subunidad α10 fue reemplazado por la secuencia de ADN que codifica para 

el dominio N-terminal α9. 

 

La secuencia de ADN del dominio N-terminal α9 se amplificó a partir del constructo 

α9pGEMHE utilizando los primers Gem1 y α101rv, y la secuencia de ADN de la subunidad 

α10 desde el TM1 al dominio C-terminal se amplificó a partir de un constructo α10pSGEM 

utilizando los primers α101fw y Gem2. 

Protocolo: 

La primera reacción de PCR involucró el vector α9pGEMHE como templado y los primers 

Gem1 y α101rv, utilizando el siguiente programa: 

1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 1 minuto  

3- 68ºC 1 minuto  

4- 72ºC 1 minuto  

5- ir al paso 2, 30 veces  

6- 72ºC 10 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

La segunda reacción de PCR involucró el vector α10pSGEM como templado y los primers 

α101fw y Gem2, utilizando el siguiente programa: 

1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 1 minuto  

3- 60ºC 1 minuto  

4- 72ºC 1,5 minuto  

5- ir al paso 2, 30 veces  

6- 72ºC 10 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

Para la tercera reacción se emplearon los productos de la primera y segunda PCR como 

templados, previamente purificados con el kit de extracción de gel Qiaex I, y los primers 

Gem1y Gem2, siguiendo el siguiente programa: 

1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 1 minuto  

3- 66ºC 1 minuto  

4- 72ºC 1,5 minuto  

5- ir al paso 2, 30 veces  

6- 72ºC 10 minutos  

7- 15ºC sostenido 
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El producto de la tercera reacción fue clonado en un vector pSGEM previamente 

linealizado con la enzima EcoRV. La presencia del ADNc dentro del vector pSGEM, con 

la orientación correcta, fue analizada mediante mapeo de restricción y secuenciación 

(Macrogen, Seul, Korea). 

1.1.2) Quimera α10α9Nt–loopTM1TM2 

 

La quimera α10α9Nt–loopTM1TM2 también se generó en tres pasos de PCR empleando los 

primers de la tabla 2 y la enzima ADN polimerasa Deep Vent (New England Biolab inc, 

Ipswich, MA, USA). La secuencia de ADN que codifica el dominio N-terminal, el TM1 

y el loop TM1-TM2 de la subunidad α10 fue reemplazada por sus regiones 

correspondientes de la subunidad α9. La secuencia de ADN del dominio N-terminal de 

α9 hasta el loop TM1-TM2 se amplificó a partir del vector α9pGEMHE utilizando los 

primers Gem1 y α102rv, y la secuencia de ADN de la subunidad α10 del TM2 al dominio 

C-terminal se amplificó a partir del vector α10pSGEM utilizando los primers α102fw y 

Gem2. 

 

Protocolo: 

 

La primera reacción de PCR involucró el vector α9pGEMHE como templado y los primers 

Gem1 y α102rv, utilizando el siguiente programa: 

1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 1 minuto  

3- 68ºC 1 minuto  

4- 72ºC 1,5 minuto  

5- ir al paso 2, 7 veces  

6- 95ºC 1 minutos  

7- 45ºC 30 segundos 

8- 45ºC 1,5 minutos 

9- ir al paso 6, 26 veces  

10- 75ºC 10 minutos 

11- 15ºC sostenido 

 

La segunda reacción de PCR involucró el vector α10pSGEM como templado y los primers 

α102fw y Gem2, siguiendo el mismo programa de la primera PCR del protocolo. 

La tercera reacción de PCR empleó los productos de la primer y segunda PCR como 

templados previamente purificados con el kit de extracción de gel Qiaex I y los primers 

Gem1y Gem2, utilizando el siguiente programa: 
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1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 1 minuto  

3- 66.8ºC 1 minuto  

4- 72ºC 1,5 minuto  

5- ir al paso 2, 30 veces  

6- 72ºC 10 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

Al igual que en la quimera anterior el producto de la tercera reacción fue clonado en el 

vector pSGEM previamente linealizado con la enzima EcoRV. La presencia del ADNc 

dentro del vector fue analizada mediante secuenciación (Macrogen, Seul, Korea). 

1.1.3) Quimera α10α9Nt–loopTM2TM3 

 

La quimera α10α9Nt–loopTM2TM3 se generó también en tres pasos. La secuencia de ADN del 

dominio N-terminal, el TM1, el loop TM1-TM2, el TM2 hasta el loop TM2-TM3 de la 

subunidad α10 fue reemplazada por sus regiones correspondientes de la subunidad α9, por 

PCR de fusión. Se amplificó la secuencia de ADN del dominio α9 N-terminal hasta el loop 

TM2-TM3 a partir de una construcción α9 pGEMHE utilizando los primers Gem1 y 

α103rv, y la secuencia de ADN de la subunidad α10 del TM3 al dominio C-terminal a partir 

de una construcción α10 pSGEM utilizando los primers α103fw y Gem2.  

 

Protocolo: 

 

La primera reacción de PCR involucró el vector α9pGEMHE como templado y los primers 

Gem1 y α103rv, utilizando el siguiente programa: 

1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 30 segundos  

3- 70ºC 30 segundos  

4- 72ºC 1,5 minuto  

5- ir al paso 2, 10 veces  

6- 94ºC 30 segundos  

7- 65ºC 30 segundos 

8- 72ºC 1,5 minutos 

9- ir al paso 6, 29 veces  

10- 72ºC 10 minutos 

11- 15ºC sostenido 

 

La segunda reacción de PCR involucró el vector α10pSGEM, como templado y los primers 

α103fw y Gem2, siguiendo el mismo programa de la primera PCR. 
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La tercera reacción de PCR empleó los productos de la primer y segunda PCR como 

templados previamente purificados con el kit de extracción de gel Qiaex I y los primers 

Gem1y Gem2, utilizando el siguiente programa: 

 

1- 95ºC 5 minutos  

2- 95ºC 30 segundos  

3- 58.4ºC 30 segundos  

4- 72ºC 2,5 minuto  

5- ir al paso 2, 32 veces  

6- 72ºC 10 minutos 

7- 15ºC sostenido 

 

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

linealizado con la enzima EcoRV, al igual que las quimeras anteriores. La presencia del 

ADNc dentro del vector fue analizado mediante secuenciación (Macrogen, Seul, Korea). 

1.1.4) Quimera α10α9Nt–TM2 

 

En la construcción de la quimera α10α9Nt–TM2 se utilizó un enfoque metodológico 

diferente. La quimera α10α9Nt–loopTM2TM3 fue utilizada como templado para realizar 

mutaciones puntuales con el fin de restaurar el loop TM2-TM3 de la subunidad α10. Estas 

mutaciones se realizaron por PCR utilizando los primers de la tabla 2 y la enzima 

polimerasa Pfu platinum. Para la reacción de mutagénesis dirigida se ensamblaron los 

siguientes componentes. 

 

Componentes     Volumen(ul) 

Buffer 10X                                    

AND Templado                             

Primer sentido (50 ng/μl)               

Primer antisentido (50 ng/μl)         

dNTPSmix                                      

H2O   

Pfu platinum                                                                                

5 

1 

1 

1 

1 

41 

1   

 

 

Utilizamos como templado ADN plasmídico conteniendo el ADNc codificante para la 

subunidad quimérica α10α9Nt–loopTM2TM3 y los primers α104fw y α104rv. Empleamos el 

siguiente programa: 
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1- 95ºC 1 minuto  

2- 95ºC 30 minutos  

3- 50.1ºC 1 minuto  

4- 68ºC 10 minutos  

5- Ir al paso 2, 25 veces  

6- 68ºC 10 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

Los productos de las amplificaciones fueron digeridos con la enzima de restricción DpnI. 

Esta enzima corta específicamente ADN metilado. De esta forma, se digieren las cadenas 

parentales, conservando solamente las portadoras de la mutación. El producto de la 

digestión 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 purificó ADN plasmídico utilizando el kit Wizard Plus SVMinipreps ADN 

Purification System (Promega, Madison, WI, USA). Para confirmar la incorporación de 

la mutación (y corroborar la ausencia de posibles errores introducidos por la polimerasa 

en la amplificación) los productos de la mutagénesis fueron secuenciados (Macrogen, 

Seul, Korea). 

1.1.5) Quimera α10α9extra 

 

Para la quimera α10α9extra, se intercambió todo el dominio extracelular de la subunidad 

α10 por el de la subunidad α9. Para producir la primera parte de la quimera α10α9extra, 

utilizamos el kit de mutagénesis dirigida a sitios múltiples QuikChange® (Stratagene, La 

Jolla, CA, EE. UU.). En este paso, usamos como templado el ADNc para la subunidad 

quimérica α10α9Nt, los primers α10χ(N-termTM1) y α10χ(TM2-TM3) para producir la 

conversión del pre-TM1 y parte del loop TM2-TM3 de la subunidad α10. Para la reacción 

se ensamblaron los siguientes componentes. 

 

Componentes     Volumen(ul) 

10× QuikChange Multi reaction buffer       

AND Templado                             

Primer antisentido (50 ng/μl)         

dNTPSmix                                      

H2O   

Quick change Multienzime blend                               

5 

1 

1 

1 

14.5 

1   
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El protocolo de amplificación, implementado en un termociclador MJ Research PTC-

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

 

1- 95ºC 1 minuto  

2- 95ºC 1 minuto  

3- 60ºC 1 minuto  

4- 65ºC 5 minutos  

5- Ir al paso 2, 30 veces  

6- 65ºC 10 minutos  

7- 15ºC sostenido 
 

En un segundo paso, realizamos mutaciones puntuales para completar la transformación 

de todo el loop TM2-TM3 de la quimera a la secuencia α9 correspondiente. Estas 

mutaciones se realizaron mediante PCR utilizando como templado el plásmido con las 

mutaciones incorporadas en el primer paso y los primers a10SIPAfw y a10SIPArv. Para 

la reacción se ensamblaron los siguientes componentes. 

 

Componentes     Volumen(ul) 

Buffer 10X                                               

50mM Mg SO4                                          

Templado (130ng)                                     

Primer fw (50ng/ul)  1/50                           

Primer RV (50ng/ul)  1/50                          

Dntp mix    2,5mM                                     

Enhancer                                                     

H2O                                                            

Enzima platinum pfx                                   

10 

1 

1.5 

2 

2 

2   

5 

26.1 

0.4 

 
 

El protocolo de amplificación, implementado en el termociclador fue el siguiente: 

 

1- 95ºC 1 minutos  

2- 95ºC 30 segundos  

3- 55ºC 1 minuto  

4- 68ºC 5 minuto  

5- ir al paso 2, 25 veces  

6- 68ºC 5 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

Nuevamente, los productos de las amplificaciones de ambos pasos fueron digeridos con 

la enzima de restricción DpnI y el producto de la digestión fue utilizado para transformar 

bacterias. Se crecieron cultivos a partir de las colonias obtenidas y se purificó ADN 
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plasmídico Se confirmó la incorporación de las mutaciones secuenciando los plásmidos 

producidos (Macrogen, Seul, Korea).  

