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FE DE ERRATAS

- En la figura 20 de la pagina 79, capitulo de Resultados, la leyenda que aparece dentro
del grafico estd equivocada. Asi, donde dice “+ AcChR” deberia decir “- AcChR” y
viceversa, tanto en el panel A como en el B.
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Introduccion 1

Descripcion general del AcChR

En los animales superiores, las comunicaciones intercelulares mas rapidas y
complejas estan mediadas por impulsos nerviosos transmitidos por las neuronas a modo
de corrientes eléctricas. Alrededor de los afios 50, con la introduccién de nuevas
técnicas fisioldgicas se pudo demostrar la existencia de dos tipos de comunicacion entre
las neuronas, denominadas sinapsis quimica y eléctrica. Gracias a los estudios de
microscopia electrénica se pudo demostrar que la transmisién sinaptica solo tiene lugar
en zonas criticas del sistema nervioso donde las regiones especializadas de las neuronas
presindpticas y postsinépticas estan debidamente enfrentadas. En base a la morfologia
de estas zonas, las sinapsis se pueden dividir en dos clases: aquellas en las que el
citoplasma de la célula pre y postsindptica estan en contacto a través de las
denominadas “gap junction”, y aquellas otras en las que las neuronas en contacto estan
separadas por una hendidura de unos 30-50 nm denominada hendidura sinaptica
(Kandel y Siegelbaum, 1985). Estas dos clases morfoldgicas se corresponden con las
dos clases funcionales de sinapsis: eléctrica y quimica. En la sinapsis quimica, la
transmision del impulso nervioso entre dos neuronas se produce por la liberacion de un
compuesto quimico, denominado neurotransmisor, desde la terminacion nerviosa
presindptica a la hendidura sinéptica, estimulando la célula adyacente al unirse a
receptores especificos. Este tipo de transmision sinéptica rapida ocurre igualmente tanto
en el sistema nervioso central como en el periférico, en el que se incluiria las sinapsis
entre las neuronas motoras y los muasculos a través de lo que se conoce como union
neuromuscular (figura 1), o entre neuronas y glandulas. Los receptores a los que se
unen los neurotransmisores son canales i6nicos cuya apertura esta condicionada por la
unién del neurotransmisor, formando una superfamilia conocida como canales idnicos
activados por ligando (LGIC). A esta superfamilia de canales pertenecerian algunos de
tipo excitatorio, como son el receptor nicotinico de acetilcolina (AcChR), que se
encuentra en musculo esquelético, neuronas, y érgano eléctrico de algunos peces
(Torpedo marmorata, Torpedo californica, Electrophorus electricus), el receptor de
serotonina-(5-HT), canales extracelulares de ATP y glutamato, todos ellos selectivos al
transporte de cationes. Sin embargo, algunos son de tipo inhibitorio como el receptor de
y-amino butirico (GABAA Y GABA(), el de histamina (invertebrados), el de acetilcolina
(invertebrados) y el de glicina, que conducen iones Cl. Todos estos receptores
comparten un alto grado de homologia de secuencia, lo que sugiere que posiblemente
evolucionaron a partir de un gen ancestral comdn. Asimismo, la estructura primaria esta
muy conservada a lo largo de la evolucion, con un 80% de identidad de secuencia entre
la subunidad o del AcChR humanay de Torpedo.
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Acetyicholinesterase

Muscie

Figura 1 Esquema de la union neuromuscular. En este esquema se aprecia el
terminal del ax6n de una neurona motora que inerva una fibra muscular, donde
se situarian las moléculas de receptor nicotinico de acetilcolina.

El AcChR, cuyo ligando es la acetilcolina, es el modelo prototipo de toda la
superfamilia de receptores activados por ligando y su mecanismo de actuacion ha sido
ampliamente estudiado (Katz, 1966): tras la liberacidn de acetilcolina por la terminacién
nerviosa presinaptica, se alcanza una concentracion en el espacio sinaptico de 0.1 a 1
mM, produciéndose una rapida difusion a través de la hendidura sinaptica. En la
membrana postsinaptica, la acetilcolina se une a su receptor especifico, lo cual da lugar
a la apertura del canal iénico asociado al receptor, permitiendo el paso de cationes a
favor de su gradiente electroquimico. Esta translocacion de iones provoca una
despolarizacién de la membrana que puede llevar en ultimo término a la contraccion
muscular o a la transmision de la sefial nerviosa, dependiendo del tipo de tejido que se
encuentre implicado.

La molécula de acetilcolina es liberada en "zonas activas" (densas a los
electrones) de la membrana plasmatica presinaptica de una terminal nerviosa por fusién
con la membrana celular de vesiculas que contienen este neurotransmisor (Reichardt y
Kelly, 1983). Las vesiculas presinapticas, que pueden ser observadas por microscopia
electronica, contienen acetilcolina (Whittaker et al., 1964); este descubrimiento sirve de
base a la hipotesis vesicular (Katz, 1962) y da una posible explicacién a la liberacién
cuantal de acetilcolina (Kuffer y Yoshikami, 1975). La fusion de las vesiculas con la
membrana presinaptica se produce por la entrada de Ca?* a través de canales de calcio
sensibles a voltaje. Este flujo es debido al cambio de potencial producido por la onda de
despolarizacién a lo largo del axon presinaptico, mediado por canales de sodio
dependientes de voltaje. Ademas de la hipotesis vesicular hay alternativas que
cuestionan si este mecanismo es o no el unico que utilizan las células para la liberacion
de acetilcolina. Otro mecanismo postulado es la existencia de una proteina
transportadora que estaria activada por Ca®* (Cooper y Meyer, 1984; Dunant e Israel,
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1985). Segun esta hipdtesis, las vesiculas que se observan al microscopio electronico,
tendrian como funcion principal el almacenamiento de acetilcolina, sin estar implicadas
en su liberacion.

La molécula que convierte la sefial de acetilcolina en una respuesta eléctrica es
el receptor nicotinico de acetilcolina (AcChR). Esta proteina ha sido el primer receptor
para neurotransmisores que se ha definido como una entidad molecular, que se ha
aislado y purificado en forma activa y que se ha reconstituido en sistemas artificiales de
membrana con retencion cuantitativa de sus propiedades fisiologicas. Este receptor es,
por lo tanto, una de las proteinas integrales de membrana de las que se dispone
actualmente de abundante informacion estructural y funcional, sirviendo como modelo
para el estudio de tales componentes bioldgicos. Ademas, es susceptible de estudio a
niveles de organizacion muy diferentes, desde técnicas de secuenciacion con proteina
purificada y registros electrofisioldgicos a técnicas de clonaje del DNA correspondiente
(Popot y Changeux, 1984; Stroud y Finer-More, 1985; Numa et al., 1983, Conti-
Tronconi et al., 1982; Karlin, 1983). El hecho de que el AcChR sea el receptor de
superficie celular mejor conocido se debe principalmente a dos factores:

1.- La existencia de una fuente abundante en este receptor, como es el 6rgano
eléctrico presente en varias especies de peces: Torpedo marmorata, Torpedo
californica, Electrophorus electricus, etc.

2.- La presencia de a-neurotoxinas en veneno de serpiente, que resultan ser
ligandos altamente especificos del AcChR y que han aportado un modo fécil de realizar
determinaciones cuantitativas mediante ensayos de union a equilibrio.

Los peces eléctricos de los géneros Torpedo y Electrophorus constituyen un
material experimental idoneo para los estudios de la sinapsis de acetilcolina por la
elevada abundancia de terminaciones nerviosas que se establecen en el 6rgano eléctrico,
sistema neuromuscular altamente especializado cuyo mecanismo de transmision del
estimulo eléctrico es idéntico al mecanismo presente en la unién neuromuscular,
presentando la ventaja de carecer de la complicada estructura contractil de la celula
muscular o del complejo sistema de circuitos de una neurona. La posibilidad de obtener
membranas ricas en AcChR procedentes del 6rgano eléctrico de Torpedo en grandes
cantidades y el alto grado de homologia que este receptor tiene con el receptor
nicotinico de muasculo esquelético (Stroud y Finer-Moore, 1985), hacen de esta proteina
uno de los mejores sistemas modelo para estudiar la estructura y funcion de proteinas
transmembrana en general y de canales activados por ligando en particular.

Un ejemplar tipico de Torpedo marmorata, la especie mediterrdnea, mide unos
40 cm de longitud y pesa alrededor de 2 Kg. Los dos 6rganos eléctricos estan situados a
ambos lados del cuerpo y representan aproximadamente una quinta parte del peso del
mismo (figura 2).



Introduccion 4

Figura 2. llustracion de un ejemplar tipico de Torpedo Marmorata. Se ha
superpuesto sobre el dibujo el contorno aproximado de los 6rganos eléctricos.

Cada 6rgano consta de unos 400 prismas cuyos ejes van de la cara ventral a la
dorsal, siendo cada prisma un apilamiento de células planas llamadas electrocitos que
presentan una resistencia eléctrica alta en su membrana ventral y baja en la dorsal. Las
sinapsis se realizan exclusivamente en la membrana ventral de cada célula y en total
existen mas de 500.000 millones de terminaciones en cada 6rgano; todas segregan
simultaneamente acetilcolina en respuesta a la llegada de un estimulo. La acetilcolina se
une a sus receptores especificos situados en la cara ventral de la célula postsinéptica,
produciendo la apertura de los mismos y la entrada masiva de iones sodio a su traves
(10* Na*/ms), estableciéndose, como consecuencia, una corriente eléctrica que se
propaga por el agua del mar, llegandose a alcanzar corrientes de mas de 7 Amperios
(Dunant e Israel, 1985).

A pesar de las similitudes entre los diferentes AcChR, generalmente se
distinguen dos grupos de estos receptores. Los de tipo neuronal y los de tipo muscular,
considerandose a estos Gltimos homdlogos al del érgano eléctrico del Torpedo. Esta
division se debe a las diferencias estructurales y funcionales que existen entre estos
tipos de AcChR, gque aunque puedan parecer en un principio pequefias, son vitales para
que logren desarrollar adecuadamente su funcion fisioldgica. La memoria de la presente
Tesis se centra en el receptor de acetilcolina muscular y por ello, a partir de este punto
todas la descripciones que se realicen, a no ser que haya una mencion explicita, vendran
referidas a este subtipo.
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Caracteristicas estructurales del AcChR
Forma y dimensiones de la molécula del AcChR

La forma de la molécula del AcChR se ha analizado mediante diversos
métodos que incluyen técnicas de marcaje de las membranas ricas en AcChR con
anticuerpos anti-receptor, microscopia electronica, difraccion de rayos X de bajo angulo
y técnicas de criofractura. La mayor resolucion obtenida de esta proteina se ha obtenido
en estudios de criomicroscopia electrénica mediante las iméagenes de membranas
postsinapticas de Torpedo marmorata en hielo amorfo, en el que forman cristales
tubulares. Sucesivos analisis de estas imagenes han logrado alcanzar una resolucion de
4.6 A (Miyazawa et al., 1999), todavia insuficiente como para establecer con precision
molecular la estructura de esta proteina. Obtener una resolucién mayor serd muy dificil,
a no ser que se consiga cristalizar esta proteina para poder aplicar técnicas de difraccién
de rayos X. Por ello, el camino que se esta siguiendo en la obtencién de una estructura
tridimensional de la proteina, es la combinacion de resultados provenientes de
diferentes aproximaciones experimentales.

El receptor nicotinico de acetilcolina es una particula cilindrica de 85-90 A de
didmetro externo y 110 A de largo, con una region de 55-65 A en la parte sinaptica y
otra de 15-20 A en la parte citoplasmica. En la region transmembrana el diametro es de
65 A. Estas particulas presentan un poro central que atraviesa la membrana de -7 A,
flanqueado por dos “vestibulos” de aproximadamente 20-30 A de didmetro rodeado de
cinco regiones densas a los electrones que se asocian con las cinco subunidades del
AcChR, dispuestas alrededor de un eje de pseudosimetria perpendicular al plano de la
membrana (Kubalek et al., 1987, Toyoshima y Unwin, 1990), figura 3A. Cerca del
centro del poro, aunque levemente hacia el lado citopldsmico se detecta una zona
ligeramente densa que podria corresponder con la puerta o “gate” del canal, es decir, la
parte de la proteina que permite o no el paso de los iones a su través. En los dos sitios
de uniodn a agonista en las subunidades o. se han resuelto ciertos elementos de estructura
secundaria e incluso se pueden detectar ligeros cambios en la forma entre uno y otro
(Unwin, 1993), observandose cavidades conectadas a los vestibulos que contienen agua
por tlneles estrechos de 10-15 A de longitud formados aparentemente por hojas p. Por
otro lado, en la Gltima revision de este tipo de imagenes, en las que la resolucion llega a
4.6 A (Miyazawa et al., 1999), se han detectado aperturas estrechas (<10 A de diametro)
en la pared del receptor cerca de la superficie citoplasmatica, formando pasajes
transversales para la salida de los iones. Su funcién podria ser la de servir como filtros
para impedir que los aniones, grandes cationes y moléculas impermeables lleguen a las
proximidades del poro desde el citoplasma. Para ello se valdrian de su pequefio tamafio
y de la carga negativa de alguno de los residuos que los flanquean, figura 3B.
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Figura 3. Modelo tridimensional de la molécula del AcChR. (A)
Reconstruccion tridimensional de la molécula de AcChR vista de lado o desde
la hendidura sinéptica (arriba). Este modelo est4 basado en los datos obtenidos
por microscopia crioelectronica de resolucion 9 A en dos dimensiones y
reconstruidas en un objeto 3D aplicando técnicas de promediado de grupos de
imagenes en 2D. Figura tomada de Barrantes, 1998. (B) Segun este modelo, el
AcChR es una estructura cilindrica que atraviesa la membrana celular, en donde
las cinco subunidades se encuentran dispuestas alrededor de un poro central
formando el canal ionico. Se detallan los sitios de unién a agonista al que se
accederia a través de unos tuneles y las aperturas en la regién citoplasmatica a
través de los cuales salen los cationes que han atravesado el canal i6nico. Estas
aperturas estarian flanqueadas por residuos cargados negativamente que podrian
ayudar a excluir aniones de las cercanias del poro. Figura tomada de Miyazawa
etal., 1999.

Cada una de estas estructuras anulares corresponderia a la forma monomérica
del AcChR, mayoritaria en 6rgano eléctrico de E. Electricus y masculo. Sin embargo,
en el érgano eléctrico de Torpedo, el AcChR se encuentra predominantemente como
dimero, formado por dos de estas estructuras anulares contiguas, con una separacién
media de 95 A entre sus respectivos ejes (Conti-Tronconi y Raftery, 1982; Changeux et
al., 1984, Stroud y Finer-More, 1985).

Composicion polipeptidica

El AcChR de drgano eléctrico es una glicoproteina transmembrana con un peso
molecular de aproximadamente 290.000 daltons (para revisiones ver, Galzi, et al., 1991,
Lester, 1992 y Karlin, 1993) y consta de cuatro tipos de subunidades polipeptidicas con
pesos moleculares aparentes, determinados por su movilidad electroforética en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (PAGE-SDS), de 40.000 (o), 50.000 (B),
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60.000 (y) y 65.000 (3), ver tabla 1, en una relacion estequiométrica 2:1:1:1 (Reynolds
y Karlin, 1978; Lindstrom et al., 1980), como se demuestra por microsecuenciacién
aminoterminal y por secuenciacion cuantitativa determinada directamente en la mezcla
de polipéptidos obtenidos por desnaturalizacion con SDS del AcChR purificado. En el
caso del AcChR procedente de masculo, la subunidad & fetal es substituida por la
subunidad ¢ (Takai et al., 1985), proporciondndole algunas diferencias funcionales. Para
los AcChR neuronales hay una gran cantidad de subunidades diferentes que pueden

combinarse para dar receptores funcionales aunque todas son de tipo a o p.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del receptor nicotinico de
acetilcolina de Torpedo californica. Tabla tomada de Hucho, 1986.

Propiedad Valor

Peso Molecular:

Proteina 267.980

Glicoproteina 290.000
Coeficientes de sedimentacion:

Monomero 9S

Dimero 13S
Radio de Stokes (mondmero) 7.0 nm
pl 4.9
Estructura cuaternaria oByd
Peso molecular de las cadenas polipeptidicas a 50.2 X 10; (40 x 102)
deducidas a partir de las secuencias de cDNA B 53.7 x 10° (48 x 10°)
(peso molecular aparente obtenido mediante v 56.3 x 10° (60 x 10°%)
PAGE-SDS) §57.6 x 10° (68 x 10°)
Lugares de union:

Para agonistas y antagonistas 2

Para inhibidores no competitivos de alta afinidad 1

Componentes no proteicos
Grupos fosfato
Carbohidratos
Residuos de acido sialico
Ca**

7 residuos por monémero

75 residuos por molécula
9
Muchos
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La amplia homologia existente entre las subunidades que componen el AcChR
se ha puesto de manifiesto al analizar sus secuencias aminoacidicas. Esta homologia
inicialmente identificada a nivel de aminoacidos ha sido corroborada por la
secuenciacion de todas las cadenas a nivel de ADN complementario (Noda et al., 1983).
Los genes de estos productos presentan una gran homologia a pesar de la existencia de
varias inserciones y delecciones entre unas cadenas y otras, como es caracteristico en
secuencias de proteinas relacionadas evolutivamente. Las secuencias precursoras de las
cuatro cadenas polipeptidicas comienzan con una secuencia hidrofobica de 17 a 24
aminoéacidos, confirmando que cada subunidad es el producto de un gen individual.

Disposicion de las subunidades del AcChR

Debido al alto grado de homologia existente entre todas las subunidades que
componen el AcChR, es facil pensar que éstas se encuentran dispuestas en una situacién
pseudosimétrica alrededor de un eje de simetria que pasaria a través del poro central
(Karlin et al., 1983; Brisson y Unwin, 1985). Los mapas tridimensionales obtenidos a
partir de vesiculas ricas en AcChR, mediante analisis de imagenes procedentes de
microscopia electronica, han demostrado que el receptor es una molécula cilindrica que
se sitla perpendicularmente al plano de la membrana postsinaptica y cuyas subunidades
se encuentran dispuestas simétricamente alrededor de un poro central, presumiblemente
el canal i6nico (Toyoshima y Unwin, 1990, Unwin, 1998). Sin embargo, la resolucion
de este tipo de anélisis es insuficiente para describir la estructura interna de las
subunidades.

El uso de fragmentos F,, de anticuerpos monoclonales frente a la subunidad a,
junto con técnicas de microscopia electrénica, ha permitido determinar la posicion
relativa que mantienen entre si las dos subunidades o presentes en cada molécula del
AcChR a partir del angulo que se forma entre los dos F4, unidos y el eje central. De este
modo, se ha establecido que el angulo medio que forman las subunidades o en el
monomero es de 144+4° (Fairclough et al., 1983), demostrando que estas subunidades
estdn separadas por alguna otra subunidad y, por lo tanto, estadn en entornos
intrinsecamente diferentes dentro del complejo ensamblado. Diferentes tipos de
experimentos basados en micrografia electronica, fotomarcaje, entrecuruzamiento de
subunidades o expresion omitiendo alguna de las subunidades, indican que es la
subunidad y aquella que esté entre las dos o y que los sitios de afinidad a ligando estan
formados por los pares ay y ad (Karlin et al., 1983; Blount y Merlie, 1989; Sine y
Claudio, 1991; Pedersen y Cohen, 1990; Czajkowski y Karlin, 1995). El consenso
actual es que la subunidad y esta entre las dos subunidades o (revisiones, Karlin y
Akabas, 1995; Karlin, 1993), figura 4. Asimismo, experimentos usando analogos
fotoactivables de una a-neurotoxina indican que la disposicién de la subunidades es
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ayodf Yy no ayoaPd (Machold et al., 1995). Otros autores, utilizando reactivos de
entrecruzamiento y/o técnicas de resolucion de imagenes, han llegado a la conclusién de
que es la unidad B y no la y la que se encuentra entre las dos subunidades a, en
contradiccién con lo anteriormente expuesto (Kistler et al., 1982; Hamilton et al., 1985,
Kubalek, et al., 1987; Unwin, 1993; Unwin, 1995; Unwin, 1996; Chatrenet,et al., 1990;
Mihovilovic y Richman, 1984).

Figura 4. Disposicion de las subunidades en el AcChR. La subunidad vy se
encuentra entre las dos subunidades o.. También se sefialan los sitios de unién a
agonista. Figura tomada de Kotzyba-Hibert et al., 1999.

Topologia transmembrana

La primera prueba de que el AcChR es una proteina integral de membrana y
que la atraviesa de parte a parte se ha obtenido examinando al microscopio electronico
vesiculas ricas en AcChR, intactas o sonicadas, enfrentadas con anticuerpos anti-
receptor, observandose que los anticuerpos se unen al AcChR tanto desde la cara interna
como desde la cara externa. A la misma conclusion se ha llegado comparando los
efectos que las proteasas ejercen sobre el AcChR solubilizado y sobre el receptor
incorporado en vesiculas impermeables cuando actdan desde la cara interna o desde la
cara externa de las vesiculas. Se ha demostrado asi que en todos los casos se produce
degradacion de las cuatro subunidades y, por analisis de los productos de degradacion,
se ha concluido que todas ellas atraviesan la membrana y que sobresalen por fuera de
ella en la misma cantidad en cada subunidad hacia el lado citoplasmatico de forma
proporcional a su peso molecular (Conti-Tronconi y Raftery, 1982; Raftery et al., 1983).

La disposicion transmembrana del AcChR muestra cierta asimetria con
respecto a las regiones citoplasmatica y extracelular, tal como se deduce de los diversos
experimentos electrofisioldgicos en los que se demuestra que:

1. La acetilcolina produce la apertura del canal ionico asociado al AcChR
unicamente cuando se une por la superficie extracelular del mismo.

2. El canal id6nico presenta diferente afinidad por ligandos farmacoldgicos
dependiendo del lugar por donde estos ligandos interaccionen con el AcChR.
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3. Cada subunidad presenta restos de azucares hacia el lado extracelular y
sitios de fosforilacion en el lado citoplasmatico.

Se ha determinado la secuencia aminoacidica completa de cada una de las
subunidades del AcChR, comprobandose la existencia de un alto grado de homologia
entre todas ellas y con subunidades de receptor GABAA, 5-HT y receptores de glicina,
revelando unas amplias relaciones evolutivas. La homologia en estructura primaria y
secundaria sugiere que los canales ionicos activados por ligando (LGIC) proceden todos
de un ancestro comun. Dentro del AcChR y debido a esta homologia antes mencionada
entre todas sus subunidades, se ha sugerido que cada una de ellas se dispone de forma
equivalente en la proteina, de manera que cada residuo aminoacidico equivalente en la
secuencia lineal ocupara posiciones equivalentes en el espacio tridimensional de cada
subunidad. Segun este modelo, las diferencias entre subunidades vendrian dadas por las
gue hubiese en la estructura primaria y no en la secundaria o terciaria (Fairclough et al.,
1983; Kosower, 1987).

El andlisis de la distribucion de las hidrofobicidades medias de un corto
namero de aminoéacidos a lo largo de cada cadena polipeptidica del receptor conduce a
la division de las subunidades en 4 regiones:

1- Un dominio hidrofilico situado en el extremo amino terminal compuesto por
210-220 aminodcidos y que supone aproximadamente el 50% de la masa de la proteina.

2- Una regién muy hidrofébica compuesta por 70 residuos.

3- Un segundo dominio hidrofilico de longitud variable (109-142 aminoacidos)
generalmente méas largo en las subunidades neuronales. El residuo de cisteina que
posibilita la formacion de dimeros de AcChR se encuentra en esta porcion, aunque sélo
en la subunidad 5.

4- Una region formada por 20 residuos hidrofobicos situada en el extremo
carboxi terminal.

En base a estos datos, se han propuesto varios modelos estructurales de la
disposicion de cada subunidad en la membrana plasmatica (Popot y Changeux, 1984;
Noda et al, 1983; Devillers-Thiery et al., 1983; Guy, 1984; Finer-Moore et al., 1984).
Todos ellos tienen en comun tres caracteristicas principales:

a- La orientacidn del extremo amino terminal hacia el lado extracitoplasmatico.

b- La orientacion de un pequefio dominio hidrofilico hacia el interior celular.

Los modelos propuestos asumen que el sitio de union de la acetilcolina se
encuentra en el dominio hidrofilico N-terminal de la subunidad o y que las paredes del
canal i6nico rodean al eje de simetria de la proteina, estando constituido por porciones
homdlogas de cada subunidad. Los distintos modelos se diferencian en el numero, la
orientacion y la identidad de los segmentos transmembrana (figura 5).
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Figura 5. Modelos de la estructura terciaria del AcChR. Los modelos que se
presentan han sido propuestos por diferentes autores y estan basados en los
perfiles de hidrofobicidad de las diferentes subunidades junto con el empleo de
anticuerpos dirigidos contra secuencias especificas de la subunidad o. (1)
Modelo de Noda et al., 1983. (2) Modelo de Finer-Moore y Stroud, 1984. P,B y
N indican los lugares en donde se han inducido mutagénesis dirigida. (3)
Modelo de Ratman et al., 1986. Los simbolos @ representan las regiones de
unién de anticuerpos. (4) Modelo de Criado et al., 1985. Los cilindros
representan las a-hélices y las figuras en zigzag las hojas B.

El modelo méas aceptado actualmente es el propuesto por Karlin (Karlin, 1993),
que coincidiria basicamente con el de Noda (Noda et al., 1983), figura 5, en el que cada
subunidad estaria compuesta por un gran dominio N-terminal extracelular, 4 regiones
transmembrana de M1 a M4 y un pequefio dominio extracelular C-terminal. El sitio de
union a ligando estaria generado en las superficies de union entre las subunidades o con
dy a con vy, en el dominio extracelular. La pared del poro ionico del canal estaria
formada por los segmentos M2 de cada una de las subunidades, junto a pequefias
porciones de M1. Los tramos M1, M3 y M4 estarian en contacto con la fase lipidica
(Ortells et al, 1992), siendo el mas hidrofobico y el menos conservado de todos el M4.
Los dominios M1 y M3 parecen importantes en el ensamblaje de las distintas
subunidades (Wang et al., 1996) y en el “gating” del canal (Campos-Caro et al., 1997)
respectivamente. Aunque el segmento M4 se ha considerado simplemente como un
dominio encargado de aislar la parte funcional de la proteina del entorno lipidico, lo
cierto es que mutaciones en alguno de sus residuos alteran el “gating” del canal, por lo
que su papel podria ser mucho mas importante de lo que se creia (Lasalde, et al, 1996).
También se ha implicado a este dominio en la expresion funcional del AcChR en la
superficie celular (Tobimatsu et al., 1987).
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Tradicionalmente se les ha asignado una estructura en a-hélice a todos los
tramos transmembrana, aunque actualmente este asunto esta en discusion. Analizando
imagenes de una resolucion de 9 A, Unwin (Unwin, 1993) propuso la existencia de
hojas beta en M1, M3 y M4. Basandose en esta observacion, hipotetizé que entre las
hojas B de las distintas subunidades formarian un barril § rodeando las cinco a-hélices
de los cinco segmentos M2, modelo apoyado por datos de FT-IR y CD del receptor tras
una proteolisis de los segmentos extramembrana (Gorne-Tschelnokow et al., 1994).
Otros estudios han aprovechado el marcaje con distintas sondas para proponer la
estructura secundaria de estos tramos transmembrana: hélice a. para M2, excepto en tres
residuos a mitad del canal i6nico (Akabas et al., 1994), que coincide con el “pliegue”
observado a mitad del poro iénico por Unwin (Unwin, 1993). EI marcaje de los otros
segmentos transmembrana sugiere que parte de los M3 y M4 son a-hélice mientras que
la mitad de M1 no es helicoidal (Blanton y Cohen, 1994; Barrantes et al, 2000). Este
estructura mixta de hélice a y hoja p ha encontrado apoyo en algunos modelos teoéricos
(Ortells y Lunt, 1996), figura 6.

- LI
%\w%
~

Figura 6. Modelo del AcChR en estado cerrado. Este modelo, desarrollado
por Ortells y cols., estd basado en la estructura cristalina de la enterotoxina. En
él, se muestran los tramos transmembrana que forman el AcChR: M1 amarillo,
M2 rojo, M3 purpura y M4 azul. En verde, region anteriormente asignada a un
"loop" entre M2 y M3 y ahora considerada parte de una hoja  dentro de la
membrana. M2 flanquea el poro i6nico y M3 y M4 son los segmentos mas
externos, en contacto con los lipidos. Figura tomada de Barrantes, 1998.

Los ultimos experimentos en CD y FT-IR con la proteina entera o los péptidos
resultantes de la proteolisis parcial del AcChR apuntan en el mismo sentido: M1 con

parte de estructura no helicoidal (probablemente una hélice a distorsionada), y el resto
en a-hélice (Corbin et al, 1998; Baenziger y Méthot, 1995; Méthot y Baenziger, 1998).
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Estructura secundaria del AcChR

Los primeros datos sobre la estructura secundaria de las cuatro cadenas
polipeptidicas, empleando técnicas de dicroismo circular, indicaban que las cadenas
estarian formadas por un 34% de o hélice y un 29% de hoja B (Moore et al.,
1974), 6 23% a. hélice, 43% hoja B, 6% giros y 28% no ordenada (Mielke y Wallace,
1988). Mediante estudios de espectrocopia de Raman, en los que se analiza el espectro
de la amida I, se obtiene un 25% de a-hélice, mientras que un 34% formaria hojas 3
(Yager et al., 1984). Con técnicas de infrarrojo aplicadas a la banda amida | se obtuvo
20% a-hélice y cantidades variables de hoja B (Fong y McNamee, 1987; Butler y
Mcnamee, 1993), 39% a—hélice, 35% hoja B, 6% giros y 20% no ordenada (Méthot, N.
et al, 1994) o 43% hélice o, 48% hoja B (Castresana, J. et al., 1992). Los datos difieren
de forma apreciable de unos estudios a otros, probablemente debido a la inexactitud de
los métodos de cuantificacién de estructura secundaria a partir de la banda amida |
(Echabe et al., 1997) y a las diferentes condiciones utilizadas en la reconstitucion de la
proteina. Esta variabilidad es importante, ya que el porcentaje de hélice a en la proteina
es determinante para establecer cual es el verdadero modelo topoldgico de la misma.
Todos estos datos difieren en mayor o menor medida de la estructura secundaria que
predice el analisis de la composicion aminoacidica (Finer-Moore y Stroud, 1984), segun
la cual el 44% formaria o hélice mientras que un 27% constituiria hoja . Para
conciliar la disparidad existente entre las predicciones tedricas y las observaciones
experimentales sobre la estructura secundaria del AcChR seria necesaria la obtencion de
estructuras tridimensionales de alta resolucion. Gran parte del esfuerzo que se ha
realizado para hallar la estructura secundaria del AcChR se ha centrado en los dominios
transmembrana. En un principio se les adjudico una estructura en o hélice a todos ellos,
pero trabajos posteriores propusieron la presencia de estructura en hoja . Los ultimos
resultados obtenidos mediante dicroismo circular (CD), FT-IR o mediante fotomarcaje
apuntan hacia una estructura en o hélice para todos estos dominios transmembrana
excepto para M1, donde habria otro tipo de estructuras, que tentativamente podrian ser
hoja B o una hélice a distorsionada (ver apartado “Topologia Transmembrana” en este
mismo capitulo). Asumiendo que los tramos transmembrana son a-hélices, el resto de la
proteina estaria formada por estructura en hojas B, giros y no ordenada. En este caso, la
presencia 0 no de estructuras en a-hélice en la region extramembrana dependeria
entonces de que la estimacidn de este tipo de estructura en la proteina total sea inferior
0 mayor al 17-19%, porcentaje asumido para los tramos transmembrana.
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Caracteristicas funcionales del AcChR

Como consecuencia de la unién de acetilcolina, se ha postulado que el receptor
nicotinico responde provocando un cambio extensivo de conformacion que afecta a
todas las subunidades (Witzeman y Raftery, 1978; Lindstrom et al., 1979; Kistler et al.,
1982) llevando a la apertura de un canal conductor de iones a través de la membrana
plasmatica siendo el Unico impulso de este proceso los enlaces no covalentes entre la
acetilcolina y el sitio de unién, sin ningun otro aporte de energia (Jackson, 1989). Este
canal conduce todos los cationes pequefios, pero predominantemente los iones Nat que
son continuamente bombeados al espacio sinaptico por la Na*/K* ATPasa. Cada
molécula de receptor de acetilcolina conduce aproximadamente 10* iones/ms (Popot y
Changeux, 1984). Se han realizado experimentos utilizando ligandos fotoactivables con
el fin de producir un aumento de la concentracion de agonista. Los resultados obtenidos
demuestran que la apertura del canal asociado al receptor se produce aproximadamente
a los 10 us después de la union del ligando (Krouse et al., 1980). El flujo de iones sodio
al interior celular produce una alteracion del gradiente i6nico que conduce a la
despolarizacién de la membrana. De esta forma, la membrana celular que, normalmente,
posee un gradiente de potencial de 100.000 Vcm-! se transforma, en aproximadamente
50 ps, en un estado de alta conductancia (Stroud y Finer-Moore, 1985), traduciendo una
sefial quimica en una sefial eléctrica que provoca la contraccion del masculo en la unién
neuromuscular. En el sistema nervioso central el AcChR es responsable de la
transmision nerviosa excitatoria.

La apertura del canal idnico asociado al AcChR se produce por la unién de, al
menos, dos moléculas de acetilcolina al receptor (Sine y Taylor, 1980). Se ha
demostrado que no hay cooperatividad en la unién de ligando, a pesar de que hay una
cooperatividad en la apertura del canal que muestra un coeficiente de Hill de 1.97 £
0.06 (Neubig y Cohen, 1980). La interpretacion mas comun de estos datos es que las
dos subunidades a, que son las que unen neurotoxinas, también unen acetilcolina y
contienen los sitios de union para la activacion del agonista. Estos sitios de union tienen
normalmente baja afinidad (Kd 100 uM a 1mM) para agonistas (Raftery et al., 1983).
En presencia constante de agonista, semejante a la requerida para los estudios de union
en equilibrio, la acetilcolina se une alrededor de 100 a 1000 veces méas fuertemente a
estos sitios (Kd 10 nM a 1 pM), es decir, con alta afinidad. Se dice entonces que el
AcChR esta desensibilizado, estado en el que no hay paso de iones a su través. Los dos
sitios de unién de la acetilcolina no presentan propiedades simétricas y se diferencian,
en concreto, en sus cinéticas de interaccion con a-neurotoxinas (Maelicke et al., 1977;
Watters, 1983) y en sus constantes de equilibrio de unién a d-tubocurarina (Neubig y
Cohen, 1979; Sine y Taylor, 1980). Estos datos se correlacionan con el hecho de que las
dos subunidades o tienen microentornos diferentes en la molécula del AcChR, y por lo
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tanto distintas propiedades de unién de agonistas y antagonistas.

En condiciones fisiolégicas, los tiempos de apertura media de canales
individuales han sido descritos por dos distribuciones de Poisson, obteniéndose tiempos
de 1 ms. El cierre del canal es espontaneo y se produce por la disociacion de una de las
dos moléculas de acetilcolina del receptor. La acetilcolina difunde a través del espacio
sinaptico y aqui es hidrolizada por el enzima acetilcolinesterasa localizado en la lamina
basal. EI mecanismo de accidn de este enzima es sumamente rapido, impidiendo que el
receptor pase al estado desensibilizado.

Con objeto de estudiar la correlacién entre las propiedades dinamicas del
AcChR y su funcidn fisiologica se han desarrollado métodos cuantitativos para evaluar
"In vitro" la eficacia del transporte de iones regulado por la acetilcolina, en una escala
de tiempo de milisegundos. En este sentido se han utilizado diversas estrategias
experimentales que incluyen técnicas de: 1) flujo amortiguado (“quench-flow") y
filtracion rapida con iones permeables, radioactivos o no (Andreasen y McNamee,
1977; Hess et al., 1979; Neubig y Cohen, 1980; Paraschos et al., 1982, 1983), que
permiten monitorizar el flujo total de iones transportados; 2) técnicas de "patch-clamp"
(Montal et al., 1984; Sine y Steinbach, 1984), que permiten estudiar los tiempos de
apertura del canal i6nico y registrar los potenciales producidos en moléculas
individuales; y 3) técnicas de flujo detenido (“"stopped-flow™) (Moore y Raftery, 1980;
Martinez-Carrion, 1984; Gonzélez-Ros et al., 1984), que permiten monitorizar la
cinética del transporte total de iones en una escala de tiempo préxima a la fisiologica.

A partir de los resultados obtenidos con las técnicas anteriormente citadas y
apoyandose en la teoria alostérica, se han postulado diversos modelos cinéticos para el
AcChR. Basicamente, todos ellos distinguen un minimo de cuatro estados funcionales
del receptor: de reposo (R), abierto (A), desensibilizado lento (D) y desensibilizado
répido (1), que se diferencian en la distinta afinidad por los agonistas y por el estado,
cerrado o abierto, del canal i6nico asociado (Conti-Tronconi y Raftery, 1982; Raftery et
al., 1983; Changeux et al., 1984; Stroud y Finner-Moore, 1985; Karlin et al., 1986). En
ausencia de agonistas, la mayoria de los receptores de Torpedo ( 80%) estan en el
estado de reposo (R) (Heidmann y Changeux, 1979), estando el 20% restante en su
forma desensibilizada (D).

El estado de reposo se caracteriza por su baja afinidad (Kd 100 uM a 1 mM)
por los agonistas y porque el canal idnico esta activable y cerrado al paso de cationes.
La unidn del agonista al AcChR posiblemente da lugar a un cambio conformacional del
mismo originando asi el estado abierto, proceso que lleva de microsegundos a
milisegundos, y en el cual el canal i6nico estd abierto y presenta una conductancia
media de 60 pS y una vida media de 1-10 ms. (Montal et al., 1984; Sine y Steinbach,
1984; Leibowitz y Dione, 1984). En presencia constante de agonista, el AcChR fluctla
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entre dos estados: conductor y no conductor durante varios milisegundos antes de entrar
en un estado no conductor conocido como estado desensibilizado. Este fendmeno de
desensibilizacion consta de dos procesos cinéticos: un proceso rapido, que se da en un
rango de tiempo de 100 ms (Hess et al., 1979), y uno lento en un rango de segundos a
minutos (Adams, 1981), teniendo en ambos casos el receptor una alta afinidad por los
agonistas (Kd 1 nM a 1 uM). Los datos disponibles sobre esas transiciones dan lugar a
un modelo de cuatro estados (figura 7), que incluye un estado de reposo (R), un estado
de canal abierto (A) y dos estados desensibilizados cerrados (I, D). En cada una de estas
etapas la afinidad por el agonista aumenta dos ordenes de magnitud. Las constantes de
velocidad para las transiciones entre los estados varian en 6 ordenes de magnitud, desde
10* st para el canal activo a 102 s para el de desensibilizacion lenta (Karlin et al.,
1986). En ausencia del agonista, el AcChR recupera su estado de reposo de un modo
lento, en un proceso de varios minutos de duracion.

\ e/

Figura 7. Esquema cinético de las transiciones entre los distintos estados de
actividad del AcChR. Los distintos estados funcionales del AcChR, se
diferencian en la afinidad por el agonista y en el estado del canal i6nico. La
unién de dos moléculas de AcCh al receptor en estado de reposo (R), produce la
apertura del canal i6nico asociado al mismo (A). La exposicién prolongada al
agonista provoca la desensibilizacion del receptor que puede ser un proceso
rapido (100 ms, estado ) o bien lento de alrededor de segundos (estado D). Los
estados R, D e | representan estados inactivos del AcChR con distinta afinidad
por agonista. BC: bloqueador competitivo. BNC: bloqueador no competitivo.
Figura tomada de Changeux, 1990.

Se ha propuesto un esquema cinético mas complejo (figura 8), en donde se
observa al igual que en el modelo anterior, el paso del estado abierto al desensibilizado
sin necesidad de pasar por el estado cerrado. En este modelo se representa ademas la
unién secuencial de las dos moléculas de acetilcolina al receptor, alcanzando éste el
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estado abierto. Segun este modelo no es necesaria la union de dos moléculas de agonista
para que el receptor pase al estado desensibilizado, (Hess et al., 1982), aunque
experimentos posteriores mediante técnicas de flujo detenido apuntan a que la
desensibilizacion desde el estado de reposo con un solo agonista unido es despreciable
(Raines y Krishnan, 1998).

ESTADO DE REPOSO (baja afinidad por agonista)
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ESTADO DESENSIBILIZADO (alta afinidad por agonista)

Figura 8. Esquema cinético de las transiciones entre los distintos estados de
actividad del AcChR. En el esquema se incluyen ademas de los estados de
actividad que se muestran en la figura 7, los estados desensibilizados del
AcChR en ausencia o presencia de una molécula de agonista. Figura tomada de
McNamee et al., 1986.

En los dos modelos antes descritos hay un equilibrio inicial entre el receptor
desensibilizado y en reposo incluso en ausencia de agonistas. La mayor afinidad del
estado desensibilizado por los agonistas es el Unico factor que provoca un
desplazamiento en el equilibrio que conlleva la apertura y posterior desensibilizacion
del canal. Sin embargo, hay trabajos que contradicen la existencia de este preequilibrio
y que apuestan por un modelo secuencial ya que han encontrado ligandos que tienen
mayor afinidad por el estado desensibilizado y sin embargo, no desplazan el equilibrio
hacia esa conformacion (Krauss et al., 2000).