1.1.6) Quimera α10α9loopTM2TM3 

 

Generamos la quimera α10α9loopTM2TM3 donde sólo reemplazamos el loop TM2-TM3 de la 

subunidad α10. Produjimos esta quimera por mutaciones puntuales dirigidas sobre la 

subunidad α10. Realizamos la reacción de PCR utilizando un constructo α10psGEM 

como templado y los primers α105fw, α105rv. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo 

empleando los siguientes protocolos: 

 

Componentes     Volumen(ul) 

Buffer 10X                                               

50mM Mg SO4                                          

Templado (106 ng)   1/3                                  

Primer fw (50ng/ul)  1/50                           

Primer RV (50ng/ul)  1/50                          

Dntp mix    2,5mM                                     

Enhancer                                                     

H2O                                                            

Enzima platinum pfx                                   

5 

1 

1 

1.2 

1.2 

6  

5 

29.2 

0.4 

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MultiGene 60 OptiMaxTM 

Thermal Cycler (Labnet International Inc. Edison, NJ, USA) empleando el siguiente 

protocolo de ciclado: 

1- 95ºC 1 minutos  

2- 95ºC 30 segundos  

3- 55ºC 1 minuto  

4- 68ºC 5  minuto  

5- ir al paso 2, 25 veces  

6- 68ºC 5 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

Para la posterior preparación y amplificación de la quimera se utilizó el mismo protocolo 

que la quimera anterior y se procedió a confirmar la incorporación de las mutaciones 

secuenciando los plásmidos producidos.  
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1.1.7) Quimera α9α10loopTM2TM3 

 

Finalmente, generamos la quimera α9α10loopTM2TM3 donde sólo reemplazamos el loop 

TM2-TM3 de la subunidad α9. Produjimos esta quimera por mutaciones puntuales 

dirigidas sobre la subunidad α9. Realizamos la reacción de PCR utilizando un constructo 

α9pGEMHE como templado y los primers α95fw, α95rv. Las reacciones de PCR se 

llevaron a cabo empleando el mismo protocolo que para la quimera α10α9loopTM2TM3. 

1.2) Mutagénesis dirigida  

Basándonos en estudios previos del receptor nicotínico α7 que postularon a los 

aminoácidos E44 y E172 como posibles sitios de unión a calcio involucrados en la 

potenciación (Galzi et al. 1996), realizamos mutagénesis dirigida en residuos equivalentes 

de la subunidad α9 y α10 para eliminar su carga, convirtiendo al aminoácido ácido 

glutámico (E) en una glutamina (Q).  

 

  Mutantes Primer                 Secuencia (5’-3’) 

α10 E44Q α10 E44Q fw GCACCTGGTTCCGCTGATCCATATCAATGATCTG

AGACAAT 

            α10 E44Q rV ATTGTCTCAGATCATTGATATGGATCAGCGGAACCA

GGTGC 

α10 E172Q α10 E172Q fw GCCGACTTCGTGGAGAACGTTCAATGGCGGGTGCTG

GGC 
 α10 E172Q rv GCCCAGCACCCGCCATTGAACGTTCTCCACGAAGTC

GGC 

α9 E44Q α9 E44Q fw GGACATGGACGGGAGAAACCAGATTC 
 

  α9 E44Q rV GAATCTGGTTTCCCTCGTCCATGTCC 

 

α9 E172Q α9 E172Q fw TGAAGATGTGGGATGGGAGGTCC 

 

 α9 E172Q rv GGACCTCCCATCCCACATCTTCA 

 

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

resaltan en negrita. 

 

Las subunidades mutantes α9E44Q, α9E172Q, α10E44Q y α10E172Q, se prepararon 

mediante PCR (MultiGene 60 OptiMaxTM Thermal Cycler - Labnet International Inc. 

Edison, NJ) utilizando los primers que se observan en la tabla 3. Para cada reacción, se 

mezclaron los siguientes componentes. 
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Componentes     Volumen(ul) 

Buffer 10X                                               

50mM Mg SO4   

α9 / α10 (57 ng)                                                                          

Primer fw (50ng/ul)  1/50                           

Primer RV (50ng/ul)  1/50                          

Dntp mix    2,5mM                                     

Enhancer                                                     

H2O                                                            

Enzima platinum pfx                                   

10 

1 

4 

2 

2 

2  

5 

23.6 

0.4 

 

Como ADN templado se utilizó el plásmido que contiene el ADNc la subunidad α9 o la 

de α10. Empleamos el siguiente protocolo de amplificación para cada par de primers. 

                                                         

1- 95ºC 1 minutos  

2- 95ºC 30 segundos  

3- 60ºC1 minuto  

4- 68ºC 5 minuto  

5- ir al paso 2, 30 veces  

6- 68ºC 5 minutos  

7- 15ºC sostenido 

 

Al igual que los protocolos anteriores de mutagénesis dirigida, el producto de PCR fue 

tratado con la enzima DpnI para su posterior transformación en bacterias electro 

competentes. El ADN plasmídico fue purificado y la incorporación de sus mutaciones fue 

verificada a través de secuenciación (Macrogen, Seúl, Korea).  

 

2) Electrofisiología 

 

2.1) Expresión de receptores nicotínicos recombinantes en ovocitos de Xenopus laevis 

 

El ADNc codificante para la subunidad α9 de rata fue subclonado en el vector pGEM-

HE. Este vector posee los segmentos 5’-UTR y 3’-UTR del gen de β-globina de X. laevis. 

El ADNc codificante para la subunidad α10 de rata fue subclonado en el vector pSGEM. 

Este vector es un derivado del pGEM-HE con el agregado del sitio de clonado múltiple 

del vector pBlueScript (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.). Todos estos 

vectores presentan un promotor de T7 río arriba del sitio de clonado en donde fueron 

insertados los ADNc de forma direccionada para permitir su transcripción en orientación 

sentido.  
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Los ADNc contenidos en el plásmido pSGEM o pGEMHE fueron linealizados con la 

enzima de restricción NheI, Los productos de las digestiones fueron purificados con el kit 

PureLink PCR Purification (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Alemania). La 

concentración de los plásmidos linealizados se determinó mediante comparación con el 

marcador de masa 1 kb ladder (Invitrogen, Life Technologies, Argentina) en geles de 

agarosa al 1%. Los plásmidos linealizados fueron utilizados como templado para la 

síntesis in vitro de ARNc mediante el kit RiboMAX™ Large Scale RNA Production 

System (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Las reacciones de transcripción se realizaron 

en presencia de un análogo del cap, Me7G(5’)ppp(5’)G (Promega, Madison, WI, 

EE.UU.), en proporción 4:1 con respecto al GTP. Los ARNc obtenidos fueron 

cuantificados en geles de agarosa 1% y utilizados para la microinyección de ovocitos de 

Xenopus.   

1.2.1) Obtención de ovocitos de Xenopus  

 

Se utilizaron hembras de Xenopus laevis obtenidas comercialmente (Nasco, Modesto, 

CA, EE.UU.). Se mantuvieron en un bioterio adecuado, de ambiente controlado (16-

18ºC), con un régimen de 12hs luz/12hs oscuridad, en grupos de dos, en recipientes de 10 

litros con agua limpia sin cloro, y alimentadas semanalmente. Para la obtención de los 

ovocitos, las ranas fueron anestesiadas con 1 g/ml del etil ester del ácido 3-aminobenzoico 

(Sigma-Aldrich, Argentina) disuelto en el agua. Mediante una pequeña incisión en el 

abdomen, se les extrajeron lóbulos del ovario. Los ovocitos maduros fueron parcialmente 

separados bajo lupa con ayuda de pinzas y luego tratados con una solución de colagenasa 

tipo I 2 mg/ml (Worthington Biochem Corp. Lakewood, NJ, EE.UU.), disuelta en una 

solución salina sin Ca2+ de la siguiente composición (en mM): NaCl 96, KCl 2, HEPES 

5, MgCl2 5, pH 7.6, con agitación lenta para remover la capa folicular durante 3 horas. 

Luego, los ovocitos fueron lavados varias veces con la misma solución para eliminar los 

restos de colagenasa. Ovocitos de estadíos maduros (estadíos V y VI) fueron 

seleccionados bajo lupa de acuerdo a su tamaño y apariencia y los restos de epitelio 

ovárico fueron removidos manualmente, con pinzas de disección. Luego se los mantuvo 

a 18ºC en una solución salina normal (en mM): NaCl 88, Ca (NO3)2 0.33, CaCl2 0.41, 

KCl 1, MgSO4 0.82, NaHCO3 2.4, HEPES 10 y los antibióticos gentamicina y 

tetraciclina a una concentración de 50 μg/ml, pH 7.6.  
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1.2.2) Inyección de ovocitos de Xenopus laevis 

 

Los ovocitos seleccionados fueron inyectados dentro de las 24 hs posteriores a su 

extracción. La inyección del ARNc se realizó utilizando un microinyector automático 

(Drummond Scientific Company, Broomall, PA, E.E.U.U) y capilares de vidrio 

(Drummond Scientific Company, Broomall, PA, E.E.U.U.), estirados por calor utilizando 

un estirador de pipetas modelo PB-7 (Narishige Co. Ltd, Tokio, Japón). Las pipetas se 

llenaron con aceite mineral y en su extremo se cargaron con 2-4 μl de solución de ARNc. 

Los ovocitos se colocaron en una caja de Petri cuyo fondo posee una membrana de 

polietileno enrejada que limita su movimiento y se inyectaron individualmente. Para 

estudiar las propiedades de los distintos receptores, se inyectó 0.01-1 ng (50 nl) del ARNc 

correspondiente. Para estudiar receptores heteroméricos, los ovocitos fueron inyectados 

con ARNc conteniendo cantidades equimolares de las subunidades recombinantes α9 de 

rata en conjunto con las subunidades quiméricas o las subunidades mutantes dependiendo 

del experimento.  

2.2) Registros electrofisiológicos  

Dos a siete días luego de la inyección, se evaluaron las propiedades de los receptores 

recombinantes expresados por los ovocitos mediante la técnica de fijación de voltaje con 

dos microelectrodos (Fig. 18) (two-electrode voltage-clamp). Se utilizaron micropipetas 

de vidrio (resistencia ~1-2 MΩ) estiradas por calor con un estirador de pipetas modelo 

PB-7 (Narishige Co. Ltd, Tokio, Japón). Las mismas fueron llenadas con una solución de 

KCl 3M. Los electrodos de registro de Ag/AgCl, insertos en las micropipetas, se 

conectaron a los cabezales de un amplificador Geneclamp 500 (Molecular Devices Inc). 

Cada cabezal se acopló a un micromanipulador para el posicionamiento fino de los 

electrodos. La preparación fue llevada a tierra utilizando un alambre de Ag/AgCl 

(electrodo de referencia) sumergido en una solución de KCl 3M conectada al baño a través 

de un puente de KCl-agar. La generación de protocolos de voltaje y la adquisición de 

datos se realizaron mediante una tarjeta analógico-digital Digidata 1200 (Molecular 

Devices Inc) y el programa pClamp 7.0 (Molecular Devices Inc). A menos que se 

especifique, todos los registros se realizaron a un potencial de sostén de –70 mV o -90mV. 

Durante los registros electrofisiológicos, los ovocitos fueron sometidos a un flujo 

continuo (~10 ml/min) de solución de Ringer (en mM): NaCl 115, KCl 2.5, CaCl2 1.8 y 
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HEPES 10, pH 7.2. En todos los casos la ACh fue añadida al baño, diluida en la solución 

de perfusión, a partir de soluciones madre de una concentración 100 mM. Los lavados 

entre aplicaciones de drogas se realizaron mediante la perfusión continua de solución de 

Ringer durante 3 min para evitar la desensibilización de los receptores.  

 

 
 

Figura 18: Representación de la inyección del ARNc y la técnica de fijación del voltaje con 

dos microelectrodos en el ovocito de X. laevis. Inyección del ARNc en el ovocito para luego de 

2 a 4 días realizar los registros de fijación del voltaje.  Debido al gran tamaño del ovocito y al 

tamaño de las corrientes que se generan a través de los canales expresados de manera heteróloga, 

se requieren dos electrodos, uno para censar cambios en el voltaje (electrodo de voltaje) y otro 

para inyectar corriente (electrodo de registro).  El electrodo de referencia es utilizado para llevar 

la preparación a tierra y cerrar el circuito eléctrico.  

 

Los ovocitos poseen canales endógenos de cloruro activables por Ca2+ (IClCa) (Boton et 

al., 1989; Miledi & Parker, 1984). Para minimizar la activación de estos canales, en 

respuesta a la entrada de Ca2+ a través de los receptores recombinantes, los ovocitos 

fueron incubados en presencia del quelante de Ca2+ capaz de atravesar la membrana 

BAPTA-AM (acetoximetilester del ácido 1,2-bis (2-aminofenoxi) etano-N, N, N”, N”-

tetra acético) en concentración 100 μM, durante las 3 horas previas a los registros 

electrofisiológicos. Una vez dentro del ovocito, este compuesto es escindido por las 

esterasas endógenas pasando a su forma ácida, lo cual impide que vuelva a atravesar la 

membrana plasmática. En los experimentos que se utilizaron soluciones extracelulares 

conteniendo concentraciones muy bajas de Ca2+, se emplearon ovocitos inyectados con 

7.5 ng de un oligonucleótido (5”-GCTTTAGTAATTCCCATCGTCCCATGTTTC- 3”) 

antisentido del ARN mensajero de conexina 38  (Ebihara, 1996; Katz et al., 2000; V 
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Gerzanich et al., 1994) para minimizar la activación de las corrientes catiónicas no 

selectivas a través de los canales hemigap junction del oocito, activadas por la 

disminución de la concentración de iones divalentes extracelulares.  

2.2.1) Curvas concentración – respuesta  

 

Las curvas de concentración-respuesta se obtuvieron normalizando las amplitudes de las 

respuestas obtenidas en las diferentes concentraciones de ACh a la respuesta máxima al 

agonista en cada ovocito. Se graficaron las medias ± los errores estándar de las medias 

(SEM) de todos los ovocitos ensayados. Los datos experimentales fueron ajustados a la 

ecuación empírica de Hill:    

 
𝐼

𝐼 𝑚𝑎𝑥
=

𝐴𝑛𝐻

𝐴𝑛𝐻 + 𝐶𝐸50
𝑛𝐻 

 

donde I es la amplitud de la corriente producida por el agonista a una concentración A; 

Imax es la amplitud de la corriente máxima producida por una concentración saturante 

del agonista; CE50 es la concentración de agonista que produce el 50% de la respuesta 

máxima y nH es el coeficiente de Hill. 

 

2.2.2) Curvas inhibición – respuesta  

 

Para evaluar la concentración inhibitoria 50 (CI50) del bloqueo por Ca2+ en el receptor α9, 

los receptores quiméricos (α9α10α9Nt-loopTM2TM3, α9α10α9extra, α9α10α9loopTM2TM3) y en los 

receptores con mutaciones puntuales (α9α10E44Q y α9α10E172Q), se normalizaron las 

amplitudes de las respuestas obtenidas en las distintas concentraciones de Ca2+ a la 

amplitud obtenida en Ca 0 nominal (0.01 mM) para cada ovocito. Se promediaron los 

valores obtenidos para los diferentes ovocitos.  

 

Las curvas de inhibición por Ca2+ extracelular fueron calculados con la siguiente fórmula: 

 

100𝑋 
𝐼

𝐼𝑚𝑎𝑥
=

100

(1 + 10(𝑙𝑜𝑔𝐶𝐼50−𝑋)𝑛𝐻 )
 

 

donde I es la corriente obtenida a las diferentes concentraciones de Ca2+ extracelulares, 

Imax es la corriente obtenida a una concentración de 0.01 mM de Ca2+, X es el logaritmo 
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de la concentración de Ca2+ y nH es el coeficiente de Hill. Se obtuvieron los valores de 

CI50 para cada ovocito y luego se promediaron. Los datos se presentan como media ± 

SEM. La significación estadística se evaluó mediante la prueba t de Student (muestras no 

pareadas de dos colas). Los valores de p=0.05 se consideraron estadísticamente 

significativos. 

2.2.3) Evaluación de la modulación por Ca2+ extracelular  

 

El efecto del Ca2+ extracelular sobre las respuestas a ACh se analizó midiendo las 

amplitudes de respuesta a ACh 10 – 100 μM al variar la concentración de Ca2+ 

extracelular de 0 nominal a 3 mM, en una solución salina normal. Los valores de las 

amplitudes obtenidos para cada concentración fueron normalizados a la amplitud 

obtenida en Ca2+ 1.8 mM.  

 

Para evaluar la dependencia del voltaje de la modulación por Ca2+ extracelular de los 

distintos receptores recombinantes se realizaron curvas I-V mediante la aplicación de 

rampas de voltaje de 2 segundos de duración de -120 a +50 mV, durante la meseta de la 

respuesta a ACh en diferentes concentraciones de Ca2+, en solución salina normal. La 

corrección de las corrientes de fuga se realizó mediante la sustracción digital del promedio 

de dos curvas I-Vs obtenidas mediante la aplicación de rampas de voltaje realizadas antes 

de la aplicación de la ACh y después que el ovocito volviera a la línea de base, en la 

misma solución del registro. Para evaluar la dependencia del voltaje de la modulación por 

Ca2+ extracelular de los distintos receptores recombinantes se calcularon, tanto para la 

potenciación como pare el bloqueo de la respuesta, la relación de las corrientes Ca2+ 
 0.2/0 

y 3/0, respectivamente, en dos voltajes de clampeo diferentes +40 y -90mV. 

2.2.4) Desensibilización 

 

Para evaluar los patrones de desensibilización de los receptores se realizaron aplicaciones 

prolongadas de ACh durante 1 minuto a una concentración equivalente a un orden de 

magnitud superior al CE50 de cada receptor. Luego, se evaluó el porcentaje de corriente 

remanente a los 20 segundos luego del pico de respuesta a la ACh para estimar un “índice 

de desensibilización”. 
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2.3) Análisis estadístico  

Los ajustes de las curvas y los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el 

programa Graph Pad Prism 6.01 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EE.UU.) Utilizamos el test de normalidad de Shapiro-Wilks para analizar la distribución 

de los datos y definir el tipo de test estadístico a implementar sobre cada set de datos 

(paramétricos o no paramétricos). Utilizamos la prueba de t de Student pareada o no 

pareada o sus versiones no paramétricas, la prueba de Wilcoxon y la prueba de Mann-

Whitney, para comparar dos poblaciones de datos. Las comparaciones múltiples se 

realizaron mediante ANOVA de un factor corregida para comparaciones múltiples por el 

método de su versión no paramétrica, la prueba de Krukal-Wallis corregida para 

comparaciones múltiples por el método de Dunn. Además, utilizamos ANOVA de dos 

factores con comparaciones múltiples por el método de Sidak´s. Los valores de p<0.05 

fueron considerados significativos. 

2.4) Drogas utilizadas  

Las siguientes drogas y sales fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Argentina): cloruro de 

acetilcolina (ACh), BAPTA-AM, N-metil-glucamina, NaCl, CaCl2, KCl, MgSO4, 

NaHCO3, HEPES, gentamicina, tetraciclina. Las soluciones de trabajo de ACh fueron 

preparadas mediante dilución en solución salina normal, a partir de alícuotas de 

soluciones madre de concentración 100 mM en agua conservadas a –20ºC. El BAPTA-

AM se disolvió en DMSO en una concentración 100 mM y se almacenó en alícuotas a –

20ºC. Las alícuotas se descongelaron y se diluyeron 1000 veces en solución salina normal 

en el momento de ser utilizadas. La colagenasa fue adquirida en Worthington Biochem 

Corp. (Lakewood, NJ, USA). 

3) Bioinformática  

3.1) Modelado molecular Alpha-Fold de los receptores α9, α10, α9α10 y 

α9α10α9loopTM2TM3 

Los modelos se generaron utilizando Alpha-Fold-multimer (Evans et al., 2022) a través 

de la versión local de colabfold_batch v1.3.0 (Evans et al., 2022; Mirdita et al., 2022). 

Además de los parámetros predeterminados, aplicamos la relajación de las estructuras 
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previstas mediante campos de fuerza AMBER. Para cada tipo de receptor, se generaron 

cuatro modelos y se seleccionaron los dos mejores basados en el parámetro QMEAN 

(Evans et al., 2022; Mirdita et al., 2022; Studer et al., 2014) para un análisis más detallado. 

Para realizar la predicción de los modelos Alpha-fold, utilizamos archivos con formato 

FASTA que contenían la secuencia aminoacídica de cada subunidad que conforman los 

receptores. Generamos tanto los modelos de los receptores WT (receptores homéricos α9 

y α10, receptor heteromérico α9α10 en configuración alternada) como el modelo del 

receptor quimérico α9α10α9loopTM2TM3, donde solo se intercambió la secuencia 

aminoacídica del loop TM2-TM3 de la subunidad α10 por el de la subunidad α9 (fig. 19). 

Visualizamos y analizamos la estructura de los modelos generados empleando el software 

VMD (Humphrey et al., 1996).  

 

Satisfactoriamente, los modelos obtenidos mostraron una topología similar a la observada 

para otros receptores de esta familia. Sin embargo, el dominio intracelular mostro una 

baja confianza en la predicción de su estructura, ya que al comparar las estructuras de 

diferentes subunidades y diferentes réplicas observamos distintos estados 

conformacionales. La incertidumbre en la estructura de este dominio podría deberse a un 

alto grado de flexibilidad de esas regiones. Como estrategia para sobrellevar esta 

dificultad decidimos reemplazar el dominio intracelular de cada subunidad por un 

enlazador pentapeptídico de secuencia GSGSG que une las hélices M3 y M4 del dominio 

transmembrana. Esta estrategia nos permitió reducir el número de átomos en los modelos 

a simular y enfocarnos en las regiones estructurales que son más relevantes para el análisis 

de este proyecto. 
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Figura 19: Modelos Alpha-Fold de los receptores α9, α10, α9α10 y la quimera 

α9α10
α9loopTM2TM3

.  Vista lateral (arriba) y superior (abajo) de los receptores pentaméricos y la 

quimera. Las subunidades α9 se muestran en color rojo y las subunidades α10 en color azul. 