Ademas de los efectos fisioldgicos que produce la acetilcolina, otros muchos
agentes modulan la actividad del receptor. Algunos de ellos son fisiolégicos, entre los
que se incluye el Ca®*, quinasas para la fosforilacion en sitios citoplasmaticos, enzimas
de glicosilacion y &cidos grasos. Los agentes no fisiologicos incluyen neurotoxinas de
veneno de serpiente, curare, agentes descritos y usados clinicamente como relajantes
musculares, tales como suberildicolina, y numerosos compuestos descritos ampliamente
como inhibidores no competitivos o anestésicos locales (Stroud y Finer-Moore, 1985,
Arias, 1998). Estos compuestos pueden alterar el estado funcional en el que se
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encuentra el AcChR. Asi, algunos antagonistas competitivos pueden hacer pasar al
receptor del estado R al estado D como la d-tubocuranina, al igual que algunos
blogueadores no competitivos (BNCs) como el meproadifeno, fenciclidina, bromuro de
etidio y proadifeno (Krodel et al., 1979; Heidmann et al., 1983). Algunos trabajos
sugieren que la uniéon de ciertas substancias, como los anestésicos locales o los
blogueadores no competitivos, conlleva la aparicion de conformaciones intermedias
entre el de reposo y el desensibilizado haciendo mucho mas complejo el esquema
funcional del AcChR (Ryan y Baenziger, 1999; Ryan et al., 2001)

Dinamica del AcChR

Como se ha podido comprobar en anteriores apartados de este capitulo, la
complejidad de esta proteina es enorme. Por ello, el estudio de la misma se ha dividido
en diferentes partes. Por un lado, la estructura de los sitios mas importantes, como son
los de unidn a ligando, el canal iénico y la interfase lipido-proteina. Por otro lado, se ha
estudiado la funcion de cada uno de ellos. En cada uno de estos aspectos hay resultados
mas o menos definitivos que nos dan una idea de como funciona la proteina, pero de
una manera inconexa. Por tanto, falta por dilucidar como se trasmite la “informacion”
en el AcChR, es decir, la dindmica de funcionamiento de la proteina. En este sentido,
Unwin (Unwin, 1995) mostr6 que la unién de agonistas al AcChR producia una
transicion estructural, comparando imégenes de la proteina en estado abierto y cerrado.
Asi pudo observar que la cavidad que se encuentra en las subunidades o y que se ha
propuesto como los sitios de unién a ligando, desaparece en la estructura activada, y que
la subunidad 3 se mueve alejandose de la subunidad o hacia la a,. Esta coordinacion
de las dos subunidades o se propone como basica para el mecanismo cooperativo
responsable de la apertura del canal. Estudios de marcaje con sondas fotoactivables
apuntan a que en el estado cerrado, las hélices M2 se pliegan cerca del punto medio y
por ello se acercan al eje central del poro para formar la puerta o “gate” del canal,
compuesta por las largas cadenas laterales de residuos probablemente del anillo de
leucinas (figura 9). Tras la activacion, las hélices podrian inclinarse tangencialmente al
eje central y asociarse, abriendo de este modo el canal al alejarse las cadenas laterales
que forman la puerta del mismo y permitiendo que los residuos polares hidroxilicos se
expongan al lumen (Kotzyba-Hibert et al, 1999; Tikhonov y Zhorov, 1998). En ese
estado activado M1 podria formar parte del canal, asumiendo que todo o parte de ese
segmento no es a-hélice como efectivamente algunos estudios sefialan (Kim y
McNamee, 1998). Este tipo de movimientos asociados a los cambios conformacionales
de la proteina indicarian una modificacion de la estructura terciaria o cuaternaria mas
gue a cambios en la estructura secundaria de la misma.
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Los estudios de estructura secundaria tampoco aportan datos precisos sobre la
dinamica del receptor en procesos como la desensibilizacion. Este tema ha sido
estudiado mediante CD, FT-IR y fotomarcaje principalmente. Mientras que en algunos
trabajos se encuentran cambios en la estructura secundaria de la proteina entre el estado
de reposo y desensibilizado (Castresana et al., 1992), que se traducirian en un descenso
de la estructura en hoja 3, y un aumento en estructura no ordenada, otros indican que no
hay ninguna clase de cambios apreciables en la estructura secundaria de la proteina
asociados a estos cambios conformacionales (Méthot et al., 1994; Mielke y Wallace,
1988; Baenziger et al., 1993), o que existen pequefios cambios en las regiones
extramembrana (Baenziger y Chew, 1997)

Figura 9. Dinamica de apertura del canal en el AcChR obtenida a partir
del marcaje con inhibidores no competititvos. En el estado de reposo, los
segmentos M2 se visualizan como a-hélices torcidas aproximadamente en su
parte media de acuerdo a las imagenes obtenidas por Unwin (Unwin, 1995). El
sitio de union del TID en el estado de reposo esté localizado en los anillos de
valina y leucina. Cuando el agonista activa la proteina, el poro se abre al
alejarse de su eje central las cadenas laterales de leucina, que formarian la
compuerta del canal. Este movimiento permite que los residuos polares
hidroxilicos queden expuestos al canal (serina y treonina), facilitando asi la
translocacion de iones por el canal. Una parte de M1 llena el hueco debido al
reordenamiento de las o-hélices de los segmentos M2 y contribuye al
fotomarcaje con quinacrina en el estado abierto. Figura tomada de Kotzyba-
Hibert et al, 1999.

Para estudiar la reorganizacion a nivel de aminoacido que ocurre en los sitios
de unién a ligando durante la desensibilizacion, se ha utilizado la técnica de “flash”
fotolisis acoplada a un aparato de flujo detenido (“stopped-flow”) y DDF como
agonista. Las diferencias en este tipo de marcaje en el que el receptor esta en estado de
reposo, con los realizados en estado estacionario, en el que el receptor esta
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desensibilizado, indican que efectivamente hay un reordenamiento en la estructura
terciaria del sitio de unién a agonista en los “loops” A 'y B de la subunidad o y en un
“loop” de la subunidad & (figura 10). Por lo tanto, esta subunidad podria estar
implicada en el proceso de desensibilizacién del AcChR, ya que en la subunidad y no
sucede lo mismo (Galzi, et al., 1991).

Figura 10. Dinamica del sitio de unidn a agonistas del AcChR. Mediante
marcaje con DDF se ha hecho un mapa conformacional del sitio de union a
agonistas en los estados R y D del AcChR. El sitio de union de DDF en la
subunidad a5, compuesto por una serie de “loops” peptidicos de las subunidades
o Yy 6 se muestra en los estados R y D. En los “loops” A (aTyr93) y B
(o Trpl149) y el formado por la subunidad &, aumenta el marcaje en el estado
desensibilizado, por lo que han de estar mas cerca del DDF en ese estado, pero
un “loop” en la subunidad y se aleja (en el sitio oy, no mostrado). EI marcaje del
loop C (aTyrl90, aCys192, aCys193, aTyrl98) permanece inalterado durante
el proceso. Figura tomada de Kotzyba-Hibert et al, 1999.

En cualquier caso, se esta todavia lejos de comprender a nivel molecular cada
uno de los procesos en los que se podria dividir la funcionalidad del canal: union a
ligando, apertura de canal y desensibilizacién y mas aun de dilucidar el mecanismo por
el que se da el acoplamiento entre estos procesos. El asunto es en realidad mas complejo
aun ya que para tener un esquema completo del AcChR habria que comprender también
como ejercen su efecto modulador algunas sustancias tales como lipidos, acidos grasos,
anestésicos, etc., sobre todos estos procesos.
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Interaccion del AcChR con otros componentes
de membrana

Interaccion con proteinas

El AcChR se encuentra en altas concentraciones en la membrana postsinaptica
de la unién neuromuscular, donde su densidad es de 10.000-20.000 moléculas por pm?
(Conti-Tronconi y Raftery, 1982), mientras que fuera de la zona de sinapsis es 500
veces menor (Mathews-Bellinguer y Salpeter, 1978; Changeux et al., 1984). Los
mecanismos moleculares responsables del mantenimiento de esta distribucién no estan
completamente definidos; aunque se sabe que estan implicadas proteinas del
citoesqueleto de la célula postsinaptica. Asi, estudios de microscopia electrdnica
revelan la presencia de un material denso en el lado citoplasmético de la membrana, con
una distribucién que asemeja a la del AcChR (Sealock et al., 1984). Por otra parte, el
tratamiento de vesiculas de membrana obtenidas a partir de electrocitos de T.marmorata
con una solucidn alcalina (pH 11), o su exposicidn a agentes caotropicos (Neubig et al.;
1979; Sealock et al., 1984), solubiliza el material postsinaptico denso a los electrones y
provoca una mayor difusion lateral y rotacional del AcChR sin que se produzcan otros
efectos en las demas propiedades del receptor (Conti-Tronconi et al., 1982; Changeux et
al., 1984).

La proteina mas abundante en los extractos alcalinos de las membranas
postsinapticas de electrocitos de T. marmorata tiene un peso molecular de 43 Kd. Es
una proteina periférica de membrana localizada en la cara citoplasmatica de ésta,
claramente diferenciada de la actina (Burden et al.,, 1983). Se encuentra en
concentraciones similares al AcChR y no es esencial para la apertura del canal i6nico
activado por acetilcolina. Aunque a esta proteina se le han asignado diversas funciones
en la sinapsis, ninguna de ellas se ha demostrado. La hipdtesis mas atractiva consiste en
que la proteina de 43K interacciona de una manera no covalente con el AcChR, a traves
del segmento hidrofilico que une M3 con M4, con objeto de anclar al receptor en la
membrana postsinaptica y, asi, mantener una alta concentracion de receptores cerca de
los sitios de liberacion del neurotransmisor (Phillips et al., 1991; Conti-Tronconi y
Raftery, 1982).

En experimentos de reconstitucion de la proteina de 43K marcada con %I, en
liposomas de composicion definida, se ha demostrado que esta proteina se une
estrechamente a los liposomas y que esta unidén se puede revertir por tratamiento
alcalino a pH 11. Esta disociacién podria ocurrir como consecuencia de una repulsién
de cargas entre la proteina y los lipidos, ya que la proteina 43K tiene un pl de 8, por lo
que adquiere carga neta negativa conforme varia el pH de 7 a 11. Estos resultados
indican que las moléculas de 43K son anfipaticas y que interaccionan entre si y con los
lipidos que las rodean.
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Interaccion con lipidos de membrana

El receptor nicotinico de acetilcolina, como proteina integral de membrana que es, esta
rodeada es su parte transmembrana por los lipidos que forman la membrana lipidica.
Aungue en un principio se considerd a ésta como un mero soporte de este tipo de
proteinas, debido a la influencia del modelo de membrana de mosaico fluido (Singer y
Nicolson, 1972), actualmente se reconoce que las membranas lipidicas son un complejo
sistema capaz de modular la actividad de las proteinas que interaccionan con ellas. Con
el fin de analizar las interacciones especificas que puedan existir entre los componentes
lipidicos y proteicos, tanto a nivel estructural como funcional, se han utilizado una gran
variedad de aproximaciones fisicoquimicas, bioquimicas y quimicas. Asi, técnicas tales
como el dicroismo circular (Moore et al., 1974), resonancia magnética nuclear (Griffith
et al., 1982) y espectroscopia de fluorescencia (London y Feigenson, 1981; Pink et al.,
1984; Gonzélez-Ros et al., 1983), han contribuido notablemente al conocimiento de las
propiedades generales de las membranas biologicas. Estas técnicas pueden ser
empleadas en el estudio de las interacciones lipido-proteina en el seno de una
membrana bioldgica siempre que se disponga de una fraccién de membranas altamente
enriquecida en la proteina de interés o que sea posible purificar y reconstituir esta
proteina en un medio lipidico conocido. A partir de los resultados obtenidos se ha
concluido que los lipidos de membrana no s6lo son un componente estructural de la
compartimentacion celular, sino que también constituyen un elemento funcionalmente
importante involucrado en la modulacion de algunas funciones bioldgicas de las
proteinas de membrana. De todos modos, no se han propuesto hipdtesis generales que
expliquen a nivel molecular las interacciones que puedan existir entre las proteinas y los
lipidos que las rodean.

Se ha caracterizado la composicion lipidica de membranas ricas en AcChR,
obtenidas a partir de electrocitos de T.californica (Gonzalez-Ros et al., 1982),
obteniéndose una relacion lipido/proteina de 1:40 peso/peso. La relacion
fosfolipido/colesterol, 1:10 mol/mol, indica una extraordinaria abundancia de colesterol
en estas membranas, siendo éste el principal componente de la fraccion de lipidos
neutros. Los fosfolipidos mas abundantes en las membranas procedentes de tejido
eléctrico son fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y fosfatidilserina. En menor
proporcién se encuentran cardiolipina, é&cido fosfatidico, esfingomielina vy
lisofosfatidilcolina, siendo importante sefialar que los acidos grasos integrantes son, en
su mayoria, de cadena larga y de alto grado de insaturacion.

En el estudio de las interacciones lipido-proteina en sistemas de membrana son
de gran utilidad las técnicas de reconstitucion desarrolladas, ya que permiten modificar
los elementos que constituyen una membrana, posibilitando asi definir el namero
minimo de componentes de la misma absolutamente necesarios para realizar una
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determinada funcion y estudiarla libre de las influencias de cualquier otro proceso de
membrana. Al ser el AcChR un sistema modelo de proteina integral de membrana del
que se dispone de abundante informacidon estructural y funcional, su reconstitucién en
vesiculas artificiales de composicion definida con retencion de sus caracteristicas junto
con el desarrollo de técnicas sensibles para medirlas, constituyen un sistema modelo
para el estudio de la dependencia de parametros estructurales y funcionales del AcChR
y de las proteinas de membrana en general con las propiedades fisico-quimicas de la
matriz lipidica que lo contiene. A su vez, este sistema nos permite el estudio de la
reorganizacion lipidica que se produce como consecuencia de la insercion de la proteina
en las vesiculas lipidicas.

Los mayores avances en las técnicas de reconstitucidn comenzaron en 1978,
cuando Epstein y Racker, seguidos de otros autores, demostraron que el AcChR podia
ser solubilizado y reconstituido en vesiculas lipidicas de composicién definida,
conservando las propiedades caracteristicas del receptor como canal idnico; esto es,
translocacién de iones, desensibilizacién por agonista, etc. La introduccién de las
técnicas de reconstitucion permiten, por tanto, la reinsercion del receptor nicotinico de
acetilcolina, que previamente ha sido solubilizado con detergente y purificado, en
vesiculas lipidicas o bicapas planas conservando propiedades funcionales idénticas a las
del receptor en su membrana nativa (McNamee y Ochoa, 1982). A lo largo de todo el
proceso de reconstitucion y solubilizacion el receptor debe ser mantenido en presencia
de lipidos (Ochoa et al., 1983), lo que pone de manifiesto la importancia de los mismos
en preservar la funcion de la proteina.

La elucidacion del mecanismo molecular de actuacion del receptor de
acetilcolina se ha centrado en tres aspectos principales:

1.- La unidn de ligandos especificos (agonistas, antagonistas, bloqueadores no
competitivos del canal ionico, anestésicos locales, etc.).

2.- La activacién del canal i6nico mediante la unién de agonistas.

3.- El proceso de desensibilizacion por el cual la permeabilidad iénica se
bloquea como consecuencia de la exposicion prolongada al agonista.

Los estudios de la dependencia funcional del receptor nicotinico de acetilcolina
con la matriz lipidica incluyen aspectos relativos a los tres procesos fundamentales
indicados anteriormente.

Una de las aproximaciones que se ha realizado ha sido en cuanto al nimero de
lipidos necesario para mantener el AcChR activo, que es de 45 moléculas de
fosfolipido, y que corresponde con una capa de los mismos alrededor de la proteina. Si
se deslipidiza mas al receptor, pierde irreversiblemente su funcién, lo que nos permite
tener una idea de la importancia de estas moléculas para el AcChR (Bhushan y
McNamee, 1990). Sin embargo, son 95 moléculas de fosfolipido las que el AcChR es
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capaz de afectar seglin medidas de DSC, que corresponderian a entre unay dos capas de
fosfolipido (Bhushan y McNamee, 1990), lo que significa que la proteina no sélo afecta
a los lipidos directamente en contacto con la misma.

Mediante diversos experimentos se ha comprobado que los lipidos de
membrana interaccionan de forma diferenciada con el receptor nicotinico de
acetilcolina, demostrandose que aquellos que tienen mayor afinidad por el receptor son
también los que tienen mayores efectos sobre la funcion del mismo (Ellena et al., 1983).
La existencia de diferencias cualitativas y cuantitativas en las propiedades de flujo
ionico del receptor sugieren un papel modulador de determinados lipidos (Fong y
McNamee, 1986). De modo analogo, la desensibilizacion del receptor nicotinico de
acetilcolina que, al igual que la apertura del canal idnico implica cambios
conformacionales, viene determinada por el entorno lipidico. De hecho, se ha podido
comprobar que la capacidad del receptor nicotinico para sufrir transiciones entre estados
de alta y baja afinidad inducidos por ligandos puede verse afectada por las propiedades
dinamicas del entorno lipidico y por la composicion del mismo (Lindstrom et al., 1980).
Del estudio de este tipo de efectos sobre el AcChR reconstituido en matrices de
diferente composicién se ha concluido que el colesterol y los lipidos cargados
negativamente, tales como el &cido fosfatidico, son necesarios para mantener al AcChR
activo (Ochoa et al., 1983; Criado et al., 1984; Raines y Krishnan, 1998; Bhushan y
McNamee, 1993). A pesar de la informacion existente sobre la dependencia de la
funcion del AcChR en el entorno lipidico, no hay una explicacion satisfactoria de los
procesos moleculares por los que determinados lipidos ejercen tales efectos sobre la
actividad de una proteina integral de membrana. Hasta ahora, se han discutido algunas
hipotesis que incluyen: (i) efecto indirecto de los lipidos a través de la alteracion de las
propiedades fisicas de la membrana, como pudiera ser la fluidez (Fong y McNamee,
1986), la curvatura de membrana y la presion lateral (Cantor, 1997; de Kruijff, 1997),
grosor de la membrana (Mouritsen, 1993) o (ii) efectos directos a través de la union de
los lipidos a sitios definidos en la porcion transmembrana de la proteina (Fong y
McNamee, 1987; Jones y McNamee, 1988; Blanton y Wang, 1990; Fernandez et al.,
1993; Fernandez-Ballester et al., 1994), que han llevado a postular el posible papel de
ciertos lipidos como ligandos alostéricos de la proteina. La fluidez como causa Unica
parece descartada (Sunshine y McNamee, 1992), pero hay trabajos que abogan por una
mezcla de estos dos efectos. Asi, Baenziger y colaboradores proponen un modelo segin
el cual la fluidez de la membrana determinaria el equilibrio entre los estados del AcChR
de reposo y desensibilizado, de tal manera que una membrana poco fluida como seria
una rica en colesterol, conllevaria un desplazamiento del equilibrio hacia la
conformacidn de reposo y viceversa. Por el contrario, en este estudio se asigna al &cido
fosfatidico (PA) una interaccion directa con la proteina indispensable para que ésta
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pueda ser activa (Baenziger et al., 2000). Sin embargo, hay una gran cantidad de
trabajos que si establecen una interaccion directa entre el colesterol y el AcChR (Fongy
McNamee, 1987; Dreger et al., 1997; Fernandez-Ballester et al., 1994; Jones y
McNamee, 1988; Antollini y Barrantes, 1998; A.M. Fernandez et al., 1993; Leibel et
al., 1987).

La razon por la que los fosfolipidos anidnicos interaccionan preferentemente
con el AcChR es desconocida, aunque las fuerzas electrostaticas parecen descartadas, al
menos como Unica causa (Raines y Miller, 1993), si bien se han propuesto sitios de
interaccion entre los fosfolipidos cargados negativamente y residuos cargados
positivamente en los segmentos M3 y M4 de la proteina en estudios de fotomarcaje
(Blanton y Wang, 1991). En cualquier caso e independientemente de las fuerzas que
estén involucradas, por los estudios de EPR (resonancia paramagnética electronica)
parece que la interaccion es siempre débil, produciéndose un rapido intercambio entre
los fosfolipidos unidos directamente a la proteina y aquellos que estarian libres en la
membrana para cualquier tipo de fosfolipido utilizado (Ellena, 1983). En cuanto a la
causa por la que los fosfolipidos aniénicos son indispensables para la activacion de la
proteina, hay estudios que apuntan hacia una estabilizacion de las hélices o
transmembrana (Blanton y Wang, 1991), a través de la formacién de puentes de
hidrégeno (Bhushan y McNamee, 1990) entre otros factores. De hecho, para el AcChR
reconstituido en acido fosfatidico, el pH del medio afecta tanto a la funcién como a la
estructura del AcChR siempre y cuando la carga del fosfolipido varie, aumentando la
actividad y la estructura en hoja B del receptor en relacion a hélice o conforme mas
carga negativa tenga este fosfolipido. Sin embargo, cuando se utiliza otro fosfolipido
anionico para el que el intervalo de pH no afecta a su carga, no se detecta ningln
cambio (Bhushan y McNamee, 1993). Aunque el &cido fosfatidico no estd en una
proporciéon muy grande en las membranas lipidicas, su contenido es facilmente
modulable por la célula a través de la fosfolipasa D. Asi, la adicion de esta enzima a
vesiculas de AcChR en una matriz de fosfatidilcolina (PC), en las que el receptor no es
activo, provoca la recuperacion de la actividad de la proteina (Bhushan y McNamee,
1993), estableciéndose de este modo un mecanismo de control de la actividad del
receptor y por tanto de la excitabilidad celular. Este posible esquema en el que hay un
cambio de estructura secundaria como explicacion del efecto de PA es contradicho en
algunos trabajos mediante FT-IR de diferencia (Baenziger et al., 1999), segun los cuales
no habria tales cambios en estructura secundaria aunque si algunos en la dinamica
interna de la proteina.

En el caso del colesterol hay una gran controversia en cuanto a su funcion y
sitio de accion, si bien se ha demostrado que su presencia constituye un requerimiento
esencial para la correcta actividad del canal idnico asociado al receptor, asi como para
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las transiciones entre distintos estados de afinidad inducidas por agonistas (Criado et al.,
1982; Jones et al., 1988). Los mecanismos mediante los cuales el colesterol ejerce su
influencia sobre el receptor nicotinico de acetilcolina, o sobre otras proteinas de
membrana, no son bien conocidos. Una posibilidad seria la de influir en la funcion y la
estructura proteica a través de la alteracion de las propiedades fisicas de la bicapa
lipidica, defendida en algunos trabajos (Baenziger et al., 2000). Con el fin de estudiar
esta posibilidad se han realizado experimentos en los que se incluye el colesterol en
vesiculas lipidicas de composicion definida. Utilizando diversas técnicas, como
calorimetria diferencial de barrido y fluorescencia, se demuestra que el colesterol afecta
notablemente la fluidez de membranas modelo, haciéndola mas rigida cuando los
lipidos estan en fase liquido-cristalino y produciendo el efecto contrario en fase gel
(Estep et al., 1978; Van Blitterswijk et al., 1987) con lo cual el efecto neto es el de
homogeneizar las membranas, disminuyendo asi la permeabilidad al agua y otras
pequefias moléculas (Houslay y Stanley, 1982). De hecho, utilizando concentraciones
crecientes de colesterol se produce una disminucion en el cambio de entalpia
caracteristico de la transicion de fases, hasta quedar eliminada. Ademas, estudios a nivel
molecular, utilizando técnicas de resonancia magnética nuclear con lipidos deuterados,
demuestran la existencia de una interaccion directa del colesterol con los lipidos de
membrana (Dufourc et al., 1984).

La otra posibilidad que explique la necesidad del colesterol para la
estabilizacion funcional y estructural de la proteina seria la existencia de una
interaccion mas directa con la propia proteina de membrana. Con el objeto de analizar
esta segunda alternativa se han realizado experimentos en membranas que contienen
proteinas, observandose que la presencia del colesterol produce alteraciones en las
mismas tanto a nivel funcional como estructural (Whetton et al., 1983; Whetton y
Houslay, 1983). Asi se ha evidenciado la necesidad de colesterol para mantener los
cambios conformacionales del receptor nicotinico de acetilcolina inducidos por
agonistas (Criado et al., 1982). Por otra parte, la estabilizacién estructural del receptor
nicotinico de acetilcolina por colesterol (Browning y Nelson, 1976) se ha demostrado
en experimentos en los que se utilizan técnicas de inactivacion por calor de sitios de
union de o-bungarotoxina en el receptor nicotinico; con esta técnica se observa un
desplazamiento en los perfiles de inactivacion hacia temperaturas mayores conforme se
aumenta el porcentaje de colesterol afiadido a las membranas, indicando un claro efecto
estabilizador de la estructura del receptor. Con el fin de descartar la posibilidad de que
esta estabilizacion sea debida a la alteracién de la fluidez de la membrana mas que a la
propia interaccion del colesterol con la proteina, se ha estudiado el efecto de anestésicos
locales con probada capacidad para perturbar la fluidez de la membrana (Artigues et al.;
1989), observandose que estos compuestos son incapaces de modificar los perfiles de
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inactivacion por calor de sitios de unién de a-bungarotoxina en el receptor nicotinico.
Estudios complementarios con espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
sugieren un aumento del porcentaje de segmentos a-hélice transmembrana en el
receptor (Bhushan y McNamee, 1990) cuando se emplean concentraciones crecientes de
colesterol. Estas hélices o podrian estar implicadas en la formacion del canal idnico
asociado al receptor por lo que la estabilizacion de las mismas por el colesterol
explicaria la necesidad de este lipido en el mantenimiento funcional de la proteina
(Fong y McNamee, 1987). En posteriores estudios se ha encontrado una estabilizacion
de estructura en hojas p (Ferndndez-Ballester et al., 1994) a parte de las ya mencionadas
hélices o, mientras que otros postulan que el colesterol simplemente podria introducirse
en los intersticios que hay entre las subunidades facilitando el deslizamiento de unas
sobre las otras y posibilitando de este modo los cambios conformacionales necesarios
para mantener la actividad del mismo (Corbin et al., 1998), si bien este lipido no parece
necesario para la desensibilizacion (Fernandez-Ballester et al., 1994). También se le
asigna un papel importante en la insercion de proteinas de membrana en general (Scotto
y Zakim, 1986). Se han llegado a diferenciar dos tipos de colesterol, aquel que estaria
libre en la membrana y que seria facilmente eliminado de la misma sin afectar a la
funcion de la proteina, y aquel que interaccionaria directamente con el AcChR y que
estaria fuertemente unido, tratdndose, en una primera estimacion, de unos 36 por
molécula de receptor (Leibel et al., 1987). En experimentos de marcaje también se ha
detectado colesterol unido directamente al receptor, aunque en algunos de ellos este
marcaje ha sido afectado por los cambios conformacionales de la proteina (Fernandez et
al., 1993; Narayanaswami et al., 1993), lo cual apoyaria la influencia de estos lipidos en
la funcién del AcChR, y en otros no (Corbin et al., 1998; Blanton y Wong, 1991).

El esquema basicamente aceptado de la interaccion de fosfolipidos y colesterol
con el AcChR seria el propuesto por Jones y McNamee basados en experimentos de
apagamiento de fluorescencia, segun los cuales existirian dos tipos de sitios de
interaccion entre los lipidos y esta proteina denominados anulares y no anulares. Los
primeros estarian ocupados por los fosfolipidos y los segundos en un nimero de 5 6 10
por el colesterol, situandose éstos en zonas intersticiales de la proteina, ocupando los
huecos que quedarian entre las diferentes subunidades y segmentos transmembrana del
AcChR, figura 11 (Jones y McNamee, 1988). Otros experimentos han confirmado este
modelo (Antollini y Barrantes, 1998), e incluso se ha llegado a refinar ain més con la
subdivision de los sitios no anulares en perianulares, que estarian en contacto con la
bicapa lipidica, e intersticiales, situados en lugares menos accesibles de la proteina
(Addona, et al., 1998). Ademas, se ha propuesto un sitio extramembrana en el AcChR
para el colesterol (Dreger et al., 1997), si bien es mas razonable pensar que lo que
pudiera ocurrir es una interaccion indirecta entre ambos. Algunos trabajos indican que
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podrian existir pequefias diferencias entre las propiedades fisicas de los fosfolipidos
anulares y el resto como en la polaridad o en una menor penetracion de agua en los
mismos, si bien no se han detectado dos fases lipidicas diferentes (Antollini et al.,
1996).
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Figura 11. Sitios anulares y no anulares en el AcChR. Representacion
esquematica de una seccion del AcChR en la interfase lipido-agua, vista desde
la hendidura sinéptica. EI perimetro de la proteina esta rodeado de ~45
moléculas de lipido, es decir, el dominio de lipidos anulares. Los 23 circulos
vacios alrededor del AcChR representan las cabezas polares de los fosfolipidos
en la hemicapa extracelular de la bicapa lipidica. Los circulos pequefios negros
entre las subunidades y entre los dominios M1/M4 y M3/M4 representan la
posible localizacién de los dominios no anulares de lipidos. También se sefiala
la posible localizacion del sitio para quinacrina, localizado en el segmento aM1,
cerca de la subunidad . Figura tomada de Arias, 1998.

En este mismo sentido se ha estudiado cémo afecta el AcChR al &cido
fosfatidico cuando se utiliza este lipido puro para reconstituir la proteina, viéndose que
el pK del mismo disminuye 2 unidades de pH para aquellas moléculas en contacto con
el receptor, con lo que habria un aumento de la carga negativa que podria facilitar ain
mas su interaccion con la proteina (Bhushan y McNamee, 1993).

Ademas de los fosfolipidos y colesterol hay una gran cantidad de sustancias
que parecen interaccionar con el AcChR a través de la interfase lipido proteina,
modulando la actividad del canal. Por ello esta interfase es considerada como un sitio de
interaccion de baja afinidad de inhibidores no competitivos (INC), en la que a diferencia
de los de alta afinidad la estequiometria no seria de un sitio por proteina sino de
maltiples sitios por proteina. Los sitios de unidon de baja afinidad se han estudiados
entre otros métodos, mediante resonancia paramagnética electronica (EPR), habiéndose
encontrado sustancias que interaccionan con mayor o menor especificidad con estos
sitios (revisiones en Arias, 1996; Arias, 1998). La localizacion de estos sitios se ha
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estudiado también mediante experimentos de apagamiento o “quenching” de la
fluorescencia del Unico triptofano presente en la region transmembrana de la proteina,
Trp 453 de la subunidad vy, (Horvéth et al., 1990). El nimero de estos sitios podria ser
de unos 10-30 y se encontrarian en la interfase lipido-proteina. Entre estas sustancias
estarian los acidos grasos libres e insaturados, que inhiben el flujo i6nico del canal
asociado al AcChR (Andreasen y McNamee, 1977, 1980), lo que podria ser atribuido a
la perturbacion de interacciones funcionalmente importantes entre el receptor y el
colesterol o los lipidos cargados negativamente, ya que parecen interaccionar con los
sitios anulares y no anulares del AcChR (Jones y McNamee, 1988; Arias, 1998). Los
esteroides, anestésicos generales e insecticidas también modulan la funcién del AcChR
inactivando el canal a través de su interaccién con los sitios no anulares, que parecen
admitir sustancias de estructura quimica muy diversas, por lo que ser trataria de sitios
farmacol6gicamente significativos (Lechleiter et al., 1986; Arias, 1998; Blanton et al.,
1998; Bouzat y Barrantes, 1996).

De todos los resultados obtenidos hasta el momento se deduce que el entorno
lipidico es fundamental para el mantenimiento y modulacion estructural y/o funcional
del receptor nicotinico de acetilcolina. Los lipidos de membrana posiblemente
intervienen a nivel de la alteracion de las propiedades dinamicas de la membrana y/o a
nivel de una posible interaccion directa con las proteinas que en ella se incluyen y por
ello se han convertido en una interesante diana farmacoldgica. Ademas, por las razones
comentadas a lo largo de todo este capitulo, el AcChR también puede servir como
modelo para estudiar las interacciones lipido-proteina en general.
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A lo largo de la introduccién se ha evidenciado que la comprension de las
interacciones lipido-proteina es esencial para completar el esquema de funcionamiento
del receptor nicotinico de acetilcolina, que como ya se ha comentado, sirve ademas de
modelo para el resto de los miembros de la superfamilia de canales idnicos activados
por ligando (LGIC).

Por esta razon, en esta memoria se pretende estudiar cuéles son los efectos
derivados de esta interaccion entre el AcChR vy los lipidos que le rodean y mas en
concreto:

- como afecta el AcChR a la organizacion de los lipidos en las vesiculas en
que se reconstituye, en especial a la del &cido fosfatidico (PA) y colesterol,
lipidos por los que esta proteina presenta alta afinidad y que parecen
importantes en la modulacién de su funcion.

- cémo afectan los diferentes lipidos en que se reconstituye el AcChR a la
estructura y funcion del mismo.

- la correlacion entre el efecto que el AcChR realiza sobre los lipidos y el
que éstos realizan sobre la proteina.

- la naturaleza y caracteristicas de las interacciones lipido-proteina en este

sistema.

Con los datos obtenidos de todos estos estudios se pretende proponer un
esquema que explique las interacciones del AcChR con su entorno lipidico.
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1.- Obtencidon de membranas de Torpedo enriquecidas en
receptor nicotinico de acetilcolina

Las membranas enriquecidas en AcChR se obtienen a partir de ejemplares de
Torpedo marmorata procedentes del Mediterraneo y capturados durante las estaciones
de invierno y primavera, con un peso medio de 3 Kg. Los ejemplares capturados se
mantienen vivos hasta su llegada al laboratorio en donde se procede a la diseccion del
tejido eléctrico, que se congela rapidamente en nitroégeno liquido y se mantiene asi hasta
su utilizacion.

El método utilizado para el aislamiento de membranas procedentes de la
electroplaca de T. marmorata es el descrito por Martinez-Carrion et al., 1984. En él se
distinguen las siguientes etapas: una porcion del tejido eléctrico (100-200 g) se
descongela en tampén Tris 10 mM, pH 7.4, EDTA 5 mM, PMSF 0.5 mM,
lodoacetamida 5 mM, previamente enfriado en un bafio de hielo picado. Se trocea en
pequefios fragmentos (1 cm®) y se homogeneiza en el mismo tampén utilizando un
Politron (Kinematica GmbH), en tres periodos de 90 s al 70% de potencia. El
homogeneizado resultante se centrifuga en rotor Beckman JA-14 a 3500 r.p.m. durante
10 minutos en centrifuga refrigerada y se filtra el sobrenadante a través de 8 capas de
gasa. El filtrado se centrifuga en rotor Beckman 35 a 30000 r.p.m. durante 30 minutos
en ultracentrifuga a 4 °C. El sobrenadante se descarta y el sedimento (fraccion de
"membranas crudas") se resuspende en tampén DB-1, compuesto por Tris 10 mM, NaCl
100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.4, a una concentracion aproximada de proteina de 8-10
mg/ml y con una actividad especifica de aproximadamente 1.25 nmoles de o-
Bungarotoxina unida por mg de proteina, que se determina segun el método descrito en
el apartado 7.2.

2.- Purificacion del AcChR mediante cromatografia de
afinidad

La purificacion del AcChR mediante cromatografia de afinidad esta basada en
la utilizacion de un gel de afinidad obtenido tras la alquilacion de una matriz de agarosa
por bromoacetilcolina (ver apartado 5.2). El procedimiento utilizado para la purificacion
del AcChR es el descrito por McNamee et al., 1982, figura 1. Las membranas
enriquecidas en receptor nicotinico correspondientes a preparaciones de 200 g de
electroplaca (membranas crudas), se diluyen hasta 2 mg/ml con tampén DB-1 (Tris 10
mM, pH 7.4, NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM) solubilizdndose a continuacién con colato
sodico 1% (concentracion final). La mezcla se agita suavemente durante unos 20 min a
4 °C y se ultracentrifuga durante 50 min. a 30000 r.p.m. en rotor Beckman 35. El sobre-
nadante resultante se aplica a una columna de cromatografia de afinidad (23 x 2.5 cm)
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rellena con 25 ml de Affigel 10 (Bio-Rad), derivatizada como se describe en el apartado
5.2, y previamente equilibrada con 200 ml de tampon DB-2 (DB-1 + 1% colato),
manteniendo un flujo constante de 1-1.5 ml/min.

Una vez aplicada la muestra, se lava la columna con 100 ml de tampon DB-3.
Este tampoOn estd compuesto por DB-2 suplementado con 1 mg/ml de lipidos de
asolectina en general o de PC de huevo para experimentos de fluorescencia, ya que los
primeros contienen una fraccion de lipidos neutros fluorescentes que podria alterar los
resultados de dichos experimentos. La elucion del receptor se lleva a cabo con 50 ml de
tampon DB-4 (DB-3 + 10 mM carbamilcolina), recogiéndose fracciones de 2 ml. La
concentracion de proteina durante el lavado y la elucién se monitoriza midiendo la
absorbancia a 280 nm (1 U.A. corresponde aproximadamente a 0.6 mg/ml de proteina).
Se obtiene un rendimiento aproximado de unos 25 mg de proteina purificada por cada
200 g de tejido, que eluye a una concentracion entre 0.8-1.4 mg/ml. EI AcChR asi
purificado presenta una actividad especifica de 8 nmoles de a-bungarotoxina unidos por
mg de proteina.
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Figura 1. Esquema de la purificacion y reconstitucién del AcChR. Se
representa la solubilizacion de membranas nativas con colato sddico,
purificacion por cromatografia de afinidad y la dialisis del detergente,
obteniéndose finalmente vesiculas reconstituidas. Figura tomada de McNamee
et al, 1986.
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En el analisis del receptor mediante electroforesis en SDS-PAGE en
condiciones reductoras (apartado 4 de este capitulo), aparecen cuatro bandas muy
marcadas correspondientes a las cuatro subunidades del AcChR (figura 2) y alguna
banda muy débil probablemente de un canal de cloruro (Ivorra et al., 1996).
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Figura 2. Electroforesis del AcChR purificado. En la figura se muestra un gel
de electroforesis en SDS y condiciones reductoras cargado con AcChR
purificado en las calles A (20 ug), B (15 ug), C (10 ug), D (5 ug) y patrén de
pesos moleculares en la calle E. En el margen derecho de la electroforesis se
indican los pesos moleculares del patron empleado.

3.- Reconstitucion del AcChR en vesiculas lipidicas de
composicion definida

3.1.- Preparacion de vesiculas lipidicas

Una vez disueltos en cloroformo:metanol (2:1) los lipidos con los que se vayan
a formar las vesiculas, se mezclan en la proporcion deseada, y se secan con una
corriente de N, para luego someterlos a un periodo de alto vacio. Tras eliminar las
trazas del solvente organico, los lipidos se hidratan en tampon Tris 10 mM, pH 7.4,
NaCl 100 mM, afiadiendo la cantidad necesaria del detergente CHAPS para alcanzar un
4% final. Mediante sonicacion en bafio, se obtiene un solubilizado transparente
compuesto de micelas mixtas. Estas micelas se dializan durante 72 horas con 6 cambios
de tampdn, obteniéndose vesiculas atiles para reconstitucion (Riquelme et al., 1990),
que se dividen en alicuotas y se congelan a -20°C hasta su uso.

Las vesiculas de diferente composicion lipidica obtenidas por diélisis del
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CHAPS se solubilizan con colato al 3% inmediatamente antes de la reconstitucion del
AcChR tal y como se describe en el siguiente apartado.

3.2.- Procedimiento de reconstitucion

Se utiliza el llamado método de dialisis de detergente (Paternostre et al., 1988;
Wrigglesworth et al.,1987). EI AcChR solubilizado eluido de la columna de afinidad se
suplementa con las vesiculas lipidicas obtenidas segun el apartado anterior, previamente
solubilizadas en colato al 3% final. Podemos de esta forma variar el tipo de matriz
lipidica empleado en la reconstitucién, asi como la relacion molar fosfolipido/proteina
(que varia entre 3500 y 150, segun los requerimientos del experimento). Estas mezclas
solubilizadas de lipido y proteina se dializan extensivamente frente a Tris 10 mM, pH
7.4, NaCl 100 mM durante 72 h, con 6 cambios de tampon. Las vesiculas resultantes
son unilamelares y con los sitios de union de a-Bgt orientados en méas de un 90% hacia
el medio extravesicular (Jones et al., 1987). Tras este proceso, se alicuotan las muestras
y se congelan en nitrégeno liquido hasta su uso.

4.- Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de SDS
(PAGE-SDS)

Las muestras que contienen AcChR se analizan mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones reductoras y con dodecil sulfato sddico (SDS) como
agente solubilizante, segun la técnica descrita por Laemmli (1970). La electroforesis se
realiza en geles de 7 x 10 cm con un espesor de 0.75 mm. El gel separador se prepara a
una concentracion de acrilamida del 7.5% y el gel concentrador del 4%. La
polimerizacion se lleva a cabo a temperatura ambiente y los geles se dejan reposar un
minimo de 8 h antes de su utilizacion.

Las muestras se desnaturalizaron diluyéndolas 1:1 (v:v) con tampén Tris 120
mM pH 6.3, glicerol 10%, SDS 6%, B-mercaptoetanol 15%, azul de bromofenol
0.005% (como marcador del frente de migracion). La mezcla asi preparada se deja a
temperatura ambiente durante 15 minutos y a continuacién se aplica una alicuota de 10-
30 pl (5-15 pg) en cada pocillo del gel.

El tampon de electroforesis es Tris 25 mM, pH 8.3, glicina 190 mM y SDS
0.1%. La electroforesis se comienza a 50 voltios hasta que la muestra penetra en el gel
separador, entonces se eleva el voltaje a 150 voltios.

Los geles se tifien durante 1 hora con una solucién que contiene 0.25 g del
colorante Coomasie Brilliant Blue (R-250), disueltos en 125 ml de isopropanol, 50 ml
de acido acético glacial y 325 ml de agua. Para destefiir el gel, se lavd varias veces con
acido acético al 7.5%.
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5.- Preparacion de la columna de Afinidad

Para purificar el AcChR, se utiliza una cromatografia de afinidad mediante un
gel derivatizado con bromoacetilcolina. Para ello, se realizan los siguientes pasos.

5.1.- Sintesis de bromuro de bromoacetilcolina

La bromoacetilcolina se obtiene a partir de bromuro de colina y de bromuro de
bromoacetilo. Para ello, 0.1 moles de bromuro de bromoacetilo (d=2.32 g/ml) se
depositan en una bureta y se deja caer gota a gota sobre el bromuro de colina
previamente pulverizado, agitando suavemente. La mezcla viscosa asi obtenida se
coloca en un bafio de hielo con agitacion durante 120-180 min. A continuacion se
afiaden lentamente 50 ml de etanol absoluto para permitir la cristalizacion del bromuro
de bromoacetilcolina. Una vez cristalizado se transfiere a un embudo de placa filtrante
donde se continda el lavado con etanol hasta que desaparece el color amarillo del
producto de reaccidon. A continuacion se seca a vacio y el precipitado se separa en
alicuotas guardandose con desecante a -20°C. EIl bromuro de bromoacetilcolina se va a
utilizar en la alquilacién de los grupos sulfhidrilo presentes en la matriz de Affigel-10
que se describe en el apartado 5.2.

5.2.- Derivatizacion del Affigel 10

El primer paso para la derivatizacion del Affigel 10 es incorporar grupos tioles
al mismo. Para ello, 25 ml del Affigel 10, a los que se ha eliminado el conservante,
mediante una serie de lavados en un embudo de placa filtrante, se equilibran con 50 ml
de Tris 20 mM pH 7.4. y posteriormente con 50 ml de cistamina 54 mM, 20 mM Tris
pH 7.4, dejandolo reaccionar durante 1 hora. A continuacion se lava el exceso de
cistamina con 200 ml de agua y se afiaden 50 ml de 20 mM DTT, 100 mM Tris pH 8,
incubando durante 20 min. El agente reductor ditiotreitol (DTT) rompe los puentes
disulfuro del gel, originando asi los grupos tioles libres cuya presencia puede
constatarse mediante reaccion con ditionitrobenzoato (DTNB) (apartado 5.3.) que da
lugar a un intenso color amarillo. Seguidamente se lava el DTT con 100 ml de agua y se
equilibra con 50 ml de fosfato sédico 50 mM, pH 7, NaCl 100 mM. Se afiaden entonces
300-400 mg de bromuro de bromoacetilcolina en polvo y se agita inmediatamente,
dejando reaccionar durante 30 min con agitacion ocasional. Pasado este tiempo se lava
el gel con 200 ml de agua y se determinan de nuevo los grupos tioles. Se obtiene un
color débilmente amarillo, que indica que la mayoria de los grupos tioles han
reaccionado con el bromuro de bromoacetilcolina. Los restantes grupos tioles libres se
bloquean por acetilacion con 50 mg de iodoacetamida. EI Affigel asi derivatizado se
empaqueta en una columna Econo Bio-Rad 1.5 x 20 cm y se guarda a 4°C, baja fuerza
ionica y bajo pH (tampon acetato aménico 0.01 M pH 4). Al aplicar los extractos
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solubilizados de membranas crudas a la columna, el AcChR quedara unido a la
acetilcolina por afinidad. La disociacion del receptor de la matriz cromatogréafica se
Ileva a cabo mediante elucion con disolucion de carbamilcolina tal como se describe en
el apartado 2.