Imágenes generadas con el software VMD (Humphrey et al., 1996) 

 

3.2) Simulaciones de dinámica molecular  

 

Con el objetivo de investigar de manera exhaustiva los sitios de unión al calcio en los 

modelos de los distintos receptores, realizamos simulaciones de dinámica molecular. 

Todas las simulaciones DM se llevaron a cabo utilizando el paquete GROMACS 

(Berendsen et al., 1995)  y el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN (Lindorff-Larsen et 

al., 2010). Los modelos de los de receptores fueron solvatados en una caja cúbica de agua 

SPC que contiene ~10800 moléculas de agua. Se añadió Ca2+ hasta una concentración 

final de 50 mM. También, se agregaron iones de sodio y cloruro para neutralizar el 

sistema. Previo al inicio de las simulaciones el sistema fue minimizado mediante 5.000 

iteraciones de steepest descent. Luego, el sistema fue equilibrado a 200 K mediante 100 

ps de simulación en condiciones NVT y 100 ps en condiciones NPT, manteniendo 

restricciones sobre el movimiento de todos los átomos pesados de la proteína (C, N, O y 

S) mediante el uso de un potencial de fuerza armónico. A continuación, se realizó una 

etapa adicional de equilibración durante un tiempo de simulación de 100 ns, manteniendo 

restricciones al movimiento sólo de los carbonos alfa de la proteína a una temperatura 

constante de 300K usando el termostato de Berendsen y una presión constante de 1 atm 

mediante el uso del baróstato de Parrinello-Rahman. Finalmente, luego de estos pasos se 
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realizaron simulaciones productivas durante 100 ns adicionales en las mismas 

condiciones anteriores, pero manteniendo restricciones sólo sobre los carbonos alfa de las 

hélices transmembrana y dejando totalmente libres los dominios extracelulares y loops 

M2/M3 del receptor. Las simulaciones DM utilizaron un time step de 2 fs y todos los 

enlaces que involucran átomos de hidrógeno se mantuvieron en su longitud estándar 

utilizando el algoritmo SHAKE. Se utilizó el método Particle Mesh Ewald para modelar 

interacciones electrostáticas de largo alcance. Las trayectorias de DM se analizaron 

utilizando herramientas de análisis incluidas en los programas GROMACS y VMD. Para 

cada tipo de receptor se realizaron en total 8 simulaciones, 4 en presencia de calcio y 4 

en ausencia de calcio, consistentes en 2 réplicas independientes de cada uno de los 2 

modelos obtenidos con Alpha Fold para cada condición.  

 

3.2.1) Función de distribución radial  

 

Para determinar la densidad de calcio en las simulaciones DM en los diferentes modelos 

utilizamos la función de distribución radial (RDF) proporcionadas por el paquete 

GROMACS  (Lindahl et al., 2021), dado que es una herramienta comúnmente utilizada 

en simulaciones DM para determinar la densidad de distribución de iones. En el presente 

proyecto, la interacción de cada proteína con Ca2+ fue evaluada por el RDF a una distancia 

de 4 Å entre el calcio y cada residuo de la proteína a lo largo de las simulaciones.  

 

Brevemente, el paquete de GROMACS calcula el número de partículas halladas a cierta 

distancia de otras partículas, y realiza cálculos de la función de distribución radial entre 

partículas de tipo A y B mediante la siguiente fórmula:      

                                          

                                             gAB(r)=
(𝑝𝐵(𝑟))

(𝑝𝐵)𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙
 

                                                      = 
1

(𝑝𝐵)𝑙𝑜𝑐𝑎𝑙

1

𝑁𝐴
∑ ∑

𝛿(𝑟𝑖𝑗−𝑟)

4𝜋𝑟2

𝑁𝐵
𝑗∈𝐵

𝑁𝐴
𝑖∈𝐴  

 

 donde ρB(r) es la densidad de partículas de tipo B a una distancia r alrededor de las 

partículas A, y (ρB) local es la densidad de partículas de tipo B promediada sobre todas 

las esferas alrededor de las partículas A con radio (r) (Fig.20). 
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Figura 20: Definición de esferas para la evaluación de la función de distribución radial. 

(GROMACS 2023.1 documentation) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://manual.gromacs.org/current/reference-manual/analysis/radial-distribution-function.html
https://manual.gromacs.org/current/reference-manual/analysis/radial-distribution-function.html
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Figura 21: Modulación de nAChRs α9 y α9α10 por Ca
2+

 extracelular. A- Arriba: Esquema de 

la subunidad α9 (rojo) y trazos representativos de las respuestas evocadas por ACh 100 µM para 

el receptor α9 a diferentes concentraciones de Ca2+ (Vs = -70). Abajo: Amplitudes de respuestas 

normalizadas a la respuesta en Ca2+ 0 mM de cada ovocito (n = 3). Los datos han sido extraídos 

de Katz et al. (2000). B- Arriba: Esquema de las subunidades α9 (rojo) y α10 (azul) y trazos 

representativos de las respuestas evocadas por ACh 10 µM para el receptor α9α10 a diferentes 

concentraciones de Ca2+ (Vs = -90). Abajo: Amplitudes de respuestas normalizadas. Las barras 

representan la media ± SEM y los círculos abiertos las respuestas individuales en cada ovocito 

(n=11). *p < 0.05, **p < 0.010, ***p < 0.001 y ****p < 0.0001, Kruskal-Wallis seguido de 

contraste de Dunn, donde se comparó la concentración de Ca2+ que provoca la mayor respuesta (0 

y 0.5 mM para α9 y α9α10, respectivamente) versus las otras concentraciones de Ca2+.  

 

Como se observa en la Figura 21 A, y de acuerdo a lo previamente reportado por Katz 

(2000) las respuestas a ACh del receptor homomérico α9 disminuyeron al aumentar la 

concentración de Ca2+ extracelular (0.05 – 1.8 mM). Esto indica que el nAChR α9 se 

bloquea, pero no se potencia por el Ca2+. Así, las respuestas a ACh 100 µM alcanzaron 

una amplitud máxima (182± 20 nA, n=3) en ausencia de Ca2+ extracelular y mínimas 

(5.63 ± 0.58 nA, n=3) a una concentración extracelular fisiológica de Ca2+ 1.8 mM. Esto 

demuestra que la activación del receptor homomérico α9 no requiere de la presencia de 

este catión para tener su máxima eficacia.  

 

A diferencia del receptor homomérico α9, el receptor heteromérico α9α10 presenta una 

modulación bifásica por el Ca2+ extracelular (Fig. 21 B): potenciación de las respuesta a 
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ACh 10 µM a concentraciones micromolares de Ca2+ hasta 0.5 mM (16.79 ± 6.47 %, n=7 

y 142.98 ± 10.12 %, n=10, a Ca2+ 0 y 0.5 mM, respectivamente, p<0.0001, Kruskal-Wallis 

seguido de contrastes de Dunn) y bloqueo de las respuestas a concentraciones milimolares 

de este ion (142.98 ± 10.12% , n=7 y  61.17 ± 6.50%,  n=9 , a Ca2+ 0.5 y 3 mM , 

respectivamente, p=0.0005, Kruskal-Wallis seguido de contrastes de Dunn). Estos 

resultados son similares a los reportados previamente por Weisstaub (2002).  

 

Esta diferencia en la modulación por Ca2+ entre los receptores α9 y α9α10 sugiere que la 

subunidad α10 es la responsable de proporcionar los determinantes estructurales que 

subyacen al fenotipo de potenciación en el caso de los receptores α9α10. Basándonos en 

esta modulación diferencial, nos planteamos el objetivo de identificar los determinantes 

estructurales responsables de este fenotipo. Para cumplir este objetivo, en una primera 

instancia, utilizamos como estrategia experimental el armado de subunidades quiméricas, 

donde las regiones aminoacídicas de la subunidad α10 se intercambiaron secuencialmente 

por las regiones correspondientes de la subunidad α9 de acuerdo al siguiente esquema 

(Ver “Materiales y métodos, Fig. 17”): 

 

 Quimera α10α9Nt, contiene el dominio N-terminal (Nt) de la subunidad α9 de rata 

y las regiones restantes de la subunidad α10 de rata. 

 

 Quimera α10α9Nt–loopTM1TM2, contiene la secuencia de la quimera α10α9Nt con la 

sustitución adicional del TM1 y el loop de aminoácidos entre TM1 y TM2 de la 

subunidad α10 de rata por los de la subunidad α9 de rata. 

 

 Quimera α10α9Nt–TM2, los dominios Nt–TM2 de α10 de rata fueron reemplazados 

por las regiones correspondientes de α9 de rata.  

 

 Quimera α10α9Nt–loopTM2TM3, contiene los dominios Nt –loop TM2-TM3 de α9 y 

las regiones restantes de α10 de rata. 

 

 Quimera α10α9extra, los dominios extracelulares de α10 (Nt, preTM1 y loop TM2-

TM3) fueron reemplazados por las regiones correspondientes de la subunidad α9 

de rata. 
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 Quimera α10α9loopTM2TM3, sólo el loop TM2-TM3 de α10 fue reemplazado por la 

región correspondiente de α9 de rata. 

1.2) Determinación de las CE50 y las amplitudes máximas de los receptores quiméricos 

Todos los receptores quiméricos fueron expresados en ovocitos de X. laevis, para luego, 

mediante registros de fijación de voltaje con dos electrodos, estudiar la modulación por 

Ca2+ extracelular de sus respuestas evocadas por ACh. Cabe aclarar, que ninguna de las 

quimeras mostró respuesta a ACh cuando se expresó sola o co-expresada con la subunidad 

α10, pero resultaron en receptores funcionales cuando se las co-expresó con α9.  

 

La Figura 22 muestra las curvas de concentración-respuesta de los distintos receptores 

quiméricos. Los valores de la amplitud de corriente normalizada a la respuesta máxima 

para las distintas concentraciones de ACh fueron ajustados a la ecuación empírica de Hill, 

obteniéndose los valores de CE50 para cada uno de los receptores quiméricos (Tabla 4). 

Concentraciones cercanas al CE50 fueron luego utilizadas en los experimentos de 

modulación por Ca2+, de manera tal de tener un amplio rango dinámico para la 

modulación que permita evidenciar tanto la potenciación como el bloqueo de las 

respuestas (Natarajan et al., 2020).  

 

 

Figura 22: Curvas concentración-respuesta a ACh de los distintos receptores quiméricos.  
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Tabla 4. Potencia de los receptores quiméricos. Los valores de CE50 se muestran como media ± 

SEM. El valor de p informado corresponde a la prueba de Mann-Whitney en comparación con el 

valor obtenido para el receptor α9α10 WT (*p < 0.05 y **p < 0.001). 

 

Los receptores quiméricos α9α10α9Nt, α9α10α9Nt-TM2 y α9α10α9extra presentaron una 

afinidad aparente a la ACh similar a la del receptor α9α10 de rata (α9α10:17 ± 4 μM, n = 

5; α9α10α9Nt: 16 ± 1 μM, n = 5, p=0.5238 vs WT; α9α10α9Nt-TM2: 34± 9, n = 6, p=0.3333 

vs WT; α9α10α9extra: 11 ± 3 μM, n = 5, p= 0.2857 vs WT, prueba de Mann-Whitney). Los 

receptores quiméricos α9α10α9Nt-loopTM2TM3 resultaron tener una afinidad aparente 

aumentada con respecto al receptor α9α10 (α9α10 :17 ± 4 μM, n = 5; α9α10α9Nt-loopTM2TM3: 

4 ± 0.5 μM, n = 5, p= 0.0159 vs WT, prueba de Mann-Whitney). Por otro lado, los 

receptores quiméricos α9α10α9Nt-loopTM1TM2 y α9α10α9loopTM2TM3 presentaron una afinidad 

aparente significativamente menor a la del receptor α9α10 (α9α10: 17 ± 4 μM, n = 5; 

α9α10α9Nt-loopTM1TM2: 46 ± 3 μM, n = 4, p= 0.0159* vs WT; α9α10α9loopTM2TM3: 78 ± 18 

μM, n = 7, p= 0.0061** vs WT, prueba de Mann-Whitney) (Tabla 4).   

 

Una diferencia entre los receptores homoméricos α9 y α9α10 es la amplitud de las 

corrientes evocadas por ACh 1000 µM en presencia de Ca2+ 1.8 mM, siendo de 5 a 20 nA 

(con la excepción de 70 nA en una ocasión,  Elgoyhen et al., 2001; Katz et al., 2000) en 

el caso de α9 y de 195 ± 42 nA, n = 12 (experimentos realizados como parte de esta tesis 

doctoral) en el caso α9α10. Estas diferencias resultan muy probablemente de la baja 

expresión de receptores homoméricos, frente a la co-inyección de la subunidad α9 o α10 

en forma independiente de la otra (Boffi et al., 2017). Como se muestra en la Tabla 5 las 

respuestas máximas de los receptores quiméricos fueron de ~10-30 veces mayores que 

las reportadas para el receptor homomérico α9, indicando que las quimeras se ensamblan 

con la subunidad α9, resultando en receptores heteroméricos α9α10*. 

 

 

Receptor CE50 (µM)       p Hill                  p n R2 

α9α10 17±4 
 

1.1± 0.2 
 

4 0.9406 

α9α10α9Nt 16±1  0.5238 1.2± 0.2 0.6825 5 0.9754 

α9α10α9Nt-loopTM1TM2  46±3 0.0159* 0.7± 0.03 0.0285* 4 0.9747 

α9α10α9Nt-TM2 34±9 0.3333 0.9± 0.2 0.2571 6 0.8571 

α9α10α9Nt-loopTM2TM3 4±0.5 

 

0.0159* 

 

1.6 ± 0.2 0.1111 5 0.9117 

α9α10α9 extra 11± 3 0.2857 0.9 ± 0.07 0.2857 5 0.9545 

α9α10α9loopTM2TM3 78±18 0.0061** 0.8 ± 0.03 0.0424* 7 0.9378 
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Receptor I máx. (nA)             p N 

α9      14 ± 2   4 

α9α10 195 ± 42        0.0005*** 12 

α9α10α9Nt 271± 146        0.0020** 10 

α9α10α9NtloopTM1TM2 139±37          0.0095** 6 

α9α10α9Nt-TM2 410 ±119       0.0020** 10 

α9α10α9NtloopTM2TM3 303 ± 101      0.0040** 8 

α9 α10α9 extra 246 ±56         0.0159* 5 

α9 α10α9loopTM2TM3 211±55          0.0061** 7 

 

Tabla 5: Corrientes máximas evocadas por ACh 1000 µM a Ca2+ 1.8 mM (Imáx. (nA)). Los valores 

de Imáx se muestran como media ± SEM. El valor de p informado corresponde a la prueba de 

Mann-Whitney en comparación con el valor obtenido para los datos correspondientes del receptor 

α9 obtenidos de Katz et al 2000 (* p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001). 

 

1.3) Modulación por Ca2+ del receptor α9α10α9Nt  

 

En una primera instancia diseñamos la subunidad quimérica α10α9Nt mediante el 

intercambio del dominio N-terminal extracelular de la subunidad α10 por el de la 

subunidad α9 y la co-inyectamos con la subunidad α9 (Fig. 23 A). La Figura 23 B muestra 

registros representativos de las respuestas evocadas por ACh 10 µM a distintas 

concentraciones de Ca2+ extracelular a un voltaje de sostén de -90 mV, y la cuantificación 

de las respuestas normalizadas a una concentración 1.8 mM de Ca2+ para cada ovocito. 

Al igual que lo observado para el receptor α9α10 WT, la respuesta de α9α10α9Nt al Ca2+ 

extracelular fue bifásica, observándose potenciación hasta Ca2+ 0.2 mM y bloqueo a 

concentraciones más altas de este catión. Las corrientes generadas por ACh a Ca2+ 0.2 

mM fueron más altas que las observadas en ausencia de Ca2+ (115.2 ± 27.3 % y 225.8 ± 

18.9 % a Ca2+ 0 y 0.2 mM respectivamente, n = 6, p = 0.0463, Kruskal-Wallis seguido de 

contraste de Dunn). Por otro lado, las respuestas fueron menores a Ca2+ 3 mM (64.9 ± 5.9 

%) que las obtenidas a 0.2 mM (225.8 ± 18.9 %), n = 6, p=0.0015, Kruskal-Wallis seguido 

de contraste de Dunn (Fig. 23 B).  
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Figura 23: Las respuestas de los receptores α9α10
α9Nt

 se potencian con concentraciones de 

Ca
2+

 sub-mM en forma voltaje-independiente. A- Ilustración que indica los ARNc inyectados: 

α9 más α10α9Nt. B- Arriba: Respuestas representativas a ACh 10 µM a diferentes concentraciones 

de Ca2+ extracelular (Vs = -90). Abajo:  Amplitudes de respuestas a ACh normalizadas a la 

respuesta en Ca2+ 1.8 mM. Media ± SEM, n = 5, *p<0.05 y **p<0.01, prueba de Kruskal-Wallis 

seguida de comparaciones múltiples de Dunn, donde se comparó Ca2+ 0.2 mM vs. las otras 

concentraciones de Ca2+. C- Curvas I-V representativas de potenciación, obtenidas a diferentes 

concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.1 y 0.2 mM). D- Relación de potenciación entre Ca2+ 0.2 mM y 

Ca2+ 0 mM, observado a +40 y -90 mV. (n=5). Los puntos representan ovocitos individuales.  

Medias ± SEM, test de Student pareado p > 0.05. 

 

Con el fin de estudiar la potenciación de las respuestas a ACh 10 µM ejercida por el Ca2+ 

a distintos potenciales de membrana, realizamos curvas de corriente-voltaje a distintas 

concentraciones de este catión (Fig. 23 C). Como puede observarse, hasta una 

concentración de Ca2+ de 0.2 mM se evidencia potenciación tanto a potenciales 

despolarizados como hiperpolarizados. Más aún, el cociente de la magnitud de corrientes 

a Ca2+ 0.2/0 fueron similares a +40 (2.5 ± 0.3) y -90 (2.1 ± 0.4) mV, n= 5, p=0.076, test 

de Student pareado, indicando que la potenciación es independiente del voltaje.  

 



 

76 
 

Estos resultados indican que en el dominio N-terminal de la subunidad α10, no se 

encuentran los determinantes estructurales necesarios y/o suficientes para conferir un 

fenotipo similar al del receptor α9α10. 

1.4) Modulación por Ca2+ del receptor α9α10α9Nt–loopTM1TM2 

Para continuar con la búsqueda de los determinantes estructurales confeccionamos la 

quimera α10α9Nt–loopTM1TM2, en la cual intercambiamos secuencias aminoacídicas desde el 

N-terminal hasta el loop TM1-TM2 de la subunidad α10 por las de α9 (Fig. 24 A). 

Podemos observar en la Figura 24 B que, al igual que α9α10, el receptor α9α10α9Nt–

loopTM1TM2 respondió en forma bifásica al Ca2+
 extracelular. Las respuestas a Ca2+ 0.2 mM 

fueron mayores que las observadas en ausencia de este ion (95.2 ± 18.8 % y 358.3 ± 32.4 

%, en Ca2+ 0 y 0.2 mM, respectivamente, n = 4-6, p = 0.0022, Kruskal-Wallis seguido 

contraste de Dunn). Por otro lado, se observó bloqueo a concentraciones mayores de Ca2+: 

358.3 ± 32.4 % y 73.5 ± 9.3 %, en Ca2+ 0.2 y 3 mM, respectivamente, n = 4-6, p = 0.0011, 

Kruskal-Wallis seguido de contrastes de Dunn.  
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Figura 24: Las respuestas de los receptores α9α10
α9Nt-loopTM1TM2

 se potencian con 

concentraciones de Ca
2+

 sub-mM, en forma voltaje-independiente. A- Ilustración que indica 

los ARNc inyectados: α9 más α10α9Nt-loopTM1TM2. B- Arriba: Respuestas representativas a ACh 40 

µM a diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular (Vs= - 90). Abajo: Amplitudes de respuestas 

normalizadas a Ca2+ 1.8 mM. Media ± SEM, n = 5-9, *p<0.05 y **p<0.01, prueba de Kruskal-

Wallis seguida de comparaciones múltiple de Dunn, donde se comparó Ca2+ 0.2 mM vs. las otras 

concentraciones de Ca2+. C-Curvas I-V representativas de potenciación, obtenidas a diferentes 

concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.1 y 0.2 mM). D- Relación de potenciación entre Ca2+ 0.2 mM y 

Ca2+ 0 mM, observado a +40 y -90 mV. Los puntos representan ovocitos individuales.  Medias ± 

SEM, test de Student pareado p>0.05, n=4. 

 

Con el fin de estudiar la potenciación de las respuestas a ACh 40 µM ejercida por el Ca2+ 

a distintos potenciales de membrana, realizamos curvas de corriente-voltaje a distintas 

concentraciones de este catión (Fig. 24 C). La potenciación a Ca2+ 0.1 y 0.2 mM fue 

observada tanto en voltajes despolarizados como hiperpolarizados (Fig. 24 C). 

Consecuentemente, el cociente de magnitud de corrientes a Ca2+ 0.2/0 no presentó 

diferencias significativas entre +40 (5.9 ± 2.6) y - 90 (5.4 ± 2.4) mV, n= 5, p=0.223, test 

de Student pareado, indicando nuevamente que la potenciación es independiente del 

voltaje (Fig. 24 D). 

 

En resumen, los resultados observados con las quimeras α9α10α9Nt, α9α10α9Nt–loopTM1TM2 

muestran que ambos receptores presentan un perfil bifásico de modulación por Ca2+ 

característico de los receptores α9α10 nativos. Esto indica que en los dominios N 

terminal, el TM1 y el loop TM1-TM2 de la subunidad α10 no se encuentran los 

determinantes estructurales necesarios y/o suficientes para conferir un fenotipo similar al 

receptor α9α10. 