5.3.- Determinacion de grupos tioles

Se utiliza la reaccién con DTNB, que forma un compuesto de color amarillo en
presencia de grupos tioles. A 0.33 ml de una solucion de DTNB 10 mM en tampén Tris
100 mM pH 8, se afiaden 10 ml del mismo tampdn. Se hace reaccionar 1 ml de la
disolucién anterior con 50 ul del gel derivatizado. Este ensayo se utiliza con fines
puramente cualitativos.

6.- Purificacion de a-bungarotoxina a partir del veneno de la
serpiente Bungarus multicinctus

6.1.- Cromatografia de intercambio i0nico y filtracion

La obtencion de a-bungarotoxina a partir del veneno de la serpiente Bungarus
multicinctus, se realiza mediante el procedimiento descrito por Mebs et al., 1972,
consistente en cuatro etapas de cromatografia utilizando como material de partida
veneno liofilizado.

a. Cromatografia de intercambio ionico. Se utiliza el intercambiador de
cationes CM-Sephadex C-25 (tamafio de particula 40-120 um). La matriz
cromatografica se hidrata en agua durante al menos 48 horas y se empaqueta en
columna de vidrio 40 x 1.5 cm, dejandolo equilibrar con el tampdn de partida (acetato
amonico 0.05 M, pH 5.8). Se disuelven 200 mg de veneno liofilizado en 2 ml de tampdn
acetato amonico 0.05 M, pH 5.8 y se colocan sobre la columna de intercambio idnico.
La elucién se lleva a cabo utilizando un gradiente de fuerza ionica y pH. EI primer
recipiente, que contiene 500 ml de acetato amonico 0.05 M, pH 5.4, se conecta
mediante un puente salino a un segundo recipiente que contiene 500 ml de acetato
amonico 0.5 M, pH 7. En el primer recipiente se instala un agitador magnético para
permitir la mezcla adecuada de los dos tampones y obtener asi un gradiente lineal
continuo. La elucion comienza cuando se conecta el primer recipiente a la columna, y
ésta al colector de fracciones. El flujo se mantiene a 30 mi/h, recogiendo fracciones de
aproximadamente 7 ml. La elucidn de la proteina se monitoriza midiendo la absorbancia
a 280 nm. Los tubos correspondientes a la fraccion de o-bungarotoxina (proteina
mayoritaria) se unen y se concentran mediante liofilizacion.

b. Cromatografia de filtracion en gel. Para eliminar todas las sales de la
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etapa de intercambio ionico se realiza un desalado mediante cromatografia de filtracion.
Esto se consigue con un gel Sephadex G-25 (grano medio), que se equilibra en agua
durante 12 horas y se empaqueta en una columna de 40 x 2.5 cm. La muestra anterior se
disuelve en 10 ml de agua, se aplica a la columna y se eluye con agua. La medida de
absorbancia a 280 nm revel6 un pico mayoritario de toxina, que se concentré de nuevo
mediante liofilizacion.

c. Cromatografia de intercambio i6nico. La muestra desalada y disuelta en
acetato aménico 0.05 M, pH 5.8, se aplica a una nueva columna de intercambio ionico
de las mismas caracteristicas que la del apartado a, sustituyendo el tampdn final por
acetato amonico 0.3 M, pH 7. Las fracciones con mayores valores de absorbancia a 280
nm se liofilizan y se resuspenden en 10 ml de agua para el siguiente desalado.

d. Cromatografia de filtracion en gel. Se elimina de la muestra el acetato
amonico de forma similar a la anterior cromatografia de exclusién. La a-bungarotoxina
disuelta en agua se liofiliza y se guarda a -20°C hasta su uso.

6.2.- Cromatografia liquida de alta resolucion

Un proceso alternativo de purificacion de a-Bgt exenta de fosfolipasa A; es el
descrito en Ferragut et al., 1984. La muestra obtenida en la primera cromatografia de
intercambio i6nico por columna, se puede purificar directamente sometiéndola a
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para ello, la fraccion de a-Bgt
obtenida en la cromatografia de intercambio idnico (apartado 6.1.a), se dializa frente a
agua durante 35 h. con tres cambios, utilizando bolsas de dialisis que tienen un limite de
exclusion de 3000 Daltons.

La a-Bgt dializada se aplica en una columna de intercambio iénico CM60 (6
mm x 15 cm, IEX535CM, ALTEX) previamente equilibrada con tampon acetato
amonico 150 mM, pH 5, y se eluye con un gradiente lineal de acetato aménico 150 mM,
pH 5, a acetato amdnico 500 mM, pH 7, con un flujo de 1 ml/min y con una duracion de
45 minutos. Los cambios de absorbancia se monitorizan a 280 nm con un detector
Beckman 163 acoplado a un registrador Spectra- Physics 4290. En estas condiciones, el
tiempo de retencion para la a-Bgt es de 16 minutos aproximadamente. Se recoge la
fraccion de a-Bgt y se dializa frente a agua durante 24 h. A continuacion se liofiliza y
se resuspende en una solucién acuosa conteniendo azida sddica al 0.02%. La
concentracion de la a-Bgt se determina midiendo la absorbancia a 280 nm (1 mg/ml=
0.6 unidades de absorbancia).

Todos los reactivos utilizados en la cromatografia liquida de alta resolucién se
desgasifican y se filtran previamente, a través de un filtro Millipore de 0.45 um.
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7.- Estudios de union 125]-g-bungarotoxina al AcChR

7.1.- Cromatografia de intercambio ionico de 125]-¢-
bungarotoxina

Con el fin de eliminar la BSA presente en la ***I-a-Bungarotoxina comercial,
se realiza una cromatografia de intercambio ionico. Se pesa 1 g de DEAE-Sephadex y
se equilibra en agua durante 4 horas, se empaqueta en una columna de 11 ml de
capacidad total, rellenandose con el Sephadex hasta 8 ml. La columna se equilibra con 4
volumenes de agua y azida sddica al 0.02%.

La *®I-a-Bgt comercial (250 uCi) se resuspende en 1 ml de agua y azida
sodica al 0.02%, 0.5 ml se aplican a la columna y se eluyen con una solucion acuosa
conteniendo azida sodica al 0.02%, recogiéndose alicuotas de 0.5 ml aproximadamente.
La elucién de *°I-o-Bgt se monitoriza realizando el contaje de las fracciones recogidas
en un contador gamma (WILJ). Las fracciones que contienen radioactividad se retnen y
su concentracion se determina midiendo su absorbancia a 280 nm. La **°I-a-Bgt se lleva
a la concentracion requerida para los estudios de unién al AcChR mediante la adicién
de a-Bgt no radioactiva.

7.2.- Determinacion del numero de sitios de unidbn de a-
bungarotoxina al AcChR

La a-Bgt es capaz de unirse especificamente al AcChR con una alta afinidad
(Kp= 10 M). La incubacion del AcChR solubilizado en presencia de un exceso de
12].a-Bgt durante 30-60 minutos a temperatura ambiente, permite la formacién de
complejos AcChR-'?°I-a.-Bgt, facilmente separables de la **°I-o-Bgt libre, tal y como se
describe a continuacién. De esta forma es posible determinar el nimero de sitios de
union de a-Bgt presentes en muestras con distinto grado de purificacion del AcChR,
empleando una concentracién constante de **I-a-Bgt y concentraciones crecientes de
AcChR solubilizado. El método que se sigue para el estudio de la unién de **1-a-Bgt a
membranas enriquecidas en AcChR o a AcChR purificado y reconstituido, es el descrito
por Schmidt y Raftery, 1973.

Las muestras (membranas enriquecidas en AcChR al mg/ml o vesiculas
conteniendo receptor purificado) se solubilizaron en presencia de 1% de Triton X-100.
Distintas alicuotas de ésta preparacion se llevaron a un volumen final de 100 ul con
tampon Hepes 10 mM pH 7.4, NaCl 100 mM, Triton X-100 1%, y por Gltimo se afiadio
a cada uno de los tubos 25 pl de una solucién de **°I-o-Bgt (30-40 pg/ml). Tras un
periodo de incubacion de 2 horas a temperatura ambiente, 100 ul de cada fraccion se
adsorbieron sobre un disco de papel Whatman DE 81 de 2.3 cm de diametro, de forma
que el complejo **I-a-Bgt-AcChR queda retenido en el intercambiador iénico. Con
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objeto de eliminar la *®1-a-Bgt libre se realizaron tres lavados de 10 minutos con
tampon fosfato 10 mM pH 7.4, NaCl 0.05 M, Triton X-100 0.1%, NaN; 0.02%, en una
proporcion de 500 ml de tampon para cada 30 discos de papel. Finalmente, los discos se
dejaron secar y se colocaron en tubos para determinar su radioactividad en un contador
gamma Beckman 5500. Mediante la representacion de la radioactividad obtenida frente
a la concentracion de AcChR, se obtiene una curva de saturacion a partir de la cual, es
posible determinar el nimero de lugares de union presentes en el AcChR tomando como
referencia la cantidad maxima de o-Bgt unida al AcChR (obtenida de la zona de
saturacion de la curva). Teniendo en cuenta que por cada mol de AcChR se unen dos
moles de o-Bgt, el valor maximo teorico de los sitios de union de o-Bgt en una
preparacion de AcChR purificado es de aproximadamente 64 pg de a-Bgt por mg de
proteina total (8 nmoles de a-Bgt por mg de AcChR).

8.- Obtencioéon del AcChR en forma monomérica

El AcChR reconstituido en vesiculas lipidicas se incuba con DTT 5mM
durante 1 hora a temperatura ambiente y oscuridad. Luego se ultracentrifuga la muestra
durante 1 hora a 55.000 r.p.m. en rotor Beckman Ti 70 a 4 °C, resuspendiéndose el
sedimento, tras descartar el sobrenadante, en tampon Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH
7.4. Con el fin de eliminar completamente el agente reductor, la muestra se dializa
frente a este mismo tampon durante 12 horas, con dos cambios de tampon.

9.- Proteolisis del AcChR

Se sigui6 un protocolo similar al utilizado por Gérne-Tschelnokow et al., 1994.
El AcChR reconstituido en vesiculas lipidicas a una concentracion de proteina de
Img/ml en Tris 10 mM, NaCl 100 mM, (NH;)HCO3; 1% (p/v), pH 8, se incuba durante
3 horas a 37 °C con proteinasa K a 1mg/ml. Luego se adiciona PMSF 0.2 mM para
finalizar la reaccion de proteolisis. Tras ello, la muestra se centrifuga 30 minutos a
55000 r.p.m. en rotor Beckman Ti 70, afiadiéndose a continuacion tampon Tris 10 mM,
NaCl 0.5 M, pH 7.4 y se agita la mezcla durante 1 hora en hielo. Este ciclo de
centrifugacion y resuspension se repite dos veces pero afiadiendo agua en vez del
tampon y con incubaciones de 15 minutos en hielo. Por altimo, se resuspende el pellet
de la altima centrifugacion en tampén Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.
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10.- Determinacion de la concentracion de fosfolipidos

Se utilizo el método de descrito por Botcher et al., 1961, en el que se determina
la cantidad total de fosfato de la muestra. En este caso, se trata de muestras en las que
dicho grupo quimico solo puede provenir de los fosfolipidos, por lo que nos es util para
su determinacion. Las disoluciones empleadas fueron:

- Solucion patrén de fosforo, KH,PO4 0.4 mM.

- HCIOg4, 60 %.

- Acido ascorbico 10%.

- Reactivo de molibdato. Se prepard disolviendo 2.5 g de molibdato amdnico
tetrahidratado en 14.3 ml de acido sulfurico concentrado y diluyendo a 1 litro
con agua bidestilada.

Se tomaron alicuotas de 50, 100, 150, 200, 250 y 400 ul de la solucion patron
y los diferentes problemas por duplicado y se llevaron a un volumen final de 400 nl con
agua destilada. Seguidamente se afiadié a todos los tubos 400 pl de HCIO4 60 %; se
taparon con una bola de vidrio y se mantuvieron a 180°C durante 90 min. en bafio de
arena. Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente, afiadiéndose a
continuacion 4 ml de reactivo de molibdato y posteriormente 0.5 ml de acido ascorbico
al 10%, al mismo tiempo que se agitan los tubos. Tras ello, se incuban las muestras en
un bafio con agua hirviendo durante 10 minutos. Se dejan enfriar y se mide la
absorbancia a 812 nm.

Para calcular la cantidad de fosfato en la muestra problema, se interpola la
recta de calibrado obtenida con los patrones.

11.- Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteina en las muestras se determind segun el método
descrito por Lowry et al., 1951. Los reactivos usados en esta determinacion fueron los
siguientes:

Reactivo A: sulfato de cobre (1) pentahidratado al 1%.

Reactivo B: tartrato sddico potasico al 2.3%.

Reactivo C: carbonato sodico (30 g/l) en hidroxido sodico 0.1 N.
Reactivo D: 1.0 ml de A+ 1.0 ml de B + 98 ml de C.

Reactivo E: reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1:1 con agua destilada.
Solucién patron: albumina de suero bovino (BSA), 1 mg/ml en el
tampon en que se encuentre la muestra.

La curva patron se obtuvo con alicuotas de 5, 10, 25, 50, 75y 100 pl de la
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disolucién de BSA. De la muestra problema se tomaron alicuotas por duplicado de 10,
25, 50, 75y 100 pl.

El procedimiento seguido fue el siguiente: las alicuotas de BSA y de las
muestras, previamente solubilizadas con Triton X-100 al 1% en el caso de no estar ya
solubilizadas en algun otro detergente, se llevaron a 250 ul con tampén. Este tampdn
tendra la misma composicion que el de las muestras y BSA, incluido el detergente.
Seguidamente se afiaden 2.5 ml de reactivo D y se agita. Después de 10 minutos se
afiaden 250 pul de reactivo E. Transcurridos 30 minutos, se mide la absorbancia a 650
nm, determinandose la concentracion de proteina por interpolacion con los valores de
absorbancia obtenidos de la recta patron.

12.- Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Para el estudio mediante FTIR, algunas muestras fueron sometidas a un
intercambio de H,O por D,O mediante un ciclo de centrifugacion y resuspension en el
tampon en el que estaba la muestra, pero en este caso en D,0O. Para ello, se contaba con
un stock de tampones liofilizados. Tras ese intercambio, se vuelve a centrifugar la
muestra, resuspendiendo finalmente el pellet en 25 ul, quedando las muestras a una
concentracion de 15-20 mg de proteina/ml. Se utiliza D,O en los tampones para
eliminar la interferencia de la absorbancia del H,O (Mendelsohn y Mantsch, 1986; ver
“Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier” en Apéndice). Las soluciones
resultantes se depositan sobre una de las ventanas de CaF,. A continuacion se coloca un
separador de teflon de 50 um y finalmente la segunda ventana. Todo ello se acopla en
una camara desmontable (Harrick, Ossining, NY) que se ajusta a un sistema de
lanzadera, el cual permite obtener el espectro del fondo y de la muestra con el simple
movimiento de la cAmara. La muestra se mantiene termostatizada durante 3 horas a 21
°C con ayuda de un bafo circulante. Durante este tiempo se asegura que el intercambio
isotopico H-D del protén amidico llegue a una situacion de equilibrio, lo que ocurre
cuando se consigue una absorbancia minima constante en la banda amida Il (1550
cm™).

Para estudios de la region del espectro entre 1500-950 cm™, que contiene
bandas de absorbancia asignadas a vibraciones de los ésteres de fosfato del acido
fosfatidico, se emplearon ventanas de ZnS e igualmente un separador de teflon de 50
um. Las muestras se prepararon como se describe mas arriba aunque utilizando un
tampon acuoso.

Los espectros se adquirieron en un espectrometro Nicolet 520 equipado con un
detector DTGS (Castresana et al., 1992). Los espectros tomados para estudiar la banda
amida | resultaron de promediar 200 barridos, mientras que aquellos en los que se
estudiaba las bandas de los ésteres de fosfato del acido fosfatidico se adquirian 600
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barridos. En ocasiones se ha tomado una serie de 15 espectros durante un proceso de
aumento escalonado de la temperatura, a intervalos de 5 °C, experimentando la muestra
un incremento de temperatura de 23 a 70 °C en un tiempo de 195 minutos.
Transcurridos 30 minutos, la temperatura descendio de nuevo a los 23 °C iniciales y se
adquirio otro espectro que permitiera estudiar si los cambios inducidos por el aumento
de la temperatura eran o no reversibles. Tanto en el experimento en que se adquirio un
solo espectro como en el que se tomaba la serie de 16 espectros, el “software” que
permitia su adquisicion promedid los barridos, realizd su apodizacion utilizando la
funcién de Happ-Genzel y finalmente aplicé la transformada de Fourier, dando una
resolucion de 2 cm™. Cuando fue necesario se utilizaron los procedimientos habituales
de estrechamiento de banda, empleandose en la derivada un orden de 3 y un valor de 0.3
como punto de corte (Mantsch et al., 1988; Moffatt y Mantsch, 1992). La
desconvolucién se calculé utilizando una anchura de banda lorenztiana de 12 cm™, con
un factor de aumento de resolucion de 1.8-2 y la apodizacion de Bessel (ver
“Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier” en Apéndice).

El valor del pH se corrigio utilizando la funcién pD=pH+0.4 (Gregory y
Roseberg, 1986).

13.- Calorimetria Diferencial de Barrido

Los estudios realizados con esta técnica (ver “Calorimetria diferencial de
barrido” en Apéndice) se llevaron a cabo con vesiculas lipidicas con y sin AcChR. A tal
efecto, se centrifuga la muestra de interés a 55.000 r.p.m. en rotor Beckman Ti-70
durante 30 minutos, y se resuspende en el tampdn adecuado a un volumen de 1.4 ml
para llenar totalmente las celdas del equipo. La concentracion final de fosfolipido
sintético, es decir, aquel que puede dar lugar a una transicion de fase, en todas las
muestras pasadas por el calorimetro es de 10 mM.

Los termogramas fueron adquiridos en un calorimetro diferencial de barrido
Microcal MC-2, equipado con una interfase digital DA-2 y una utilidad para la
adquisicion automatica de los datos (Villar et al., 1988). Cada muestra y su tampdn
correspondiente fueron equilibrados térmicamente en el calorimetro a una temperatura 4
°C inferior a la del inicio del termograma durante 45 minutos, antes de iniciar el
calentamiento. La velocidad de barrido empleada fue de 45 °C/h. El volumen de la celda
para la muestra y referencia es de 1.3 ml. La temperatura de transicion es aquella en la
que se detecta una capacidad diferencial de calor méxima, observada en los
termogramas originales y sin ninguna correccion de linea de base. La entalpia se calculd
del area del termograma obtenido, una vez restada la linea de base, y normalizado el
espectro a la concentracion del fosfolipido que de lugar a la endoterma presente en la
muestra.
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14.- Adicion de sondas fluorescentes

De una disolucion stock se afiade el volumen correspondiente de cada una de
las sondas fluorescentes a la suspension de proteoliposomas y se deja estabilizar durante
unos minutos antes de realizar las medidas de fluorescencia. En el caso del acido trans-
parinarico (t-PnA), debido a su sensibilidad al aire, la mezcla fue burbujeada con Argon
e inmediatamente sellada. En algunos casos la mezcla fue incubada a 55 °C (DPH) o a
temperatura ambiente (Laurdan) durante una hora antes de su uso, con el fin de asegurar
una completa incorporacion de la sonda a los proteoliposomas. El dehidroergosterol
(DHE) y el B-DPH HPA fueron afiadidos de manera intrinseca, es decir, mezclados con
los lipidos en el primer paso de la formacion de vesiculas lipidicas (ver apartado 3.1),
cuando todos los componentes lipidicos estan en la mezcla organica. En ciertas
ocasiones, la sonda 3-DPH HPA se afiade por inyeccion en etanol con jeringa Hamilton
mientras se agita vigorosamente la muestra, incubando la mezcla durante 20 minutos a
temperatura ambiente. En estos casos se dice que la adicion de la sonda es extrinseca.
En cualquier caso la relacion molar de la sonda respecto al lipidos de las vesiculas
nunca es mayor que el 3%. Asimismo, el porcentaje de solvente en el que se afiade la
sonda en la muestra tampoco es superior al 2% (v/v). En la figura 3, se muestran las
estructuras de todas las sondas utilizadas.
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Figura 3. Estructura de las sondas fluorescentes. 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno
(DPH);  dehidroergosterol  (DHE); 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno
(Laurdan); 2-(3-(difenilhexatrienil) propanoil)-1-hexadecanoil- sn-glicero-3-
fosfocolina (B-DPH HPA); acido trans-parinarico (t-PnA).
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15.- Medidas espectroscopicas

Los espectros de absorcion se llevaron a cabo usando un espectrofotdmetro
BECKMAN a temperatura ambiente. Los espectros de fluorescencia, la transferencia de
energia por resonancia y las medidas de anisotropia en estado estacionario se tomaron
en un fluorimetro SLM-8000C termostatizado por medio de un bafio. Este equipo consta
de una lampara de Xendn de 450 W, un monocromador de excitacion de doble rendija,
portacubetas de cuatro posiciones, un monocromador de emision de doble rendija, y una
unidad central o CPU. Ademas esta conectado a un ordenador con el software adecuado
para adquisicion y tratamiento de datos. El aparato admite la posibilidad de utilizar
polarizadores y de trabajar en formato “L” 6 “T”, al contar con dos canales de medida.
Existe un tercer canal que servira como referencia interna para corregir las variaciones
de intensidad de la lampara.

Los espectros de excitacion de fluorescencia se tomaron siempre usando la
referencia interna, en este caso rodamina, para corregir posibles variaciones en la
intensidad de la ldmpara. Asimismo, los espectros de emision fueron corregidos con el
software que incorpora el propio equipo. En cualquier caso, siempre se resté el espectro
del blanco correspondiente al de la muestra de interés.

La anisotropia de fluorescencia en estado estacionario <r>, definida por la
relacion (Lackowicz, 1983, 1999),

= (Ivv _GIVH)/(IVV +2GIVH)

se obtiene midiendo la componente perpendicular y paralela de la emision de
fluorescencia con la luz de excitacion polarizada verticalmente. El factor G (G =
Imv/lnn) corrige las distorsiones en la transmisividad introducidas por el sistema de
deteccion (ver “Anisotropia de Fluorescencia” en Apéndice). Estas medidas de
anisotropia se hicieron con polarizadores Glan-Thompson, y las intensidades de fondo
debido a las vesiculas lipidicas siempre se restaron de las correspondientes muestras.

Las medidas de anisotropia de fluorescencia estan afectadas por la dispersion
de la luz que provoca la muestra. En preparaciones en las que hay membranas lipidicas
se hace necesario hacer correcciones de los valores medidos directamente en el
instrumento, ya que la dispersion de la luz disminuye el valor de la anisotropia de la
muestra. Estas correcciones se realizan aplicando la ecuacion dada por Teale (Teale,
1969):

r.. =r—K(@OD)r

donde rops €S la anisotropia observada, r* es la anisotropia extrapolada a
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densidad 6ptica (OD) cero, y K es la constante de proporcionalidad observada.

Para realizar esta correccion, primero hay que calcular el parametro K para
cada tipo de muestra, ya que el valor de este parametro varia segun la estructura,
composicion y preparacion de la muestra (Lentz et al, 1979). El calculo se realiza
midiendo la anisotropia de fluorescencia y la densidad Optica de la muestra a diferentes
diluciones, representando a continuacion los valores de rq,s frente a los de OD, y
ajustando los datos a una recta, de la que se obtiene a partir de la pendiente y ordenada
en el origen el valor de K. La linealidad de rq,s frente a OD s6lo se mantiene hasta una
OD de 0.5-0.6, por lo que en muestras con mas de esta turbidez se hace imposible
corregir de forma exacta la anisotropia. Una vez obtenidos estos parametros, para
calcular la anisotropia de la muestra a dilucién cero, sélo se tiene que medir el valor de
OD y de rops de la muestra, y aplicar la ecuacion de Teale con el valor de K
anteriormente calculado.

En el caso de la sonda Laurdan, en vez de medir la anisotropia de
fluorescencia, se siguid la Polarizacién Generalizada de excitacion (exGP), parametro
introducido por Gratton y colaboradores (Parasassi et al., 1990, 1991) y que se calcula
mediante la siguiente férmula:

exGP = (|434 r |490)/(|434 ¥ |490)

donde l434 € lagp SON las intensidades de emision a las longitudes de onda
caracteristicas de la fase gel (434 nm) y la fase liquido-cristalino (490 nm)
respectivamente (ver “Polarizacion generalizada de fluorescencia” en Apéndice). Este
parametro se puede obtener a diferentes longitudes de onda (320-410 nm).

Las longitudes de onda de excitacion y emision para las sondas fueron:

Sonda Excitacion (nm) | Emision (nm)
Triptofano 280 330
t-PnA 320 420
DPH 360 430
PA-DPH 360 430
DHE 324 376
Laurdan 380 434/490
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16.-Transferencia de energia por resonancia (R.E.T.)
16.1.- Calculos preliminares

Para cada par donador-aceptor de transferencia de energia se calculé en un
primer paso el radio critico de transferencia, Ry (ver “Transferencia de energia por
resonancia” en Apéndice), de acuerdo a la ecuacion (Forster, 1949):

~9000(In10)x*®,J
~ 1287°n*N,,

donde ¢p es el rendimiento cuantico del donador en ausencia de aceptor, n es el
indice de refraccion del medio, Nav es el nimero de Avogadro, k* es el factor de
orientacion y J la integral de solapamiento. El valor usado para el indice de refraccion
del medio es de 1.33 y el de k? es 2/3 (Valenzuela et al., 1994; Gutiérrez-Merino et al.,
1995).

Ry

Esta integral (J) estd determinada por el grado de solapamiento entre el
espectro de emision del donador y el espectro de absorcion del aceptor, y viene definida
en la siguiente ecuacion:

j fo(A)e,(A)A4dA

j f_(2)dA

donde ¢a es el coeficiente de extincion molar del aceptor, calculado a partir del
espectro de absorcion del mismo, y fp(A) es el espectro de emisién del donador. Para
calcular esta integral, simplemente se dividen las &reas de las curvas generadas con el
numerador y denominador en el intervalo de longitud de onda donde haya solapamiento
entre el espectro de emision del donador y el de absorcidn del aceptor.

Para obtener la curva teérica de transferencia de energia para un sistema en dos
dimensiones como es el de las sondas fluorescentes embebidas en una bicapa lipidica,
utilizamos el modelo de Gutiérrez-Merino (Gutiérrez-Merino et al., 1987, 1994, 1995).
Este modelo ha sido desarrollado para el receptor nicotinico de acetilcolina en una
bicapa lipidica, por lo que tiene en cuenta las particularidades de este sistema (ver
“Andlisis de los datos de Transferencia de Energia por Resonancia” en Apéndice). La
aplicacion del mencionado modelo se realizé mediante un programa informético escrito
en lenguaje Basic modificado levemente para las condiciones particulares de estas
muestras. El programa basicamente pide los valores de Ry, que se calcula para cada par
aceptor-donador como ya se ha descrito, y la relacion lipido-proteina, que se controla en
la reconstitucion del AcChR. Después hemos de fijar los valores de H, r y K, para los
que queramos obtener las curvas tedricas de transferencia de energia. Estos parametros
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son, respectivamente, la distancia entre los planos en que se encuentran el donador y
aceptor, la distancia minima entre donador y aceptor, y la constante de disociacion del
aceptor por los lipidos en la region anular. Estas curvas se compararon con los valores
experimentales con el fin de obtener los parametros H, r y K, de diferentes sondas
fluorescentes o de una sonda en dos matrices lipidicas diferentes.

16.2.- Medida de la eficiencia de energia

En la determinacion de los valores experimentales de eficiencias de energia,
alicuotas de las sondas aceptoras, t-PnA (en etanol) o DPH (en dimetilformamida),
fueron afadidas a una cubeta de fluorescencia que contenia una suspension de AcChR
reconstituido en vesiculas lipidicas de composicion controlada. La pérdida de intensidad
de fluorescencia del donador, los triptofanos de la proteina, fue seguida con una
excitacion de 280 nm y una emision de 330 nm, tras cada una de las adiciones de la
sonda.

En los estudios de transferencia de energia en estado estacionario, hay que
tener en cuenta los posibles artefactos que se producen en la medida de la intensidad del
donador. En este sentido, la absorcion del aceptor a la longitud de onda del donador
(280 nm) fue corregida de acuerdo a la ecuacion (Coutinho y Prieto, 1993),

| _d Aot (:I'_:l'O_A\1 )
corr exp Aj (1_10—'%»)

donde lex, es el valor experimental obtenido, Ag y Awt son las absorbancias
para el donador solo y para el donador mas aceptor respectivamente. La correccién por
el fendbmeno de reabsorcion, en el que el aceptor absorbe parte de la emision del
donador, se llevé a cabo aplicando la ecuacion,

2.303A,

o2 = leor 1-10""

donde Aa es ahora la absorcién del aceptor a la longitud de onda de emisién
del donador (330 nm.).

Una vez realizadas estas correcciones a la intensidad de fluorescencia del
triptéfano para cada una de las adiciones de sonda fluorescente, los valores obtenidos se
utilizaron directamente para su comparacién con las curvas tedricas del modelo de
Gutiérrez-Merino.
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Estos datos se representan en un grafico que tiene como ordenada la eficacia de
transferencia de energia, calculada a partir de la ecuacion:

E=1-(lu/1p)

donde E es la eficacia de transferencia de energia, Ipa €s la intensidad de
fluorescencia corregida del donador en presencia del aceptor e Ip es la intensidad de
fluorescencia corregida del donador en ausencia de aceptor. En la abcisa se representa
la densidad superficial de aceptor, que se calcula dividiendo la superficie que ocupa la
sonda afiadida entre la superficie total de lipidos accesible para la sonda. Para hacer este
calculo se han tomado las areas de las sondas como 0.283 nm? (Mateo et al., 1993), las
de los fosfolipidos como 0.7 nm? (Thomas et al., 1978) y la del colesterol como 0.38
nm? (Ipsen et al., 1990).

17.- Recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP)

Los experimentos de FRAP se realizaron en colaboracion con el Dr. Eurico
Melo y José Pedro Santos Jorge (Instituto de Tecnologia Quimica e Bioldgica, Oeiras,
Portugal). Las especificaciones técnicas del instrumento han sido anteriormente
descritas (Vaz et al., 1989).

Las muestras utilizadas se mantuvieron termostatizadas mediante un bafio a 20
°C durante 30 minutos antes de realizar las medidas. Los tiempos de fotoblanqueo
fueron de 10-30 ms., recogiéndose las curvas de FRAP en un total de 1000 canales con
un periodo minimo de 30 ms por canal. La intensidad del haz de laser para la
observacion de la muestra se escogié de tal manera que no se observara fotoblanqueo
durante un periodo equivalente al de una medida usual.

Las curvas generadas en los experimentos de FRAP se ajustaron usando el
algoritmo Simplex a la ecuacion obtenida por Soumpasis (Soumpasis, 1983). Esta
ecuacion describe la recuperacion de la fluorescencia tras fotoblanqueo de una region
circular uniforme y asume que las moléculas fluorescentes no fotoblanqueadas difunden
libremente para atravesar todo el perimetro de la region fotoblanqueada. Los parametros
del ajuste fueron: el tiempo de recuperacion, t; la intensidad de fluorescencia
inmediatamente tras el fotoblanqueo, F(0) y la intensidad de fluorescencia a tiempo
infinito tras el fotoblanqueo, F(w0). La fluorescencia antes del fotoblanqueo, F(i), se
tomd como el valor medio de los 100 canales anteriores al pulso de fotoblanqueo. El
radio del haz circular del laser, necesario para realizar el ajuste, se calcul6 como se
describe en el siguiente apartado, 17.1.
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17.1 Determinacion del radio del haz circular del laser

Este célculo se realizo utilizando como sonda fluorescente el fosfolipido NBD-
DSPE en multicapas de POPC. La temperatura de muestra fue de 25 °C, para la cual
esta estandarizado el coeficiente de difusion, que es de 4.4*10® cm?/s. Del anélisis de la
curva de FRAP correspondiente se obtiene un radio de 3.7 um. Este dato se utilizara
para el analisis de las curvas que se obtengan con el resto de las muestras.

17.2 Marcaje con FITC

En la preparacion de las muestras para FRAP, se partio de las de AcChR
reconstituido en membranas lipidicas, obtenidas como ya se ha descrito en los apartados
1,2 y 3 de este mismo capitulo. En dichas muestras se realizé un marcaje de la proteina
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) del siguiente modo: se centrifuga la muestra a
50.000 r.p.m. (250000 @) durante 30 minutos en rotor Beckman Ti-70, para luego
resuspenderla en tampdn NaCO3/NaHCOs3;, pH 9.5, a una concentracion final de
proteina de 2 mg/ml. A continuacién se afiade FITC (Molecular Probes, ) a 0.25 mg/mi
y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz. A fin de
eliminar el FITC libre, se centrifugan las membranas a 50.000 r.p.m. en el mismo rotor,
durante 30 minutos y a 4 °C, resuspendiendo la muestra en tampon Tris 10 mM, NacCl
100 mM, pH 7.4. Este ciclo se repite tres veces para asegurarnos que no queda nada de
FITC libre. Las muestras asi preparadas se fraccionan en alicuotas de 0.1 mg de AcChR
y se conservan congeladas en Na(1).

17.3 Preparacion de multicapas lipidicas para FRAP

Para realizar experimentos de FRAP se necesitan multicapas lipidicas
homogéneas y de gran superficie, en relacion al radio del laser, en las cuales la sonda
fluorescente pueda difundir libremente. Para la obtencién de este tipo de muestras se
utilizé el siguiente protocolo: se mezcla una alicuota de AcChR marcado con FITC y
otra de membrana de composicion controlada a fin de obtener una relacién
lipido/proteina de aproximadamente 150 en peso. Luego se untracentrifuga la mezcla a
50.000 r.p.m. durante 30 minutos en rotor Ti-70 de Beckman. Se resuspende la muestra
en 75 ul de Tris 10 mM, pH 7.4, 5% (v/v) etilenglicol con la ayuda de una jeringa hasta
homogeneidad. Se deposita la muestra en alicuotas de 3-4 gotas en un portaobjetos
previamente deslipidizado con cloroformo::metanol (1:1 v/v) y se deja 3 horas en un
desecador sobre cloruro de calcio anhidro a 4 °C. Tras ese periodo se afiaden 50 ul de
agua destilada sobre cada alicuota del portaobjetos y se deja hidratar toda la noche a
4°C en placa de Petri y en presencia de papel de filtro mojado con agua para conservar
una atmosfera con una humedad relativa cercana al 100%. Pasado este tiempo se cubre
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la muestra y se sella con cera para poder utilizarla en el microscopio de FRAP sin que
se deshidrate.

18.- Analisis de la actividad del AcChR mediante técnicas de
cinética rapida

Con objeto de medir la translocacion de iones mediada por el AcChR en una
escala de tiempo proxima a la fisiologica, se ha utilizado el procedimiento descrito
inicialmente por Moore y Raftery, 1980, y modificado posteriormente por Gonzalez-
Ros et al., 1984. Se utilizan técnicas basadas en la desactivacion de la fluorescencia de
un fluoroforo hidrofilico (tetrasulfonato sédico de pireno, PTSA) atrapado en el interior
de las vesiculas. EI método implica la mezcla rapida de las vesiculas con el cation TI
(figura 4), que se afiade al medio extravesicular y que se pone en contacto con el
fluoréforo mediante la apertura del canal iénico asociado al AcChR en presencia del
agonista colinérgico carbamilcolina. Esta técnica permite el seguimiento continuo del
flujo cationico en una escala de tiempo proxima a la fisioldgica. Las medidas de
desactivacién de fluorescencia dan informacion sobre la constante aparente de
velocidad (K;*) de entrada de TI" y a su vez se puede determinar la constante de
disociacion (Kp) y el coeficiente de Hill (ny) para la union del agonista (Donnelly et al.,
1984; Gonzalez Ros et al., 1984).

18.1.- Encapsulacion de fluoréforo en vesiculas con AcChR

El AcChR purificado se reconstituye en vesiculas lipidicas de diferente
composicion, guardando una relacién molar fosfolipido:proteina de aproximadamente
3500. Las vesiculas reconstituidas se cargan con el fluor6foro PTSA mediante 2-3
ciclos de congelacion rapida (N2 liquido) y descongelacion lenta (a 4°C).

Para separar el fluoroforo encapsulado en las vesiculas del no encapsulado, las
muestras se aplican en una columna de Sepharosa 6MB (ver apartado 18.2 de este
capitulo), eluyendo con Hepes 10 mM, pH 7.4, NaNO; 100 mM vy recogiendo
fracciones de 2 ml. Las vesiculas eluyen en el volumen de exclusion y son facilmente
reconocibles por la turbidez de las fracciones, asi como por la fluorescencia obtenida al
excitar con una lampara de luz ultravioleta.
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Figura 4. Esquema de la técnica de cinética rapida empleado para medir el
flujo i6nico a través del AcChR. En el esquema se representa la preparacion
de vesiculas cargadas con PTSA (1, 2 y 3) y la mezcla de dichas vesiculas con
el tampdn que contiene TI%, en presencia y ausencia de carbamilcolina. Figura
tomada de McNamee et al., 1986.

18.2.- Preparacion de la columna de cromatografia de exclusion

Se utiliza el gel Sepharosa 6MB (Pharmacia, tamafio de grano 300 pum), del
que se dispone en forma activada con CNBr, puesto que tiene un tamafio de poro que
origina muy poca perdida de muestra durante el proceso. Con el fin de neutralizar los
grupos CNBr libres se incuba con Tris 1 M, pH 8, durante 12 h. a temperatura ambiente
y evitando cualquier agitacion magnética brusca. Una vez inactivado, el gel se
empaqueta en una columna Econo Bio-Rad de 1.5 x 27 cm y se equilibra con el tampén
Hepes 10 mM, NaNO3; 100 mM, pH 7.4.

18.3.- Adquisicion de datos

Las trazas espectroscopicas resultantes de la disminucién de la intensidad de
fluorescencia con el tiempo, se obtienen en un espectrofluorimetro de flujo detenido
Aminco modelo SLM-8000, equipado con: 1) una fuente de voltaje para una lampara de
arco de Xendn de 150 W, 2) una cubeta de cuarzo, 3) un sistema neumatico de pistén
(cuya presion de trabajo fue 4-5 bares) para mezclar los reactivos y 4) un sistema de
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adquisicion de datos controlado por una CPU. El tiempo muerto de mezcla del aparato
fue inferior a 3 ms. Las muestras se excitaron a 374 nm, midiéndose la intensidad de
emision a través de un filtro Corning 3-75. Una de las jeringas contiene las vesiculas
reconstituidas cargadas con el fluoroforo en tampon Hepes 10 mM, pH 7.4, NaNO3 100
mM. La otra jeringa contiene el ion TI" (40 mM) en tampdn Hepes 10 mM, pH 7.4,
NaNO; 60 mM, y la concentracion correspondiente de carbamilcolina (entre 25 y 500
uM). La relacion de la mezcla de los reactivos para cada medida fue 1:1. Los
volumenes usuales de muestra correspondientes a cada avance del piston fueron 0.2 ml.

Las trazas experimentales asi obtenidas se ajustaron a una serie de ecuaciones
tal y como se detalla en “Obtencién de parametros cinéticos de la actividad del AcChR”
en el Apéndice para obtener los parametros cinéticos de interés.

19.- Sintesis de la sonda fluorescente -DPH HPA

La sonda comercial, 2-(3-(difenilhexatrienil) propanoil)-1-hexadecanoil- sn-
glicero-3-fosfocolina (B-DPH HPC) (Molecular Probes), fue sometida a una digestion
enzimatica con fosfolipasa D, que rompe el enlace que une el grupo colina al fosfato en
dicha molecula, obteniendo directamente el producto de interés: 2-(3-
(difenilhexatrienil) propanoil)-1-hexadecanoil- sn-glicero-3-fosfato (B-DPH HPA),
figura 5.

El protocolo que se siguio es una variacion del de Comfurius (Comfurius y
Zwaal, 1977). Méas concretamente, 2-4 mg de B-DPH HPC se resuspendieron en 500 pl
de tampon Acetato de sodio 100 mM, 100 mM CaCl,, octilglucésido 1%, pH 5.6,
agitandose durante 10 minutos a 45°C. A continuacion se afiadio 1 U.l. de fosfolipasa D
de repollo por cada 10 mg de lipido (1 I.U. convierte 1 umol de sustrato por minuto a
37°C) manteniéndose a 32 °C durante toda la noche en un bafio con agitacion. Tras ese
tiempo, se afiaden 400 ul de EDTA 250 mM y unas gotas de HCI para detener la
reaccion (pH 2-3). Con el fin de separar los componentes lipidicos del resto de reactivos
se realiza una extraccion. Para ello, se adicionan 4.3 volimenes de una mezcla
cloroformo:metanol (5:8) y se mantiene 30 minutos agitando para luego filtrar (filtro
934-AH de fibra de vidrio, Whatman) y lavar con esa misma mezcla organica. Se
recoge el filtrado y se afiade un volumen de agua ligeramente acidificada con HCI, y 3.7
volimenes de cloroformo, agitando 10 minutos la mezcla. Luego se centrifuga 10
minutos a 2610 r.p.m. en centrifuga Beckman G6-S para recoger la fase organica y
llevarla al rotavapor tras afadir etanol absoluto para eliminar las trazas de agua. El
solido que queda tras este proceso se resuspende en 500 ul de una mezcla
cloroformo:metanol (9:1). Con todos estos pasos se habra separado el B-DPH HPC y j3-
DPH HPC, los dos derivados lipidicos, del resto de los componentes de la reaccién de
caracter hidrofilico.
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B-DPH HPC  Formula molecular: C45HgsNOgP
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B-DPH HPA  Formula molecular: CyHs505P

Figura 5. Estructura de las sondas fluorescentes §-DPH HPC y B-DPH
HPA

19.1.- Cromatografia en capa fina (TLC)

Para poder separar la sonda producto del corte enzimatico (3-DPH HPA) de la
original (B-DPH HPC ), se lleva a cabo una TLC en placa preparativa de Silica-Gel 60
(Merck) de 20x20x0.5 cm 'y una fase movil compuesta por
cloroformo:etanol:agua:trietilamina (25:35:6:35). Se aplica el producto obtenido tras las
extracciones y una vez el frente alcanza el final de la placa, se deja 15 minutos, tras lo
que se saca de la cubeta y se deja secar. Para observar los productos, se aplica a una
pequefa porcién de la placa Phospray (Sigma), que marca todo tipo de fosfolipidos con
un color azul, si bien los destruye.

Una vez que se ha comprobado la adecuada separacion del producto, se rasca
la zona de la placa que lo contiene, a excepcion de la que ha sido rociada con Phospray,
para luego extraer el fosfolipido de la propia silica. Para ello se mezcla el polvo de
silica con 6 ml de cloroformo:metanol (2:1 v/v) durante 15 minutos para luego
centrifugar la mezcla a 2610 r.p.m en centrifuga Beckman G6-S durante 10 minutos.
Tras ello, se recoge el sobrenadante y a la silica que queda en el fondo se le vuelve a
afiadir 6 ml de la mezcla orgéanica. Este, proceso se repite tres veces y luego otras dos
pero con 6 ml de cloroformo:metanol:agua (2:5:0.5). Se unen todos los sobrenadantes
de estas 5 extracciones y se vuelven a centrifugar 10 minutos a 2610 r.p.m., tras lo cual
se pasan al rotavapor, obteniéndose el producto purificado. Para almacenarlo, se
resuspende en cloroformo:metanol (2:1) y se guarda a -30°C.
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1.- El receptor nicotinico de acetilcolina reconstituido en
vesiculas lipidicas de composicion compleja segrega un
dominio lipidico

El AcChR se reconstituye en matrices lipidicas de composicion controlada con
el fin de observar si es capaz de reorganizar su entorno lipidico, ya que hay evidencias
experimentales de su preferencia en la union por ciertos lipidos, como el colesterol y el
acido fosfatidico. Estas preferencias podrian tener implicaciones funcionales y
estructurales como se expone en el apartado “Interaccion con lipidos de membrana” de
la Introduccion de la presente memoria.

Las matrices lipidicas se componen de DMPA:PC de huevo:Col (relacion
molar 25:50:25) que contienen una base de PC de huevo, un fosfolipido muy abundante
en membranas naturales, colesterol en un alto porcentaje, también muy abundante en
estas membranas, siendo ademas un lipido que interacciona con la proteina y que parece
fundamental para su optima funcion. Por ultimo, un 25% de DMPA, fosfolipido
aparentemente imprescindible para la funcién de la proteina y que también interacciona
preferentemente con ella. Por tanto disponemos de una matriz con una cierta
complejidad con la que poder simular de alguna manera una membrana natural.
Asimismo, puesto que el DMPA es un fosfolipido sintético, es capaz de experimentar
una transicion de fase detectable mediante diferentes técnicas, y por lo tanto serd nuestra
sonda dentro el sistema. Como control a este tipo de experimentos, siempre se utilizan
muestras sin proteina o se sustituye el DMPA por DMPC, un fosfolipido por el que la
proteina no tiene preferencia, pero que también es capaz de experimentar una transicion
de fase y por tanto también detectable. El hecho de utilizar los derivados
dimiristoiliados en ambos fosfolipidos (PC y PA), se debe a que presentan una
temperatura de transicion de fase gel a liquido cristalino de facil seguimiento en
experimentos de calorimetria diferencial de barrido (Blume, 1988) o en el resto de

técnicas utilizadas.

1.1.- Estudios de la reorganizacion lipidica inducida por el AcChR
mediante FTIR

En membranas naturales o en vesiculas de composiciéon compleja como las que
se usan en estos estudios, la observacion de bandas de infrarrojo de lipidos especificos
es impedida por la superposicion de sefiales procedentes de los distintos tipos lipidicos.
Para solventar esta limitacion, se utilizan lipidos perdeuterados, para los que las
frecuencias de vibracion de tension de los enlaces C-D (2000-2300) son marcadamente
diferentes de las del enlace C-H (2800-3100), provenientes del resto de los lipidos, y
que por tanto permiten un seguimiento por separado de dichos lipidos (Casal y Mantsch,
1984; Jaworsky y Mendelsohn, 1986; Mantsch y McElhaney, 1991). De este modo, se
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prepararon muestras del AcChR reconstituido en mezclas lipidicas con 50% PC de
huevo, 25% colesterol y 25% de DMPA perdeuterado (d-DMPA) o DMPC
perdeuterado (d-DMPC) con una relacion fosfolipido/proteina de ~3500 molar. En Ila
figura 1 se muestran los cambios observados con el aumento de temperatura en la
frecuencia de la banda de tension simétrica CD, en las dos muestras de AcChR
reconstituido mencionadas anteriormente, asi como en vesiculas sin proteina pero de
idéntica composicion. De todos los modos de vibracion C-D de los fosfolipidos
perdeuterados que son detectados mediante esta técnica, se selecciond la tension
simétrica CD; para ilustrar estos experimentos porque es la que mayores cambios en
frecuencia y en anchura de banda muestra al incrementar la temperatura (Casal y
Mantsch, 1984). La figura 1A, muestra que la vibracion CD; que proviene del d-DMPC
no depende de la temperatura y exhibe valores de frecuencia similares en las vesiculas
con y sin receptor, lo que sugiere que la mezcla del d-DMPC con el resto de los lipidos
dentro de este tipo de vesiculas tiene un comportamiento ideal y que no hay dominios
enriquecidos en este fosfolipido. En la figura 1B se muestra que la vibracion CD,
proveniente del d-DMPA en vesiculas sin AcChR, exhibe un comportamiento similar al
visto para d-DMPC. Por el contrario, la presencia de la proteina en este tipo de vesiculas
que contienen d-DMPA da lugar a que la vibracion CD; muestre una clara dependencia
con la temperatura, sugiriendo que la proteina induce un cambio drastico en el modo en
que el d-DMPA se organiza, dando lugar a una mezcla no ideal dentro de la vesicula
lipidica. El cambio con la temperatura de esta sefial se da con una cierta cooperatividad
y presenta un punto de inflexion alrededor de los 35 °C (figura 1B).

Con el fin de facilitar la comparacion de los cambios de senal inducidos por la
temperatura, la figura 1C muestra los efectos de la temperatura en SUVs hechas
exclusivamente de d-DMPA a pH 6 y 9.4, que reflejan el comportamiento de las formas
monoanionicas y dianidnicas puras de este fosfolipido, respectivamente. Como es
esperado, al seguir la vibracion CD; en estas muestras, aparece una transicion de fase
muy cooperativa por encima de los 50°C para la forma monoanioénica del d-DMPA y a
45°C la de la forma dianionica. A pesar del control grosero de la temperatura en estos
experimentos, los valores estimados para las Tm son similares a los calculados en
experimentos de DSC, 51 y 45°C, respectivamente, para las formas puras
monoanionicas y dianidnicas del DMPA no perdeuterado (Blume, 1988). Desde un
punto de vista espectroscopico, podemos observar notables diferencias entre el DMPA
en vesiculas de DMPAd+PC de huevo+Col, en presencia de AcChR, respecto al
DMPAJ puro, tanto en la frecuencia de vibracion como en la Tm de la transicion. El
DMPA segregado por el AcChR presenta un mayor nimero de conféormeros gauche en
todo el rango de temperatura utilizado, a juzgar por las frecuencias de CD,. En cuanto a
las muestras de DMPA+PC de huevo+Col, o las de DMPCd+PC de huevo+Col con y
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sin AcChR, las tres presentan un numero de conféormeros gauche similar al DMPAd
puro en estado fluido, normal teniendo en cuenta que en estas vesiculas hay una mezcla
ideal de los componentes con lo que no hay transicion de fase alguna. Por tanto la
presencia del AcChR de por si no parece aumentar el nimero de conférmeros gauche de
los fosfolipidos deuterados, por lo que en el caso de las muestras en las que el AcChR
promueve la segregacion del DMPAd, debe de haber una interaccién entre ambos

componentes que explique este fendmeno.
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Figura 1. Variacion de las vibraciones CD, con la temperatura. La
composicion de las matrices lipidicas es A) DMPCd+PC de huevo+Col
(25:50:25, razén molar), B) DMPAd+PC de huevo+Col (25:50:25, razoén
molar). En C) se compara la muestra de DMPAd+PC de huevo+Col + AcChR
con DMPAd puro a pH 6 y 9,6. En presencia de AcChR la relaciéon molar
fosfolipido/proteina es 3500. Se utiliza el tampén Tris 10 mM, NaCl 100 mM,
pH 7,4 salvo para las muestras de DMPAd puro (MOPS 10 mM, CAPS 10 mM,
acetato sodico 10 mM, NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 6 y 9,6). Los
espectros de FT-IR se tomaron en H,O.
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1.2.- Estudios de DSC sobre la reorganizacion lipidica inducida
por el AcChR reconstituido en vesiculas lipidicas

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos mediante FTIR en cuanto
a la segregacion del DMPA en vesiculas lipidicas complejas, se llevaron a cabo estudios
de calorimetria diferencial de barrido (DSC) en vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col
(relacion molar 25:50:25) con AcChR (relacion molar fosfolipido/proteina 3500) y sin
AcChR. Cuando la proteina no esta presente, no es detectada ninguna endoterma en el
rango de temperaturas de 20-60 °C, como es de esperar que ocurra en vesiculas de
composicion lipidica compleja en la que hay una mezcla ideal de sus componentes
(figura 2). Por el contrario, la presencia del AcChR en el mismo tipo de vesiculas da
lugar a la aparicion de una pequeia, reversible, ya que aparece en el primer y segundo
barrido, y relativamente estrecha endoterma, con una temperatura de transicion de 42+2
°C'. También se puede apreciar otra endoterma solapada con la anterior a menor
temperatura y mucho mas ancha, es decir, menos cooperativa. En el primer barrido
aparece una endoterma a alta temperatura (55.8+1 °C) que corresponde con la
desnaturalizaciéon del AcChR (Artigues et al., 1987; Castresana et al., 1992). Su
pequeio tamafio se debe a loa poca cantidad de proteina presente en la muestra. A pesar
de que la proteina quede desnaturalizada tras un primer espectro, la transicion
calorimétrica proveniente de los lipidos vuelve a aparecer en un segundo espectro,
aunque a una menor Tm (41.2+2) y con una cooperatividad y entalpia, deducidas a
partir de la anchura y area del pico de transicion respectivamente, aparentemente algo
menores (figura 2). En este segundo barrido, también se puede observar que permanece
la endoterma a baja temperatura y que el pico de la endoterma a alta temperatura pierde
altura respecto la misma. Estas apreciaciones son cualitativas ya que el valor exacto de
la entalpia y cooperatividad de estos procesos es dificil de calcular debido al complejo
perfil que presentan estos barridos, con aparentemente mas de una endoterma solapada
y sin una linea base claramente definida.

Para poder comparar estos termogramas con el del DMPA puro, se muestra en
la figura la transicion endotérmica de este fosfolipido, preparado con los mismos pasos
experimentales que las matrices lipidicas de composicion compleja arriba mencionadas,
obteniéndose una entalpia de 3.8+0.2 kcal/mol y una temperatura de 49.5+1 °C, valores
algo alejados de los establecidos en la literatura (Blume, 1988), si bien los procesos de
solubilizacion con detergente y didlisis podrian justificar tales variaciones. De estos
datos se deduce que el DMPA segregado por parte del AcChR sufre una transicion de
fase tipo gel-liquido cristalino aunque bastante alterada respecto a la del DMPA puro.

En cualquier caso, es destacable la deteccion del efecto del AcChR sobre la

" Los valores de Tm son el promedio + desviacion estandar, siendo n > 3.
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reorganizacion de las vesiculas lipidicas en que se reconstituye pese a estar presente a
una relaciéon molar muy pequeiia, lo que indica que el proceso es altamente especifico.
Otro detalle que se puede apreciar en este experimento es que las muestras que
presentan dominio segregado por el AcChR tienen termogramas a valores de Cp
menores que sin ella, al contrario de lo que se esperaria ya que las interacciones lipido-
proteina tienden a aumentar el valor de este parametro. Esto significa que la proteina
provoca la variacion de alguno de los pardmetros fisicos de los lipidos en que se
reconstituye, dando lugar a una disminucién de Cp. En la figura 2 esto no se puede ver

ya que no se ha utilizado una escala de Cp absoluta sino relativa.
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Figura 2. DSC de diferentes mezclas lipidicas. Se muestran los termogramas
de DSC, una vez restada la linea base, de muestras compuestas por DMPA puro
(A), DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25 relacion molar) con AcChR, relacion
molar fosfolipido/proteina 3500, (B, primer barrido), (C, segundo barrido) y sin
la proteina (D). Todas las muestran han pasado por los mismos procesos de
dialisis y detergentes, quedando finalmente en tampén Tris 10 mM, NaCl 100
mM, pH 7.4. Concentracién final de DMPA 10 mM en todas las muestras.

1.3.- Estudios de Anisotropia de Fluorescencia sobre Ila
reorganizacion lipidica inducida por el AcChR reconstituido en
vesiculas lipidicas

Otra técnica mediante la cual podemos detectar transiciones de fase y por lo
tanto detectar el dominio lipidico segregado por el AcChR es la anisotropia de
fluorescencia en estado estacionario. La anisotropia de una sonda estd relacionada con

el “orden” de su microentorno, por lo que cuando se produce un cambio de fase
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cooperativo en una matriz lipidica desde una fase gel, en la que los lipidos estan
“ordenados”, a una fase liquido-cristalino en la que los lipidos estdn mas
“desordenados”, la anisotropia de una sonda embebida en esa matriz sufrird también un
cambio brusco de anisotropia (ver “Anisotropia de fluorescencia en Apéndice).

Cinco sondas fluorescentes se probaron para intentar detectar el dominio
lipidico: t-PnA, DPH, PA-DPH, DHE y Laurdan. La primera de ellas tiene preferencia
por lipidos en fase gel (Sklar et al., 1979), donde ademds aumenta su rendimiento
cuantico, por lo que es ideal para detectar dominios en fase gel aunque sean muy
pequeios. Sin embargo, la segunda se reparte homogéneamente en todo tipo de fases
lipidicas y se coloca en la region mas interna de la bicapa, junto a las cadenas acilicas de
los fosfolipidos (Lentz et al., 1976). PA-DPH es una molécula de DPH derivatizada con
acido propionico, que le aporta una carga negativa situandose asi cerca de la superficie
de las membranas (Trotter et al., 1989), mientras que el DHE se ha usado
frecuentemente como un analogo fluorescente del colesterol (Rogers et al., 1979;
Muczynski y Stahl, 1983; Smutzer y Yeagle, 1985). Por ultimo se utilizé el Laurdan,
una sonda sensible a la polaridad y a la dindmica molecular de los dipolos de su
microentorno, lo que la hace sensible a la fase del lipido en que se encuentra (Parasassi
et al., 1990, 1991). Las cinco sondas fueron afiadidas a vesiculas lipidicas compuestas
por DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) en presencia o ausencia del
AcChR. Se midi6 entonces la anisotropia de fluorescencia de cada una de las sondas en
funcién de la temperatura. Hay que tener en cuenta que en los experimentos de
fluorescencia no se puede trabajar con muestras muy concentradas ya que habria una
gran dispersion de luz que provocaria una medida errénea de la anisotropia (ver
apartado 15, “Medidas espectroscopicas en Materiales y Métodos). Por esta razon en
vez de una concentracion 10 mM de DMPA utilizada en calorimetria, se paso a 0.12
mM en fluorescencia. Con esta pequena cantidad de DMPA, a una relacion molar de
fosfolipido total/AcChR de 3500 como la de las muestras de calorimetria, no se observa
ningin cambio de fase (datos no mostrados). Sin embargo, con el mismo lipido pero en
presencia de una mayor cantidad de proteina, es decir, a una relacion molar
fosfolipido/proteina menor, en este caso 564, si que se detecta una transicion de fase
correspondiente al DMPA segregado por la proteina, para la sonda t-PnA (figura 3).
Esto quiere decir que gran parte de este fosfolipido no habia sido segregado por la
proteina, razonamiento que sirvié de base para calcular la estequiometria del dominio
como se detalla mas adelante.

En la figura 3 se pueden observar las curvas de anisotropia para las diferentes
sondas en muestras a una relacion molar fosfolipido/AcChR 564. Sélo el t-PnA da una
clara curva sigmoidal cuando el AcChR esta presente, tipica de un cambio de fase de

lipido e indicativo de la presencia del dominio de PA. La proteina provoca un aumento
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de la anisotropia a baja temperatura, debido a la presencia de lipidos en fase tipo gel,
que al aumentar la temperatura pasan a una fase mas fluida, similar a la de la mezcla
lipidica sin proteina. Con esta sonda también se pudo comprobar que el proceso es
reversible como ya indicaban los experimentos de calorimetria (dato no mostrado). El
inconveniente que tiene esta sonda es su sensibilidad al oxigeno y a la temperatura
(Sklar et al., 1977; Hudson et al., 1986), por lo que no se pueden tomar muchos puntos a
lo largo de una rampa de temperatura, con lo que el error en el ajuste de la sigmoide
para calcular la Tm a los datos experimentales es relativamente grande. Para el resto de
las sondas lipidicas usadas, DPH, PA-DPH y DHE, la variacién de anisotropia con la
temperatura describe una curva sigmoidal muy suave, casi imperceptible, aunque el
ajuste a este tipo de curva da valores de temperatura de transicidon muy parecida a la
obtenida con el t-PnA, aproximadamente a 33-34°C, excepto en el caso del DHE que se
va hasta los 41.5 °C (ver tabla 1).

Tabla 1. Temperatura de transicion de fase detectada por diferentes sondas fluorescentes.
Estas sondas se incorporaron a vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25)
con AcChR en una relacion molar fosfolipido/proteina de 564. La anisotropia de estas sondas se
siguidé con la temperatura y del ajuste de dichos datos a curvas sigmoidales se obtiene la

temperatura de transicion de fase (+s.d.) de las vesiculas lipidicas (n>3 excepto en DHE donde
n=1). En el caso del Laurdan se sigui6 el parametro exGP

Sonda DPH PA-DPH DHE Laurdan t-PnA

Tm (°C) 33.7+2 34.3+2 41.5 -- 32+3

¢ DMPA: PC : Col + AcChR + DHE
® DMPA: PC: Col + AcChR + PA-DPH

A) A DMPA: PC : Col+ AcChR + DPH B) DMPA : PC : Col + t-PnA
DMPA: PC : Col + AcChR + Laurdan (exGP) ® DMPA: PC: Col + AcChR + t-PnA
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Figura 3. Anisotropia de fluorescencia de diferentes sondas. Se presentan las
curvas de anisotropia de fluorescencia frente a temperatura en muestras de
DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR a una relacion
molar fosfolipido/proteina de 564 o sin AcChR, a las que se les ha afiadido una
sonda fluorescente, DPH, PADPH, Laurdan, DHE en el panel A o t-PnA en el
panel B. En el caso del Laurdan, se siguid la polarizacion generalizada (exGP),
panel A. Concentracion final de DMPA en todas las muestras 0.12 mM. El
tampon en todos los casos fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.
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En el caso del Laurdan se sigui6é la polarizacién generalizada (exGP, ver
“Polarizacion generalizada de fluorescencia” en Apéndice), parametro que integra las
propiedades espectroscopicas de esta sonda y que es muy sensible a la fase en que se
encuentra una membrana. En este caso, no se obtuvo ningtin cambio con la temperatura,
lo que significa que esta sonda no es capaz de detectar el dominio.

Los experimentos realizados con distintas aproximaciones: DSC, FTIR y
Anisotropia de Fluorescencia, sugieren que en ausencia de AcChR las muestras de
DMPA:PC de huevo:Col tienen una mezcla homogénea de sus componentes. Sin
embargo, la presencia de AcChR provoca la reorganizacion de estas matrices,
segregando un dominio lipidico que exhibe una transicion cooperativa de fase con una
Tm en torno a 35-40 °C. Obviamente, el Unico componente de la mezcla capaz de
formar ese dominio es el DMPA, puesto que ningin otro lipido puede sufrir una
transicion cooperativa de fase. Esto queda totalmente confirmado en los experimentos
de FT-IR en los que el cambio de fase y por tanto el dominio se detecta a través del
grupo C-D, siendo el inico componente lipidico deuterado de la muestra el DMPA.

Debido a que las muestras utilizadas en estos experimentos son mezclas de
lipidos y que el procesado de las mismas es complejo, hay bastante variabilidad en la
transicion de fase del dominio detectada por cualquiera de las técnicas utilizadas, sobre
todo entre muestras de diferentes purificaciones de AcChR. Por esta razon, en todos los
experimentos que se presentan a lo largo de esta memoria, siempre se ha usado una
muestra control a la que se refieren los resultados de ese experimento.

Como se ha comentado anteriormente, la sonda Laurdan no parece detectar la
transicion de fase del dominio segregado por el AcChR, posiblemente porque esta sonda
no se distribuye preferentemente en el mismo. Aln asi, se realizaron experimentos de
medida de exGP de esta sonda a diferentes longitudes de onda ya que a partir de los
valores de este parametro es posible detectar la coexistencia de diferentes fases en una
misma membrana (Parasassi et al., 1993, ver apartado 4, “Polarizacion generalizada de
fluorescencia” en Apéndice). Esta sonda se afiadid a vesiculas de DMPA:PC de
huevo:Col (relacion molar 25.50:25) con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina
564. Los experimentos se realizaron a 20 °C, temperatura en la que debe haber dos fases
lipidicas, el dominio segregado en fase gel y el resto de los lipidos en fase fluida, y a 56
°C, temperatura a la que se espera la existencia de s6lo una fase lipidica, segin los datos
aportados por la anisotropia de fluorescencia de la sonda t-PnA para este tipo de
muestras (figura 4). También se realizaron los mismos experimentos en muestras sin
AcChR como control. Los resultados obtenidos son similares tanto en presencia como
en ausencia del receptor a las dos temperaturas probadas, con una ligera tendencia del
valor de exGP a disminuir al aumentar la longitud de onda. Légicamente a alta

temperatura los valores de exGP son menores a cualquier longitud de onda. También se
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observa que con AcChR los valores de exGP aumentan ligeramente a las dos
temperaturas. Este tipo de variacion de exGP con la longitud de onda indica la presencia
de una sola fase lipidica del tipo “liquido-ordenado”, muy comin en membranas ricas
en colesterol (Antollini et al., 1996).
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Figura 4 . exGP de la sonda Laurdan en vesiculas lipidicas. A muestras de
DMPA:PC:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar
fosfolipido/proteina 564, o sin el receptor, se les afiadio la sonda fluorescente
Laurdan y se midi6é su exGP a diferentes longitudes de onda. El experimento se
realizé a 20 °C y 56 °C. Concentracion final DMPA 0.12 mM.

2.- Composicion del dominio lipidico

La transicion de fase del dominio detectado mediante las tres técnicas
experimentales arriba mencionadas ocurre a una temperatura y con una entalpia de
transicion mucho menores que para el DMPA puro, incluso considerando que, a causa
del proceso de didlisis de detergente usado para preparar las vesiculas reconstituidas, la
entalpia de transicion del DMPA puro disminuye a unos 3.8 Kcal/mol desde unos 5.74
kcal/mol, valor obtenido con vesiculas multilamelares mediante DSC (Blume, 1988).

Una posibilidad para explicar estos resultados es que la segregacion del DMPA
no se haga como una especie pura, sino quizds mezclado con otros componentes
presentes en la matriz lipidica, como son el PC de huevo y el colesterol. También es
posible que el AcChR por si mismo provoque estos cambios. Para dar respuesta a estas
cuestiones, se realizaron experimentos de DSC y de anisotropia de fluorescencia. En
ambos casos, el AcChR se reconstituy6 en vesiculas sin colesterol, DMPA:PC relacion

molar 25:50 y en vesiculas con colesterol, DMPA:PC de huevo:Col relacion molar
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25:50:25, asi como en vesiculas de DMPA puro. En los experimentos de anisotropia de
fluorescencia se usd una relacion molar fosfolipido/proteina de 564 y la sonda
fluorescente t-PnA. Para la calorimetria diferencial de barrido se utilizd una relacion

molar fosfolipido/proteina de 3500.
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Figura 5. Anisotropia de fluorescencia de t-PnA en diferentes matrices
lipidicas. Se presenta la variacion de la anisotropia de fluorescencia de la sonda
t-PnA con la temperatura para diferentes matrices lipidicas en presencia de
AcChR. La relacion molar entre los componentes de las diferentes matrices fue:
100% DMPA (DMPA+AcChR), 25% DMPA + 50% PC de huevo
(DMPA:PC+AcChR) y 25% DMPA + 50% PC de huevo + 25% colesterol
(DMPA:PC:Col+AcChR). La relaciéon molar fosfolipido/AcChR fue de 150
para la DMPA pura y 564 para el resto. Concentracion final DMPA 0.12 mM.
El tampon utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4. Los datos se
representan +s.e.

En la figura 5 se puede observar que cuando la proteina es reconstituida con
DMPA puro, la temperatura de transicion (38.3+£1°C) es ya bastante diferente a la del
DMPA sin proteina (49.5+1 °C segtn los datos de DSC), pero es atin menor si el PC de
huevo esta presente (35.3+1.2 °C). Cuando el colesterol se incluye en las vesiculas, la
temperatura de transicion detectada disminuye hasta los 32+3°C, asi como la anisotropia
a bajas temperaturas, mientras que hay un aumento de la anisotropia a altas
temperaturas. Aunque los valores medios de las Tm con sus desviaciones estandar
puedan solaparse debido a la variabilidad de los valores en diferentes muestras y al error
asociado al ajuste de estas curvas, el colesterol en todos los experimentos realizados
provoca una disminucion de la Tm. Por tanto, se confirma que el colesterol tiene efectos
sobre las caracteristicas fisicas del dominio lipidico, indicativo de su presencia en el
mismo. También hay que destacar el fuerte efecto que la proteina de por si ejerce sobre

el DMPA, aunque en este caso no hay dominio sino una matriz pura de este fosfolipido.
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La relacion molar fosfolipido/AcChR para la muestra de DMPA puro es de 150 para
que sea igual que la relacion DMPA/AcChR de las otras muestras.

Los resultados obtenidos por DSC son similares a los anteriores, con un fuerte
efecto del colesterol, que en este caso se aprecia por la disminucion en la Tm y entalpia
de la transicion de fase del dominio (figura 6). Sin embargo, a diferencia de los
experimentos por anisotropia de fluorescencia, la presencia de AcChR en DMPA puro
produce un aumento de la Tm (53%1 °C) respecto al fosfolipido sin proteina (49.5+1
°C), si bien la relacion molar fosfolipido/AcChR en este caso es 3500 frente a 150 de las

muestras para fluorescencia.

. I0.00S cal/°C

] 43.7

DMPA+R

ACp

1 DMPA:PC+R

1 DMPA:PC:CHO+R

20 30 40 50 60
Temperatura (°C)

Figura 6. DSC de muestras con y sin colesterol. Se tomaron los termogramas
de muestras compuestas por DMPA puro, DMPA:PC de huevo (25:50 relacion
molar) y DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25 relacion molar), todas con AcChR
en una relacion molar fosfolipido/proteina 3500. Los termogramas mostrados
resultan tras restar la linea base del segundo barrido de cada muestra, y a su
lado se indica la Tm obtenida para los mismos. La concentracion final de
DMPA en todas las muestras es 10 mM. El tampoén en todos los casos fue Tris
10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.

En todos estos experimentos, la muestra de DMPA:PC de huevo+AcChR sirve
de control respecto a la de DMPA:PC de huevo:Col+AcChR, confirmando la presencia
de este lipido en el dominio segregado por el AcChR. Sin embargo, la primera de estas
muestras carece a su vez de un buen control, ya que en la muestra de DMPA puro con
AcChR realmente no hay una segregacion del DMPA de otros lipidos, si bien confirma
que la proteina por si sola es capaz de disminuir la Tm del DMPA a altas

concentraciones. Si aun asi se tomara la muestra de DMPA+AcChR como control, se
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podria decir que la PC daria lugar a una disminucién de la Tm y entalpia de la transicion
de fase asociada al dominio, sugiriendo su presencia en el mismo. Debido a la dificil
interpretacion de estos resultados, sobre todo en cuanto al efecto de la PC en el dominio,
se decidid estudiar esta cuestion con otro tipo de aproximacion. Para ello, se realizaron
experimentos de calorimetria partiendo de vesiculas lipidicas compuestas por DMPA
puro y sin proteina, y variando sistemdticamente la composicion de las mismas
anadiendo cantidades crecientes de PC de huevo y colesterol, a fin de obtener una
transicion de fase similar a la encontrada en las muestras de DMPA:PC de huevo:Col
con AcChR, proveniente del dominio. Las vesiculas se procesaron de la misma forma
con la que se realizaron las muestras de los experimentos anteriores, pero en ausencia
del AcChR.

DMPA

’v/\ﬂ DMPA:PC (90:10)
DMPA:PC:CHO (90:10:10)

DMPA:PC:CHO (90:10:20)

ACp

T T T ¥ T T T T T T T
20 30 40 50 60 70
Temperatura, °C

Figura 7. DSC de vesiculas lipidicas con diferente composicién. En la figura
se muestran los termogramas de DSC, una vez restada la linea base, de
vesiculas lipidicas, todas ellas obtenidas siguiendo el mismo protocolo que para
las muestras con AcChR. La composicion lipidica se indica a la derecha de cada
termograma con la relacion molar de los componentes entre paréntesis.
Concentracion DMPA final en todas las muestras 10 mM. El tampon utilizado
fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.

En la figura 7 se puede observar como al aumentar la relacion molar de PC de
huevo en una matriz DMPA:PC de huevo, la transicion de fase del DMPA disminuye en
entalpia pero apenas en temperatura (s6lo 3-3.5 °C) respecto a la del fosfolipido puro.
Una mayor proporcion de PC no varia mas la Tm, pero si disminuye el area de la
endoterma hasta hacerla desaparecer (dato no mostrado). Este nulo efecto de la PC
sobre la Tm no es el mismo que el observado en los experimentos anteriores de
anisotropia de fluorescencia o DSC con AcChR tomando la muestra DMPA+AcChR

como control, lo que nos indicaria que ésta no es un buen control para evaluar el efecto
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de la PC sobre la transicion de fase del dominio. Por tanto, la baja temperatura de
transicion que presentan las muestras de DMPA:PC de huevo+AcChR pudiera ser
causada directamente por la proteina y no por la PC. Por el contrario, al aumentar la
cantidad de colesterol en vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col sin proteina, se produce
una disminucion tanto de la entalpia como de la temperatura de la transicién. De hecho,
las vesiculas de composicion DMPA:PC de huevo:Col de relacion molar 90:10:20,
exhiben una endoterma con una transicion de fase de aproximadamente 40°C, muy
parecida a la observada en las vesiculas reconstituidas con AcChR y de composicion
DMPA:PC de huevo:Col de relacion molar 25:50:25. Este experimento nos ofrece una
posible composicion del dominio segregado por el AcChR. El inconveniente en este
caso es que se desestima el efecto directo que la proteina ejerce sobre los lipidos

segregados en el dominio que, como se ha comentado anteriormente, parece evidente.

3.- Estequiometria del dominio

Los primeros experimentos en los que se detectd la presencia del dominio se
realizaron a una alta relacion molar lipido-proteina de 3500. Pese a esto, tanto en DSC
como en FTIR aparece dicho dominio claramente, si bien con una entalpia bastante
pequena. Sin embargo, mediante anisotropia de fluorescencia no se detectdé ningun
cambio a esa relacion lipido-proteina. Una posibilidad para explicar estos resultados es
que solo un pequefio porcentaje de DMPA participe en los dominios segregados por la
proteina debido a la pequena cantidad de la misma presente en las muestras en relacion
al lipido total. Si el AcChR es responsable de la formacioén del dominio, es de esperar
que al aumentar la cantidad del mismo en las muestras, manteniendo el lipido fijo,
aumente la cantidad de DMPA secuestrado en los dominios hasta llegar a una situacion
en la que todo este fosfolipido quede segregado. A partir de este momento, si se sigue
anadiendo mas AcChR, o bien se llega a una situacion estable ya que no hay mas
DMPA que secuestrar, o podria haber una perturbacién de los dominios ya formados.
Con estas ideas en mente, se llevaron a cabo experimentos de calorimetria y anisotropia
de fluorescencia con matrices de DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25 relacion molar), en
las que se habia detectado el dominio, a diferentes relaciones molares lipido-proteina,
pero manteniendo fija la cantidad de lipido y variando la cantidad de proteina. Por tanto,
si se detecta una mayor cantidad de dominio, habra de ser debido a una mayor
segregacion del DMPA por parte de la proteina y no porque haya una mayor cantidad de
este fosfolipido.

En los experimentos de DSC, s6lo se probo una relaciéon molar fosfolipido-
proteina de 564 a parte de la anteriormente mencionada de 3500. Se puede observar en
la figura 8 que la entalpia del proceso es mucho mayor para la relacion molar 564 que

para la de 3500. Este hecho revela que una mayor cantidad de proteina presente en las
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vesiculas da lugar a una mayor cantidad de DMPA segregado. También se puede
observar la reversibilidad del proceso y la desnaturalizacion del AcChR como una
endoterma a unos 55°C, que evidentemente ya no aparece en un segundo barrido. La
diferencia entre la Tm del dominio entre las dos muestras a diferente relacion lipido-
proteina se puede justificar por la variabilidad implicita que hay entre muestras de

diferentes purificaciones.
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Figura 8. DSC de muestras con dominio a diferentes relaciones
fosfolipido/proteina. En la figura se muestran los termogramas, (A) primero y
(B) segundo, de muestras compuestas por DMPA:PC de huevo:Col (relacion
molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 564, una vez
restada la linea base. También se incluye el primer termograma de una muestra
idéntica a la anterior pero con una relacion molar fosfolipido/proteina de 3500
(C). En todas las muestras la cantidad de cada lipido es la misma, con una
concentracion de DMPA final 10 mM, variando s6lo la del AcChR. El tampon
utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.

Debido al gran gasto de proteina que supone realizar estos experimentos
mediante DSC, se probaron otras relaciones fosfolipido-proteina pero con anisotropia de
fluorescencia. En este caso, se usé la sonda t-PnA incorporada a matrices de DMPA:PC
de huevo:Col (25:50:25 relacion molar), puesto que esta sonda es capaz de detectar
perfectamente el dominio de DMPA segregado por la proteina. Es de esperar que el
cambio de anisotropia de fluorescencia que experimenta el t-PnA refleje la cantidad de
lipido segregado, ya que la sonda estara repartida entre las dos fases lipidicas, la del
dominio y la del resto de los lipidos. Por tanto, la anisotropia detectada sera el promedio
de la del t-PnA en cada una de las fases. Si hay una mayor fraccion de lipido segregado

en el dominio, también habra una fraccién mayor de sonda incluida en €I, en relacion a
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la que hay en el resto de los lipidos, lo que ha de derivar en un mayor cambio de

anisotropia con la temperatura y consecuentemente una mayor amplitud en la curva de

anisotropia.
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Figura 9. Anisotropia de fluorescencia en muestras con diferente relacion
fosfolipido/AcChR. En el panel A la anisotropia de fluorescencia del t-PnA se
sigui6 con la temperatura en muestras de DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25
relacion molar) con AcChR a una relacion molar fosfolipido/proteina variable,
pero manteniendo la cantidad de lipido fija. También se muestran en esta figura
los ajustes sigmoidales como trazas continuas. En el panel B, la amplitud de las
curvas sigmoidales obtenidas por el ajuste de los datos de anisotropia de
fluorescencia a este tipo de curva, que es aproximadamente la diferencia entre la
anisotropia de la sonda en la fase gel del dominio y la fase fluida del mismo, se
representa frente a la relacion molar de DMPA/AcChR. Concentracion final de
DMPA en todas las muestras 0.12 mM. El tampon utilizado fue Tris 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7.4. Los datos se presentan = s.e.

En la figura 9A, se puede observar que al variar la cantidad de proteina
presente en las vesiculas lipidicas, la amplitud de las curvas de anisotropia cambia. Asi,
a una relacion molar fosfolipido-proteina de 1000, la curva da una pequefia disminucién
de anisotropia con la temperatura. Conforme aumentamos la cantidad de AcChR, la
variacion de la anisotropia es mayor hasta que llegamos a una relacion molar
fosfolipido/proteina de 564. A partir de este punto, una mayor adicion del receptor da
lugar a una disminucién en la amplitud de la curva de anisotropia. Si se hace una
representacion de la amplitud de estas curvas, obtenido mediante el ajuste de las mismas
a sigmoides, frente a la relacion molar DMPA/AcChR, se obtiene un maximo a 190, que
corresponde a 564 para la relacion molar fosfolipido/AcChR (figura 9B). Esta seria la
estequiometria del dominio, ya que en ese punto habria una segregacion de todo el

DMPA de la mezcla lipidica por parte de la proteina.
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4.- Localizacion del dominio

4.1.-Estudios de transferencia de energia por resonancia

Puesto que los espectros de absorcion de las sondas DPH y t-PnA solapan con
el espectro de emision de los triptofanos de la proteina, es posible usar estas sondas
como aceptores de la transferencia de energia de los triptofanos del AcChR para
investigar la distribucion de estas sondas fluorescentes alrededor del receptor, y asi
poder localizar el dominio lipidico segregado por esta proteina (ver apartado 5,
“Transferencia de energia por resonancia” en el Apéndice). Se realizaron experimentos
de RET con vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) en
presencia de AcChR a una relacion molar fosfolipido/proteina de 564, para la que hay
maxima segregacion de lipidos por parte del AcChR. La temperatura en este caso fue de
20 °C, con lo que los lipidos en el dominio estaran en fase gel segin los experimentos
de anisotropia de fluorescencia, situandose entonces la sonda t-PnA mayoritariamente
en el mismo. De esta manera, la localizacion de esta sonda, nos dara la del propio
dominio.

El primer paso seguido fue el de obtener los espectros de emision de los
triptéfanos de la proteina, asi como los de absorcion de las sondas que se utilizaran
como aceptores, t-PnA y DPH. Como se puede observar en la figura 10, hay un
solapamiento importante de la emision del donador (Trp) con la de los aceptores,
condicién indispensable para que se produzca la transferencia de energia. Con estos
espectros, se calculd el valor de J, la integral de solapamiento, asumiendo que el indice
de refraccion del medio es 1.33 (Valenzuela et al. 1994) y que «* es 2/3. Suponiendo
que el rendimiento cuantico del donador (Trp) es de 0.29 (Antollini et al. 1996), se pudo
calcular Ro de cada par aceptor-donador (tabla 2).

Una vez realizados estos célculos previos, se realizaron los experimentos de
transferencia de energia con las dos sondas, t-PnA y DPH como aceptores y los
triptéfanos del AcChR como donadores. En el caso de que se produzca la transferencia
de energia, al excitar a la longitud de onda del donador una muestra que contenga una
cantidad fija del mismo, conforme se vayan afiadiendo cantidades crecientes de aceptor,
deberd disminuir la emision del donador e ir aumentando la del aceptor, pese a que no
se estd excitando directamente a €ste Ultimo. Efectivamente, esto es lo que tiene lugar

segun se puede observar en la figura 11.
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Figura 10. Espectros de emision y absorcion para el célculo de Ro. En la
figura se muestran los espectros de absorcion de las sondas t-PnA y DPH en
vesiculas lipidicas, asi como el espectro de emision de los triptofanos del
AcChR reconstituido en vesiculas lipidicas de composicion controlada. El
tampon utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4
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Figura 11. Espectros de emision del AcChR en presencia de sonda
aceptora. Se presentan los espectros de emision de triptoéfano del AcChR con
cantidades crecientes de sonda aceptora, DPH en el panel A y t-PnA en el
panel B. La longitud de onda de excitacion es 280 nm. Para cada espectro se
indica la relacion molar de la sonda aceptora respecto al AcChR.

A la hora de analizar los datos de transferencia de energia se recurre al modelo
de Gutiérrez-Merino en su version especifica para el AcChR y para sistemas de dos
dimensiones, como es una membrana lipidica (ver apartado 5.1 “Analisis de los datos de
transferencia de energia por resonanacia” en el Apéndice ). Este modelo cuenta con
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tres parametros, r, H y Kr, por lo que se ha de fijar alguno de ellos para calcular el resto.
Por esa razoén se utilizé la sonda DPH para calcular r, la minima distancia entre donador
y aceptor, ya que esta sonda se reparte igualmente en fases fluidas y tipo gel, como las
que tendriamos por debajo de la temperatura de transicion del dominio, que es de unos
35 °C (los experimentos se llevaron a cabo a 20 °C). Por tanto, para esta sonda podemos
suponer una distribucion al azar alrededor de la proteina y de este modo fijar K; a 1.
Comparando los datos experimentales con las curvas tedricas generadas a partir del
modelo de Gutiérrez-Merino con diferentes valores de r y H, se pueden obtener un
6ptimo ajuste para un valor de r de 30 A y uno de H igual a 10 A (figura 12). Tanto el
DPH como el t-PnA dan parametros de fluidez muy parecidos cuando se encuentran en
una misma matriz lipidica, por lo que se les supone una localizacién en membrana
similar. Por ello, se fijaron r y H para el t-PnA a los mismos valores anteriormente
obtenidos con el DPH. Habiendo fijado estos parametros, se pudo obtener un K; para la
sonda t-PnA igual a 0.6 buscando el mejor ajuste de los puntos experimentales a las
curvas tedricas obtenidas para diferentes valores de K, (figura 12). Esto significa que el
t-PnA esté distribuido preferentemente en las proximidades de la proteina. H se fijo a 10
A en todas las curvas generadas por el modelo para las dos sondas porque todos los
datos experimentales dieron un mejor ajuste para ese valor. Esta distancia también ha
sido utilizada en trabajos anteriores de transferencia de energia aplicando el modelo de
Gutiérrez-Merino desde el triptéfano del AcChR a la sonda Laurdan embebida en la
membrana (Antollini et al., 1996).

La tabla 2 resume los datos obtenidos de los experimentos de RET.

Tabla 2. Datos obtenidos en los experimentos de R.E.T.
Los valores calculados se acompanan de la desviacion estandar, siendo n > 3

Muestra Sonda  rA) Ro°(A) Kre HY (A)
DMPA:PC:Col t-PnA 30 26.810.7 0.6+0.1 10
DMPA:PC:Col DPH 302 32.7£0.2 1 10
DMPC:PC:Col t-PnA 30 26.8%0.7 1£0.1 10

(a) Distancia minima entre el donador y el aceptor

(b) Radio de Forster para cada sonda, calculado como se describe en el texto

(c) Kr es la constante aparente de disociacion para el aceptor por los lipidos en
la regién anular.

(d) Distancia entre los planos en que se encuentran el donador y el aceptor.
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Figura 12. Aplicacion del modelo de Gutiérrez-Merino a los datos de
R.E.T. Los datos experimentales obtenidos en los experimentos de RET con las
sondas DPH, panel A y t-PnA, panel B, en muestras de DMPA:PC de
huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar
fosfolipido/proteina 564, se representan junto a las curvas generadas con el
modelo de Gutiérrez-Merino. En el caso del DPH, se fijaKra 1y Ha 10 A,
variando r, mientras que para la sonda t-PnA, se fijara 30 Ay Ha 10 A,
variando Kr. El tampon utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4
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Figura 13. RET en vesiculas sin dominio. En esta figura se muestran los datos
obtenidos en experimentos de RET con vesiculas de DMPC:PC de huevo:Col
(relacion molar 25:50:25) y AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 564,
con la sonda t-PnA como aceptor del triptéfano del AcChR. Los datos
experimentales se representan junto a las curvas teoricas obtenidas mediante el
modelo de Gutiérrez-Merino habiendo fijado Ha 10 A y r a 30 A, y dejando
variable Kr. El tampon de las muestras es Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.
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Se repitieron los experimentos con la sonda t-PnA, pero con muestras
compuestas por DMPC:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR,
relacion molar fosfolipido/proteina 564, en las que no se ha detectado dominio con las
diferentes técnicas ya comentadas a lo largo de esta memoria. Por tanto, éste seria un
control negativo para los experimentos de RET. Los resultados obtenidos fijando r a 30
A y Ha 10 A resultan en un Kr de 1, como es de esperar en una muestra en la que no
hay dominio alrededor de la proteina, por lo que el t-PnA ha de estar distribuido al azar
alrededor del AcChR (figura 13).

4.2 .- Estudios de FRAP

La técnica de F.R.A.P. (recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo), se ha
utilizado frecuentemente para investigar la organizacion y dindmica de membranas, con
un gran potencial para identificar dominios lipidicos y determinar los coeficientes de
difusion de los lipidos y proteinas presentes (Cezanne et al., 1999; Salome et al., 1998;
Vaz et al., 1989; Vaz, 1994). Por tanto, se trata de una herramienta con la que se podria
obtener informacion del dominio segregado por el AcChR, ya que éste, por debajo de su
Tm, estaria en una fase tipo gel en la que la difusion podria estar dificultada. Para poder
medir la difusion del AcChR se marcé esta proteina con isotiocianato de fluoresceina
(FITC), una vez reconstituida en DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25)
como se detalla en el capitulo de Materiales y Métodos. Con esta muestra se realizaron
experimentos de FRAP a 20 °C, es decir, por debajo de la Tm del dominio lipidico
segregado por el AcChR, obteniéndose la consiguiente curva de recuperacion de
fluorescencia (figura 14).