1.5) Modulación por Ca2+ del receptor α9α10α9Nt-TM2  

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en las dos primeras quimeras nos propusimos 

ampliar la región de intercambio de la subunidad α10 hasta incluir el dominio TM2 de la 

subunidad α9, formando la subunidad quimérica α10α9Nt–TM2 (Fig. 25 A). Realizamos los 

mismos experimentos que en las quimeras anteriores, registrando las repuestas a ACh 30 

µM a distintas concentraciones de Ca2+. Al igual que lo observado tanto para las quimeras 

α9α10α9Nt y α9α10α9Nt–loopTM1TM2 como para el receptor α9α10 WT, la respuesta de 

α9α10α9Nt-TM2 al Ca2+ extracelular fue bifásica, observándose potenciación hasta Ca2+ 0.2 

mM y bloqueo a concentraciones más altas. Las corrientes evocadas por ACh 30 µM en 
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Ca2+ 0.2 mM fueron mayores que las observadas en Ca2+ 0 mM (322.0± 40.0% y 132.4 ± 

27.5%, en Ca2+ 0.2 y 0 mM, respectivamente, n= 5-8, p=0.039, Kruskal-Wallis seguida 

de contrastes de Dunn). Por otro parte, las respuestas a Ca2+ 3 mM fueron menores que 

las observadas a Ca2+ 0.2 mM (322.0 ± 40.0 % y 69.5 ± 7.6 %, en Ca2+ 0.2 y 3.0 mM, 

respectivamente, n= 5-8, p=0.0003, Kruskal-Wallis seguida de contrastes de Dunn) (Fig. 

25 B). 

 

Figura 25: Las respuestas de los receptores α9α10
α9Nt-TM2

 se potencian con concentraciones 

de Ca
2+

 sub-mM, en forma voltaje-independiente. A- Ilustración que indica los ARNc 

inyectados: α9 más α10α9Nt–TM2. B- Arriba: Respuestas representativas a ACh 30 µM a diferentes 

concentraciones de Ca2+ extracelular (Vs = -90). Abajo: Amplitudes de respuestas normalizadas 

a la respuesta en Ca2+ 1.8 mM. Media ± SEM, (n = 6-7), *p<0.05, **p<0.010 y ***p<0.001, 

prueba de Kruskal-Wallis seguida de comparación múltiple de Dunn, donde se comparó Ca2+ 0.2 

mM vs. las otras concentraciones de Ca2+. C-Curvas I-V representativas de potenciación, 

obtenidas a diferentes concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.1 y 0.2 mM). D- Relación de potenciación 

entre la corriente a ACh en Ca2+ 0.2 mM y Ca2+ 0 mM observado a +40 y -90 mV. Media ± SEM, 

test de Student pareado, p>0.05, n=3. 

 

Realizamos curvas I-V a ACh 30 µM en Ca2+ cero y en presencia de concentraciones 

crecientes de Ca2+. Como se puede observar, la potenciación a Ca2+ 0.1 y 0.2 mM fue 

observada tanto en voltajes despolarizados como hiperpolarizados (Fig. 25 C). El cociente 
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de magnitud de corriente a Ca2+ 0.2/0 fue similar a +40 (7.1 ± 2.8) y -90 (2.5 ± 0.6) mV, 

n=3, p=0.173, test de Student pareado, indicando que la potenciación es independiente 

del voltaje de membrana (Fig.25 D).  

 

Tomados en conjunto, los experimentos de la Figura 25 indican que el reemplazo de la 

región N-terminal hasta la totalidad de TM2 de la subunidad α10 por las regiones de 

aminoácidos correspondientes de α9, no recupera un fenotipo de modulación de Ca2+ 

similar al observado en receptores homoméricos α9. De este modo, la potenciación por 

Ca2+ aún fue observada en concentraciones submilimolares e independiente del voltaje.  

 

Cabe señalar que, a diferencia de los receptores de α9α10 WT, donde las respuestas a 

Ca2+ 0 fueron sólo de un 16.79 ± 6.47 % de las respuestas a 1.8 mM (n=7), los receptores 

quiméricos exhibieron amplitudes de corriente más grandes en condiciones similares: 

(115.2 ± 27.3 %, n=6, p=0.014; 95.2 ± 18.8 %, n=6, p=0.0047 y 132.4 ± 27,5 %, n=6, 

p=0,0012, para α10α9Nt, α10α9Nt–loopTM1TM2 y α10α9Nt–TM2, prueba de Mann-Whitney). 

Además, las respuestas máximas a ACh se obtuvieron a una concentración de Ca2+ 0.2 

mM, en comparación con 0.5 mM en el caso de los receptores de α9α10 WT.  

 

En su conjunto, estos resultados indican que en los dominios N terminal, TM1, loop TM1-

TM2 y TM2 de la subunidad α10 no se encuentran los determinantes estructurales 

necesarios y/o suficientes para conferir un fenotipo similar al receptor α9α10. 

1.6) Modulación por Ca2+ del receptor α9α10α9Nt–loopTM2TM3 

El loop TM2-TM3 desempeña un papel clave en la cinética de apertura del canal en los 

nAChRs ( Bouzat, 2012; Campos-Caro et al., 1996; Lee et al., 2009). Nos propusimos 

entonces ampliar la región de intercambio de la subunidad α10 hasta incluir el loop TM2-

TM3 de la subunidad α9, formando la subunidad quimérica α10α9Nt–loopTM2TM3. A 

diferencia de lo observado para los receptores α9α10 WT y todas las quimeras anteriores 

(α9α10
α9Nt, α9α10

α9Nt-loopTM1TM2, α9α10
α9Nt-TM2

), en el receptor α9α10α9Nt–loopTM2TM3 las 

respuestas a ACh no presentaron potenciación al aumentar la concentración de Ca2+ 

extracelular, indicando que la activación del receptor es independiente de la presencia de 

Ca2+. 
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 De manera similar a los receptores α9 homoméricos, las respuestas a ACh 5 µM de 

α9α10α9Nt–loopTM2TM3 sólo fueron bloqueadas al aumentar las concentraciones de Ca2+ (Fig. 

26 B). Las respuestas generadas por ACh a Ca2+ 0 fueron más grandes que aquellas a Ca2+ 

3 mM (611.3 ± 91.2 % y 108.1 ± 10.7 %, en Ca2+ 0.0 y 3.0, respectivamente, n=5-8, 

p=0.0045, Kruskal-Wallis seguida de contraste de Dunn).  

 

Figura 26: La potenciación por Ca
2+

 se pierde en los receptores α9α10α9
Nt–loopTM2TM3

. A- 

Ilustración que indica los ARNc inyectados: α9 más α10α9Nt–loopTM2TM3. B- Arriba: Respuestas 

representativas a ACh 5 µM a diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular (Vs = -90). Abajo: 

Amplitudes de respuestas normalizadas a la respuesta a Ca2+ 1.8 mM. Media ± SEM, (n = 6-7, 

*p<0.05 y **p<0.010, prueba de Kruskal-Wallis seguida de comparación múltiple de Dunn, 

donde se comparó Ca2+ 0 mM vs. las otras concentraciones de Ca2+. C- Curvas I-V representativas 

obtenidas a diferentes concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.2, 3.0 mM). D- Relación de bloqueó entre 

Ca2+ 3.0 mM y Ca2+ 0 mM, observado a +40 y -90 mV. Media ± SEM, test de Student pareado, 

p>0.05, n=3. 

 

Realizamos curvas I-V a ACh 5 µM en Ca2+ cero y en presencia de concentraciones 

crecientes de Ca2+ (Fig. 26 C). Al igual que los receptores homoméricos α9 (Katz, 2000), 

el bloqueo por Ca2+ de α9α10α9Nt–loopTM2TM3 fue más pronunciado a potenciales 

hiperpolarizados que despolarizados, indicando que el bloqueo fue voltaje-dependiente. 

Así, el cociente de magnitud de corriente Ca2+ 3.0/0 fue mayor a +40 (1.2 ± 0.3) que a -

90 (0.2 ± 0.03) mV, n=7, p= 0.0323, test de Student pareado (Fig. 26 D).  
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Es importante señalar que el valor de la CI50 para el bloqueo por Ca2+ de α9α10α9Nt–

loopTM2TM3 (0.5 ± 0.1 mM, n=6), derivado de curvas de inhibición de las respuestas a ACh 

5 µM a concentraciones crecientes de calcio, fue mayor que el informado para el receptor 

α9 (CI50 = 0.1 ± 0.01 mM, n = 3, p=0.0238, prueba de Mann-Whitney), indicando que el 

bloqueo se alcanza a concentraciones de Ca2+
 más altas en el caso del receptor α9α10α9Nt–

loopTM2TM3 (Fig.  27).  

 

Figura 27: Curvas de inhibición de calcio para el receptor α9α10
α9Nt–loopTM2TM3

.  Curvas de 

inhibición por Ca2+ para los receptores α9 y α9α10α9Nt–loopTM2TM3 de rata (n = 5). Amplitudes de 

respuestas normalizadas a la respuesta máxima (en Ca2+ 0) de cada ovocito. Medias ± SEM. Las 

líneas representan el ajuste a la ecuación empírica de Hill. Datos del receptor α9 de rata 

reproducidos de (Katz et al., 2000).  

Estos resultados sugieren que los aminoácidos ubicados dentro del loop TM2-TM3 de 

α10 son necesarios para conferir un fenotipo de modulación por calcio similar al receptor 

α9α10, que incluye la potenciación a concentraciones submilimolares de este ion. Sin 

embargo, los resultados hasta el momento no excluyen la posibilidad de que la pérdida de 

potenciación se deba sólo al intercambio del loop TM2-TM3 de α10 por el 

correspondiente de α9, sino a la presencia de este loop dentro del contexto general de 

aminoácidos de un dominio α9 N-terminal-TM2, que también está presente en la 

subunidad quimérica α10α9Nt–loopTM2TM3.  

 

1.7) Rol de las regiones extracelulares de la subunidad α10 en la modulación por Ca2+ 

 

El hecho de que la potenciación por Ca2+ del receptor α9α10 WT es independiente del 

voltaje, indica que no está influenciada por el campo eléctrico de la membrana 
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(Weisstaub, 2002). Esto sugiere que el fenómeno de potenciación es el resultado del 

efecto alostérico de este catión en uno o más sitios del dominio extracelular del receptor. 

Esta hipótesis se encuentra respaldada por estudios previos en otros nAChR neuronales 

donde se ha demostrado que la modulación por cationes divalentes ocurre a través de la 

unión de Ca2+ en sitios extracelulares ( Changeux, 2018b; Decker & Dani, 1990; Galzi et 

al., 1996; Mulle et al., 1992; Vernino et al., 1992) Además, otro antecedente importante 

que apoya esta hipótesis es el hecho de que en el nAChR α7 la modulación por cationes 

divalentes es independiente de la permeación de estos cationes por el poro, lo que sugiere 

que el sitio de unión para la modulación es extracelular (Eddins, et al., 2002a). 

 

En consecuencia, construimos la subunidad quimérica α10α9extra, donde sólo los dominios 

extracelulares de α10 involucrados en la unión del agonista y en el consecuente 

acoplamiento para la apertura del canal (Bouzat et al., 2004), fueron reemplazados por 

los correspondientes de α9 (Fig. 28 A). Es importante destacar que el llamado dominio 

N-terminal extracelular, constituido por los primeros 210 aminoácidos de una subunidad, 

no es la única región que forma el dominio extracelular, el tramo N-terminal de TM1 (pre-

TM1) y el loop TM2-TM3 también son parte (Fig. 28 A).  