Del ajuste de estos datos a la ecuacion de Soumpasis (Soumpasis, 1983), se
obtienen dos parametros: por un lado, el porcentaje de recuperacion de fluorescencia y
por otro el coeficiente de difusion. El primero resultd ser de un 72.2 %, lo que significa
que hay un 27.8% de proteina inmovilizada en la muestra, para la escala de tiempos de
esta técnica. La difusion resulto ser 10® ecm?s, valor algo menor, aunque del mismo
orden, que el obtenido para esta misma proteina en distintas membranas lipidicas en
fase liquido-cristalina (Criado et al., 1982). Estos resultados indican que habria una
poblacion mayoritaria de AcChR que difundiria sin problemas por la bicapa lipidica,
pero que también habria una importante fraccion de AcChR que no difundiria como lo
haria en una membrana lipidica fluida, es decir, se encontrarian en una fase en la que la

difusion estaria mas impedida.
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Figura 14. Curva de recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo. En la
figura se sigue la fluorescencia que proviene del isotiocianato de fluoresceina
con el que se ha marcado AcChR reconstituido en matrices lipidicas de
DMPA:PC huevo:colesterol (relacion molar 25:50:25). La relacion en peso
fosfolipido/AcChR es de 150. El tiempo cero corresponde con el momento en
que se hace el disparo con laser que provoca el blanqueo de la fluorescencia y
su posterior recuperacion.

5.- El DMPA en el dominio no se comporta como el DMPA puro

En un intento de hacer una mejor caracterizacion del dominio, se pretendid
establecer cudl es el comportamiento del DMPA segregado en el dominio en relacion al
DMPA puro.

La transicion de fase del DMPA es muy sensible al pH del medio, puesto que
este fosfolipido contiene un grupo fosfato ionizable con pKs de 4 y 8.5 (van Dijck et al.,
1978). De hecho, al aumentar el pH de 5 a 9, la temperatura de transicion del DMPA
disminuye sigmoidalmente, con un punto de inflexion a pH 8.5, valor que coincide con
su segundo pK,. Esto se debe a que la presencia de una mayor carga negativa en la
cabeza polar desestabiliza la matriz lipidica y por tanto disminuye su Tm. (Eibl y
Blume, 1979; Pott et al., 1995). Por todo ello estudiamos en un primer paso el efecto del
pH sobre el dominio. En la figura 15 se observan las curvas de calorimetria obtenidas
con muestras de AcChR reconstituido en vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col
(relacion molar 25:50:25) a una relacion molar fosfolipido-proteina 3500, para las
cuales se habia detectado el dominio mediante esta misma técnica, a diferentes pHs. De
este experimento se puede deducir que se produce un leve aumento de la Tm y una
disminucion de la entalpia al subir el pH. Sin embargo, en el caso del DMPA puro
(figura 16), al contrario que el DMPA del dominio, la temperatura de transicion

disminuye conforme lo hace el pH.



Resultados 75

. Figura 15. DSC a diferentes pHs.

IO'OOZ calrc (O Termogramas; de muestras compuestas
por DMPA:PC de huevo:Col (relaciéon

5 40.5 molar 25:50:25) con AcChR, relacion

molar fosfolipido/proteina 3500. En la
figura se indica el pH al que estd cada
muestra y la Tm obtenida. Cada

/—’J\\ termograma corresponde al segundo
6 412 barrido y ha sido corregido restando la
linea base correspondiente. Concentracion
DMPA final, 10 mM. El tampén que se
A$//\\N ; 413 utiliza para todos los pHs se compone de:

ACp

NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, MOPS 10
mM, CAPS 10 mM, CH;COONa 10 mM,
NaNj3 0.02%, debido a su amplio rango de

8 423 tamponamiento.
9 427
2'0 30 4IO SIO GIO
Temperatura (°C)
55~
] m|
m|
50 s
] m|
451 F
—~ . ° ° O DMPA
O 1 e ® L4 ® DMPA:PC:CHO+R
~ A  DMPA:PC:CHO+R+Calcio
S 1 A A
|_
35 A
30
A A
25 T T T T T T T T T
5 6 7 8 9
pH

Figura 16. Variacion de la Tm con el pH. Se representa en esta figura la Tm
obtenida a partir de los termogramas de DSC de muestras compuestas por
DMPA puro o por mezclas de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar
25:50:25) con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 3500, frente al pH en
el que se encuentran. Los resultados en presencia de calcio también se
muestran.

Otra caracteristica de las matrices del DMPA puro es su interaccion con el
calcio, el cual se une a este fosfolipido provocando, cuando estd en exceso, la
desorganizacion de las bicapas y la conversion en unas estructuras cilindricas lamelares

altamente empaquetadas que precipitan en agua (Verkleij et al., 1979; Van Dijck et al.,
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1978). Con el objeto de comprobar si el DMPA presente en el dominio conserva estas
propiedades, se realizaron estudios de DSC con muestras de AcChR reconstituido en
vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) a una relacion molar
fosfolipido-proteina 3500 para las que el dominio es detectado perfectamente mediante
esta técnica. En paralelo y como comparacion se hicieron los mismos estudios con
DMPA puro. La adicion de calcio en una relacion 3 a 1 respecto al DMPA en vesiculas
compuestas solo por este fosfolipido, a cualquiera de los pHs probados, provoca la
aparicion de un precipitado blanco y elimina por completo la transicion de fase, lo cual
no ocurre con el dominio de DMPA segregado por la proteina con la misma relacion
DMPA:calcio (figura 17). Una posibilidad para explicar el poco efecto del calcio seria
un cambio en el estado de ionizacion del DMPA en el dominio que alterara la
interaccion con el cation. Por ello se repitieron los experimentos a diferentes pH,

resultados que quedan reflejados en las figuras 16 y 17.

IOOOMWC pH Tm(C) Fijgura 17. DSC en presencia de calcio.
Termogramas de muestras compuestas por

DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar

374 25:50:25) con AcChR, relacion molar
fosfolipido/proteina 3500, a diferentes pHs

y en presencia de CaCl, 30 mM. Junto a

cada barrido se indica el pH y Tm de la

=

o 6 368 muestra. Concentracion DMPA final 10
3 mM. El tampon utilizado en todos los casos
7354 es el mismo que el descrito en la figura 15.
8 28.3
,Mf/\k//\ 9 281

10 20 éO AO ':'I;O éO 70
Temperatura (°C)

Una mayor adicion de calcio, llegando a una relacion DMPA:Calcio de 9 a 1 si
elimina la transicion de fase del dominio a cualquiera de los pHs probados.

Otro factor que pudiera alterar la interacciéon del DMPA con el calcio es la
presencia de colesterol o PC de huevo que pudieran segregarse junto al DMPA en el
dominio (ver apartado 2 de este capitulo). Por eso se realizaron experimentos con
vesiculas sin AcChR, compuestas por DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar
90:10:20), que dan un cambio de fase en DSC similar al del DMPA segregado por la

proteina (ver apartado 2, figura 7 de este capitulo). Segin los resultados que muestra la
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figura 18, el calcio en estas muestras si elimina la transicion de fase, por lo que ha de

ser la presencia del AcChR lo que perturba la interaccion del calcio con el DMPA.

ACp, cal/°C

1 10.0004

DMPA:PC:CHO (90:10:20)

—~t~—  DMPA:PC:CHO (90:10:20) + CaCl, 30 mM

T

10 20

30

40 50 60 70

Temperatura, °C

Figura 18. Efecto del colesterol sobre la interaccion DMPA-Calcio.
Termogramas de vesiculas compuestas por DMPA:PC de huevo:Col (relacion
molar 90:10:20) en presencia o ausencia de CaCl, 30 mM. La concentracién
final de DMPA es 10 mM vy el tampon utilizado, Tris 10 mM, NaCl 100 mM,

pH 7.4.

0.30
0.28
0.26
0.24
0.22
0.20
0.18
0.16

0.14

Anisotropia de Fluorescencia

0.12

. m  Control
] o CaCl,90 mM

T T T T T T T T T T T T 1
15 20 25 30 35 40 45 50

Temperatura (°C)

Figura 19. Anisotropia de fluorescencia de vesiculas en presencia de calcio.
La anisotropia de la sonda t-PnA en muestras de DMPA:PC de huevo:Col
(relacion molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 564, se
midi6 con la temperatura en presencia o no de CaCl, 90 mM final. Los ajustes a
curvas sigmoidales de los datos se muestran como trazas continuas. La
concentracion final de DMPA es 10 mM. El tampon utilizado es Tris 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7.4. Los datos se presentan =£s.e.
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Experimentos similares se realizaron midiendo la anisotropia de fluorescencia
de la sonda t-PnA en muestras de DMPA:PC de huevo:Col (relaciéon molar 25:50:25)
con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 564. En este caso, se afiadié calcio en
exceso, hasta un maximo de 90 mM, lo que supone una relaciéon molar Calcio/DMPA
de 250, sin que se elimine la transicion de fase tipica del dominio de DMPA segregado
por la proteina (figura 19).

De todos estos experimentos se puede concluir que la desprotonacion del
DMPA y su unién a calcio estdn comprometidas, posiblemente por la interaccion del
mismo con el AcChR para formar el dominio.

Segun los datos obtenidos con el pH y calcio, el estado i6nico del PA parece
alterado cuando se encuentra en el dominio. Por ello, se realizaron experimentos de FT-
IR en los que se puede seguir la carga que presenta este fosfolipido a través de las
vibraciones provenientes del grupo fosfato. El PA es el unico lipido de las muestras
capaz de pasar de la forma monoaniénica del fosfato a la dianidnica, con lo que no
habran interferencias provenientes de otros lipidos. En la figura 20 A se muestran los
cambios con la temperatura de la relacion de areas de las bandas de absorcion con
maximos a 980 y 1180 cm™, que corresponden a las vibraciones de tensién de las
formas dianidénicas y monoanionicas respectivamente del grupo fosfato del PA
(Bhushan y McNamee, 1993). En las vesiculas d¢ DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25
relacion molar) sin proteina y pH 7.4, el valor de esta relacion de areas oscila entre 0.13
y 0.17. Sin embargo, en presencia del AcChR (relaciéon molar lipido-proteina 3500),
reconstituido en estas mismas vesiculas produce que el valor de la relacion de éreas
descienda hasta aproximadamente 0.06, sugiriendo que a pH neutro, la proteina cambia
el equilibrio entre las formas deprotonadas del grupo fosfato del DMPA, favoreciendo y
estabilizando la especie monoanionica. Con el fin de comprobar si el cambio observado
esta especificamente relacionado con un desplazamiento en el equilibrio de las formas
desprotonadas del DMPA, inducido por el AcChR, también se procesaron muestras
preparadas con DMPC en lugar de DMPA como control (figura 20 B). En este caso la
proteina no causa ninguna alteracion en la relacion de areas de las bandas a 980 y 1180
cm™. La relacion de areas para las muestras con DMPC deberia de ser cero ya que no
hay fosfato en forma dianidnica, pero no es asi porque en esta zona del espectro hay
pequenas contribuciones de vibraciones del grupo fosfato esterificado y del esqueleto
peptidico del AcChR (Bhushan y McNamee, 1993). Sin embargo esto no invalida los
resultados ya que el efecto del receptor solo aparece en las vesiculas con DMPA, por lo

que la intensidad de estas vibraciones no debe ser relevante frente a la del fosfato.



Resultados 79

0.20 0.20
~ _ B
1 1
5 5
o 0.167 o 0.16 L Y
0 0 A
o — 9 ras g#ﬂ A A
— —
B 5 ° A® A A
% &
» 0.12 » 0.12-
< <
o ot
3 RS
£ A +AcCIR 3 A +AcChR
2 0.084 ® - AcChR 8 o0o0s4d @ -AcChR
< o)
[ ~
0.04 T T T T T T 0.04 T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70
Temperatura, °C Temperatura, °C

Figura 20. FT-IR de los grupos fosfato. Se muestra la variacion de la relacion
de areas de las bandas a 980 y 1180 cm™' de los espectros de FT-IR tomados en
agua, correspondientes a las formas dianidnicas y monoanionicas del grupo
fosfato, con la temperatura. Panel A: DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25
relacion molar) con y sin AcChR. Panel B: DMPC:PC:Col (25:50:25 relacion
molar) con y sin AcChR. La relaciéon molar fosfolipido/AcChR cuando la
proteina esta presente es 3500. El tampén usado es Tris 10 mM, NaCl 100 mM,
pH 7.4.

Otro grupo funcional presente en los fosfolipidos y que se puede seguir
mediante espectroscopia de infrarrojo es el carbonilo (C=0). En estas moléculas esta
situado en la interfase agua-lipido y su vibracion es sensible a la hidratacion del mismo,
de modo que es posible evaluar la hidratacion de una bicapa lipidica mediante FT-IR
(Désormeaux et al., 1992; Laroche et al., 1991; Blume et al., 1988). Asimismo, se ha
descrito en la bibliografia que existe una relacion entre la hidratacion y el pK, de los
fosfolipidos en una membrana (Sankaram et al., 1990). Por todas estas razones, es
interesante evaluar el efecto del AcChR sobre la hidratacion de la membrana en que se
reconstituye como posible explicacion al cambio del pK, que induce en el DMPA
segregado, fendmeno que se ha detectado en este tipo de muestras como ya se ha
expuesto anteriormente en este capitulo. En la figura 21 se muestran los resultados del
estudio mediante FT-IR de la banda del grupo carbonilo en vesiculas compuestas por un
25% de DMPA, 50% PC de huevo y 25% colesterol (porcentajes en relacion molar) con
o sin AcChR y a dos temperaturas, 23°C y 70 °C. La banda observada presenta en todos
los caso al menos dos componentes, una centrada a 1744 y otra a 1725 cm’™, asignadas
en la literatura al carbonilo deshidratado e hidratado respectivamente, y que se
distinguen mucho mejor cuando el espectro es deconvuelto (figura 21, panel B). Se
puede observar que la presencia del AcChR provoca la deshidratacion de la membrana a

las dos temperaturas, si bien no se puede asignar el cambio unicamente al DMPA ya

80
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que la vibracion del grupo carbonilo procede de todos los fosfolipidos presentes en las
vesiculas, es decir, del DMPA y del PC de huevo.

Los cambios de fase en los fosfolipidos pueden provocar alteraciones en la
hidratacion de los mismos, estando mas hidratados en fase liquido-cristalino que en fase
gel (Désormeaux et al., 1992). El dominio de DMPA segregado por parte del AcChR se
encontraria en fase gel a 23 °C frente a la fase fluida de las mismas vesiculas sin la
proteina lo que podria explicar el efecto de deshidratacion del AcChR. Sin embargo a
70 °C, temperatura por encima de la transicion de fase del DMPA segregado por el
AcChR, la muestra con proteina sigue estando mas deshidratada. Por tanto, han de
existir determinadas interacciones lipido-proteina al margen de los cambios de fase que

provoquen estos cambios.

A \ DMPAd+PC+Col + nAcChR
v N e DMPAd+PC+Co

70°C

L 1 1 ] L 1 1

]
1750 1725 1700 1750 1725 1700
Numero de onda, cm-t Numero de onda, cm-t

Figura 21. FT-IR del grupo carbonilo. La banda asignada al grupo carbonilo
en es espectro de infrarrojo fue seguida a 23 y 70 °C en muestras de DMPA:PC
de huevo: Col (relacion molar 25.50:25) con o sin AcChR. En el panel A se
muestra la banda original y en el panel B la banda deconvuelta. La relacion
molar fosfolipido/AcChR es de 3500 cuando la proteina estd presente. El
tampo6n utilizado es Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4. Las muestras fueron
sometidas a un intercambio H,O por D,O antes de ser analizadas.

6.- Estabilidad y dinamica del dominio: interacciones lipido-
proteina

Hasta este punto se ha establecido la localizacion, posible composicion y
estequiometria del dominio. También se ha comprobado el diferente estado i6nico del
PA en el dominio, pero ;cudles son las interacciones lipido-proteina que originan y
mantienen este dominio?. Los experimentos a diferentes pHs comentados en el apartado

anterior sirven para arrojar luz sobre esta cuestion. El hecho de que el AcChR segregue
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el dominio de PA sin casi ninguna perturbaciéon en un intervalo de pH en el que este
fosfolipido habria de cambiar su estado i6nico nos indica que, o las fuerzas
electrostaticas no son esenciales para que este fenomeno se produzca, o que el PA en el
dominio esté interaccionando con el AcChR de tal manera que no le afecten estos
cambios de pH. Esta ultima opcion estd apoyada por los datos de FT-IR del grupo
fosfato del DMPA como se ha comentado en el apartado anterior.

A fin de seguir profundizando en esta cuestion, se realizaron experimentos de
anisotropia de fluorescencia a pH mas basico que los hasta entonces probados por DSC
y a alta fuerza ionica (figura 22)

Por la disminucion en la amplitud de la curva de anisotropia, se puede deducir
que un pH o fuerza ionica altos desestabilizan el dominio aunque no logran eliminarlo.
Estos resultados son similares a los de DSC a pH 9 en los que hay una ligera
disminucion de la entalpia de la transicion de fase, y parecen indicar que las fuerzas
electrostaticas no son las unicas que participan en las interacciones lipido-proteina que

mantienen la segregacion del dominio.
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Figura 22 Anisotropia de fluorescencia en condiciones extremas. El pH o la
concentracion de NaCl se vari6o hasta 10 (pH 10) o 2 M (NaCl 2 M)
respectivamente, en muestras de AcChR reconstituido en DMPA:PC de
huevo:Col (relacion molar 25:50:25) a una relacion molar fosfolipido/proteina
564, antes de afiadir la sonda t-PnA para realizar el experimento. Los datos se
presentan +s.e.

La reconstitucion de la proteina en matrices lipidicas con fosfolipidos distintos
al PA se realiz6 para encontrar alguna propiedad que explicase el porqué el AcChR
segrega un dominio de un determinado lipido del resto de componentes en una matriz
de composicion compleja. Las curvas calorimétricas obtenidas en las matrices probadas:
DMPS:PC de huevo:Col, DMPG:PC de huevo:Col y DMPA:PC de huevo:Col, todas

ellas a una relacion molar 25:50:25, conteniendo AcChR a una relacion molar
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fosfolipido:proteina de 3500, nos indican que el fendmeno de la segregacion es
exclusivo del DMPA (figura 23). Todos estos fosfolipidos tienen las mismas cadenas
acilicas (miristoilos), carga negativa a pH 7.4, y ademads a este pH sus transiciones de
fase estan en el rango de temperaturas que se ha utilizado en este estudio (23 °C para
DMPG, 35 °C para DMPS y 50 °C para DMPA, catalogo de Avanti Polar Lipids). Por
tanto, estos fosfolipidos so6lo se distinguen en la naturaleza de su grupo polar. También
se incluye en el experimento un fosfolipido sin carga neta como es el DMPC (Tm de
23°C), para el que tampoco se encuentra ningin cambio de fase, indicativo de la

ausencia de una segregacion del mismo.
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Figura 23. Termogramas de vesiculas lipidicas de diferente composicion.
Muestras compuestas por un fosfolipido sintético dimiristoilado a una
concentracion 10 mM final (DMPA (A), DMPG (B), DMPS (C) o DMPC
(D)):PC de huevo:Col (relaciéon molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar
fosfolipido/proteina 3500, se someten a experimentos de DSC, obteniéndose los
correspondientes termogramas tras restar la linea base correspondiente. El
tampon utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4.

Segun los datos obtenidos mediante transferencia de energia, el dominio de PA
segregado por el AcChR esta localizado alrededor de la proteina, por lo que ha de haber
una interaccion directa entre algunos de los aminoacidos del AcChR y este fosfolipido.
Por tanto, un cambio conformacional del receptor, al alterar su estructura terciaria,
podria influir en el proceso de segregacion. Si esto fuera asi, se podrian obtener datos de
los residuos que intervienen en la segregacion del dominio, que serian aquellos que
varian su posicion con el cambio conformacional. Con ese objetivo, se llevaron a cabo
experimentos con un agonista como la carbamilcolina que provoca, tras una exposicion
continua frente al AcChR, la desensibilizacion del mismo, que a su vez conlleva un

cambio conformacional de al menos la estructura terciaria de la proteina (ver
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Introduccién). Los resultados obtenidos implican una nula dependencia de la
segregacion del dominio con el cambio conformacional asociado a la desensibilizacion
de la proteina (figura 24), ya que la presencia de este agonista apenas perturba el

cambio de fase del dominio.
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Figura 24. Anisotropia de fluorescencia en presencia de agonista. La
anisotropia de fluorescencia del t-PnA en vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col
(relacion molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 564,
se siguidé con la temperatura en presencia de carbamilcolina 1 mM final. La
muestra control es idéntica a la anterior pero sin afiadir agonista. Los ajustes de
los datos a curvas sigmoidales se muestran como trazos continuos.
Concentracion final DMPA 0.12 mM. El tampén utilizado fue Tris 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7.4. Los datos se presentan = s.e.

El AcChR en este tipo de preparaciones esta en forma dimérica, a través de un
puente disulfuro entre las subunidades 6 de dos moléculas de AcChR. Este hecho se ha
comprobado mediante electroforesis en condiciones no reductoras (no mostrado). La
relevancia de esta conformacion en la estabilidad del dominio se evalué con muestras
sometidas a un agente reductor como es el DTT (figura 25). Aunque el mero proceso al
que se somete al AcChR para obtenerlo en forma monomérica afecta a la cooperatividad
de la transicion de fase del DMPA segregado, como se observa en el experimento
control en el que no se obtiene una sigmoide demasiado clara (figura 25), no hay
ninguna diferencia entre la curva de anisotropia obtenida con esta muestra y la sometida
a la reduccion de los puentes disulfuro con DTT. En cualquier caso, el control se puede
considerar valido ya que se sigue detectando la segregacion de DMPA: el valor de
anisotropia a baja temperatura de las muestras con AcChR es mucho mayor que sin la
proteina. De este resultado queda claro que la formacion del dominio es independiente

de que el AcChR forme o no dimeros.
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Figura 25. Anisotropia de fluorescencia del AcChR monomérico. El AcChR
a una relacion molar fosfolipido/proteina 564, reconstituido en matrices de
DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) se procesd como se detalla
en Materiales y métodos a fin de obtenerlo en forma monomérica. Las muestras
control se realizaron en paralelo pero en ausencia de DTT en la incubacion. Los
ajustes a curvas sigmoidales de estos datos se muestran como trazas continuas.
También se representan, para su comparacion, los datos obtenidos con una
muestra de la misma composicion pero sin AcChR. La concentracién de DMPA
final es 0.12 mM. Los datos se presentan =+ s.e.

Otra manera de establecer qué factores estan implicados en la formacién del
dominio es la de realizar una proteolisis parcial mediante proteinasa K del AcChR
reconstituido en vesiculas lipidicas que presenten segregacion de dominio, es decir, de
DMPA:PC de huevo:Col a una relaciéon molar fosfolipido/proteina 564. En este proceso
teoricamente se eliminan la totalidad de los segmentos extramembrana de la proteina,
quedando solamente los transmembrana (Gorne-Tschelnokow et al., 1994), por lo que
se podrd averiguar si es la regiébn transmembrana la tUnica responsable del
mantenimiento del dominio. En este caso deberian obtenerse péptidos de unos 2.3 kD.
Sin embargo, no se pudieron reproducir los resultados publicados por Gorne-
Tschelnokow, como tampoco fueron capaces Méthot y Baenziger (Méthot y Baenziger,
1998). Aun asi, el corte efectuado por la proteinasa K es bastante exhaustivo y rapido ya
que en una hora el proceso ha finalizado (figura 26), obteniéndose mayoritariamente
fragmentos de unos 5 kD. Comparado con los 50-60 kD que tienen las subunidades
enteras, estos fragmentos son bastante pequefios aunque evidentemente han de contener
tramos extramembrana, si bien posiblemente éstos hayan perdido gran parte de su
estructura (figura 26). También se observa una banda muy marcada de entre 1 y 3 kD
que pudiera contener los tramos transmembrana de 2.3 kD, aunque esta banda esta
mezclada con lipidos que avanzan con el frente por lo que no es posible asegurar si hay
contenido proteico.
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Tras esta proteolisis se comprueba si todavia es detectado el dominio mediante
anisotropia de fluorescencia de la sonda t-PnA. En la figura 27 se observa que, aunque
el dominio queda desestabilizado, pues hay una pérdida de sigmoidicidad en la curva de
anisotropia que significa una menor cooperatividad en la transicion de fase, todavia esta
presente en este tipo de muestras, ya que la anisotropia de fluorescencia tiene valores
elevados a bajas temperaturas si la comparamos con la matriz en ausencia de proteina.
Este resultado indica que los tramos transmembrana son los mas importantes para

mantener la segregacion del dominio.
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Figura 26. Electroforesis del AcChR proteolizado. SDS-PAGE en gel al
20% acrilamida en condiciones reductoras. Calles: A, patron de pesos
moleculares; B, AcChR tras una hora de digestion; C; AcChR tras dos horas de
digestion; D, AcChR tras tres horas de digestion. A la izquierda del gel se
muestran los pesos moleculares del patron.

En todos los experimentos comentados anteriormente, el dominio estad ya
establecido antes de proceder a estudiar el efecto de determinadas substancias o
procesos sobre el mismo. Siempre cabe la posibilidad de que una vez formado el
dominio, esté en un estado energético muy estable por lo que haya que vencer una
barrera de activacion muy grande para poder eliminarlo. Por ello, no podemos descartar
que las fuerzas electrostaticas o que secuencias no transmembrana de la proteina sean
clave para la formacién del dominio pese a que los experimentos anteriormente
comentados parezcan negar tal posibilidad. Una manera de poder comprobar diferentes
condiciones experimentales durante la formacion del dominio es proceder a la
“rereconstitucion” de las muestras, proceso que parece no afectar a la actividad del
AcChR (Jones et al., 1988).
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Figura 27. Anisotropia de fluorescencia del AcChR proteolizado. La
anisotropia de la sonda t-PnA en muestras de DMPA:PC de huevo:Col (relacion
molar 25:50:25) se sigue con la temperatura. Estas muestras contienen el
AcChR en relacion molar fosfolipido/proteina 564, integro (Control) o
proteolizado con proteinasa K (PK), tal y como se detalla en Materiales y
Métodos, o no contienen AcChR. La muestra control pasé por todos los
procesos a los que se somete la muestra proteolizada pero sin la proteinasa K.
Los ajustes de los datos experimentales a curvas sigmoidales se muestran como
trazas continuas en las muestras con AcChR. La concentracion final de DMPA
en todas las muestras es 0.12 mM. Los datos se presentan = s.e.

En este proceso (ver Materiales y Métodos), se solubiliza con detergente
muestras de AcChR reconstituidas previamente. De nuevo se someten a una didlisis
como en la primera reconstitucion, pero en las condiciones que interese probar. En este
caso fueron un pH bésico y alta fuerza ionica en muestras de AcChR en DMPA:PC.Col
(relacion molar 25:50:25) a una relacion molar fosfolipido-proteina de 564.

En la figura 28 se muestran estos resultados, en los que se puede ver que la
propia rereconstitucion es un proceso que afecta al dominio aunque no se modifiquen
las condiciones en que se hace la didlisis normalmente. Por ello, la interpretacion de los
resultados resulta dificil, aunque, si comparamos estos datos con los obtenidos en
ausencia del AcChR donde no hay dominio, parece que un aumento de pH hasta 10
imposibilita la formacién del mismo, no siendo asi una fuerza ionica alta (NaCl 2M) a
pH 7.4.

Ya que el proceso de rereconstitucion no dio resultados aclaradores, se
realizaron reconstituciones del AcChR en diferentes condiciones para ver como
afectaban las mismas a la formacion del dominio. Se prob6 un pH 10 y fuerza idnica
alta (2 M de NaCl) obteniéndose los resultados que quedan reflejados en la figura 29.
Estas condiciones extremas de pH y fuerza ionica imposibilitan la formacion del

dominio que si se produce en el experimento control (NaCl 100 mM, pH 7.4).
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Figura 28. Anisotropia de fluorescencia de muestras rereconstituidas.
Muestras compuestas por DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25)
con AcChR, relacion molar fosfolipido proteina 564, se sometieron a
experimentos de anisotropia de fluorescencia afiadiéndoles la sonda t-PnA.
Estas muestras provienen de una rereconstitucion en las que la dialisis de la
segunda reconstitucion se hace en tampon Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4
(control), en tampon Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 10 (pH 10) o en tampén
Tris 10 mM, NaCl 2M, pH 7.4 (NaCl 2M). También se muestran los datos
obtenidos para una muestra de este tipo de vesiculas sin AcChR
(DMPA:PC:Caol). Concentracion final DMPA 0.12 mM en todas las muestras.
Los datos se presentan =+ s.e.

También se puede apreciar en esta figura que el valor de anisotropia a pH 10 o
NaCl 2 M es muy alto a cualquier temperatura, pero el mismo resultado se obtiene en
las muestras sin AcChR (datos no mostrados). Una posibilidad para explicar estos
valores de anisotropia seria que estas condiciones extremas afectaran directamente a la
propia sonda y que imposibilitaran la deteccion del dominio. Sin embargo, en muestras
reconstituidas en condiciones normales y a las que se les cambia el pH a 10 o la fuerza
ionica de 2 M en el momento de realizar el experimento, la sonda si es capaz de detectar
el dominio (figura 22).
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Figura 29. Anisotropia de fluorescencia de muestras reconstituidas en
diferentes condiciones. El AcChR purificado se reconstituyé en DMPA:PC de
huevo:Col (relacion molar 25:50:25) a una relacion molar fosfolipido/proteina
564 en las mismas condiciones experimentales que en todos los experimentos
anteriores. Sin embargo las muestras se dializaron frente a Tris 10 mM, NaCl
100 mM, pH 7.4 (Control), Tris 10 mM, NaCl 2 M, pH 7.4 (NaCl 2M) o Tris
10 mM, NaCl 2 M, pH 10 (pH 10). Para realizar los experimentos, las muestras
se diluyeron en el mismo tampdn en el que se dializaron. Los datos se presentan
ts.e.

7.- La estructura y funcion del AcChR dependen de la
composicion lipidica de la membrana en que se reconstituye
la proteina

7.1.- Actividad del AcChR reconstituido en diferentes matrices

lipidicas

Trabajos anteriores han demostrado que la funcién del AcChR es sensible al
entorno lipidico en el que se encuentra (ver Introduccion). Asi, parecen imprescindibles
para mantener la funcion de la proteina la presencia de acido fosfatidico y del colesterol.
Puesto que esta proteina aparentemente solo es capaz de segregar PA de una matriz
lipidica compleja, es interesante comprobar si la presencia de éste y otros fosfolipidos
alteran la funcionalidad del AcChR. Para ello, se llevan a cabo experimentos de
“stopped-flow”, técnica ampliamente utilizada para estudiar la funcién de este receptor
(ver Apéndice; Gonzalez-Ros, 1984; Udgaonkar y Hess, 1986.), en muestras de AcChR
reconstituido a una relacion molar fosfolipido-proteina 3500 y con una composicion
lipidica de PC de huevo (50% molar), colesterol (25% molar) y el 25% molar restante,
del fosfolipido a probar. También se hacen vesiculas con asolectina, que se tomaran

como referencia de maxima actividad del canal (Epstein y Racker, 1978; Ochoa, et al,



Resultados 89

1983; Jones et al., 1988; Fong y McNamee, 1986). En la figura 30 se muestran las
trazas de stopped-flow de las distintas vesiculas.

Aquellas compuestas so6lo por PC de huevo y colesterol no tienen ninguna
actividad. Por el contrario, la presencia de un fosfolipido distinto al PC restablece la
actividad del canal en mayor o menor medida segin el fosfolipido usado. Asi, la
maxima respuesta a los agonistas colinérgicos se obtiene para las muestras que
contienen PA (cerca de la mitad de la maxima respuesta en muestras con asolectina),
seguidas por aquellas que contienen PG, el otro fosfolipido anidnico utilizado en el
estudio. Finalmente, las muestras con PE exhiben un nivel de actividad muy bajo, que
imposibilita determinar los pardmetros cinéticos. Es importante resefiar que todos los
fosfolipidos usados en estos experimentos tienen la misma composicion en cuanto a
acidos grasos, es decir, la del PC de huevo (ver catdlogo de Avanti Polar Lipids), por lo
que estas muestras no estan sujetas a la variabilidad potencial derivada del uso de
lipidos con diferentes longitudes o grado de insaturacioén en sus cadenas acilicas (Criado
et al. 1984). Por lo tanto, los resultados anteriores han de ser atribuidos a efectos de las
cabezas polares de los diferentes fosfolipidos sobre la funcion del AcChR.

Los parametros cinéticos derivados de estos experimentos se obtienen como se
especifica en el apartado 6, “Obtencion de parametros cinéticos de la actividad del
AcChR” en el Apéndice y quedan resumidos en la tabla 3

Tabla 3. Parametros cinéticos derivados de los experimentos de stopped-
flow con vesiculas de AcChR reconstituido en diferentes matrices lipidicas.

Matriz Lipidica Kapp™™ (s™) Kp (M*10%)
Asolectina 8715.0 2.3510.05
PC huevo (50%)+Col (25%0) +
+PA(25%) 4312 2 2.27+0.18
+PG(25%) 10+1.0 1.024+0.03
+PE(25%0) Actividad muy baja
+PC(25%) Sin Actividad

Para todos los ajustes se utilizo una constante de Stern-Volmer (K) de 77 M,
obtenida tal y como se detalla en “Obtencién de parédmetros cinéticos de la
actividad del AcChR” del Apéndice. Los datos se presentan = s.d. conn >3
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Figura 30. Registros de stopped-flow del AcChR reconstituido en vesiculas
lipidicas de diferente composicion. La entrada de T1" en respuesta a 250 uM
de carbamilcolina (concentracion final) se midi6 en membranas con AcChR
reconstituido preparadas a partir de lipidos de asolectina (ASOLECTINA),
mezclas lipidicas que contienen 25% molar de colesterol, 50% molar de PC de
huevo y 25% molar de: PA de huevo (PA), o PG de huevo (PG), o PE de huevo
(PE), o PC de huevo (PC). Superpuestas a estos registros estan las curvas de los
ajustes a las ecuaciones descritas en “Obtencion de parametros cinéticos de la
actividad del AcChR” del Apéndice, a partir de las cuales se hallan los
parametros cinéticos de la actividad del AcChR. Las vesiculas se encuentran en
tampon Hepes 10 mM, NaNO; 100 mM, pH 7.4.

7.2- Estructura secundaria del AcChR reconstituido en diferentes
matrices lipidicas

Con el fin de tratar de correlacionar los cambios funcionales inducidos en el
AcChR por la matriz lipidica en la que se reconstituye con posibles cambios en su
estructura secundaria se llevaron a cabo estudios de FTIR. Se analiz6é fundamentalmente
la banda amida I (1700-1600 cm™) que es sensible a cambios conformacionales en
péptidos y proteinas (Arrondo et al., 1993, Fernandez-Ballester et al., 1994; Baenziger
et al., 1997). Las matrices usadas en este estudio son las mismas que las de los ensayos
de stopped-flow, es decir, PA de huevo: PC de huevo: Col; PG de huevo: PC de huevo:
Col; PE de huevo: PC de huevo: Col, todos ellos con una relacion molar en sus
componentes de 25:50:25; PC de huevo:Col (relacion molar 75:25) y lipidos de

asolectina que al igual que en los estudios funcionales servirdn como matriz de
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referencia ya que en ella el AcChR alcanza una actividad 6ptima. En todas las muestras
la relacion molar fosfolipido-proteina es 3500.

En la figura 31A se compara la amida I de la proteina reconstituida en
asolectina con el resto de las matrices lipidicas, observandose un ensanchamiento de
banda y otras pequefias variaciones en estas ultimas. Esos cambios espectrales son: 1)
menos pronunciados en las muestras que contienen PA, ii) mas apreciables en muestras
reconstituidas en mezclas de PC de huevo y colesterol, iii) de una magnitud intermedia
cuando se trata de mezclas que contienen PE y PG. Se encuentran cambios parecidos si
lo que se compara es el espectro de amida I deconvuelto (figura 31B) en el que debido
al proceso matematico a que se somete el espectro, hay un estrechamiento de bandas
que permiten observar mejor estas variaciones. De nuevo, la presencia de PA en las
vesiculas reconstituidas determina el que haya una minima alteracion en el espectro
deconvuelto de la proteina, el cual de hecho es muy parecido al de la proteina en
asolectina. Por otro lado, la matriz lipidica que perturba en mayor medida la funcion del
canal, es decir aquella con PC como tnico fosfolipido, presenta un espectro claramente
distorsionado en el que i) la relacién entre la absorbancia a 1656 cm™ y 1636 cm™,
atribuidas a estructuras en alfa hélice y hoja beta respectivamente, parece menor, ii) el
hombro a 1640-1644 cm'l, asignado a estructuras no ordenadas, asi como otros
componentes que aparecen en la region 1670-1690 cm™, asignada mayoritariamente a
estructura en giros, se hace mayor. También, como se puede anticipar de los espectros
originales, los espectros deconvueltos de las muestras con PE y PG muestran
alteraciones que de alguna manera son intermediarias entre aquellas descritas para PA 'y
PC.

Ademas de la informacién cualitativa comentada anteriormente, la
espectroscopia infrarroja puede ser usada para determinar cuantitativamente la
estructura secundaria de las proteinas (ver apartado 1.7, “Procesamiento de datos y
técnicas de aumento de resolucion” del Apéndice). La figura 32 (A y B) es un ejemplo
con resultados de descomposicion de banda amida I obtenida en dos de las muestras
estudiadas, una funcional segin los datos de "stopped-flow", como es la que contiene

PA de huevo y otra no funcional compuesta por PC de huevo y colesterol.
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Figura 31. Banda de amida | del espectro de infrarrojo del AcChR
reconstituido en distintas matrices lipidicas. En el panel A, se muestra el
espectro original y en el panel B, el deconvuelto Entre ambos espectros se
indica la composicion de la matriz lipidica. La relacion molar
fosfolipido/proteina en todas ellas es 3500. El tampon usado fue Hepes 10 mM,
NaCl 100 mM, pH 7,4. Las muestras fueron sometidas a un intercambio de H,O
por D,0 de 3 horas antes de analizarse.
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Figura 32. Analisis de ajuste de banda de la amida | del AcChR
reconstituido en diferentes matrices lipidicas. Las muestras estin compuestas
por un 25% molar de colesterol, 50% molar de PC de huevo y 25% molar de PA
(panel A) o PC (panel B). La traza discontinua superpuesta al espectro original
es la curva teodrica resultante de la contribucion de todos los componentes
individuales estimados en el ajuste. El panel C muestra los porcentajes
calculados (£s.d.) de los componentes de la banda amida I asignados a
diferentes motivos estructurales en muestras de AcChR reconstituido en
diferentes vesiculas lipidicas y tratadas en las mismas condiciones que se
detallan en la figura 31. (n=3).

La figura 32C muestra los estimados de estructura secundaria en todas las
muestras procesadas. Atendiendo a los cambios en las estructuras mayoritarias, como
son hélice alfa (1656 cm™), hoja beta (1630 cm™) y no ordenada (1640 cm™) que se
pueden observar entre las matrices funcionales (asolectina, PA+PC+Col, PG+PC+Col)
y no funcionales (PC+Col o PE+PC+Col), se puede decir que las ultimas tienen una
mayor proporcion de estructura no ordenada a expensas de una menor proporcion de
estructura en alfa hélice. Aun teniendo en cuenta el error experimental que
inevitablemente acompafia a estas determinaciones de estructura secundaria, las
diferencias son de un 10%. Por el contrario, el componente de estructura beta, a 1630

cm’ parece que no estd demasiado afectado por el lipido en que se reconstituya el
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AcChR. Otros cambios en componentes menores de la amida I, son la desaparicion de
la banda a 1680 cm™ y el incremento de la banda a 1670 cm™ en las muestras no

funcionales, atribuibles a giros.

7.3- Analisis de la estabilidad térmica del receptor nicotinico de
acetilcolina reconstituido en diferentes matrices lipidicas
mediante “espectroscopia diferencial de barrido™:
consecuencias estructurales

La banda amida Il del espectro de infrarrojo de proteinas y péptidos
(1596-1525 cm) resulta de vibraciones del grupo N-H, y disminuye su
absorbancia como consecuencia del intercambio a N-D. El estudio del AcChR
por FT-IR, como se ha comentado en el punto anterior, se realiza con el andlisis
de los cambios en su estructura secundaria siguiendo la banda amida I (1700-
1600 cm?) y ello supone tener que sustituir el H.O por D0 para desplazar la
absorbancia del disolvente a una zona del espectro que no interfiera (Mendelsohn
y Mantsch, 1986; ver apartado 1.2, “Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier” en Apéndice). El seguimiento de la cinética de intercambio de N-H por
N-D, proceso que se inicia con el cambio de disolvente, mediante el analisis de
la banda amida Il, dependera de la accesibilidad de los diferentes aminoacidos
al mismo y por tanto aportara informacion sobre la evolucion de la estructura
terciaria de la proteina.

De acuerdo con trabajos de Baenziger (Baenziger et al., 1999), se puede
asumir que la cinética de intercambio H-D llega a un valor estable a partir de las
tres horas desde el momento en que el tampdn en D20 entra en contacto con los
proteoliposomas en que se encuentra el AcChR. Asi pues, en todos los
experimentos de FT-IR se ha esperado por defecto un minimo de ese tiempo
para conseguir el maximo de intercambio, comprobandose que efectivamente
en todas las muestras tratadas, pasado ese tiempo, ya no se producen cambios
apreciables en la banda de amida | ni en la amida Il. A partir de este momento,
se adquiere una serie de espectros a la par que se incrementa la temperatura a
velocidad constante [5°C/13 min], lo que por analogia a la calorimetria
diferencial de barrido podria permitirnos hablar de espectroscopia diferencial
de barrido. Este tipo de experimentos permite observar el desplegamiento de la
estructura terciaria de la proteina conforme se va desnaturalizando por efecto
de la temperatura.

El analisis que a continuacion se hace supone el seguimiento de la
absorbancia maxima a 1550 cm! (banda amida I1) frente al incremento de la
temperatura. Los maximos se definen en funcion de una linea de base
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establecida entre 1596-1525 cm-!, y se hacen relativos a la absorbancia méaxima
de la banda amida I, tomando una linea de base para esta banda entre 1700-
1600 cml. En la siguiente figura (figura 33) podemos observar como la
variacion de este valor con la temperatura se ajusta a una ecuacién de
Boltzmann, que puede darnos como parametro interesante la Tm del proceso de
desnaturalizacion. Ademas, este analisis da la posibilidad de estimar una
"entalpia” del proceso, integrando la funcién resultante entre los limites de
temperatura en que se lleva a cabo el experimento.