 

En forma similar a lo descripto para los nAChR α9 murinos (Fig. 21 A y Katz, 2000) y 

en contraste con lo observado en el receptor α9α10 (Fig. 21 B), en α9α10α9Nt–loopTM2TM3 

las respuestas a ACh 10 µM no fueron potenciadas y solamente bloqueadas por 

concentraciones crecientes de Ca2+ extracelular (Fig. 28 B). Así, las respuestas fueron más 

altas a Ca2+ 0 (217.3 ± 6.3 %) que a Ca2+ 3 mM (72.3 ± 5.3 %), n=7, p=0.020, Kruskal-

Wallis seguido de la prueba de comparación múltiple de Dunn). 
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Figura 28: Pérdida de potenciación por Ca

2+
 del receptor α9α10

α9extra
. A- Ilustración que 

indica los ARNc inyectados: α9 más α10α9extra. B- Arriba, respuestas representativas provocadas 

por ACh 10 µM a diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular (Vs = -90). Abajo, las barras 

representan la media ± SEM y los círculos abiertos representan los ovocitos individuales. Las 

amplitudes de corriente registradas en cada ovocito se normalizaron a la respuesta obtenida a 1.8 

mM Ca2+ en el mismo ovocito (n = 6), *p<0.05 y **p<0.010, prueba de Kruskal-Wallis seguida 

de prueba de Dunn, donde se comparó las respuestas a Ca2+ 0 mM vs. las otras concentraciones 

de Ca2+. C- Curvas I-V representativas del bloqueo obtenidas a diferentes concentraciones de Ca2+ 

(0.0, 0.2, 3.0 mM, n =4). D- Relación de bloqueo entre Ca2+ 3.0 mM y Ca2+ 0 mM, observado a 

+40 y -90 mV. Media ± SEM, test de Student pareado, p>0.05, n=4. 

 

Con el objetivo de estudiar la dependencia del bloqueo con el potencial de membrana se 

realizaron curvas I-V. En la curva I-V representativa se puede observar que el bloqueo a 

Ca2+ 0.2 y 3.0 es más pronunciado a voltajes negativos que a positivos (Fig. 28 C). Así, 

el cociente de magnitud de corriente Ca2+ 3.0/0 fue mayor a +40 (0.6 ± 0.08) que a -90 

mV (0.2 ± 0.05), n=4, p= 0.0016, test de Student pareado, indicando que el bloqueo es 

dependiente de voltaje. 

 

Cabe señalar que el valor de la CI50 para el bloqueo por Ca2+ de α9α10α9extra  (0.7 ± 0.2 

mM, n= 6), derivado de curvas de inhibición de las respuestas a ACh 10 µM a 

concentraciones crecientes de calcio, fue mayor que el informado para el receptor α9 (CI50 
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= 0.1 ± 0.01 mM, n = 3, p=0.0238, prueba de Mann-Whitney), indicando que el bloqueo 

se alcanza a concentraciones de Ca2+
 más altas en el caso del receptor α9α10α9extra (Fig. 

29).  

 

Figura 29: Curvas de inhibición de Ca
2+

 para el receptor α9α10
α9extra

.  Curvas de inhibición 

por Ca2+ para los receptores α9 de rata y α9α10extra (n = 6). Amplitudes de respuestas normalizadas 

a la respuesta máxima (en Ca2+ 0) de cada ovocito. Medias ± SEM Las líneas representan el ajuste 

a la ecuación empírica de Hill. Datos del receptor α9 de rata reproducidos de (Katz et al., 2000). 

Los resultados observados con el receptor quimérico α9α10α9extra, sugieren que sólo los 

aminoácidos ubicados dentro de los dominios extracelulares de α10 (N-terminal, pre TM1 

y el loop TM2-TM3) son necesarios y/o suficientes para conferir un fenotipo de 

potenciación por Ca2+ extracelular en los receptores α9α10.  

1.8) El loop TM2-TM3 de la subunidad α10 confiere potenciación por Ca2+ extracelular 

al receptor α9α10 

 

Con el fin de estudiar si toda la región extracelular o solamente el loop TM2-TM3 es 

necesaria para conferir un fenotipo en el cual se observa potenciación por Ca2+ del nAChR 

α9α10, generamos la subunidad quimérica α10α9loopTM2TM3, en la que sólo el loop TM2-

TM3 de α10 fue reemplazado por la región correspondiente de α9 (Fig. 30 A). La Figura 

30 B, muestra que, de manera similar al nAChR α9α10α9extra, el receptor 

α9α10αa9loopTM2TM3 no fue potenciado por el Ca2+ extracelular, sino que solamente 

bloqueado por este ion. Así, las respuestas a ACh 50 µM fueron significativamente 

mayores con Ca2+ 0 (401.04 ± 103.4 %) que con Ca2+ 3 mM (71.3 ± 5.2 %), n=6, 

p=0.0008, Kruskal-Wallis seguida de contraste de Dunn. 
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Figura 30: Pérdida de potenciación por Ca
2+

 en el receptor α9α10
α9loopTM2TM3

. A- Ilustración 

que indica los ARNc: α9 más α10α9loopTM2TM3. B- Arriba, respuestas representativas provocadas 

por ACh 50 µM a diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular (Vs = -90). Abajo, las barras 

representan la media ± SEM y los círculos abiertos los ovocitos individuales. Las amplitudes de 

corriente registradas en cada ovocito se normalizaron a la respuesta obtenida a 1.8 mM Ca2+ en el 

mismo ovocito, n = 6, *p<0.05 y **p<0.010, prueba de Kruskal-Wallis seguida de prueba de 

Dunn, donde se comparó las respuestas a una concentración de Ca2+ 0 mM versus las otras 

concentraciones de Ca2+. C- Curvas I-V representativas obtenidas a diferentes concentraciones de 

Ca2+ (0.0, 0.2, 3.0 mM). D- Relación de bloqueo entre Ca2+ 3.0 mM y Ca2+ 0 mM, observado a 

+40 y -90 mV. Media ± SEM, test de Student pareado, p>0.05, n = 6. 

 

Con el objetivo de estudiar la dependencia del bloqueo con el potencial de membrana se 

realizaron curvas I-V. En la curva I-V representativa se puede observar que el bloqueo a 

Ca2+ 0.2 y 3.0 es más pronunciado a voltajes negativos que a positivos (Fig. 30 C). Así, 

el cociente de magnitud de corriente Ca2+ 3.0/0 fue mayor a +40 (0.74 ± 0.14) que a -90 

(0.14 ± 0.021) mV, n= 6, p=0.0067, test de Student pareada, indicando que el bloqueo es 

dependiente de voltaje. 

 

Como se puede observar en la Figura 31, la curva de inhibición por Ca2+ del receptor 

α9α10α9loopTM2TM3 se desplazó hacia la derecha con respecto al receptor homomérico α9. 

Así, el valor de la CI50 para el receptor α9 (0.10 ± 0.01 mM, n =3) fue significativamente 
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menor que la de α9α10α9loopTM2TM3 (0.8 ± 0.3 mM, n = 5, p=0.0238, Mann-Whitney test). 

 

 

Figura 31: La quimera α9α10
α9loopTM2TM3 

tiene un IC50 significativamente mayor que el 

receptor homomérico α9.  Parte superior, curvas de inhibición por Ca2+ para los receptores α9 

de rata, α9α10α9extra Amplitudes de respuestas normalizadas a la respuesta máxima (en Ca2+ 0 

nominal; 0.01 mM) de cada ovocito. Medias ± SEM Las líneas representan el ajuste a la ecuación 

empírica de Hill. Datos del receptor α9 de rata reproducidos de (Katz et al., 2000).  

 

Dado que la potenciación por Ca2+ es más pronunciada a bajas concentraciones del 

agonista (Weisstaub et al., 2002), analizamos la modulación por calcio de α9α10α9loopTM2TM3 

a una concentración de ACh por debajo de su CE50 (Fig. 32). Las respuestas a ACh 25 

µM no fueron potenciadas por Ca2+, y solo se observó bloqueo (Fig. 32), lo que confirma 

que la activación del receptor α9α10α9loopTM2TM3 por ACh es independiente de la presencia 

de Ca2+ extracelular. Así, las respuestas a Ca2+ 0 (668.7 ± 340.2 %) fueron más altas que 

aquellas a Ca2+ 3 mM (46.3 ± 20.9 %), n=5-6, p=0.0412, Kruskal-Wallis seguido de la 

prueba de comparación múltiple de Dunn.  

 

Cabe señalar que las respuestas de α9α10α9loopTM2TM3 son el resultado del co-ensamblaje 

de la quimera α10α9loopTM2TM3 con α9 y no de los receptores homoméricos α9, ya que la CE50 

del receptor α9 homomérico (11.4 ± 0.8 µM, Verbitsky, 2000) difiere de la de 

α9α10α9loopTM2TM3 (78 ± 18 µM, p=0.0106, prueba de Mann-Whitney). Además, las 

respuestas máximas a ACh de α9α10α9loopTM2TM3 en Ca2+ 1.8 mM (211±55 nA, n=7, 

p=0.0061, test de Student) fueron significativamente más altas que las reportadas para los 

homómeros α9 (rango de respuestas de 5 a 20 nA, con algunas respuestas excepcionales 

de 50 y 70 nA) , ( Elgoyhen et al., 2001; Katz et al., 2000), lo cual confirma el ensamblado 

de α9 con α10α9loopTM2TM3.   
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Figura 32: Pérdida de potenciación por 

Ca
2+

 del receptor α9α10
α9loopTM2TM3

 a un 

CE25 de ACh. Arriba, respuestas 

representativas provocadas por ACh 25 µM 

en α9α10α9loopTM2TM3, obtenidas a tres 

concentraciones de Ca2+ extracelular 

diferentes. Abajo, las barras representan la 

media ± SEM y los círculos abiertos los 

ovocitos individuales. Las amplitudes de 

corriente registradas en cada ovocito se 

normalizaron a la respuesta obtenida a 1.8 

mM Ca2+ en el mismo ovocito, n = 5-6, 

*p<0.05, prueba de Kruskal-Wallis seguida 

de prueba de Dunn, donde se comparó las 

respuestas a una concentración de Ca2+ 0 

mM versus las otras concentraciones de 

Ca2+.  

 

Por otro lado, el patrón de desensibilización de α9α10α9loopTM2TM3 fue similar al de 

receptores heteroméricos α9α10 y diferente al de homoméricos α9 (Fig. 33). Mientras que 

los receptores homoméricos α9 tienen una cinética de desensibilización muy lenta tras 

una aplicación prolongada de una concentración máxima de ACh (94.9 ± 1.6 %, n=12, de 

corriente remanente después de 20 s del pico de respuesta a ACh), α9α10α9loopTM2TM3 

exhibe una tasa de desensibilización estadísticamente menor (61.9 ± 4.6 %, n=7, 

p=<0.0001, ANOVA de una vía), pero similar a la observada para los receptores α9α10 

(57.1 ± 4.3 %, n=6, ANOVA de una vía). Estos resultados confirman el ensamblado de 

α10α9loopTM2TM3 con α9. 
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Figura 33: Patrón de 

desensibilización de α9α10
α9loopTM2-

TM3
. Arriba: Respuestas 

representativas durante la aplicación 

de una concentración máxima de ACh 

durante 1 minuto. Abajo: Porcentaje 

de respuesta remanente 20 segundos 

después del pico de respuesta a ACh 

para α9, α9α10 y α9α10α9loopTM2-TM3, n 

= 7-12 por grupo, ****p<0,001 

ANOVA de una vía. Los datos de los 

receptores α9 y α9α10 se tomaron de ( 

Elgoyhen et al., 2001). 