Una vez se hace este tipo de experimentos con las mismas matrices con
las que se ha realizado los estudios de estructura secundaria y funcion del
AcChR, se puede deducir, tras la obtencién de los valores de Tm (figura 34),
que la matriz en la que el AcChR resulta mas estable es PA+PC+Col (25:50:25,
razon molar, fosfolipido/proteina 3500:1), seguida de asolectina y PG+PC+Col
(25:50:25, razon molar, fosfolipido/proteina 3500:1), es decir, las matrices
funcionales, en las que se mantiene la actividad de canal iénico del receptor.
Significativamente inferiores son las Tm correspondientes de las matrices
PE+PC+Col (25:50:25, razon molar, fosfolipido/proteina 3500:1) y PC+Col
(75:25, razén molar, fosfolipido/proteina 3500:1), es decir, las matrices no
funcionales.
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Figura 33. Estabilidad térmica del AcChR seguida por el
intercambio H-D. Tras 3 horas de intercambio de H-D, las muestras
se someten a una rampa de calentamiento a velocidad constante (5
©C/13 min.) mientras se toman espectros de las mismas. De dichos
espectros se calcula la absorbancia maxima de la amida Il normalizada
con el valor de la absorbancia maxima de la amida I. Los ajustes a la
ecuacion de Boltzmann se presentan como lineas continuas. El tampdn
usado fue Hepes 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4. n=2. s.d. inferior al tamafio de
los simbolos.
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No obstante, las diferencias en este pardmetro son menos claras que si
consideramos la "entalpia” calculada como la integral de las ecuaciones de
ajuste de los datos presentados en la figura 33. Estas diferencias validan los
analisis de cuantificacion de estructura secundaria llevados a cabo sobre la
banda amida | (figura 32), sujetos a una cierta subjetividad. Por tanto, la
matriz lipidica ejerce un efecto modulador de la funcién del canal a través de la
estabilizacién/desestabilizacion de la proteina. Otra informacion que se deduce
de estos experimentos es que inicialmente, antes del calentamiento, las
diferentes muestran parten de situaciones distintas. Asi, el AcChR en asolectina
ha intercambiado pocos grupos N-H por N-D en comparacién con el resto de
matrices. Por el contrario, el AcChR en PC de huevo y colesterol presenta un
intercambio mayor al de las demés matrices (figura 33), indicativo de una
mayor accesibilidad al solvente, es decir, una estructura menos compacta.
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Figura 34. Variacion de la Tm y area de las curvas de
intercambio H-D. A partir de los ajustes a una ecuacion de Boltzmann
de los datos de intercambio H-D de la figura 33, se obtienen las areas de
las curvas y las Tm de las mismas, para el AcChR reconstituido en
diferentes matrices lipidicas.

8.- El dominio lipidico como potencial diana farmacologica

El dominio de acido fosfatidico (PA) que segrega el AcChR podria ser
importante para preservar la estructura y funcion oOptimas de la proteina segin se
deducen de los resultados anteriormente comentados en esta memoria. Por otro lado,
hay una gran cantidad de sustancias que afectan a la funcion de la proteina posiblemente
a través de la interfase lipido-proteina (Blanton et al., 1999; Bouzat y Barrantes, 1996;
Arias, 1998), y por ello, se ha explorado la posibilidad de que dicho efecto se ejerza

mediante la eliminacion del dominio, en el sentido de imposibilitar la interaccion PA-
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proteina que parece imprescindible para mantener la funcion del AcChR. Para evaluar
esta posibilidad, se han realizado experimentos de anisotropia de fluorescencia con la
sonda t-PnA en vesiculas que presentan dominio lipidico, es decir, DMPA:PC de
huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR a una relacién molar fosfolipido-
proteina 564, optima para este tipo de estudios segun los resultados presentados a lo
largo de esta memoria. Las muestras, antes de la adicion de la sonda, fueron incubadas
con diferentes sustancias para las que se ha comprobado algun efecto sobre la proteina a
través de la interfase lipido-proteina: acido oleico, acido araquidonico e hidrocortisona.
También se realizd un control con metanol, solvente en el que se encuentran tanto los
acidos oleico y araquidonico como la hidrocortisona, con la misma cantidad que la
anadida en las muestras con estos compuestos. Se obtiene una curva superponible a la
muestra solo con lipido y proteina (dato no mostrado), por lo que los posibles efectos en
las muestras con acidos grasos habran de ser debidos solamente a la accidon directa de

los mismos.
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Figura 35. Anisotropia de fluorescencia en presencia de sustancias con
efectos sobre la funcion del AcChR. A muestras compuestas de DMPA:PC de
huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR, relacion molar
fosfolipido/proteina 564, se les anadieron diferentes sustancias disueltas en
MeOH: acido oleico 60 uM final, acido araquidéonico 60 puM final e
hidrocortisona 800 uM final, todas ellas con probados efectos sobre la funcién
del AcChR, posiblemente a través de la interfase lipido/proteina. Se sigui6 la
anisotropia de fluorescencia del t-PnA afiadido a todas ellas con la temperatura.
Los ajustes de los datos a curvas sigmoidales se muestran como trazos
continuos. La concentracion de DMPA final en todas las muestras es 0.12 mM.
El tampon utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4. Los datos se
presentan =+ s.e.
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Por lo que se deduce de los resultados obtenidos (figura 35), ninguno de estos
compuestos elimina la segregacion del dominio a las concentraciones que, segun la
literatura, provocan una disfuncion en el AcChR, aunque el acido oleico lo altera
levemente, produciendo una disminuciéon de unos ~4.5 °C en la temperatura de
transicion del mismo.

Los anestésicos locales y generales son sustancias de probado efecto sobre el
AcChR y que también parecen actuar a través de la interfase lipido proteina. Sin
embargo, los que se probaron provocaron una pérdida de la fluorescencia del t-PnA que

imposibilito la realizacion de los experimentos de anisotropia de fluorescencia.

9.- Sintesis de la sonda #-DPH HPA

Esta sonda fue sintetizada como alternativa al uso del t-Pna, ya que esta ltima
presenta algunos inconvenientes derivados de su poca estabilidad frente a la
temperatura, oxigeno y otras moléculas como algunos anestésicos, que dan lugar a una
pérdida rapida de su fluorescencia, limitando asi los experimentos que se pueden
realizar con la misma.

Como control previo al método de sintesis, ésta se realizo con el fosfolipido
sintético DMPC en lugar de la sonda fluorescente. Tras el proceso de digestion con
fosfolipasa D (ver Materiales y Métodos) el producto esperado es el DMPA, la pureza
del cual se comprobé mediante experimentos de FT-IR (datos no mostrados). En ellos,
se observé la aparicion de una banda a 1560 cm™ que no se detecta en el DMPA puro.
Ademas, la temperatura de transicion y la cooperatividad de dicho proceso para el
producto obtenido eran diferentes al obtenido con el lipido comercial (Avanti). Uno de
los posibles motivos de estas alteraciones es la contaminacion del producto obtenido
con silica o las sustancias aglutinantes que lleva la silica para fijarla a las placas de
TLC, proceso cromatografico al que se sometia al producto de la digestion por
fosfolipasa D con el fin de separarlo del DMPC que no hubiera reaccionado (ver
Materiales y Métodos). Segiin los resultados de TLC, la digestion enzimatica supone
una conversion casi del 100% del DMPC en DMPA (figura 36), por lo que se repitieron

los experimentos con el producto de la sintesis pero sin pasar por la TLC.

Figura 36. TLC de fosfolipidos sintéticos. La placa
de TLC es de Silica-Gel 60 (Merck) de 0.2 cm de
espesor y la fase movil estd compuesta por
cloroformo:etanol:agua:trietilamina (25:35:6:35). Se
pard la cromatografia 15 minutos después de que el
frente alcance el final de la placa, tras lo que se saca de
la cubeta y se deja secar. Para observar los productos,
se aplica sobre la placa Phospray (Sigma). En la calle
A, se situd la muestra de DMPC comercial; en la B el
producto de la digestion con fosfolipasa D y en la C,
DMPA comerecial.
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En este caso, se obtuvieron resultados positivos en cuanto a temperatura de
transicion, cooperatividad y sefiales de FTIR, valores todos propios del DMPA puro
(datos no mostrados).

Un tultimo y definitivo ensayo fue utilizar esta DMPA de sintesis enzimatica
en vez de la DMPA comercial en mezclas de DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25
relacion molar) con AcChR a relacion fosfolipido:proteina 564 molar y comprobar si el
dominio era detectado mediante experimentos de anisotropia de fluorescencia con t-PnA
como sonda. Los resultados confirman que s6lo el DMPA que no ha pasado por TLC es

capaz de ser segregado como un dominio por la proteina (figura 37).
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Figura 37. Anisotropia de fluorescencia de muestras con DMPA
sintetizado por digestion enzimatica. Para la obtencion de estos datos se
afiadio la sonda t-PnA a muestras de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar
25:50:25) con AcChR, relacion molar fosfolipido/proteina 564 y se sigui6 su
anisotropia con la temperatura. El DMPA de las muestras es de origen
comercial (DMPA comercial) o sintetizado por digestién enzimdtica y separado
de los reactivos por TLC (DMPA enzimatico, TLC) o sin pasar por TLC
(DMPA enzimatico). El tampén utilizado fue Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH
7.4. Los datos se presentan =+ s.e.

Tras esta primera comprobacion se realizo la sintesis con la sonda fluorescente
sin someterla a una TLC preparativa, aunque una pequefia alicuota si se utilizd en una
TLC analitica para comprobar que el rendimiento de la digestion era cercano al 100%.
A continuacion, se realizé una caracterizacion espectroscopica, realizando espectros de
absorcion en metanol, de emision y excitacion en lipido y comparandolos con los de la
sonda DPH (figura 38).
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Se puede comprobar que presenta espectros de fluorescencia similares al DPH,
molécula que confiere la fluorescencia a esta sonda, aunque tanto el espectro de
excitacion como el de emision de la sonda P—-DPH HPA aparecen desplazados
ligeramente hacia mayores longitudes de onda respecto al del DPH, al igual que sucede
con otros derivados del DPH como el PA-DPH o el TMA-DPH (Trotter y Storch,
1989). El méximo de excitacion esta a 361 nm y el de emision a 432 nm. En cuanto a
los espectros de absorcion, también la sonda f—DPH HPA aparece algo desplazada

respecto al DPH, aunque esta vez hacia menores longitudes de onda, con un maximo en
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torno a los 355 nm. Ademads, en el espectro de absorcion aparece un hombro
aproximadamente a 320 nm, que pudiera provenir de una contaminacion, y que en
cualquier caso no es fluorescente segiin los espectros de fluorescencia realizados con
longitud de onda de excitaciéon a 320 nm (dato no mostrado). Por esta razén la
concentracion de esta sonda se calculo a partir de la absorbancia a 374 nm, zona con un
maximo de absorcion para la sonda pero donde la absorcion del contaminante se puede
despreciar.

Figura 38. Caracterizacion espectroscopica del B—~DPH HPA. Los espectros
de absorcion del B—DPH HPA y DPH en metanol, se presentan en el panel A
En el panel B, se muestran los espectros de excitacion y emision de esta sonda
y del DPH para su comparacion, todos ellos realizados en PC de huevo. Todos
los espectros estan normalizados para una mejor comparacion.

Tras estos primeros controles la sonda 3-DPH HPA se incluy6 en matrices
lipidicas compuestas por un fosfolipido puro, ya sea DMPA o DMPC. Se sigui6 la
anisotropia de fluorescencia con la temperatura obteniéndose curvas sigmoides
similares a la sonda DPH que se us6 en este caso como control. La temperatura de
transicion obtenida tras el ajuste de los puntos experimentales a una curva sigmoidal fue
la esperada para este tipo de lipido (datos no mostrados).

Puesto que la sonda habia dado resultados positivos en todos estos controles,

finalmente, se adiciono a vesiculas compuestas por DMPA:PC de huevo: Col (relacion
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molar 25:50:25) con AcChR a una relacién molar fosfolipido/proteina de 564, dptimas
para la deteccion del dominio segiin los resultados obtenidos con la sonda t-PnA. La
anisotropia de fluorescencia de la sonda se siguid con la temperatura obteniéndose
curvas como la de la figura 39. Se observa un cambio muy pequefio y poco cooperativo
de la anisotropia de fluorescencia con la temperatura, al igual que ocurria con el DPH y
PA-DPH, por lo que no parece una buena sonda para la deteccion de este tipo de
dominios lipidicos. Aun asi, el ajuste de los puntos experimentales a una curva
sigmoidal resulta en unos valores de temperatura de transicion del orden de los
obtenidos con el t-PnA.

0.8
0261 o m  QDPH HPA
0.24 - = o t-PnA

022
0.20- u
0184 ¥

0.16 5
1 [}
0.141 °

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Temperatura (°C)

Anisotropia de Fluorescencia

Figura 39. Anisotropia de fluorescencia de la sonda -DPH HPA. La sonda -
DPH HPA fue afiadida de manera intrinseca (ver Materiales y Métodos) a una
muestra de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con AcChR,
relacion molar fosfolipido/proteina 564. Se siguid la variacion de la anisotropia
de fluorescencia con la temperatura de esta sonda. Para su comparacidén también
se muestran los datos obtenidos con la sonda t-PnA con una muestra hecha en
paralelo pero sin la adicion intrinseca de B-DPH HPA. El tampoén utilizado fue
Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4. Los datos se presentan =+ s.e.

Los resultados que se consiguieron fueron similares con distintos porcentajes
de sonda (0.1, 1 o 10%, en moles respecto al DMPA) o con la adicién de la misma de
manera extrinseca o intrinseca (ver Materiales y Métodos), por lo que definitivamente

se descarto el uso de esta sonda para el estudio de estos dominios lipidicos.
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El receptor de acetilcolina ha sido una proteina de enorme importancia en los
ultimos afios para el conocimiento de la estructura y funcion de los receptores activados
por ligando (LGIC). Hoy en dia, pese a que las técnicas de biologia molecular han
facilitado la obtencion en grandes cantidades de casi cualquier proteina, el AcChR sigue
siendo el objetivo de numerosas investigaciones. Muchas de ellas estan centradas en la
estructura del canal o de los sitios de unidn, pero uno de los aspectos mas interesante
que queda por dilucidar es la dinamica de funcionamiento de la proteina, es decir, como
interaccionan las distintas partes que lo componen para dar respuesta a la union del
ligando. En este sentido, el estudio de la modulacion que cualquier sustancia realice
sobre la funcion de la proteina, a parte de su interés farmacologico, puede aportar datos
interesantes en el conocimiento de la dinamica del AcChR y por extension de todos los
componentes de la familia de LGIC. Entre los moduladores de la funcién de las
proteinas, hasta hace pocos afios, no se tenia en cuenta a los lipidos, sustancias
consideradas Unicamente como soportes de las proteinas de membrana en el ambito de
las interacciones lipido-proteina. Sin embargo, se han ido acumulando una gran
cantidad de resultados que sefialan como fundamentales estas interacciones en la
funcién de cualquier proteina de membrana. En el caso del AcChR ya hay bastantes
datos en este sentido aunque aun se dista mucho de alcanzar una comprension detallada
de como es esta interaccion entre el AcChR vy los lipidos que lo rodean. También hay un
evidente interés farmacologico en estos aspectos porque hay sustancias de uso clinico,
como por ejemplo algunos anestésicos, que parecen interaccionar con el AcChR a traves
de la interfase lipido-proteina.

Partiendo de la base de que el AcChR interacciona preferentemente con el
acido fosfatidico (PA) y con el colesterol (Col), en esta memoria se ha realizado un
estudio dirigido basicamente a evaluar los efectos que esta proteina ejerce sobre los
lipidos que lo rodean y viceversa. Para ello se ha recurrido a la reconstitucion del
AcChR en vesiculas lipidicas, sistema en el que la proteina conserva sus propiedades
funcionales y en el que se puede variar de forma controlada tanto la composicién
lipidica como la relacién molar entre cada uno de los lipidos y la proteina.

Deteccion del dominio lipidico segregado por el
AcChR

Los primeros estudios se realizaron con vesiculas lipidicas en los que sus
componentes se mezclan homogéneamente, DMPA, PC de huevo y colesterol. En esta
mezcla se incluyd PA y Col por los que la proteina tiene una probada preferencia
(Ochoa et al., 1983; Criado et al., 1984; Raines y Krishnan, 1998; Bhushan y
McNamee, 1993). Los experimentos realizados por DSC, FT-IR y anisotropia de
fluorescencia indican que la presencia del AcChR provoca la reorganizacion de los
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lipidos en las vesiculas, dando lugar a la segregacion de un dominio lipidico que sufre
una transicion de fase con una Tm que varia entre los 35 y 43 °C, dependiendo de la
técnica con la que se mida. De todos los componentes de estas vesiculas, el Unico que
puede tener una transicion de fase es el DMPA, por lo que éste ha de ser el lipido que es
segregado por el AcChR. Esto queda totalmente confirmado en los experimentos de FT-
IR en los que el cambio de fase y por tanto el dominio se detecta a través de las
vibraciones del enlace carbono-deuterio (C-D), siendo el Unico componente lipidico
deuterado de la muestra el DMPA.

Cada una de las tecnicas utilizadas, aparte de servir de confirmacion de los
resultados obtenidas con el resto, aporta datos diferentes. Asi, los termogramas de la
calorimetria permiten hacer un estudio de la termodindmica de la transicion de fase:
entalpia y entropia de transicién, valores de Cp en cada una de las fases, etc. Mediante
FT-IR podemos recoger las vibraciones de los distintos grupos quimicos que componen
el sistema, entre ellos los fosfatos del PA, los grupos carbonilo de los fosfolipidos, la
banda de amida I que proviene fundamentalmente de los enlaces peptidicos del AcChR,
los metilos y metilenos de los lipidos, etc. En cuanto a la anisotropia de fluorescencia,
ésta es sensible al “orden” del medio que rodea a la sonda que se use, siendo el medio
en este caso los lipidos que forman las vesiculas. Todos estos datos se han obtenido en
diferentes condiciones y con su analisis se pretende proponer un modelo para la
segregacion del dominio lipidico por parte del AcChR.

Estudio del dominio mediante Anisotropia de
fluorescencia

De todas estas técnicas, la Unica que utiliza una sonda extrinseca al sistema es
la anisotropia de fluorescencia. En este caso la localizacion de la sonda es clave para
que el dominio sea detectado, ya que la anisotropia de la sonda es sensible sélo a la fase
de los lipidos que la rodean. Se probaron sondas con diferentes caracteristicas,
resultando el t-PnA la Unica que detecta el dominio, ya que la variacion de su
anisotropia de fluorescencia con la temperatura es sigmoidal, indicativo de que existe
una transicion de fase, en este caso del dominio de DMPA segregado por el AcChR.
Este resultado supone que esta sonda ha de estar distribuida preferentemente en ese
dominio frente al resto de los lipidos de las vesiculas. Las otras sondas probadas no
parecen tener una distribucion preferente en el dominio pero tampoco parece que
queden excluidas del mismo ya que, aunque aparentemente el cambio de su anisotropia
con la temperatura no describe una curva sigmoidal, como habria de suceder en un
cambio de fase, el ajuste de los datos a ese tipo de curva da como resultado valores de
Tm muy similares a los obtenidos con t-PnA. Es decir, hay una deteccion de la
transicion de fase aunque con menor sensibilidad. Teniendo en cuenta que el DMPA es
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solo el 25% de los lipidos en estas vesiculas, es normal que si estas sondas se
distribuyen homogéneamente en las mismas, no sean demasiado sensibles al cambio de
fase del DMPA en el dominio, que ademas es de por si mucho menor que el del
fosfolipido puro.

La anisotropia detectada por el t-PnA a temperaturas por debajo de la Tm es
alta, en torno a 0.25-0.29, lo que significa que este dominio esta en una fase ordenada,
tipo gel, lo que explicaria la preferencia de esta sonda por este dominio (Sklar, 1979).
Este valor de la anisotropia, pese a ser alto, no alcanza a ser el de una fase gel de un
fosfolipido puro, que seria aproximadamente de 0.33, dependiendo de la temperatura y
del lipido. Esta disminucion podria deberse a que el dominio no esta constituido solo de
DMPA y/o a que el t-PnA, aunque se encuentra localizado mayoritariamente en las
fases ordenadas, también se localiza en el resto de la membrana, que se encuentra en
fase liquido-cristalino. Por tanto, el valor de <r> obtenido es una media ponderada de
las anisotropias de estas dos poblaciones. Por encima de la Tm, la anisotropia desciende
a 0.16-0.18, valores que corresponden a una fase fluida. Los resultados obtenidos con
este tipo de vesiculas pero sin AcChR indican que por debajo de 35-40 °C la anisotropia
del t-PnA es mucho menor a la de la muestra con proteina, es decir, no hay lipidos en
fase gel. Por encima de esa temperatura los valores de anisotropia son similares en
muestras con o sin proteina, por lo que el estado de fluidez ha de ser similar en el
dominio y en el del resto de los lipidos. Ademas, por encima de la Tm el dominio ya no
tiene fase gel por lo que la sonda perdera la preferencia por los lipidos que se
encuentren en él.

Los experimentos realizados con la sonda Laurdan no aportan datos demasiado
clarificadores en cuanto a la deteccion del dominio. Por un lado, la variacion de exGP
con la temperatura no es sigmoidal en muestras con dominio, indicativo de que esta
sonda no detecta la presencia del mismo. Posiblemente le ocurre lo mismo que al DPH,
PA-DPH o DHE, es decir, que se reparte de una manera homogénea en toda la vesicula
0 en todo caso queda excluido del dominio de PA. Para esta sonda se ha determinado
una distribucion homogénea entre fases liquido-cristalino y gel (Parasassi et al., 1990).
Por otro lado se realizaron medidas de exGP a diferentes longitudes de onda en matrices
con dominio ya que se ha descrito que con este tipo de experimentos se puede
determinar si dominios de diferente composicion y propiedades de fase coexisten en una
misma membrana (Parasassi et al., 1993). En sistemas con s6lo una fase liquido-
cristalino el valor de exGP disminuye al mover la longitud de onda hacia el rojo, y
permanece inalterado en una fase gel. Sin embargo, si coexisten dos fases, hay un
incremento en el valor de exGP. Cuando hay un alto porcentaje de colesterol (30% o
mas), esta tendencia se invierte aunque haya dos fases, teniendo un comportamiento
similar al de la fase liquido cristalino, pero con valores absolutos mayores (Parasassi et
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al., 1990). En este sentido Castuma el al. (1991) sefialan que el enriquecimiento en
colesterol de una membrana incrementa la movilidad y disminuye el orden de los
lipidos asociados a una proteina de membrana, mientras que disminuye la movilidad e
incrementa el orden del resto de los lipidos. Se habla entonces de una fase liquido-
ordenada, con propiedades intermedias entre la tipo gel y liquido-cristalino.

Para las muestras con dominio que se han utilizado en este estudio, a baja
temperatura han de coexistir la fase tipo gel del dominio y la fluida del resto de lipidos.
En esas muestras se obtuvo una variacion de exGP con la longitud de onda con una
ligera tendencia a disminuir, que corresponderia con una fase liquido-ordenado o una
fase liquido-cristalino. Las caracteristicas espectroscopicas de esta sonda dependen de
los procesos de relajacion dipolar de las moléculas de agua en la interfase lipido-agua.
De este modo el Laurdan es capaz de distinguir una fase gel de una liquido-cristalino
porgue en la primera hay una ausencia de agua o0 un movimiento muy restringido de la
misma debido al fuerte empaquetamiento de los lipidos, y en la segunda hay una rapida
velocidad de orientacion de estas moléculas, del orden de los nanosegundos. El
colesterol es capaz de reducir la hidratacion de las bicapas (Levine y Wilkins, 1971),
con lo que la sonda en fase fluida y en presencia de este lipido tendra un
comportamiento espectroscopico similar al de una fase tipo gel. Este hecho, unido a la
menor poblacion de lipidos en fase gel frente a los de liquido-cristalino explicaria la
ineficacia de esta sonda para detectar el dominio. Ademas, los valores absolutos de
exGP son menores que los de una fase gel pura a baja temperatura y mayores que los de
una fase fluida a alta temperatura, como corresponden a membranas con una fase
intermedia entre gel y liquido-cristalino. Si se comparan las muestras con o sin AcChR,
se observa que la presencia del receptor solamente resulta en un ligero aumento del
valor de exGP, tanto a 20 °C como a 56 °C, lo que podria reflejar el efecto de
deshidratacion sobre los lipidos de esta proteina, dato que también aporta el estudio de
la vibracion del grupo carbonilo de los lipidos por FT-IR (ver mas adelante en la
discusion). También podria relacionarse este efecto del incremento de exGP con la
presencia del dominio en fase tipo gel, pero entonces, a alta temperatura, no deberia
existir diferencia entre las muestras con o sin proteina, ya que en ese caso habria sélo
una fase fluida al estar por encima de la transicion de fase del dominio.

B-DPH HPA como sonda fluorescente para detectar el dominio

La deteccion del dominio compuesto mayoritariamente por acido fosfatidico
(PA) segregado por el AcChR mediante anisotropia de fluorescencia del t-PnA ha dado
resultados satisfactorios. Sin embargo, esta sonda plantea varios inconvenientes, como
su sensibilidad al oxigeno y la temperatura, con lo que se degrada muy facilmente a lo
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largo de un experimento (Sklar et al., 1977; Hudson et al., 1986), limitando asi el
tiempo y las condiciones de uso. Esto imposibilita hacer algunos experimentos que
podrian ser interesantes en este sistema, como los que necesitan de la microscopia de
fluorescencia. Por otro lado, también se ha podido comprobar que determinados
compuestos de los que se querian probar su efecto desestabilizador sobre el dominio,
como por ejemplo algunos anestésicos locales, interaccionan de algun modo con la
sonda t-PnA haciendo que pierda su fluorescencia en pocos minutos. Por estas razones
se planted la posibilidad de usar un derivado fluorescente del mismo acido fosfatidico
(PA) como sonda fluorescente en lugar del t-PnA. Las ventajas a priori que se
obtendrian son: por un lado se evitarian los inconvenientes antes mencionados del trans-
parindrico en cuanto a su inestabilidad. Por otro, suponiendo que esta sonda se
comportara como el PA, obtendriamos datos de la localizacion y distribucion del
principal componente del dominio, y no a través de una sonda como el t-PnA que no
tiene nada que ver con los componentes del mismo. Otra ventaja adicional es que esta
sonda no dejaria de ser un fosfolipido con lo que se podrian seguir sefiales tales como
metilos, metilenos y fosfato mediante FT-IR a fin de obtener méas informacion del
dominio. Por ultimo, otro de los experimentos que se tenia en mente para el uso de esta
sonda seria la visualizacion del dominio mediante microscopia de fluorescencia, lo cual
es muy dificil con t-PnA debido a su sensibilidad a la luz y a la baja longitud de onda
para su excitacion.

De las distintas moléculas fluorescentes que se pueden afiadir a un fosfolipido,
se penso que el DPH pudiera ser el mas adecuado, ya que ademas de ser probadamente
efectivo en detectar cambios de fase de lipidos, esta molécula puede actuar de aceptor
de la fluorescencia de los triptéfanos del AcChR, o de la sonda dehidroergosterol,
posibilitando asi el realizar experimentos de transferencia de energia para averiguar la
localizacion relativa del AcChR, PA y colesterol. Ademas, el DPH es una molécula
fotoquimicamente muy estable, lo que posibilitaria la realizacién de experimentos de
microscopia de fluorescencia.

Con todo esto en mente se procedié a la sintesis de esta sonda, ya que no la hay
disponible comercialmente. Se partié de la sonda comercial B-DPH HPC, procediendo
tal y como se detalla en el capitulo de Materiales y métodos. La sonda fluorescente
resultante B-DPH HPA es un analogo fluorescente del fosfolipido HPA 1,2-dihexanoil-
sn-glicero-3-fosfato, en la que una de las cadenas hidrocarbonadas ha sido sustituida por
una molécula fluorescente, en este caso el DPH (1,3-difenilhexatrieno). Por tanto, la
parte polar de la molécula es identica a la del DMPA que forma el dominio. Sin
embargo, la parte apolar presenta dos variaciones respecto a este fosfolipido: en el
DMPA hay dos cadenas hidrocarbonadas de 14 carbonos cada una, mientras que en la
sonda hay una cadena de 16 carbonos y una molécula de DPH.
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Una vez realizada la sintesis, se establecieron las caracteristicas
espectroscopicas de la sonda sintetizada como son los espectros de absorcion, emision y
excitacion en metanol y en distintos componentes lipidicos. A su vez, se comprobd su
capacidad para detectar transiciones de fase en lipidos puros mediante anisotropia de
fluorescencia. Todos estos controles resultaron positivos. Finalmente se incorpor6 a
muestras de DMPA:PC de huevo:Col (25:50:25 relacion molar) con AcChR a una
relacion molar 564 fosfolipido/proteina, para ver si mediante experimentos de
anisotropia de fluorescencia esta sonda era capaz de detectar el dominio como lo hacia
el t-PnA. Los resultados en este sentido fueron negativos, tanto con la adicion extrinseca
0 intrinseca de la sonda como con el uso de distintos porcentajes de sonda,
observandose en todos los casos una variacion de la anisotropia de fluorescencia con la
temperatura que da una curva con una ligera forma sigmoide. Estas curvas son muy
parecidas a las obtenidas con otras sondas fluorescentes como son el DPH o PA-DPH.
En todos estos casos se observan curvas cuyo ajuste a una sigmoide dan temperaturas de
transicion similares a los obtenidos con t-PnA, pero con una cooperatividad y amplitud
tan pequefias que no las hacen validas como sondas para la deteccion del dominio. Estos
resultados indican que la sonda no esta distribuida preferentemente en el dominio, por
lo que posiblemente lo haga de un modo homogéneo en las vesiculas lipidicas, como en
el caso del DPH o PA-DPH. Este reparto de la sonda provoca que sélo un pequefio
porcentaje se encuentre en los dominios, de ahi la leve variacion de la anisotropia con la
temperatura. Las causas de este comportamiento diferente al PA pueden ser maltiples
empezando por la diferente longitud de cadena que tiene esta sonda, 16 carbonos, frente
a los 14 que tiene el DMPA del dominio. Asimismo, debido a la dificultad de alinear
una molécula rigida como es el DPH unida a un fosfolipido, a las cadenas acilicas de los
fosfolipidos en fase gel (Beck et al., 1990), como seria el dominio segregado por el
AcChR, es posible que esta sonda quede excluida de esta fase, o al menos no tenga
preferencia por la misma. De hecho, la sonda -DPH-HPC se reparte preferentemente
en fases fluidas (Parente y Lentz, 1985), aunque en el caso del B-DPH-HPE, hay una
ligera preferencia por la fase gel en mezclas de PC y PE (Beck et al., 1990). Segun estos
autores, hay una serie de factores que pueden influir en el reparto de este tipo de sondas
entre fases gel y liquido-cristalino, como son el tamafo, capacidad de formar puentes de
hidrogeno y carga de la cabeza polar de los fosfolipidos en cada una de las fases, por lo
que en diferentes sistemas las sondas se pueden comportar de distinta manera,
resultando dificil hacer una estimacion a priori del reparto de estas sondas en sistemas
lipidicos complejos. Otra circunstancia que no se puede obviar es la posible
contaminacion que aparece en el producto y cuya naturaleza es desconocida. Los
resultados obtenidos al examinar paso a paso la reaccion, conducen a que podria haber
una contaminacion con un producto derivado del vial de plastico en el que el reactivo
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(B-DPH-HPC) es comercializado, ya que en el espectro de absorcion del propio
reactivo, aparece ya un hombro a 320 nm. Este producto habria sido disuelto por los
solventes organicos que se usan para recoger el reactivo del vial. Por todas estas
razones, finalmente esta sonda se descarto en el estudio del dominio segregado por el
AcChR

Estudio del dominio mediante DSC

Otra de las técnicas utilizadas para detectar y caracterizar el dominio fue la
calorimetria diferencial de barrido. El conjunto de datos obtenidos por DSC pone de
relieve que la transicion de fase de los lipidos en el dominio tiene una Tm y entalpia
mucho menor que la del lipido puro, estimada esta ultima por el area de la endoterma
resultante del cambio de fase. Sin embargo, el célculo exacto de la entalpia se hace
complicado ya que en el termograma obtenido en la muestra con dominio es dificil
determinar los limites de la transicion de fase. De hecho, el perfil de estos termogramas
sugieren gue en realidad pudiera haber al menos dos procesos endotérmicos solapados.
Uno a mas baja temperatura, en torno a los 30-40 °C, muy ancho y por tanto poco
cooperativo y otro en torno a los 39-43 °C, mucho mas estrecho, que es el que se ha
tomado en consideracion para calcular la Tm del dominio. Este solapamiento se hace
muy evidente en las muestras a una relacion molar fosfolipido/AcChR de 3500, con y
sin colesterol. En las muestras en que la relacion molar fosfolipido/AcChR es de 564,
aparece incluso un tercer componente también muy ancho en torno a los 20-25 °C, si
bien podria tratarse de un desplazamiento a una Tm inferior del componente ancho de la
endoterma. De todos estos resultados, podriamos concluir que dentro del dominio
segregado por el AcChR habria como minimo dos poblaciones, una con una
temperatura de transicion de fase mas alta y cooperativa, y otra con una Tm mas baja y
poco cooperativa. La formacion de dos poblaciones ya ha sido descrita en sistemas de
fosfolipidos puros a los que se les ha afiadido colesterol o una proteina. Se suele
distinguir en esos casos entre un dominio pobre y otro rico en la sustancia afiadida. En
el primero se conserva la cooperatividad y Tm del fosfolipido original, mientras que en
el segundo estos parametros quedan altamente afectados, normalmente con una
disminucion en el valor de ambos, dando lugar a endotermas muy anchas. En el caso de
mezclas de fosfolipido-proteina, se habla de una poblacion de fosfolipido libre que
conservaria sus propiedades termodinamicas y otra poblacion de fosfolipido que
solvataria a la proteina pero que también tendria una transicion de fase aunque muy
diferente a la del fosfolipido libre (Heyn et al., 1981; Zhang et al., 1992, 1995). Para
muestras de un fosfolipido puro con colesterol, numerosos trabajos distinguen dos fases
si el contenido de colesterol es menor al 15-25%, una enriquecida en el mismo con una
transicion de fase a menor Tm, méas ancha y otra a mayor Tm, mas estrecha y con
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menos contenido de este lipido (Mabrey et al., 1978; Estep et al., 1978; Calhoun y
Shipley, 1979; Blume, 1980). Trasladando estos datos al sistema que se ha estudiado en
esta memoria, podriamos hablar de un dominio enriquecido en DMPA y subdividido en
dos partes, una con la transicion de fase muy afectada y otra menos, aunque las dos a
menor Tm que el DMPA puro. Parece que la proteina por si misma afecta a ambas
poblaciones ya que en ausencia de colesterol, sus transiciones de fase ya son muy
diferentes a la del DMPA puro, lo que estaria de acuerdo con trabajos anteriores
realizados en membranas de fosfolipidos puros que indican que la transicion de fase
ocurre a menor temperatura y es mas ancha cuanto mayor es el contenido en AcChR
(Bhushan y McNamee, 1990). Lo mismo se puede decir del colesterol, cuya presencia
disminuye la Tmy el area de las transiciones de fase de los dos dominios.

Con todos estos datos, lo mas logico es pensar que el dominio a menor Tm
estaria situado mas cerca de la proteina, de ahi esa Tm y esa mayor anchura en la
endoterma, mientras que el de mayor Tm estaria mas lejos de la proteina y por tanto con
una endoterma mas propia de un fosfolipido puro. El colesterol, segin se desprende de
los datos obtenidos, estaria presente en ambos dominios aunque no es posible
determinar si en la misma proporcion.

Todos estos detalles anteriormente comentados no son apreciables con los
experimentos de FT-IR o anisotropia de fluorescencia. Aparentemente, en estas técnicas
los dos 0 més procesos endotérmicos detectados por DSC se solapan de tal manera que
solo aparece una transicion de fase con una cierta cooperatividad, estimada por la
sigmoidicidad de la curva obtenida. Esto podria explicar el menor valor de las Tm
obtenidas con estas técnicas respecto al DSC. No es de extrafiar que la calorimetria,
donde se miden directamente la energia de los procesos que ocurren durante el
calentamiento de una muestra, aporte datos mas precisos sobre la transicion de fase del
dominio segregado por el AcChR, que en el caso del FT-IR o la anisotropia de
fluorescencia, donde se detectan transiciones de fase de una manera indirecta, a través
de las vibraciones de ciertos grupos quimicos o por el impedimento en el movimiento
de una sonda, respectivamente.

Mientras que el colesterol parece afectar de igual manera a los dos
subdominios de PA, no es asi para la desnaturalizacion del AcChR. Comparando el
primer y segundo barrido obtenidos mediante DSC, se observa que en el segundo el
AcChR esta desnaturalizado, ya que no aparece la endoterma a alta temperatura, en
torno a 55 °C, y que mientras el valor de Tm es menor para los dos doiminios respecto
al primer barrido, la altura del pico a mayor Tm disminuye claramente mientras que
parece haber un aumento en la altura del pico de menor Tm. Estos datos sugieren una
reorganizacion lipidica como consecuencia de esta desnaturalizacion, en el sentido de
que pudiera haber un menor nimero de moléculas en el dominio de alta Tm, a costa de



Discusion 110

un mayor numero de moléculas en el dominio de baja Tm. Si atendemos al perfil
obtenido a una relacion molar fosfolipido/AcChR de 564 frente al de 3500, podria haber
una reorganizacion lipidica pero en el sentido contrario, es decir, con un aumento de los
lipidos en el dominio de mayor Tm respecto a los que hay en el de baja Tm. Se puede
observar que el pico a mayor Tm tiene una altura mucho mayor en relacion al de baja
Tm cuando hay maés proteina. En cualquier caso, hay que tener en cuenta que todas estas
apreciaciones son meramente cualitativas, ya que seria muy dificil establecer en los
termogramas obtenidos los valores exactos de la altura de cada uno de los picos. Estos
dos resultados ponen de relieve dos aspectos: que la integridad de la proteina y la
relacion lipido/AcChR son importantes en la organizacion de este dominio. Del
primero, suponiendo que la desnaturalizacion afecta principalmente a los segmentos
extramembrana y en menor medida a los transmembrana, lo que estaria justificado en
base a la mayor resistencia de estos ultimos a la desnaturalizacion detectada por FT-IR
(Méthot y Baenziger, 1998), nos indica que los segmentos extramembrana podrian
interaccionar con los lipidos que rodean al AcChR con lo que contribuirian a la
reorganizacion lipidica, si bien los segmentos transmembrana son los principales
elementos en este proceso, ya que aunque la proteina quede desnaturalizada, la
segregacion todavia se mantiene. Esto supone gque los segmentos transmembrana siguen
interaccionando con el PA de alguna manera para mantener la segregacion de este
fosfolipido, lo que sugiere que la estructura de esta parte de la proteina no debe variar
sustancialmente tras la desnaturalizacion. La gran estabilidad de los segmentos
transmembrana también se ha observado en experimentos de intercambio H-D en FT-IR
(Méthot y Baenziger, 1998). Estos datos se ven apoyados con los obtenidos mediante
anisotropia de fluorescencia con el receptor proteolizado parcialmente con proteinasa K,
si bien no se llegan a eliminar completamente los segmentos extramembrana. En ese
caso se observa una menor cooperatividad de la transicion de fase del dominio, reflejada
en la poca sigmoidicidad de la curva de anisotropia frente a la temperatura aunque el
dominio sigue existiendo ya que la anisotropia a baja temperatura es alta. Posiblemente
se pierde total o parcialmente el componente de alta temperatura que es el que da mayor
cooperatividad al proceso, la misma tendencia que se ve en el segundo barrido por DSC,
cuando el AcChR esta desnaturalizado. En cualquiera de estos dos experimentos, no hay
que descartar que los segmentos transmembrana estén afectados por la desnaturalizacion
o0 proteolisis y que esa sea la verdadera causa de los cambios en la transicion de fase del
dominio y no una interaccion con residuos de la porcion extramembrana. En cuanto a la
dependencia del dominio con la relacion lipido/AcChR, ya se han descrito efectos
similares con la proteina glicoforina (Ruppel et al., 1982). En este caso, se dedujo que el
numero de los lipidos perturbados depende de la relacién lipido-prtoteina, postulando
que a una relacion alta de lipido/proteina habria unos 300 lipidos afectados por
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molécula de proteina, mientras que a menores relaciones habria solo unos 100 lipidos
afectados. Para el sistema del AcChR no se ha encontrado algo similar en matrices
puras de fosfolipido en el rango de 200-800 molar de lipido a proteina (Bhushan y
McNamee, 1990). Sin embargo este trabajo se realizé en muestras de DEPC puro, en las
que no hay dominio y ademés no se lleg6 a una relacion molar de 3500 como en el
presente trabajo. La proximidad de unas moléculas de AcChR a otras podria alterar el
empaquetamiento de los dominios provocando un cambio en la estequiometria del
dominio o una reorganizacion del mismo de forma que algunas moléculas del
subdominio a menor Tm pasaran a formar parte del de mayor Tm. No hay que descartar
la posible agregacion entre diferentes dominios cuando la relacion fosfolipido-AcChR
es baja, que active ese proceso de reorganizacion lipidica. Para intentar aclarar estos
aspectos se abordd el estudio de la estequiometria del dominio respecto al AcChR, es
decir, si la proteina segrega siempre un mismo nimero de moléculas de DMPA de la
mezcla lipidica o no y en caso afirmativo, estimar ese nimero.

Estequiometria del dominio

Un primer célculo de la estequiometria del dominio se realizo con los datos de
calorimetria diferencial de barrido. EI minimo tamafio del dominio segregado de PA
puede ser estimado por el calor involucrado en el evento térmico observado, de acuerdo
con la expresion:

Npmpa = Q/AHDMPA (dominio)

donde npwvpa representa el nimero de moles de DMPA que experimentan la
transicion de fase observada, Q, el calor del proceso, y AHpmea, la entalpia de transicion
molar aparente del DMPA en el dominio, estimada a partir del area total de la
endoterma obtenida sin diferenciar entre los dos subdominios anteriormente
mencionados. Asumiendo la hipdtesis menos favorable por la que la entalpia molar de
transicion del DMPA en el dominio fuera tan alta como la del fosfolipido puro, se
obtendria que cada molécula de AcChR induce la segregacion de unas 228 moléculas de
DMPA para una relacién molar fosfolipido/proteina de 3500, excediendo en casi un
orden de magnitud la capacidad de la region transmembrana del AcChR para unir
fosfolipidos (45 sitios de union para fosfolipidos por molécula de AcChR, Jones y
McNamee, 1988). En cualquier caso no todas las moléculas de DMPA estarian
segregadas, puesto que cuando se hizo el experimento con la misma cantidad de lipidos
y una mayor cantidad de proteina, relacion molar fosfolipido/proteina 564, la transicion
de fase observada presentd una entalpia mayor, indicativo de una mayor cantidad de
DMPA en los dominios segregados por el AcChR. El célculo hecho con los datos
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entalpicos de estos termogramas daria unas 122 moléculas de DMPA segregadas por
cada molécula de AcChR.

La estimacion de la estequiometria mediante este tipo de medidas
calorimétricas presenta una serie de inconvenientes. El calculo de la entalpia de
transicion no se puede realizar de una manera muy fiable puesto que establecer la linea
base del termograma no es sencillo, ya que hay una variacion en Cp en la muestra antes
y después de la transicion Ademas, es seguro que la presencia del colesterol disminuye
la entalpia del DMPA en el dominio respecto a la del DMPA puro, afiadiendo otro
elemento de error al calculo. Otro factor a tener en cuenta es el pequefio tamario de las
endotermas detectadas, que estan relativamente cerca del limite de la sensibilidad del
instrumento. Por todas estas razones se decidié abordar la cuestion de la estequiometria
del dominio de otra manera completamente distinta, a través de experimentos de
ansiotropia de fluorescencia con la sonda t-PnA y con muestras a diferente relacion
molar fosfolipido/AcChR, pero manteniendo la cantidad de lipido fija. La amplitud de
las curvas de anisotropia dependera del nimero de moléculas de la sonda en el dominio
(fase tipo gel), cantidad que dependera a su vez del numero de moléculas de lipido que
se segreguen en el dominio, respecto a las que no lo hagan. Por tanto, la amplitud de las
curvas de anisotropia indicaria la cantidad de lipido total que se han segregado en los
dominios. Estos experimentos sefialan una segregacion maxima a una relacion molar
DMPA/AcChR de aproximadamente 190. A una relacion mayor o menor, el cambio de
anisotropia es menor, y por lo tanto hay menos segregacion de lipidos. La interpretacion
mas ldgica, aunque no la unica, de estos resultados es que cada molécula de AcChR es
capaz de segregar una cantidad fija de DMPA, en torno a 190 moléculas. Por ello si hay
muy poca proteina, habra poco DMPA segregado y el cambio de anisotropia observado
sera pequefio, o la entalpia de transicién también. En cambio, al aumentar la cantidad de
proteina, siempre con una cantidad de lipido fija, la cantidad total de lipido segregado
sera mayor, observandose una amplitud mayor en las curvas de anisotropia o una
entalpia de transicion mayor por DSC. Cuando hay mucha proteina y se rebasa la
relacion DMPA/AcChR de 190, la curva de anisotropia presenta una amplitud pequefia
de nuevo. La razén para este fenOmeno pudiera ser la saturacion de la muestra con
AcChR, que provocara el que no haya DMPA suficiente para cada molécula de receptor
con la consiguiente perturbacion de los dominios. Esta perturbacion podria venir dada
por la agregacion del AcChR para asegurarse un contacto con el PA, o bien por la
entrada de otros lipidos, en este caso PC de huevo al dominio. Algo similar se ha
detectado para la proteina transmembrana calcio ATPasa (Jaworsky y Mendelsohn,
1985, 1986), para la que a alta relacion lipido-proteina se une exclusivamente a SOPC
en mezclas de este fosfolipido con DPPC. Sin embargo al disminuir esta relacion
también el DPPC se une a la proteina.
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Es interesante el que obtengamos un ndmero de moléculas de DMPA en el
dominio similar en dos aproximaciones tan diferentes como son la anisotropia de
fluorescencia y la calorimetria, maxime cuando para esta ultima los calculos se hacen
muy complicados en este sistema. Evidentemente, en estos experimentos de anisotropia,
a diferencia de los de DSC, no podemos distinguir entre los dos subdominios por lo que
no se puede estimar la reorganizacion lipidica dentro del dominio a diferentes relaciones
lipido/AcChR. En el caso de obtener una recta en la representacion de la amplitud de la
curva de anisotropia frente a la relacion molar DMPA/AcChR antes del punto de
saturacion, podria afirmarse que la estequiometria del dominio es fija,
independientemente de la relacion lipido-proteina. Sin embargo hay pocos puntos y con
mucho error como para afirmar inequivocamente si este es el caso. Los datos de entalpia
calculada por DSC indicarian que a menor relacion lipido/proteina se segrega un menor
numero de moléculas de DMPA por cada AcChR como ocurre con la glicoforina
(Ruppel et al., 1982), pero tampoco estos datos son fiables a nivel cuantitativo.

Es destacable que los cambios entre las curvas de anisotropia de muestras con
distinta relacion DMPA/AcChR se den, no sélo a baja temperatura, sino también a alta
temperatura, cuando se supone que ya no hay dominio. Lo logico seria que a alta
temperatura la anisotropia fuera igual en todas las muestras al estar el dominio en fase
fluida como el resto de los lipidos, y que a baja temperatura hubiera una mayor
anisotropia a mas lipidos segregados. Al margen de la variabilidad experimental de unas
muestras a otras, estos datos podrian indicar que hay un efecto “fluidificador” del
AcChR. Hay muchos trabajos que asignan este tipo de efecto de las proteinas de
membrana sobre los lipidos que las rodean (Dergunov et al., 1997; Jaworsky y
Mendelsohn, 1985, 1896), siendo algunos referidos al AcChR (Sunshine y McNamee,
1994; Narayanaswami y McNamee, 1993), si bien también hay otros trabajos que
proponen el efecto opuesto (Antollini et al., 1996, Marsh y Barrantes, 1978). Los
experimentos que se han realizado con DPH en vesiculas de DMPC:PC de huevo:Col
que no presentan dominio, sefialan que la anisotropia de esta sonda es menor en
presencia del AcChR en un rango de temperaturas de 20-50 °C, es decir, la proteina
fluidifica la membrana, y que este efecto es mayor conforme la cantidad de proteina
aumenta (datos no mostrados). Esto podria explicar porque cuanto mas AcChR hay en
las vesiculas con dominio, la anisotropia a alta temperatura es menor. Sin embargo, a
baja temperatura, este efecto fluidificador es compensado por la segregacion de mas
moléculas de DMPA en el dominio en fase gel que produce un aumento de la
anisotropia haciendo que el cambio de ésta con la cantidad de proteina, a baja
temperatura, no sea muy grande.

Como conclusién, se propone que cada molécula de AcChR es capaz de
segregar aproximadamente 190 moléculas de DMPA, lo que supone unas cuatro capas
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de este fosfolipido si el dominio se encontrara alrededor de la proteina, y un area de 67
nm?, suponiendo que el dominio es simétrico en las dos hemicapas de la membrana. Por
tanto, este dominio no equivaldria al llamado “anulo lipidico”, consistente en unas 45
moléculas de lipido, ni a los 95 lipidos que, segun estudios de DSC, cada molécula de
AcChR impide cambiar de fase cuando se reconstituye en un fosfolipido puro (Bhushan
y McNamee, 1990). De este ultimo dato se podria deducir que, de las 190 moléculas de
DMPA, 95 no cambiarian de fase y el resto si. Es posible que estas 95 moléculas
correspondan a las del subdominio de baja Tm cercano al AcChR y que en realidad no
estén completamente impedidas de realizar una transicion de fase. El resto, otras 95
moléculas formarian parte del otro subdominio de mayor Tm y mas alejado del AcChR.
El dominio detectado mediante RET en la rodopsina, otra proteina transmembrana,
excederia también las dos capas de lipidos adyacentes a la proteina (Polozova y Litman,
2000), asi como el de la glicoforina (Ruppel et al., 1982). El dato referido a las 190
moléculas de DMPA es tan s6lo una aproximacion a la estequiometria del proceso de
segregacion de este fosfolipido por el AcChR, asumiendo que todas las moléculas de
DMPA y AcChR presentes en las muestras participan en el proceso. Sin embargo los
datos obtenidos mediante FRAP comentados mas adelante en este mismo capitulo,
apuntan a que es posible que no todas las moléculas de AcChR participen en los
dominios, ya que se detectan dos poblaciones de proteina: un 27.8% inmovilizada y el
resto libre para difundir. Por tanto, la estequiometria pudiera ser mayor si hay parte de
la proteina que no forma parte de los dominios, si bien tampoco es seguro la
participacion de todas las moléculas de DMPA. Auln asi, lo que suceda en las muestras
utilizadas en FRAP no tiene porqué cumplirse exactamente en las muestras utilizadas en
el resto de técnicas, ya que la relacion lipido-proteina es muy diferente y el procesado
tambien.

Estudio de la Capacidad Calorifica

Otro detalle que aporta la calorimetria es que en todas las muestras procesadas,
el valor de Cp (capacidad calorifica) a cualquier temperatura es mayor en presencia del
AcChR, posiblemente debido a las interacciones lipido-proteina que aportan una energia
extra, respecto a las de lipido solo. Sin embargo, en las muestras que presentan dominio
lipidico esta tendencia es la contraria, es decir, las muestras con AcChR, presentan
termogramas con menor Cp. Este parametro estd relacionado directamente con la
capacidad calorifica molar aparente (°Cp), de la que se han propuesto teorias para su
calculo (Blume, 1983). En general se distingue entre una contribucién a ’Cp intrinseca
de las moleculas que forman el sistema, que incluye vibraciones moleculares y
movimientos de rotacion o traslacion, etc., y una contribucion estructural, debida
principalmente a la interaccion de estas moléculas con el agua. Para las moléculas
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anfipaticas como los lipidos, estas interacciones pueden ser hidrofilicas o hidrofobicas.
En este sentido, una mayor hidratacion de los grupos apolares da lugar a un aumento en
®Cp, mientras que en los grupos polares dicha hidratacién tiene una contribucién
negativa (Blume, 1983). Sin embargo, una evaluacién cuantitativa en un sistema tan
complejo como una membrana es muy dificil. En el caso de las muestras con AcChR
que presentan dominio, debe haber una serie de contribuciones negativas que superan a
la contribucion positiva, proveniente de la interaccion de los lipidos con la proteina,
para que se obtengan valores de Cp menores que en las muestras sin AcChR. El origen
de las mismas podria ser una menor entrada de agua a la region hidrofobica de las
membranas, es decir, una menor permeabilidad, o bien una mayor hidratacion de la
parte polar, dejando aparte otras posibles contribuciones. Una mayor hidratacion de la
parte polar no parece estar de acuerdo con los datos obtenidos con las medidas de exGP
del Laurdan como ya se ha discutido anteriormente, o de los datos de FT-IR del
carbonilo (ver méas adelante en este capitulo). En el caso del PA, puede haber efectos
debidos a cambios en la extension de los enlaces de hidrogeno intermoleculares. Para
este fosfolipido se ha encontrado un valor de *Cp mayor para la especie doble cargada.
Se ha descrito que el incremento de la carga en el PA altera el empaquetamiento de este
fosfolipido, con un aumento en el angulo de inclinacion de sus cadenas (Jahnig et al.,
1979). Ademas, la unién de contraiones puede jugar un papel importante al desplazar
agua de hidratacion del grupo fosfato al unirse estos iones, dando lugar a un aumento de
*Cp (Blume, 1983). En las muestras en las que hay dominio, podria haber un aumento
de la especie monoaniénica del fosfato del PA frente a la dianionica, es decir un
aumento del segundo pK, del grupo fosfato que produjera una disminucién de *Cp, o
bien un cambio en la extension de los enlaces por puente de hidrogeno, respecto a la
muestra en la que no hay proteina, en la que evidentemente no hay dominio. En
cualquier caso en presencia del AcChR, hay una reorganizacion importante de la
membrana que afecta de manera clara a este parametro, aunque el origen de esta
variacion es muy dificil de evaluar, debido a la complejidad que de por si tiene el
sistema, con tres tipos de lipido diferente contribuyendo al valor de °Cp y a la gran
cantidad de variables que afectan a este parametro.



Discusion 116

Estudio del dominio mediante FT-IR

En cuanto a la espectroscopia de infrarrojo, se puede destacar un aumento a
cualquier temperatura de los valores de tension simétrica CD, para el DMPAd en las
muestras con AcChR respecto al DMPAd puro. Esto indicaria que el DMPAd en el
dominio estaria con un mayor numero de conférmeros tipo gauche, es decir, mas
desorden conformacional en el interior de la bicapa, que en estado puro. En cualquier
caso, el DMPA en la mezcla sin proteina y por tanto en ausencia de dominio, ya esta
en un estado de desorden conformacional mayor al del DMPA puro e igual al del
DMPAd en el dominio a baja temperatura. Lo interesante es que al cambiar de fase, el
DMPAd del dominio alcanza un mayor desorden conformacional que el DMPA puro en
estado fluido. Este tipo de comportamiento ya ha sido descrito para otras proteinas en su
interaccion con fosfolipidos puros, aumentando el nimero de conférmeros gauche a
cualquier temperatura, siendo la explicacion més racional la simple penetracion de los
segmentos transmembrana de la proteina en la bicapa (Nabet et al, 1994). El efecto
“fluidificador” que sobre la membrana efectia el AcChR segun los experimentos de
anisotropia de fluorescencia, estaria apoyado por estos datos. Sin embargo, para el
AcChR en DEPC por encima de la Tm de este fosfolipido no se han encontrado
variaciones en la banda de CD, a diferentes relaciones lipido/proteina (Bhushan y
McNamee, 1990). Tampoco en los experimentos con muestras de DMPCd:PC de
huevo:Col (relacion molar 25:50:25) en los que no hay segregacion de dominio alguno,
hay un aumento de conférmeros gauche cuando hay AcChR. Esto podria deberse a que
no hay interaccion directa del DMPCd con el AcChR. Sin embargo, para las muestras
en las que hay DMPAd en vez del DMPCd, el aumento de conférmeros gauche cuando
la proteina esta presente podria explicarse si la segregacion de este fosfolipido conlleva
la interaccion con la proteina, es decir, una colocalizacion del AcChR y el dominio de
DMPAd. Esta posibilidad esta apoyada por los datos de transferencia de energia que se
discuten mas adelante en este mismo capitulo.

Los datos obtenidos con el grupo carbonilo por FT-IR indican que la presencia
del AcChR en vesiculas de DMPA, PC de huevo y colesterol produciria una ligera
disminucion en la hidratacion de la bicapa respecto a la muestra sin proteina,
posiblemente debido a la menor accesibilidad a la superficie de la bicapa para las
moléculas de agua. Este efecto podria deberse a la formacion del dominio en fase tipo
gel (Désormeaux et al., 1992; Blume et al., 1988) cuando la proteina estd presente,
aunque el que la deshidratacion también se detecte por encima de la temperatura de
transicion del dominio descartaria tal posibilidad. Resultados similares se han obtenido
en otros estudios de interaccion de proteinas con membranas lipidicas (Sedzik et al.,
1984), o bien se han encontrado resultados opuestos segun el estado del fosfolipido:
hidratacion en fase gel y deshidratacion en fase liquido-cristalino (Nabet et al., 1994).
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Este efecto podria explicarse si existiera una interaccion entre los tramos
extramembrana del AcChR y la region polar de los fosfolipidos de la membrana que se
encuentran a su alrededor. No hay que descartar sin embargo un efecto indirecto, debido
a la reorganizacion lipidica en la membrana inducida por el receptor, que podria afectar
al empaquetamiento de los lipidos con el consiguiente efecto sobre la hidratacion de los
mismos. Asi, un dominio de PA como el que se formaria en este caso, al tratarse de un
fosfolipido con la cabeza polar pequefia, provocaria una condensacion lateral de las
cadenas acilicas y un mayor orden en la bicapa (Salmon et al., 1987), lo que a su vez
daria lugar a una menor penetracion de agua con la deshidratacion consiguiente. Los
resultados obtenidos con la sonda Laurdan (discutidos anteriormente en este capitulo)
apoyarian los datos de FT-IR obtenidos a través de la vibracion del carbonilo.
Contrariamente a estos resultados, la reconstitucion del AcChR en DEPC da lugar a una
mayor hidratacion de este fosfolipido en presencia de la proteina (Bhushan y McNamee,
1990). Sin embargo, en estas muestras no hay dominios sino un fosfolipido puro por el
que la proteina no tiene ninguna preferencia. EI grupo polar del DEPC es totalmente
diferente al del PA, por lo que las interacciones con la proteina pueden ser muy
diferentes, como lo demuestra el hecho de que en este fosfolipido, la presencia del
AcChR no altere la vibracion del grupo metileno (Bhushan y McNamee, 1990).

Otro grupo que se siguid durante estos experimentos de FT-IR fue el fosfato.
Se encontro que la presencia del AcChR en muestras que presentan dominio provoca un
aumento de la banda correspondiente al grupo fosfato con una sola carga
(monoanionico) frente a la especie con dos cargas (dianionica). El unico fosfolipido que
puede presentar estas dos bandas es el PA, con lo que AcChR estaria provocando un
aumento en el valor del pK, de este fosfolipido. El pK, de un fosfolipido en la interfase
lipido/proteina depende, segun la Teoria de Gouy-Chapman, de la polaridad de la region
de la interfase lipido-agua, del potencial electrostatico de esta region y de la asociacion
relativa de la proteina con las especies protonadas o desprotonadas del lipido
(Sankaram, et al., 1990). A su vez estos parametros dependen de la temperatura, la
constante dieléctrica del agua, la concentracion de iones y la densidad superficial de
carga (Tocanne y Teissié, 1990). Cualquier elemento que perturbe alguno de estos
parametros, hara que el resto varien también. El pK, de un lipido suele aumentar algo
méas de una unidad por el simple hecho de estar en una bicapa, pero segin sea la
interaccion con la proteina, puede aumentar o disminuir mas. La fuerza ionica también
da lugar a un aumento de este parametro. EI empaquetamiento de los lipidos determina
la disposicion de sus grupos polares, lo que condiciona a su vez la densidad superficial
de carga y por tanto el pK,. Es por ello que el pK, de los fosfolipidos desciende de la
fase gel a la liquida-cristalina, aunque esta tendencia puede ser la opuesta segun las
condiciones del medio. Sankaram y colaboradores obtuvieron un aumento del pK, de un
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acido graso en una membrana de DMPG en presencia de una proteina que se une a la
membrana de manera extrinseca (Sankaram et al.,, 1990). La explicacion mas
satisfactoria que encontraron fue la de que la proteina produjera una reduccion en la
hidratacion de los grupos polares de los lipidos, disminuyendo la polaridad de la
interfase lipido-agua que favorece la especie protonada. Resultados similares se
encontraron con la fosfolipasa A2 en membranas con lipidos negativos (Jain y Vaz,
1987), pero todo lo contrario se obtuvo en el estudio de la MBP, proteina basica de la
mielina, (Nabet et al., 1994). Los datos obtenidos en los experimentos de FT-IR del
grupo carbonilo y los de polarizacién generalizada de la sonda Laurdan en los que se
detecto una ligera deshidratacion de los lipidos en presencia del AcChR apoyarian esta
hipdtesis. Los efectos del AcChR sobre el PA podrian estar mediados por una serie de
factores: su simple inclusién en la membrana ocupando un area considerable con el
consiguiente efecto sobre el empaquetamiento, que en el caso de producir una
condensacion de los grupos polares provocaria un aumento de la densidad de carga y
por tanto del pKjy; las interacciones de los residuos de los tramos transmembrana de la
proteina, que en caso de estar favorecido respecto a las especie monoanidénica del PA
dara lugar a un aumento del pK, del mismo; las interacciones de los residuos de los
tramos extramembrana con los lipidos en las cercanias de la proteina y lo mas
importante, la propia induccion del dominio con lo que las moléculas de PA estaran
mucho maés cerca. En este caso, la alta densidad de carga seria desfavorable con lo que
un aumento del pK, facilitaria este proceso. La presencia de colesterol y PC de huevo,
que en mayor o menor medida se encuentran en el dominio, han de alterar parametros
como el empaquetamiento del DMPA en el dominio, por lo que también han de influir
en el valor final de pK, y en el efecto que la proteina pueda hacer sobre el mismo.

Los estudios realizados por Bhushan y McNamee (Bhushan y McNamee,
1993) con DOPA concluyen que hay una disminucién de los valores de pK, de unas dos
unidades para este fosfolipido en presencia del AcChR. Para estos autores, un aumento
de la carga del fosfato favoreceria la interaccion de este fosfolipido con la proteina. Sin
embargo en ese trabajo se utilizd un lipido puro, sin segregacion por tanto de PA hacia
un dominio, y una relacion fosfolipido/proteina muy pequefia que podrian explicar este
comportamiento tan diferente. De hecho el efecto del AcChR sobre DMPA puro a baja
o alta relacion lipido-proteina es la de un descenso acusado de la Tm o un aumento de la
Tm respectivamente. También se ha detectado una cierta reorganizacion del dominio al
variar la relacion lipido-proteina, que por lo tanto es un factor a tener en cuenta al
comparar diferentes estudios.

De la disparidad de datos obtenidos en diferentes sistemas lipido-proteina en
cuanto a la hidratacion de los carbonilos o el pK, de los grupos fosfatos, se puede
concluir que las interacciones que se ponen en juego en estos sistemas son muy
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complejas y que las particularidades del experimento: tipo de proteina, de lipido, de
interaccion entre ellos y condiciones del experimento, hardn que se obtengan unos
resultados u otros. En cualquier caso, la mayor parte de los experimentos referidos en
otros trabajos se han realizado con lipidos puros en los que la proteina esta “forzada” a
interaccionar sélo con el lipido utilizado, lo que puede dar lugar a resultados
distorsionados.

Estudio del dominio mediante FRAP

Una ultima técnica con la que se estudio la segregacion del dominio lipidico de
PA por el AcChR, fue la “Recuperacion de fluorescencia tras fotoblanqueo” o FRAP.
Sin embargo, los datos obtenidos mediante estos experimentos no son directamente
comparables con los anteriormente mencionados de calorimetria, fluorescencia o
infrarrojo. El motivo fundamental estriba en el tipo de muestras utilizadas, siendo muy
diferentes en el caso de FRAP. Se trata de muestras en las que la relacion molar lipido-
proteina es mucho mayor, en torno a 55.000, ya que solo a estas relaciones se forman
superficies homogéneas de tamafio apropiado para utilizar esta técnica. Ademas, en el
proceso de formacion de estas multicapas se somete a la muestra a un ciclo de
deshidratacion-hidratacion cuyos efectos sobre la proteina y el dominio son
desconocidos. Pese a todas estas diferencias, las curvas de FRAP obtenidas para la
muestra de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 25:50:25) con el AcChR marcado
con FITC muestran que un 27.8% de proteina esta inmovilizada, mientras que el resto,
un 72.2%, se mueve con un coeficiente de difusion de 10® cm?/s, muy préximo, aunque
menor, al establecido en trabajos anteriores para el AcChR en membranas lipidicas en
fase liquido-cristalina (Criado et al., 1982). En el caso de que la proteina difundiera
libremente, la recuperacion de la fluorescencia seria del 100% y la disminucion en esa
recuperacion significa que hay una poblacion de AcChR, el 27.8%, que no difunde
libremente. La interpretacion de estos datos no es inequivoca, pudiendo responder al
menos a dos esquemas diferentes: pudieran existir dos poblaciones de proteina, una
fuera del dominio que difundiria libremente y otra que estaria atrapada en el mismo. Sin
embargo, no se puede descartar que todas las moléculas de AcChR estén rodeadas por
dominios mas o menos grandes de DMPA que no les impedirian difundir libremente,
pero solo un 27.8% formarian parte de un supradominio formado por un gran nimero de
moléculas de AcChR y DMPA en el que la proteina estaria inmovilizada y que seria el
responsable de la transicion de fase detectada por FT-IR, anisotropia de fluorescencia y
calorimetria. Esta distribucién no tiene por que ser fija y quizas es dependiente de la
relacion lipido-proteina utilizada, por lo que no tiene por qué ser un esquema
cuantitativamente trasladable a las muestras utilizadas en el resto de experimentos.
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Composicion del dominio: presencia del Colesterol

Muchos de los experimentos comentados anteriormente ponen de relieve la
existencia de una diferencia sustancial entre la transicion de fase del DMPA puro y el
DMPA segregado por el AcChR en matrices de composicion compleja, sobre todo en
cuanto a los valores de Tm y de entalpia de transicion. Un componente de las vesiculas
en las que se produce la segregacion del dominio, el colesterol, produce cuando es
afiadido en fases lipidicas puras, una disminucion de la Tm y entalpia de transicion de
las mismas (Blume, 1988; Blume y Hillmann, 1986), efecto similar al que se ha
observado en el domino de DMPA segregado por el AcChR. Los experimentos
realizados mediante anisotropia de fluorescencia con t-PnA como sonda, los de exGP de
Laurdan o los de DSC, indican que efectivamente el colesterol esta incluido en este
dominio segregado por el AcChR. De hecho, si este lipido no esta presente en las
vesiculas, se obtienen transiciones de fase a mayor temperatura y con mayor entalpia.
Ademas, los valores de anisotropia de fluorescencia son menores a baja temperatura en
presencia de colesterol (efecto de desorden), mientras que a alta temperatura son
mayores (efecto de inmovilizacion), acciones ya demostradas para este lipido en
matrices de lipidos puros (Houslay y Stanley, 1982, Dergunov et al., 1997; Ben-Yashar
y Barenholz, 1989). Sin embargo, estos cambios producidos por el colesterol son
bastante pequefios comparados con los ya publicados previamente (Houslay y Stanley,
1982; Blume y Hillmann, 1986). Pudiera ser que el porcentaje de colesterol en el
dominio fuera muy pequefio. Sin embargo, a tenor de los resultados obtenidos, no queda
claro que el colesterol sea el Unico responsable de la perturbacion de la transicion de
fase del DMPA segregado por el AcChR. Las muestras sin colesterol siguen
presentando transiciones de fase con bajas Tm y termogramas muy alterados. La
inclusion de PC de huevo en el dominio también podria estar afectando a la transicion
de fase. Asimismo, la simple presencia del AcChR en matrices de DMPA ya produce
una alteracion en la Tm, si bien es dependiente de la relacion molar fosfolipido/proteina:
a 3500 produce una subida de la Tm, sin efecto aparente sobre la entalpia, y a 150,
condicion mas parecida a la del DMPA en el dominio, una disminucion de la misma.
Hay muchos trabajos que indican una disminucion de la Tm de los lipidos que se
encuentran alrededor de proteinas transmembrana (Heyn et al. 1981; Jaworsky y
Mendelsohn, 1985, 1986; Bhushan y McNamee, 1990; Dergunov et al., 1997). En este
caso, al tratarse de matrices compuestas solo por DMPA, tendremos una transicion de
fase del DMPA afectado por la proteina y del DMPA no afectado por la proteina. Asi, la
Tm y la entalpia seria un promedio de estas dos poblaciones, lo que hace que este tipo
de muestras con DMPA como Unico componente lipidico no sean una buena referencia
respecto a las que se componen de DMPA y PC de huevo para evaluar el efecto de la
PC de huevo sobre la Tm y entalpia del dominio segregado por el AcChR. Es dificil
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establecer paralelismos entre estos sistemas de diferente composicion, en los cuales el
dominio no tendria porqué ser equivalente, si bien todo parece indicar que la suma de
los efectos del colesterol, PC de huevo y AcChR alteran de forma considerable la
transicion de fase del DMPA. Probablemente el solapamiento de unos efectos sobre el
resto hace dificil evaluar el efecto individual de cada uno de ellos, por lo que es
imposible hacer un célculo cuantitativo de la composicion lipidica del dominio.

Una conclusion importante de estos resultados es que el colesterol no es
fundamental para que tenga lugar la segregacion del dominio por parte del AcChR,
aunque si esta presente, quedara incluido en el dominio, al contrario de lo que sucede
con la rodopsina (Polozova y Litman, 2000). En ese trabajo se deduce que la propiedad
del colesterol de favorecer la segregacion de lipidos saturados de los no saturados
explicaria su papel fundamental en la formacion de los dominios. Trasladado al caso del
AcChR, esta caracteristica del colesterol podria contribuir a su segregacion junto al
DMPA ya que se trata de un fosfolipido con las cadenas saturadas, si bien parece poco
probable pues como ya se ha comentado no es necesaria su presencia para la formacion
del dominio y por las estimaciones antes comentadas no parece que el dominio esté
enriquecido en colesterol respecto al resto de la membrana.

Otra aproximacion para el establecimiento de la composicién del dominio seria
la de intentar reproducir la transicion de fase del DMPA segregado por el AcChR a
partir de matrices sin proteina de DMPA puro, a la que se le fueran afiadiendo
cantidades constantes de PC de huevo y colesterol como posibles componentes
minoritarios del dominio. Los experimentos de DSC indican que la inclusion de PC de
huevo en DMPA puro provoca una disminucion grande de la entalpia de transicion,
pero no asi de la Tm. Esto indicaria que este fosfolipido no es el responsable de la baja
Tm de las muestras de DMPA:PC+AcChR, sino que lo ha de ser la propia proteina. La
inclusion de colesterol si que produce una disminucion adicional de la Tm,
obteniéndose finalmente una transicion de fase muy parecida a la del dominio con una
composicion lipidica de: 90% DMPA, 10% PC de huevo y 20% colesterol. Si esta fuera
la composicion real del dominio, significaria que la segregacion del DMPA seria
fundamentalmente respecto al PC de huevo, y que el colesterol quedaria repartido de
manera practicamente homogeénea entre el dominio y los lipidos fuera de él, ya que el
porcentaje de colesterol en las vesiculas es del 25%. Atendiendo a estos nimeros el
dominio se veria enriquecido unas 18 veces en PA respecto a la mezcla homogénea de
los componentes, bastante mas que en el dominio detectado en la rodopsina para un
fosfolipido insaturado que fue de 6 (Polozova y Litman, 2000). Sin embargo, este
calculo no deja de ser especulativo, ya que no tiene en cuenta la contribucion del
AcChR en la alteracion de la transicion de fase, si bien pone de manifiesto que la simple
segregacion incompleta del DMPA podria explicar la alteracion en su transicion de fase.



Discusion 122

Puesto que el colesterol parece necesario para la funcion correcta del AcChR
(Criado et al, 1984; Fong y McNamee, 1986), y su unién a los sitios no anulares de la
interfase lipido/AcChR ha sido demostrada (Jones y McNamee, 1988), su presencia en
el dominio de PA podria tener importantes consecuencias funcionales.

Alteracion de las propiedades del DMPA en el
dominio

De los resultados anteriormente comentados, queda claro que el dominio
segregado por el AcChR estd formado mayoritariamente por DMPA y que este
fosfolipido tiene alterada su transicion de fase, posiblemente por la presencia de PC de
huevo, pero sobretodo por la de la propia proteina y la del colesterol. También hay
experimentos que indicarian un estado alterado del pK, del PA y una posible
deshidratacion del mismo. Por esta razén se trat6 de evaluar hasta qué punto estaban
afectadas las propiedades del DMPA en el dominio. Una de las caracteristicas de este
fosfolipido es la sensibilidad al pH de su transicién de fase. Ello es debido a que un
aumento en la carga del fosfato del PA da lugar a una desestabilizacion de su
empaquetamiento causada por la alteracion de los puentes de hidrégeno de este grupo
con el agua, y por repulsiones entre las moléculas de PA, lo que se traduce finalmente
en una disminucion de la Tm, sobretodo cuando se pierde el segundo proton del fosfato
(Eibl y Blume, 1979; van Dijck et al., 1978). La ligera tendencia a disminuir la Tm en el
DMPA puro al aumentar el pH entre 4 y 9 debido a la desprotonacién del fosfato, se ve
invertida en el caso del DMPA segregado en el dominio. La razon para este cambio
podria ser un aumento en el pK; de los fosfatos del DMPA por la interaccion de este
fosfolipido con el AcChR, cuestion que ya se ha discutido con anterioridad. En este
caso se estabilizaria la forma monoaniénica de los mismos, lo que impediria la
disminucion de la Tm, provocada por la aparicion de la forma dianionica del DMPA a
alto pH. También es posible que haya una disminucién del pK, que favorezca la forma
dianidnica a bajos pHs con lo que la Tm ya no bajaria al aumentar el pH. Los datos
obtenidos con FT-IR del grupo fosfato y carbonilo apoyarian la primera de estas
hipétesis. La interaccién directa de residuos del AcChR con el grupo fosfato del PA
también podrian imposibilitar el efecto del pH. Otra alternativa seria una distribucion
asimétrica del PA en el dominio en las dos hemicapas de la membrana. Esta
generalmente aceptado que muchas membranas bioldgicas exhiben distribucion
asimétrica de lipidos (Op den Kamp, 1979; van Deenen, 1981), por lo que si el PA
estuviera fundamentalmente en el interior de las vesiculas lipidicas, el cambio de pH en
el exterior no deberia afectar demasiado a la Tm. En este sentido, estudios de
fluorescencia aseguran que hay una distribucion preferente de PC y PE marcados con
NBD en la hemicapa externa de membranas ricas en AcChR provenientes de Torpedo
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marmorata (Gutiérrez-Merino et al., 1995). Sin embargo, los resultado obtenidos en los
estudios de diferentes dominios en vesiculas tipo GUV siempre han sido de simetria
entre las hemicapas (Dietrich et al., 2001; Bagatolli y Gratton, 2000; Korlach et al.,
1999).

De los termogramas obtenidos por DSC a diferentes pHs, también se puede
observar que a altos valores del mismo, 8 y 9, parece que el area de la endoterma de
transicion de fase es menor. Si la formacion del dominio estuviera favorecida por la
carga dianionica del PA, encontrariamos que la endoterma seria mayor al aumentar el
pH. Este resultado podria indicar que el aumento de carga desfavorece la formacion del
dominio, como también se desprende de los experimentos de reconstitucion o
rereconstitucion a pH 10, si bien en este ultimo caso, debido a la desestabilizacion de
dominio que produce la segunda reconstitucion, independientemente del pH que se
utilice, es complicado sacar conclusiones definitivas. Ademas a este pH se ha detectado
por FT-IR algo de desnaturalizacion en el AcChR (Méthot y Baenziger, 1998), aunque
este proceso no parece eliminar el dominio segun se ha visto en DSC. Por tanto, se pone
otra vez de relieve el factor electrostatico como modulador en la segregacion, siendo
aparentemente la forma monoanionica del PA la que se segrega preferentemente en el
dominio. Aln asi, hay que recordar que la transicion de fase no sdlo depende del
numero de moléculas que la experimentan sino también de las condiciones del
experimento como el pH, por lo que no se puede establecer una relacion directa entre el
efecto del pH sobre la endoterma de transicion y el numero de moléculas involucradas
en este proceso. En cuanto a la hipotesis de la asimetria del PA, también podria cuadrar
con estos resultados. Se ha establecido en diferentes estudios que un gradiente de pH
afecta fuertemente la distribucién de los fosfolipidos entre las hemicapas de una
membrana (Eastman et al., 1991; Hope et al., 1989). En estos experimentos el gradiente
se formaria porque el cambio de pH se realiza por centrifugacion y resuspension, a
partir de vesiculas formadas por un proceso de dialisis a pH 7.4. Por tanto el interior se
quedara a pH 7.4 y el exterior al pH del tampdn de resuspension. En muestras con un
pH externo alto, puesto que el pH interno es siempre 7.4, se favorece un gradiente de
PA hacia el exterior de las vesiculas (Eastman et al, 1991) que podria derivar en un
menor numero de moléculas de este fosfolipido en el dominio, y de ahi la menor
endoterma obtenida por DSC.

Otra caracteristica del DMPA que queda alterada al formar parte del dominio
es su interaccion con el calcio. Este produce, cuando se encuentra en exceso, la
desaparicion de la transicion de fase de este fosfolipido (Laroche et al., 1991),
posiblemente por la desorganizacion de las bicapas y la conversion a estructuras
cilindricas lamelares altamente empaquetadas que precipitan en agua (Verkleij et al.,
1979; Van Dijck et al., 1978). Los experimentos de calorimetria con DMPA puro
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confirman estos resultados, observandose un precipitado blanco tras la adicion del
calcio, a cualquiera de los pH probados. Por otro lado, en mezclas de fosfolipidos
sintéticos de PC y PA a alto pH, el calcio produce la segregacion de este ultimo aunque
sin transicion de fase (Jacobson y Papahadjopoulos, 1975; Kouaouci et al., 1985). A las
misma relacion calcio-DMPA, para las que el DMPA puro precipita perdiendo su
transicion de fase, el dominio sigue presentando una transicion de fase en los
experimentos por DSC, si bien una mayor adicion de calcio si que la elimina, aunque no
se sabe si también desaparece la segregacion del dominio. Hay varias explicaciones a
este comportamiento por el que el DMPA del dominio tiene menor afinidad por el
calcio. Una posibilidad es la inclusion en el dominio de PC de huevo y colesterol, si
bien en muestras de DMPA:PC de huevo:Col (relacion molar 90:10:20), que podrian
simular la composicion del dominio, el calcio si que elimina la transicion de fase del
DMPA, por lo que no parece la causa principal. Por otro lado, si como indican algunos
experimentos ya comentados anteriormente, el pK, del PA en el dominio es superior al
del PA puro, favoreciendo asi la forma monoanionica, la interaccion con el calcio se
veria reducida y de ahi que la transicion de fase esté aln presente a no ser que se afiada
mas calcio. También es posible una interaccion directa de los tramos extramembrana del
AcChR con los grupos polares del PA segregado dificultando asi la interaccion con el
calcio. Un tercer factor a tener en cuenta es la simetria del PA en el dominio entre las
dos hemicapas. Es posible que este fosfolipido se encuentre mayoritariamente en la
hemicapa interior de las vesiculas impidiendo asi la interaccion con el calcio. En todos
estos casos, una mayor concentracion de calcio promoveria de alguna manera el
desequilibrio en el sistema de tal manera que se produciria una interaccion directa entre
el PA y este cation para que desaparezca la transicion de fase. Asi, a altas
concentraciones el calcio puede inducir la fusiébn de vesiculas (Sundler y
Papahadjopoulos, 1981) lo que facilitaria su entrada al interior de las mismas con la
consiguiente interaccion con el PA de la hemicapa interna de la membrana. En estos
experimentos se ha usado una relacion calcio-DMPA fija, pero en las muestras con
AcChR y dominio hay una gran cantidad de moléculas a parte del DMPA como otros
lipidos y la propia proteina, que podrian competir de alguna manera por el calcio,
necesitandose por tanto una mayor concentracion del mismo para eliminar la transicion.
Es decir, la concentracion efectiva del calcio en relacion al DMPA seria menor que la
afiadida a la muestra.

Pese a que el calcio no elimina inicialmente la transicion de fase del dominio,
en su presencia, el efecto del pH sobre la transicion de fase del DMPA en el dominio si
que es el esperado para el DMPA puro, con una disminucion de la Tm con el pH
describiendo una sigmoide cuyo punto de inflexion esta alrededor de pH 7.4. Es como si
el PA del dominio hubiera recuperado el pK, del PA puro. Ademéas a pH alto y en
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presencia del calcio, la transicion de fase se hace mas ancha, es decir, el proceso pierde
cooperatividad. Es posible que el simple aumento de la fuerza ionica, producido al
afiadir el cloruro de calcio de lugar a un aumento en el pK, del PA como ya se ha
demostrado en muestras de DMPA puro (van Dijck et al., 1978), favoreciéndose asi la
doble carga del fosfato que desestabiliza el dominio y de ahi el descenso en la Tm y
cooperatividad a alto pH. En cuanto a la hipdtesis de la distribucion asimétrica del PA,
la presencia de calcio o ese aumento de la fuerza ionica habria de alterar esta asimetria
de tal forma que el PA pasara a estar fuera con lo que el pH si que afecte su grado de
ionizacion. En cualquiera de estos casos habria que suponer que la concentracion
efectiva del calcio es pequefia como se ha discutido anteriormente, ya que si el PA
realmente recupera su pK, o se trasloca a la cara externa de las vesiculas, la interaccion
con el calcio deberia eliminar la transicion de fase o en todo caso aumentar la Tm de la
misma (Laroche et al., 1991). La interaccion de los tramos extramembrana también
podria contribuir a la proteccion del PA respecto al calcio.

Los experimentos de anisotropia de fluorescencia con un exceso de calcio
mayor incluso al utilizado en los experimentos de DSC, en los cuales la transicion de
fase quedaba eliminada, y a pH 7.4, no producen ningun efecto sobre el dominio
segregado. De alguna manera, el DMPA queda mas protegido de la interaccion con el
calcio. Una explicacion a este fendmeno podria derivarse de la diferente concentracion
de lipido usado en calorimetria y fluorescencia. En el primer caso habra muchas
vesiculas y muy concentradas con lo que el contacto entre ellas y la fusion inducida,
sobretodo en presencia de calcio, provocara que este cation pueda interaccionar con el
DMPA de la hemicapa interna de las vesiculas posibilitando asi la desaparicion de la
transicion de fase (Graham et al., 1985). Ademas, hay evidencias de que la unién del
calcio al PA se realiza entre una molécula del primero y dos del segundo, estando estas
ultimas en dos bicapas vecinas (Portis et al., 1979). Para anisotropia de fluorescencia se
utilizan muestras con muy poca concentracion lipidica ya que las muestras han de tener
poca dispersion de luz. Es posible que en estas condiciones el calcio no pueda
interaccionar efectivamente con el PA, ni inducir la fusion de las vesiculas y por tanto
no acceda al PA del interior de las mismas. Otra contribucion a estas discrepancias entre
los resultados podria ser la diferente relacion molar fosfolipido/proteina que se utiliza en
estos experimentos. En DSC esta relacion es 3500, por lo que en base a la
estequiometria calculada habria mucho DMPA no segregada en dominios. En ese caso,
es posible que el calcio a muy altas concentraciones promueva la formacion de
dominios a partir de ese DMPA, los cuales no presentarian transicion de fase (Jacobson
y Papahadjopoulos, 1974; Kouaouci et al., 1985), alterando los ya formados por la
proteina que si desaparecerian con la adicion de mas calcio. Cuando la relacion molar
fosfolipido/proteina es 564 como en los experimentos de anisotropia, no debe de haber
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practicamente DMPA no segregado, y el que hay en los dominios posiblemente esté
impedido para interaccionar con el calcio. Este impedimento puede ser causado como
ya se ha discutido por una variacion del pK, del PA, por la interaccion con el AcChR,
etc. También hay que tener en cuenta los termogramas obtenidos por DSC a baja y alta
relacion fosfolipido-AcChR, en los que se podia deducir una cierta reorganizacion
lipidica que podria contribuir a este cambio en la interaccion del PA segregado con el
calcio.

El sistema es sumamente complejo y hay una gran cantidad de variables
involucradas todas ellas interdependientes por lo que es muy dificil dar una explicacion
inequivoca a todos los resultados obtenidos. Pese a ello, el conjunto de estos
experimentos pone de manifiesto que el DMPA segregado por el AcChR se comporta
de una manera muy diferente al DMPA puro, presentando unas caracteristicas fisicas
alteradas, posiblemente por la suma de las interacciones con la propia proteina, y la
presencia de colesterol y PC de huevo en el dominio.

Localizacion del dominio

Tras caracterizar las propiedades del dominio, se abordo la localizacion del
mismo. Es de suponer que el dominio de PA segregado cuando el AcChR esta presente
en vesiculas de DMPA, PC de huevo y colesterol esté localizado alrededor de la
proteina, ya que ésta tiene preferencia por el PA. Ademas la transicion de fase y
caracteristicas fisicas de este fosfolipido estan muy alteradas en parte por la presencia
del AcChR como ya se ha discutido anteriormente, lo que se explicaria méas facilmente
si hubiera un contacto entre el receptor y el DMPA del dominio. Sin embargo, no es
descartable que la situacion sea la inversa y que el fosfolipido quede aislado de la
proteina, puesto que experimentos realizados con proteinas que tienen preferencia por
lipidos anionicos en presencia de una mezcla de lipidos anionicos y zwiteridnicos, con
capacidad ambos de sufrir una transicion de fase cooperativa con la temperatura, da
lugar a una transicion de fase de los lipidos zwiterionicos. La explicacion para estos
resultados es que la proteina se une a los lipidos anionicos impidiendo su cambio de
fase, mientras que los lipidos zwiterionicos quedarian segregados lejos de la proteina
(Kouaouci et al., 1985; Graham et al., 1985). Para hallar la localizaciéon del dominio se
realizaron experimentos de transferencia de energia por resonancia (RET) con el
AcChR como donador de fluorescencia y dos sondas hidrofébicas (DPH y t-PnA) que
se localizan en la membrana lipidica como aceptores de la misma. La fluorescencia es
muy sensible a la formacion de dominios ya que el menor tiempo de vida de un dominio
detectado serd aproximadamente la vida media del estado excitado del fluoréforo, es
decir en la escala de 10°® s. La resolucién espacial es aproximadamente igual al radio de
Forster del par aceptor-donador, es decir, entre 10 y 100 A. Por ello, este tipo de
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aproximacion, aunque con otras sondas, ha sido realizada también en estudios anteriores
para detectar separacion lateral de lipidos inducida por proteinas (Polozov et al., 1997;
Antollini et al., 1996; Polozova y Litman, 2000).