 

 

Cabe mencionar que la quimera complementaria α9α10loopTM2TM3, en la cual el loop TM2-

TM3 de la subunidad α9 se reemplazó por la región correspondiente de α10 no resultó en 

receptores funcionales que respondiesen a ACh 1mM cuando se la expresó sola o en 

combinación con α10 (n=4).  

En su conjunto, estos resultados indican que el loop TM2-TM3 de la subunidad α10 

contiene determinantes estructurales necesarios para conferir al receptor α9α10 un 

fenotipo en el cual las respuestas al agonista son potenciadas por la presencia de Ca2+ 

extracelular. 
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Figura 35: Alineamiento de secuencias aminoacídicas de α9 y α10 de vertebrados. Las 

secuencias se alinearon empleando Clustal W. Los residuos con propiedades similares se 

representan en el mismo color. Arriba, se encuentra el alineamiento para las secuencias 

aminoacídicas de α9. Abajo, se encuentra el alineamiento para las secuencias aminoacídicas de 

α10. Las flechas indican los residuos E44 y E172 conservados.  Adaptado de ( Lipovsek, 2011). 

 

Dadas estas evidencias, que señalan que los residuos E44 y 172 están involucrados en la 

potenciación de receptores nicotínicos α7, y habiendo verificado que los mismos están 

altamente conservados en ambas subunidades (α9 y α10), nos propusimos estudiar si estos 

aminoácidos E44 y E172 también juegan un rol clave en la modulación por Ca2+ en el 

receptor α9α10. Para esto, realizamos las siguientes mutaciones puntuales en las 

subunidades α9 y α10 de rata: E44Q y E172Q.   

 

2.2) Determinación de las CE50 y las amplitudes máximas de las mutantes puntuales 

 

Para determinar la contribución de los residuos E44 y E172 en la potenciación por Ca2+ 

extracelular del nAChR α9α10, se generaron mutantes E44Q y E172Q tanto en las 

subunidades α9 como α10 de rata (numeración de la subunidad α1 de Torpedo). Estas 

mutaciones eliminan la carga negativa del glutamato. Las subunidades mutadas α9E44Q, 

α9E172, α1044Q, α10E172Q fueron co-expresadas en ovocitos de Xenopus con su 

subunidad complementaria (α9 o α10) salvaje.  

 

Sólo los receptores α9α10E44Q y α9α10E172Q fueron funcionales, dado que 

respondieron a la aplicación de ACh. En contraste, los receptores α9E44Qα10 y 

E44 E172 
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α9E172Qα10 no respondieron a la aplicación de ACh a 1 mM (n = 6), y por lo tanto no 

pudieron ser analizados. 

 

En una primera instancia realizamos curvas concentración respuesta a ACh para los 

receptores α9α10E44Q y α9α10E172Q, con el fin de calcular su CE50 (Fig. 36 y Tabla 6). 

 

 

 

Figura 36: Curvas concentración-respuesta a ACh de los receptores α9α10, α9α10E44Q y 

α9α10E172Q.  

 

Receptor CE50 (µM)       p vs α9    p vs α9α10 

α9 11.4±0.8   

α9α10 17±4 0.1760 
 

α9α10E44Q 104±20 0.0013** 0.0058** 

α9α10E172Q 135±23 0.007*** 0.0029** 

 

Tabla 6: Potencia de los receptores α9, α9α10, α9α10E44Q y α9α10E172Q. Los valores CE50 se 

muestran como la media ± SEM. Valor de CE50 de α9 extraído de Verbitsky et. al (2000). El valor 

de p corresponde al test de Student. (**p<0.010 y *** p <0.001). 

 

Como se indica en la Tabla 6, los receptores α9 y α9α10 de rata tienen una concentración 

efectiva 50% por la ACh del orden de 10 μM. Por otro lado, las mutaciones E44Q y 

E172Q en la subunidad α10 produjeron un desplazamiento de la curva de concentración-

respuesta a ACh hacia la derecha y, por ende, un aumento de una orden de magnitud en 

su CE50 (104 ± 20 μM y 135 ± 23 μM para α9α10E44Q y α9α10E172Q, respectivamente).  

  

Por otro lado, las respuestas máximas (I máx.) observadas para los receptores mutantes a 

1.8 mM de Ca2+ (Tabla 7), fueron significativamente mayores que las de los receptores 
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homoméricos α9 (Elgoyhen et al., 2001; Katz et al., 2000). Estos resultados indican que 

las subunidades α10 mutadas se co-ensamblan con α9 para dar receptores heteroméricos. 

 

Receptor I máx. (nA)             p N 

α9      14 ± 2   4 

α9α10 195 ± 42     0.0005*** 12 

α9α10E44Q 122±55       0.0159* 5 

α9α10E172Q 53 ± 16       0.0240* 10 

 

Tabla 7: Corrientes máximas evocadas por ACh 1 mM a Ca2+ 1.8 mM (I máx.(nA)). Los valores de 

I máx se muestran como la media ± SEM. El valor de p informado corresponde a la prueba de 

Mann-Whitney en comparación con el valor obtenido para los datos correspondientes del receptor 

α9 obtenidos por Katz et al 2000 (* p <0.05 y *** p <0.001). 

 

2.3) Modulación por Ca2+ de los receptores α9α10E44Q y α9α10E172Q  

 

Para estudiar la modulación por Ca2+ de la respuesta a ACh de los receptores 

recombinantes α9α10E44Q y α9α10E172Q, las subunidades α10E44Q y α10E172Q 

fueron co-inyectadas con la subunidad α9 en ovocitos de X. laevis. Ninguna de las dos 

subunidades α10 mutantes mostró respuestas a ACh cuando se las expresó solas. Sin 

embargo, resultaron funcionales cuando se las co-expresó con α9.  

 

La Figura 37 B muestra el perfil de modulación del nAChR α9α10E44Q obtenido a una 

concentración de ACh 100 µM a concentraciones crecientes de Ca2+ extracelular. A 

diferencia de lo observado para los receptores de α9α10 (Fig. 21 B), las respuestas a ACh 

del receptor α9α10E44Q no presentaron potenciación por Ca2+, lo que indica que la 

activación de dicho receptor por ACh es independiente de la presencia de Ca2+ 

extracelular. De manera similar a los receptores homoméricos α9 (Fig. 21 A), las 

respuestas evocadas por ACh en el nAChR α9α10E44Q sólo fueron bloqueadas tras el 

aumento de las concentraciones de Ca2+ extracelular. Las respuestas evocadas por ACh a 

Ca2+ 0 fueron más grandes que aquellas a Ca2+ 3 mM (211.0 ± 35.6 %; 64.8 ± 2. 7 %, en 

Ca2+ 0.0 y 3.0, respectivamente, p=0.0069, Kruskal-Wallis seguida de contraste Dunn).  
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Figura 37: Pérdida de la potenciación por Ca
2+

 en el receptor α9α10E44Q. A- Ilustración que 

indica los cRNAs inyectados: α9 más α10E44Q. La bolita amarilla representa la ubicación de la 

mutación puntual E44. B- Arriba, respuestas representativas evocadas por ACh 100 µM a 

diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular (Vs=-90). Abajo, Amplitudes de respuestas 

normalizadas a la respuesta a Ca2+ 1.8 mM. Media ± SEM, n = 4, **p<0.010, prueba de Kruskal-

Wallis seguida de comparación múltiple de Dunn, donde se comparó Ca2+ 0 mM versus las otras 

concentraciones de Ca2+. C- Curvas I-V representativas del bloqueo obtenidas a diferentes 

concentraciones de Ca2+ (0.0, 0.2, 3.0 mM). D- Relación de bloqueo entre Ca2+ 3.0 mM y Ca2+ 0 

mM, observado a +40 y -90 mV. Media ± SEM, test de Student pareado, p<0.05, n=5. 

 

Con el fin de analizar si el bloqueo es dependiente del voltaje, realizamos curvas I-V en 

Ca2+ cero y en presencia de concentraciones crecientes de Ca2+ (Fig. 37 C). En la curva 

I-V representativa se puede observar que el bloqueo a Ca2+ 0.2 y 3.0 mM es más 

pronunciado a potenciales negativos (Fig. 37 C). Más aún, el cociente entre las 

magnitudes de corriente a Ca2+ 3.0/ Ca2+0 presenta diferencias estadísticamente 

significativas a +40 (1.05 ± 0.299) y -90 (0.25 ± 0.05) mV, n=5, p= 0.0302, test de Student 

pareado, indicando que el bloqueo es voltaje-dependiente, similar a lo observado para el 

nAChR α9 (Katz et al., 2000).  

 

Cabe señalar que el valor de la CI50 para el bloqueo por Ca2+ de α9α10E44Q (0.8 ± 0.1 

mM, n=6), derivado de las curvas de inhibición de las respuestas a ACh 100 µM a 

concentraciones crecientes de calcio, fue mayor que el informado para el receptor α9 (CI50 
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= 0.1 ± 0.01 mM, n = 3, p=0.0238, prueba de Mann-Whitney), indicando que el bloqueo 

se alcanza a concentraciones de Ca2+
 más altas en el caso del receptor α9α10E44Q (Fig. 

38).  

 

 

Figura 38: Curvas de inhibición de calcio para el receptor α9α10E44.  Curvas de inhibición 

por Ca2+ para los receptores α9 de rata y α9α10E44Q (n=6). Amplitudes de respuestas 

normalizadas a la respuesta máxima (en Ca2+ 0) de cada ovocito. Medias ± SEM. Las líneas 

representan el ajuste a la ecuación empírica de Hill. Datos del receptor α9 de rata reproducidos 

de (Katz et al., 2000).  

 

La Figura 39 muestra el perfil de modulación del nAChR α9α10E172Q obtenido a una 

concentración de ACh 100 µM y a concentraciones crecientes de Ca2+ extracelular. A 

diferencia de lo observado para los receptores de α9α10 (Fig. 21 B), las respuestas a ACh 

del receptor α9α10E172Q no presentaron potenciación por Ca2+, lo que indica que la 

activación de dicho receptor por ACh es independiente de la presencia de Ca2+ 

extracelular. De manera similar a los receptores homoméricos α9 (Fig. 21 C), las 

respuestas en el receptor α9α10E172Q sólo se bloquearon mediante el aumento de las 

concentraciones de Ca2+ extracelular. Así, las respuestas fueron menores a 3.0 mM Ca2+ 

(74.3 ± 11.2 %) que las obtenidas en ausencia de Ca2+ (201.6 ± 39.7%, p=0.0071, Kruskal-

Wallis seguida de contraste Dunn).  