El AcChR tiene 51 triptéfanos por molécula (Noda et al., 1983), aunque
estudios de apagamiento de fluorescencia con fosfolipidos marcados con sondas tipo
spin, asignan un 30% de la fluorescencia de la proteina al triptéfano 453 de la
subunidad y situado en la el segmento transmembrana M4 del AcChR, el mas proximo a
los lipidos de la membrana. (Chattopadhyay y McNamee, 1991). Otros estudios
realizados también con la misma técnica asignan a este residuo un 80% de la
fluorescencia (London y Feigenson, 1981; Chattopadhyay y London, 1987). Por tanto,
la fluorescencia del donador (AcChR) es una suma ponderada de la proveniente de una
gran cantidad de residuos distribuidos por toda la proteina. Esto supone una gran
complejidad a la hora de tratar los datos obtenidos por RET, ya que en realidad se
obtendria una distancia media de los aceptores a todos esos donadores de fluorescencia.
Ademas, se desconoce el rendimiento cuantico de cada uno de esos residuos, por lo que
los datos que se puedan calcular no aportarian la distancia exacta entre el donador y
aceptor. Por estas razones, se optd, mas que por hallar distancias concretas, por
comparar los datos obtenidos mediante estos experimentos con dos sondas aceptoras,
DPH y t-PnA, asumiendo las mismas suposiciones para ambas respecto a la
fluorescencia del donador. Puesto que estas sondas son hidrofobicas, se incluiran en la
membrana lipidica con lo que podran localizarse en cualquier punto de un plano
bidimensional (el que forma la membrana) alrededor de la proteina. Por tanto, la
transferencia de energia tendra lugar entre el donador y las sondas a diferentes
distancias, es decir, sera una suma de diferentes transferencias de energia, lo que sélo se
puede analizar utilizando un modelo de RET en dos dimensiones como el de Gutiérrez-
Merino (Gutiérrez-Merino, 1981), que ademas en la version utilizada esta desarrollado
para el caso concreto del AcChR en una membrana lipidica. Este modelo ha sido
aplicado anteriormente en esta y otras proteinas de membrana (Antollini et al., 1996;
Gutiérrez-Merino et al., 1994, 1995).

Asumiendo las distintas suposiciones que se hacen en este modelo y que la
sonda DPH se reparte homogéneamente en la membrana lipidica en la que el AcChR
estd reconstituido, pues esta sonda no tiene preferencias por fases tipo gel o liquido-
cristalino (Lentz et al., 1976), el analisis de los datos obtenidos mediante los
experimentos de RET da un valor de Kr para la sonda t-PnA de 0.6. Un valor de Kr
inferior a la unidad es indicativo de una distribucion preferente de esta sonda en las
proximidades del AcChR. Este valor de Kr se obtiene cuando esta proteina esta
reconstituida en vesiculas de DMPA:PC de huevo:Col, en las que se detecta la
segregacion de un dominio lipidico. Sin embargo, en este mismo tipo de analisis
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realizado en muestras sin dominio como es el caso de vesiculas de DMPC:PC de
huevo:Col con AcChR, se obtiene un Kr para t-PnA de 1, es decir una distribucion
homogénea de la sonda alrededor de la proteina. Estos experimentos de RET indican
claramente que esta sonda se distribuye preferentemente cerca del AcChR sélo cuando
éste es capaz de segregar un dominio lipidico. Por otro lado, el t-PnA, segun los datos
de anisotropia de fluorescencia, se reparte mayoritariamente en el dominio cuando éste
estd en fase gel, como es el caso de estos experimentos realizados a 20 °C. Estos dos
resultados sefialan inequivocamente una localizacion del dominio en las proximidades
del AcChR. EI hecho de que el AcChR altere de forma notable la transicion de fase del
dominio de DMPA como indican los experimentos de anisotropia de fluorescencia
también apoya una localizacién proxima del dominio respecto a la proteina. Resultados
similares mediante RET se han obtenido con la rodopsina y un lipido insaturado
marcado fluorescentemente, que resultd estar preferentemente distribuido cerca de esta
proteina respecto a otro fosfolipido saturado (Polozova y Litman, 2000). En el caso del
AcChR vy el Laurdan no se hallo ninguna preferencia de esta sonda por las cercanias de
la proteina (Antollini et al., 1996) si bien esta sonda se reparte homogeneamente en
fases fluidas y liquido-cristalino (Parasassi et al., 1990) y ademas el experimento se
realizd en membranas naturales donde no es de esperar un cambio de fase demasiado
grande entre los lipidos en un posible dominio lipidico alrededor de la proteina y el
resto.

Los resultados obtenidos mediante FRAP también apuntan en el mismo
sentido, es decir, a una localizacion del AcChR dentro de los dominios de DMPA, ya
que en caso contrario seria muy dificil justificar la existencia de un alto porcentaje de la
proteina que no difunde libremente en la membrana como se ha comentado
anteriormente en este mismo capitulo (ver “Estudio del dominio mediante FRAP”). De
igual modo se pueden interpretar los datos de FT-IR en los que el AcChR provoca un
aumento de conférmeros gauche en muestras en las que se segrega DMPA, fendmeno
que no ocurre cuando se sustituye el DMPA por DMPC, fosfolipido que no sufre
segregacion alguna (resultados ya discutidos en el apartado “Estudio del dominio
mediante FT-IR” de este capitulo). Seria dificil explicar este resultado si no hay una
interaccion directa, y por tanto colocalizacién del DMPA segregado y el AcChR.

Factores implicados en la formacion del dominio

En el estudio de un dominio lipidico una cuestion fundamental es la de
encontrar una explicacion del porqué se produce la formacion del mismo. Hay una gran
cantidad de estudios en los que se ha descrito la formacion de dominios lipidicos por
parte de péptidos, naturales o sintéticos, o proteinas que se unen superficialmente a la
membrana, en vesiculas artificiales 0 en membranas naturales (Wang et al., 1993; Bazzi
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y Nelsestuen, 1991; Haverstick y Glaser, 1989; Désormeaux et al., 1992; Rytdmaa y
Kinnunen, 1996). En todos ellos, la interaccion se produce entre proteinas con alto
contenido en residuos de caracter basico y fosfolipidos anionicos (PA, PG o PS), por lo
que la atraccion electrostatica se supone como origen de estos dominios, si bien no se
hace ningun estudio exhaustivo para comprobar si realmente es ésta la Unica interaccion
implicada. Para el caso del AcChR, puesto que el dominio se sitia en sus proximidades,
ha de haber ciertas interacciones entre la proteina y los lipidos segregados que venzan la
mezcla homogénea de los componentes en la membrana lipidica, fendmeno
entropicamente mas favorable. Parece razonable que un factor determinante en la
formacion del dominio podria ser la alta afinidad que presenta el PA por el AcChR
(Marsh y Barrantes, 1978; Ellena et al., 1983; Esmann y Marsh, 1985; Jones y
McNamee, 1988; Dreger et al., 1997). Este argumento es el Unico esgrimido en el caso
del dominio detectado en la rodopsina (Polozova y Litman, 2000). En el trabajo de
Denisov et al., 1998, se muestra que la unién de péptidos de caracter basico a
membranas, produce la formacién de dominios enriquecidos en PA. Estos autores
explican sus resultados en base a interacciones electrostaticas, por las que el descenso
en la densidad de carga de la membrana que acomparia a la unién de PA a los péptidos,
provoca una disminucion suficiente de la energia libre electrostatica como para superar
la energia libre de mezcla de fosfolipidos neutros y anionicos, resultando de esta forma
en un descenso general de la energia libre del sistema que favoreceria la formacion del
dominio. Esta hipotesis estaria apoyada por los datos de FT-IR del grupo fosfato en los
que se encuentra un aumento de la especie monoanionica frente a la dianionica cuando
el AcChR esta presente. En mezclas de DMPA y DMPC, se ha demostrado que puede
haber inmiscibilidad de fases fluidas a bajo pH, es decir, a baja ionizacion del PA,
posiblemente por la reduccién de la repulsion electrostatica y al correspondiente
incremento de las interacciones atractivas por puente de hidrégeno (Garidel et al, 1997).

Segmentos transmembrana del AcChR

Estudios de fotomarcaje dirigidos a identificar las regiones de la proteina
expuestas a los lipidos (Blanton y Wang, 1990; Blanton y Cohen, 1992; Blanton y
Cohen, 1994), concluyen que es el segmento M4 de las subunidades que forman el
receptor el que queda mas eficazmente marcado por un derivado fotoactivable de la
fosfatidilserina. Este segmento M4 en cada una de las subunidades esta flanqueado por
cargas positivas, de acuerdo con los modelos de organizacion transmembrana (Noda et
al., 1983), situadas al nivel de los grupos polares de los fosfolipidos, cerca de la
superficie de membrana. Ademas se han realizado estudios de mutagénesis dirigida de
este segmento transmembrana de los que se han extraido informacion sobre los
aminoacidos que interaccionan con los lipidos y aquellos que posiblemente
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interaccionan con otros segmentos transmembrana del AcChR (Tamamizu et al, 2000).
Para éstos ultimos, su mutacion produce un descenso en la expresion del receptor, lo
que confirma su papel en el ensamblaje de la proteina. Dentro de los aminoacidos que
interaccionan con los lipidos, se han identificado dos que los autores de este trabajo
designan como sitios alostéricos hidrofébicos, ya que su mutacion altera en gran medida
la funcionalidad del canal. De la periodicidad en los efectos de las mutaciones y del
fotomarcaje se concluye que el segmento M4 esta formado por una a-hélice (Tamamizu
et al., 2000; Blanton y Cohen, 1994), si bien podria estar algo inclinada respecto a la
perpendicular de la bicapa (Barrantes et al., 2000; Ortells y Lunt, 1996). También
mediante estudios de intercambio de hidrdgeno por deuterio con FT-IR se ha sugerido
este tipo de estructura (Baenziger y Méthot, 1995; Méthot y Baenziger, 1998). En base a
todos estos resultados se propone en esta memoria un modelo de los segmentos M4 de
las cinco subunidades del AcChR (figura 1), cada uno formado por una hélice alfa con
una orientacién determinada por la de los aminoacidos que interaccionan con los lipidos
0 con otros segmentos transmembrana. En este modelo, se ha partido de los datos
obtenidos con los residuos de la subunidad o y se ha supuesto una orientacion
equivalente en el resto de las subunidades para las que apenas hay datos, una vez
alineadas las secuencias. Esto parece logico, atendiendo a la equivalencia entre las
distintas subunidades (ver Introduccion). En la secuencia aminoacidica de estos tramos
transmembrana (figura 2), la distribucion de cargas en la parte citoplasmatica (extremo
N-terminal) de las hélices es siempre la misma: un residuo con carga negativa mas al
extremo y luego uno con carga positiva, hacia el centro de la helice. En el lado
extracitoplasmico (C-terminal) el patrén no es tan regular, aunque hay siempre, a mayor
0 menor distancia, un residuo con carga positiva. Por tanto, en términos globales, hay
mas carga positiva en los extremos de los M4, si bien el pK, de la cadena lateral de
todos estos residuos pueden resultar muy alterado dependiendo del entorno en los que se
encuentren, por lo que no es seguro que estén todos cargados.

En el modelo se puede observar que efectivamente hay una correspondencia
entre la orientacion de los aminoacidos y su interaccion con los lipidos u otros
segmentos transmembrana, 1o que apoya la estructura en hélice a. de estos segmentos.
Incluso la cisteina del segmento M4 de la subunidad y implicada en la union a colesterol
(Narayanaswami y McNamee, 1993) queda orientada hacia un intersticio entre dos
tramos transmembrana, sitio propuesto para la localizacion de los sitios no anulares
(Jones y McNamee, 1988). Asimismo, las cargas positivas estan orientadas
mayoritariamente hacia los lipidos y en cualquier caso estdn mas cerca de éstos que las
cargas negativas, por lo que posiblemente puedan interaccionar con el grupo fosfato del
PA, mediante atraccion electrostatica o puentes de hidrogeno.
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Figura 1. Modelo de los segmentos M4 transmembrana del AcChR de
Torpedo Marmorata. EI modelo se ha generado con el programa HyperChem™
a partir de la secuencia primaria de los segmentos transmembrana M4 del
AcChR, tomados como hélices a.,. El cédigo utilizado para la coloracion fue:
amarillo, residuos en contacto con otros tramos transmembrana; verde, residuos
en contacto con lipido; azul, residuos cargados positivamente; rojo, residuos
cargados negativamente; violeta, cisteina en contacto con el colesterol;
esqueleto en gris.

VIDHILLCVFM CI GT SVFAGRLI alfa
VADRLFLYVFF CS GT SIFLDASH beta
VIDKACFWIAL FS GT AIFLTGHF gamma

TIDRLSMELET MV GT FIFVMGNFNH delta

Figura 2. Secuencia aminoacidica de los segmentos M4. Se muestran las
secuencias de aminodacidos en codigos de una letra de los segmentos M4 de las
5 subunidades del AcChR. Se han considerado como parte de las hélices o los
aminoacidos ya predichos en anteriores modelos a los que se han afiadido, en
ambos extremos, los necesarios hasta encontrar un aminoacido con carga
positiva. Cada secuencia ha sido alineada respecto a la de la subunidad o y esta
dispuesta de izquierda a derecha desde el lado N al C terminal, correspondiendo
este Gltimo al lado extracitoplasmatico del segmento M4. Los cddigos de
colores son los mismos que en la figura 1.

Los residuos con carga positiva, especialmente los de arginina o lisina, estan
implicados en fijar la posicion de las hélices transmembrana (de Planque et al., 1999;
von Heijne y Gavel, 1988; Gavel y von Heijne, 1992), y en este caso pudieran hacer ese
papel también, con mas probabilidad en el lado citoplasmico donde se sitdan en todas
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las subunidades en posiciones equivalentes. En el lado extracitoplasmico, esta funcion
la podria realizar la fenilalanina (figura 2), ya que los residuos aromaticos se localizan
en muchas proteinas de membrana en la interfase agua-lipido (Yuen et al., 2000).

Se ha calculado que el grupo amino de la lisina en péptidos sintéticos siempre
se coloca a la altura del fosfato de los fosfolipidos de la membrana aunque se varie la
longitud del péptido o de la membrana (de Planque et al., 1999). Mediante analisis de
estructuras de rayos X se ha llegado a la misma conclusion en otras proteinas (Wallin et
al., 1997; Tsukihara et al, 1996; Iwata et al., 1998). Eso significaria que estos residuos
quedarian en la interfase lipido-proteina, a una distancia préxima al grupo fosfato del
PA. Por tanto, esos residuos cargados positivamente podrian interaccionar con las
cargas negativas de los grupos polares del PA, de una manera similar a la de los
péptidos basicos estudiados por Denisov et al. (1998). También se ha propuesto
interacciones entre el dipolo que resulta de la hélice a flanqueada por estos residuos
cargados Yy los fosfatos del PA (Hol et al., 1978; Sali et al., 1988), lo que seria factible
con este modelo. Sin embargo, experimentos a altas concentraciones de sales o
diferentes pHs (entre 5 y 9) usando analogos de fosfolipidos con sondas de spin,
concluyen que en el AcChR (Raines y Miller, 1993), como en otras proteinas integrales
de membrana (Esmann et al., 1985; Horvath et al., 1988), las interacciones
electrostaticas no son suficientes para explicar la selectividad de union del PA. En el
trabajo referido al AcChR se justifica esta independencia de la carga en la interaccion
lipido-proteina por una supuesta compensacion de cargas positivas y negativas en M1y
M4, aunque no se tuvo en cuenta la localizacion de las mismas. Los resultados
obtenidos con el dominio de PA a diferentes pHs en los que la carga del fosfolipido
debia de haberse alterado indicarian igualmente que la carga electrostatica no es
fundamental en el proceso. Aun asi, como ya se ha comentado anteriormente, el pK, del
PA en el dominio podria estar alterado con lo que en el intervalo de pH probado la carga
del PA pudiera no variar demasiado. Bhushan y McNamee, en un trabajo publicado en
1993, no pudieron titular el grupo fosfato del DOPA ni en presencia ni en ausencia del
AcChR con NaCl hasta 1 M, es decir, parece que la fuerza ionica no tiene demasiado
efecto sobre el estado idnico de los grupos que se encuentran en la interfase lipido-agua.
Esto podria justificar el porqué la union preferente de fosfolipidos anionicos al AcChR
medida por ESR (Ellena et al., 1983) no varia con la fuerza idnica. Los resultados
obtenidos en esta memoria en los que se varia el pH o la fuerza ionica en el mismo
proceso de reconstitucion si que dan un papel fundamental a las interacciones
electrostaticas en la formacion del dominio. Ademas, el hecho de que a pH 10 no se
forme el dominio apoya la disminucion del pK; del PA en el dominio. La posible
justificacion a la obtencion de datos contrapuestos segun se realicen los experimentos
con el dominio ya formado o no, seria la existencia de una barrera de energia muy alta



Discusion 133

para eliminar el dominio aunque se encuentre en condiciones desfavorables para la
formacion del mismo, posiblemente porque en dicho proceso el PA quede alterado en
sus propiedades quimico-fisicas.

Cabeza polar de los fosfolipidos

Los experimentos de DSC en muestras de AcChR reconstituido en PC de
huevo, colesterol y fosfolipidos anionicos distintos a PA, como PG o PS sugieren que el
fendmeno de la segregacion no depende solamente de que el fosfolipido en cuestion
tenga una carga negativa, sino que hay un componente exclusivo del PA, si bien esto no
quiere decir que no haga falta la carga negativa. La exclusividad del PA frente a otros
fosfolipidos anidnicos en la formacién de dominios o en la afinidad en la union a
proteinas ya se ha encontrado en otros casos (Luan et al., 1995; Carsten et al., 1999). El
grupo aspartato, con carga negativa, adyacente a la carga positiva que se encuentra en la
parte citoplasmatica de todos los segmentos transmembrana M4, pudiera intervenir en la
afinidad exclusiva del PA respecto a otros fosfolipidos. El PA a diferencia del resto de
fosfolipidos probados, no tiene unido al grupo fosfato ninguna molécula, por lo que
seria muy dificil que tuviera una interaccion con el residuo de aspartato si es que ya esta
interaccionando con el residuo con carga positiva correspondiente. Sin embargo, los
grupos serina, colina o glicerol del PS, PC o PG respectivamente si que podrian
perturbar este grupo desfavoreciendo la union de estos fosfolipidos al AcChR. Ademas
el PA tiene caracteristicas unicas como su alta capacidad para formar puentes de
hidrogeno, su diferente disposicion en estructuras cristalinas respecto a otros
fosfolipidos (Gennis, 1989), o su cabeza polar de pequefio tamafio que da lugar a una
condensacion que a su vez deriva en un mayor orden y menor fluidez (Salmon et al.,
1987), factores que podrian contribuir en mayor o menor medida a este comportamiento
exclusivo.

El segmento transmembrana M4 no es el Unico que interacciona con los
lipidos, ya que tanto el segmento M1 como el M3 son marcados en mayor 0 menor
medida por sondas lipidicas (Blanton y Cohen, 1994; Blanton y Cohen, 1992), por lo
que podrian intervenir también en la interaccion con el PA. De hecho, el segmento M3y
mas concretamente un grupo de cargas positivas en su extremo citoplasmico ha sido
propuesto como un sitio de interaccion con los lipidos anionicos (Butler y McNamee,
1993). Por ultimo, los segmentos extramembrana segun ha quedado patente en
diferentes resultados a lo largo de esta memoria, podrian contribuir mediante una
interaccion directa con los grupos polares del PA a la formacion y estabilidad de este
dominio. En cualquier caso, debido a lo extenso de este dominio es segura la
intervencion de fuerzas electrostaticas y de otra naturaleza en la interaccion entre las
propias moléculas de PA para formar este dominio.
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Cadenas alifaticas de los fosfolipidos

En los experimentos con diferentes fosfolipidos, todos estan dimiristoilados
como el PA, por lo que también descartan la posibilidad de que el dominio se forme por
un mejor ajuste en la longitud de los segmentos transmembrana del AcChR con las
cadenas del acilicas del DMPA respecto al resto de los fosfolipidos (PC de huevo) de la
membrana. Este fendmeno es el origen en algunos casos de la segregacion o union
preferencial de determinados fosfolipidos a péptidos o proteinas transmembrana (Zhang
etal., 1992; Sperotto y Mouritsen, 1993; Sabra y Mouritsen,1998; Rinia et al., 2000). La
saturacion y longitud de las cadenas acilicas de los fosfolipidos, como es el caso del
DMPA, también esta implicada en la formacion de los “rafts” (Schitz et al., 2000;
Wang et al, 2000), dominios formados principalmente por colesterol, esfingolipidos y
fosfolipidos saturados (Simons e Ikonen, 1997). En la segregacion del PA por parte del
AcChR, parece que la saturacion del fosfolipido no es fundamental.

Equilibrio Estado de reposo-Estado desensibilizado del AcChR

Si hay una serie de residuos en el AcChR responsables de la interaccion con el
PA, y la consecuente segregacion del dominio, cualquier cambio que pueda afectar a la
estructura de la proteina podria influir en ese proceso. La desensibilizacién del AcChR
provoca cambios conformacionales en la proteina, aunque estos no estan aun bien
definidos. Por esta razon se evalud el efecto de una presencia continuada de
carbamilcolina, que provoca la desensibilizacion del AcChR, sobre la segregacion del
dominio de PA. El hecho de no quedar alterado implica que este cambio conformacional
no afecta de manera importante las interacciones responsables de mantener el dominio
alrededor del AcChR, lo que significa que los residuos implicados en dichas
interacciones no deben de cambiar mucho su posicion durante el proceso de la
desensibilizacion. De hecho las hipdtesis mas aceptadas en cuanto a los cambios
conformacionales que supone este proceso indican que los movimientos serian muy
pequefios y limitados, como giros de los segmentos transmembrana o cambios en la
orientacion de los mismos, sin afectar en gran manera a la estructura de la proteina
(Unwin, 1995; Baenziger y Chew, 1997), limitandose en todo caso a las heélices o que
forman el poro idnico, segmentos M2, sin afectar a los segmentos en contacto con los
lipidos (Blanton y Cohen, 1994). La relacion entre el estado conformacional del AcChR
y las interacciones lipido-proteina también se han estudiado mediante ESR, llegandose a
la misma conclusion: no hay una interconexion entre ambos fendmenos (Dreger et al.,
1997).



Discusion 135

Equilibrio Mondmero-Dimero del AcChR

Los experimentos con DTT para la obtencion de monomeros de AcChR dieron
el mismo resultado de invariabilidad, poniendo de manifiesto que no es necesaria la
asociacion de dos moléculas de AcChR para mantener el dominio. La funcion y
estructura del AcChR tampoco dependen de la formacion de dimeros (Wu y Raftery,
1981; Boheim et al., 1981), salvo en todo caso una apertura sincronizada de los mismos
(Schindler et al., 1984). Este resultado significa que el dominio no se mantiene porque
se encuentre de alguna manera “atrapado” entre las dos moléculas de los dimeros de
AcChR presentes en las preparaciones utilizadas a lo largo de esta memoria

Tramos extramembrana del AcChR

Por altimo se realizd un experimento para evaluar la importancia de los tramos
extramembrana sobre la estabilidad del dominio. Para ello, se someti¢ al AcChR a una
proteolisis parcial con proteinasa K, observandose que los valores de anisotropia a baja
temperatura son altos, pese a que la sigmoidicidad de la curva es casi nula. Este valor
alto de la anisotropia no puede ser justificado por la presencia del AcChR, ya que en
muestras con DMPC en vez de DMPA la anisotropia tiene un valor inferior. Tampoco
puede ser la causa la propia composicion de la vesicula ya que la anisotropia en
muestras de DMPA, PC de huevo y colesterol sin AcChR es baja. De este resultado, se
puede interpretar que el dominio, aunque todavia presente, pierde gran parte de su
cooperatividad. Pese a que tras esta proteolisis no se consiga una eliminacion total de
los tramos extramembrana, si se pierden en un gran porcentaje y los que queden, muy
probablemente hayan perdido su estructura original. Por tanto, las Unicas estructuras de
la proteina que deben de quedar practicamente intactas seran los tramos transmembrana,
por lo que han de ser los responsables fundamentales de que el dominio todavia esta
presente tras la proteolisis. Sin embargo, los segmentos extramembrana pudieran
estabilizar la segregacion de PA a través de una interaccion directa con la cabeza polar
del fosfolipido, por lo que su eliminacion provocaria la pérdida de la cooperatividad de
la transicion de fase del dominio. Esta hipdtesis vendria apoyada por los resultados que
se obtienen con la desnaturalizacion del AcChR, tras lo que el dominio ve alterada su
transicion de fase como ya se ha discutido anteriormente. De hecho, estudios de ESR
realizados con el AcChR proteolizado concluyen que las porciones extramembrana
estan involucradas de alguna manera en los sitios de union a colesterol (Dreger et al.,
1997), lo que solamente tendria sentido si interaccionan de alguna manera con los
lipidos. Sin embargo, cabe la posibilidad de que la proteolisis de los segmentos
extramembrana produzca un efecto indirecto sobre el dominio a través de la
desestabilizacion de los tramos transmembrana, o que la eliminacion incompleta de
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estos segmentos de lugar a estos resultados intermedios, con sélo una desestabilizacion
del dominio.

En cualquier caso, todos los experimentos anteriores de adicion de DTT o
calcio, cambio de pH, proteolisis y desnaturalizacién, se realizaron en condiciones en
las que el dominio ya estaba formado, por lo que es dificil evaluar qué factores son
responsables del origen del dominio aunque si se pueden sacar conclusiones acerca de
aquellos responsables del mantenimiento y estabilidad del dominio como ya se ha
discutido. Mediante experimentos de re-reconstitucion si que se cambian las
condiciones en que se forma el dominio y por lo tanto se pueden estudiar las
interacciones que tienen lugar durante dicho proceso. Sin embargo, los resultados no
son demasiado claros ya que el simple proceso de rereconstitucion afecta en gran
manera a la formacion del dominio. Por el contrario, los resultados en los que se varia
las condiciones en que se realiza la primera reconstitucion si que son reveladores y
apuntan a que un pH de 10 o una fuerza idnica alta podrian impedir la formacién del
dominio, lo que apoyaria la hipdtesis de que las fuerzas electrostaticas juegan un papel
importante en este proceso. A este pH el AcChR esta algo desnaturalizado segun
experimentos de FT-IR (Méthot y Baenziger, 1998), aunque seglin se ha comprobado
por DSC, la desnaturalizacion no supone la eliminacion del dominio. El problema de
estos ultimos experimentos en los que se cambian las condiciones de la reconstitucion,
es que se trata de condiciones muy extremas que podrian afectar al propio detergente, en
este caso el colato, con lo que se afiade un nuevo factor a tener en cuenta, a parte de la
propia interaccion del AcChR con los lipidos en los que se reconstituye.

Estudios funcionales del AcChR

Ya que el PA es parte fundamental del dominio y que es un fosfolipido que
mantiene la funcionalidad del AcChR, se hizo un estudio de la actividad del receptor en
muestras con y sin dominio. La funcion del AcChR ha sido estudiada anteriormente de
manera exhaustiva, tanto en membranas nativas como reconstituido en sistemas
lipidicos artificiales. Los resultados obtenidos mediante “stopped-flow” en cuanto a la
actividad del AcChR en vesiculas de composicion compleja son similares a los ya
publicados. Asi, la perdida significativa de actividad en muestras con PC como Unico
fosfolipido presente ya habia sido demostrada anteriormente con diferentes especies de
PC sintéetico (Fong y McNamee, 1986; Ochoa et al., 1989; Sunshine y McNamee, 1992)
0 con PC de huevo (Fernandez et al., 1993). La presencia de fosfolipidos negativos
como el PG, pero sobre todo el PA restauran la actividad del AcChR, aunque en ningln
caso se alcanza el nivel de actividad conseguida en matrices de lipidos de asolectina.
Una posible causa es el bajo porcentaje de colesterol (25%) en estas muestras. De
hecho, la reconstitucion del AcChR en fosfolipidos de asolectina y colesterol al 20-25%
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exhibe aproximadamente el 80% de la actividad mostrada respecto a la reconstitucion
en asolectina completa o en fosfolipidos de asolectina mas un 40% de colesterol
(Fernandez-Ballester et al., 1994). También, las cadenas acilicas usadas para estos
lipidos pueden no ser las mas adecuadas para preservar la funciéon del AcChR (Criado et
al., 1984). A pesar de que no se consigue una actividad maxima en ningdn tipo de
vesiculas, estas limitaciones fueron introducidas a propdésito en este disefio experimental
para facilitar la comparacion del efecto de los diferentes grupos polares de los
fosfolipidos sobre la actividad del AcChR, sin que ninguna otra variable pudiera alterar
los resultados. El efecto de los diferentes fosfolipidos sobre el AcChR parece ser
especifico ya que, aunque se habia especulado que simplemente era causado por la
diferente fluidez de las matrices (Fong y McNamee, 1986), esta explicacion ha sido
contradicha en diferentes experimentos (Sunshine y McNamee, 1994). Tambiéen en estos
experimentos se pone de manifiesto que el colesterol por si mismo no es capaz de
mantener la funcionalidad del AcChR, puesto que todas las muestras contienen un 25%
de este lipido pero no todas presentan actividad. En trabajos mas recientes se ha puesto
en duda la necesidad conjunta de fosfolipidos negativos y del colesterol para mantener
la funcion del AcChR. Asi, en experimentos de "stopped-flow™ se propone que el PA no
es necesario, pero si el colesterol (Rankin et al., 1997), mientras que en estudios de FT-
IR de diferencia se propone que el colesterol simplemente contribuye a la fluidez de la
membrana pero que el efecto especifico lo realiza el PA (Baenziger et al., 2000).
También se ha publicado que matrices de PC son capaces de mantener activo el AcChR
(Ochoa t al., 1983; Dalziel et al., 1980), si bien por el método de preparacion utilizado
es probable que queden lipidos de las membranas naturales tras la reconstitucion
invalidando los resultados. Debe de haber diferencias en el estado funcional del AcChR,
como se discute posteriormente, provocadas por el tratamiento de las muestras, o en la
interpretacion de los datos, para explicar estas discrepancias.

Una critica que ha recibido este tipo de experimentos de apagamiento de
fluorescencia mediante “stopped-flow” (ver apartado 18, Analisis de la actividad del
AcChR mediante técnicas de cinética rapida en Materiales y Métodos), ha sido la
influencia del tamafio de las vesiculas empleadas en los mismos. Un volumen interior
muy pequefio de las vesiculas dara lugar a que el gradiente de talio entre el interior y
exterior de las mismas se termine muy rapidamente, posiblemente en el tiempo muerto
del aparato, obteniéndose en ese caso una actividad aparente del AcChR nula. Por ello,
a todas las muestras utilizadas se les sometié a tres ciclos de congelacion y
descongelacion, que da como resultado la obtencion de vesiculas de mayor tamafio y
homogeneidad, favoreciendo también la distribucion homogénea del AcChR (McNamee
et al., 1987; Anholt et al., 1982; Ochoa et al., 1983). Con estos ciclos, muestras tan
diferentes como las de DOPC, Asolectina y DOPC:PC:Col (relacion molar 56:19:25),
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que antes del proceso tienen vesiculas con unos volimenes internos muy diferentes: 87,
418 y 398 nl/umol lipido respectivamente, pasan a tener 2445, 1826 y 1259 nl/umol
lipido (McNamee et al., 1987). Ademas la composicion de las vesiculas utilizadas en
este estudio solo varia en un 25%, con lo que debe de haber menos diferencias en el
tamario de las mismas. Finalmente, la coincidencia de estos resultados con los obtenidos
por otros autores da mas validez si cabe a estos experimentos.

Estructura secundaria del AcChR

Lo maés interesante de los resultados de la influencia de la matriz lipidica sobre
la actividad de la proteina, que como ya se ha dicho estan ampliamente recogidos en la
literatura, es su correlacion con los datos de estructura secundaria obtenidos mediante
FT-IR a traves del analisis de la banda de amida I. La sensibilidad de la banda de amida
I de la proteina al estado conformacional de la misma, permite observar que el AcChR
en la matriz que contiene PA presenta practicamente la misma estructura que en la
matriz de maxima actividad, asolectina. Por otro lado, esos espectros son diferentes a
los obtenidos en muestras que son inactivas desde el punto de vista funcional, como son
las del AcChR en mezclas de PC de huevo y colesterol. En el caso de los fosfolipidos
PG y PE, se obtienen resultados intermedios. Mas concretamente, la ausencia de PA en
la matriz lipidica resulta en una pérdida parcial en el componente espectral proveniente
de estructura en a-hélice a 1656 cm™ y en un incremento en la componente de
estructura no-ordenada a 1644 cm™, asi como en la de 1670-1690 cm™, regién de la
amida | asignada a contribuciones de estructura en giros. Este resultado apoyaria la
hipdtesis de la interaccion entre el dipolo que resulta de las hélices a del AcChR con los
fosfatos del PA para estabilizar esta estructura (Hol et al., 1978; Sali et al., 1988).
Ademas, hay publicados trabajos con péptidos modelo en los que también se detecta la
estabilizacion de estructuras en a-hélice por parte de fosfolipidos anidnicos (Liu y
Deber, 1997).

El efecto que los lipidos ejercen sobre la estructura del AcChR es un tema que
también ha sido tratado previamente. Con la adicién de PA a PC se detectdé un aumento
de estructura en hoja B (Butler y McNamee, 1993; Fong y McNamee, 1987), si bien
estos estudios determinan un porcentaje de hoja f muy alto y uno muy bajo para hélice
o respecto a otros estudios (ver mas adelante en este mismo capitulo). La razon exacta
para estas discrepancias no esta del todo clara aunque en el caso del los experimentos
por FT-IR de Fong y McNamee se realizaron en una zona del espectro de infrarrojo
(1000-900 cm™) donde la asignacion de las bandas a motivos de estructura secundaria
no esta bien establecida, las sefiales son muy débiles y las vibraciones provenientes de
los lipidos podrian interferir. La composicion de las vesiculas también podria influir en
esos resultados ya que se usan derivados diferentes del PC y PA y ademas, el efecto del
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PA se evalta en ausencia de colesterol. En cuanto al colesterol, parece favorecer un
aumento en la estructura en a-hélice (Fernandez-Ballester et al.,, 1994; Fong y
McNamee, 1987; Butler y McNamee, 1993) y también de hoja B (Fernandez-Ballester
et al., 1994), por lo que se ha postulado que el anillo rigido de esterol, orientado
paralelo a eje del receptor, podria situarse entre las hélices o del mismo, en la interfase
lipido/proteina, estabilizandolas (Fong y McNamee, 1987). Ademas, se ha encontrado
en estos trabajos una interdependencia entre el PA y el colesterol, de manera que las
alteraciones que produce uno son dependientes de que esté presente o no el otro. De
hecho, en muestras de PC, la adicion de colesterol no produce ningun efecto sobre la
estructura o funcion del AcChR (Fernandez-Ballester, 1994). La desensibilizacion es
otro proceso por el que el receptor pierde su funcion y por ello, también se ha estudiado
los posibles cambios en estructura secundaria implicados. Los resultados son
contradictorios ya que mientras en algunos trabajos se dice que hay un aumento de la
estructura no ordenada (Fernandez-Ballester, 1994), en otros no se ha visto cambio
alguno (Butler y McNamee, 1993; Baenziger y Chew, 1997). De todos estos resultados,
se podria concluir que el PA y el colesterol podrian estabilizar la estructura secundaria
ordenada de la proteina, ya sea en o hélice o en hoja B. A su vez, parece que el
incremento de estructura no ordenada esta siempre asociada a todas las condiciones
experimentales probadas en las que el AcChR no es activo, sugiriendo que la
desorganizacion de la estructura de la proteina pudiera ser un elemento comun en todos
los procesos que conllevan a una pérdida reversible de la funcién de la misma.
Contrariamente a todos estos resultados existen una serie de trabajos realizados
mediante ATR o ATR de diferencia en distintas matrices lipidicas en los que se
concluye que ni la composicion lipidica ni la desensibilizacion afectan a la estructura
secundaria del AcChR. Segun sus autores, la contrariedad de resultados con otros
trabajos se debe a que los experimentos para la determinacion de estructura secundaria
por FT-IR del AcChR se realizan en D,O en vez de H,0, lo que lleva a errores en la
estimacion de dicha estructura debido a variaciones en la cinética de intercambio H-D
para el AcChR reconstituido en diferentes matrices lipidicas. En estos trabajos se
propone que es la diferente fluidez en las matrices lipidicas la que podria inducir una
dindmica interna diferente del AcChR que daria lugar a un intercambio hidrogeno-
deuterio mayor en ausencia de PA o colesterol (Baenziger et al., 1999). Este
intercambio conlleva una serie de cambios en la banda de amida I como son una
disminucion del namero de onda en el que aparecen las bandas caracteristicas de la
estructura secundaria. Asi la banda correspondiente a no ordenada, pasa de estar a 1656
en H,0 a 1640 cm™ en D,0, aunque su intercambio es muy rapido en cualquiera de las
matrices probadas (Baenziger y Méthot, 1995), por lo que su cuantificacion no deberia
ser un problema ya que los experimentos presentados en esta memoria se realizan tras
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un intercambio H-D de 3 horas, tiempo suficiente para que este proceso se haya
estabilizado y finalizado (Méthot et al., 1995). Los cambios en el nimero de onda para
las bandas de hélice a y hoja B son pequefios, por lo que no esta claro en qué medida
afectara el intercambio H-D a su cuantificacion. Por tanto, habria que realizar un estudio
cuantitativo y no cualitativo, como el que se ha realizado por ATR, de la influencia del
intercambio H-D sobre la cuantificacion de la estructura secundaria para estimar el error
que se comete cuando se hace un estudio de este tipo para el AcChR en dos matrices
lipidicas en las que el intercambio es diferente. Ademas, tiene mas logica interpretar los
resultados obtenidos por ATR al revés: un cambio en la estructura secundaria del
AcChR podria dar lugar a las diferencias de intercambio H-D en las diferentes matrices
lipidicas observadas por ATR. De hecho, en esta memoria se presentan experimentos de
intercambio H-D, seguido a través de la disminucion de la absorbancia de la banda de
amida Il que apoyarian esta interpretacion. Cuando el AcChR es sometido a una rampa
de calentamiento, en las matrices funcionales presenta una mayor estabilidad frente al
intercambio, estimada a partir de la Tm de la curva de intercambio H-D, y un mayor
numero de grupos que intercambian H por D, estimado a partir de la integral de la curva
de intercambio H-D, que en las matrices no funcionales. Esto significa que en las
primeras la proteina esta mas estructurada de forma que su desplegamiento esta
dificultado, apoyando de esta manera los datos del analisis de la estructura secundaria
de la proteina, obtenidos a partir de la amida | de la misma.

Uno de los argumentos en los que se basan los experimentos de ATR para
sugerir que no hay un cambio en la estructura secundaria del AcChR en diferentes
matrices lipidicas, es que no encuentran diferencia alguna entre el espectro original de la
amida | para el AcChR reconstituido en diferentes matrices lipidicas salvo que se haga
una deconvolucion del espectro, mientras que en los resultados mostrados en esta
memoria Si se aprecian cambios sustanciales entre la banda de amida | original del
AcChR en matrices funcionales y no funcionales. Una posible explicacién a esa
similitud en la amida | en los experimentos de ATR seria el que el tratamiento de las
muestras diera lugar a una conformacion similar aunque no idéntica del AcChR en las
diferentes matrices. Por ejemplo, las muestras utilizadas en esos trabajos son sometidas
a intercambios H-D de hasta tres dias, lo que podria dar lugar a una desensibilizacion y
por ello a una estructura muy parecida en todas ellas. El efecto que sobre la proteina
tendria el secado de la misma, antes de la hidratacion, para hacer ATR también podria
contribuir al cambio conformacional del AcChR. De hecho, en esos trabajos se ha
comprobado que la muestra puede desensibilizarse pero no si mantiene esa capacidad
tras varias horas ni si puede traslocar iones (Baenziger et al., 1992). Este ultimo proceso
es mucho mas sensible a la composicién de la membrana donde se encuentra el AcChR
(Criado et al., 1984), por lo que el hecho de que el AcChR sea capaz de cambiar de
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afinidad no es condicion suficiente para que pueda traslocar iones (Fong y McNamee,
1987; Criado et al., 1982). Ademas, este estudio funcional s6lo se ha hecho con
membranas alcalinas y no con el AcChR reconstituido en el resto de matrices lipidicas.
Por otro lado, la adsorcion de las muestras, que depende de su composicion, a la
superficie del elemento de reflexion de germanio del ATR puede afectar a las mismas y
por ende al AcChR (Baenziger et al., 1992). También la orientacion de las estructuras
de la proteina respecto a este elemento de reflexion puede variar la intensidad de la
banda correspondiente en el espectro de infrarrojo (Baenziger et al., 1992). Por ultimo,
es en cualquier caso arriesgado proponer un esquema funcional de una proteina
basandose solamente en apreciaciones cualitativas de pequefias diferencias en los
espectros de infrarrojo sin que haya un estudio funcional cuantitativo detrés.

De todos los trabajos comentados sobre la estructura y funcion del AcChR se
deduce la complejidad que rodea al sistema. Hay una gran cantidad de resultados
contradictorios y la razén para ello no esta del todo clara, aunque una explicacion global
podria ser la existencia de un esquema funcional para esta proteina realmente complejo,
en el que habrian muchas méas conformaciones aparte de las ya aceptadas en el esquema
clasico: estado activo, reposo y desensibilizado. En ese caso, las diferentes condiciones
experimentales por las que pase el receptor y la composicién final de las membranas,
incluyendo la cabeza polar y las cadenas acilicas, llevarian a una conformacion final
determinada, y por tanto a un comportamiento distinto. De hecho, el AcChR parece
encontrarse en equilibrio entre diferentes conformaciones antes de que se le afiada el
agonista (McCarthy y Moore, 1992; Ryan et al, 2001; Baenziger et al., 2000; Raines y
Krishnan, 1998), que segun estudios con bloqueadores no competitivos podrian ser mas
que las conformaciones ya aceptadas de reposo y desensibilizado (Ryan et al., 2001),
con lo que es posible que las muestras utilizadas en los diferentes estudios presenten
diferentes fracciones de poblacion en cada uno de los estados. Otros trabajos se inclinan
por un modelo secuencial en el que no existe este preequilibrio, sino que simplemente
hay mas o menos receptores no funcionales con alta afinidad por agonista debido a la
preparacion de la muestra (Krauss et al., 2000; Rankin et al., 1997). Seguramente,
también la sensibilidad de cada técnica para detectar las distintas conformaciones del
AcChR habré de contribuir a esta disparidad de resultados.

Pese a que no queda claro cuél es el efecto concreto de los lipidos sobre la
estructura del AcChR, si hay unanimidad en que la composicion lipidica afecta a la
funcidn del receptor ya sea a través de un cambio en la estructura secundaria 0 a mas
sutiles cambios en la estructura terciaria o cuaternaria, y por una interaccion directa o
indirecta de los lipidos sobre la proteina. Por tanto, la presencia del dominio de PA 'y
colesterol aseguraria el contacto de la proteina con estos lipidos o quizas unas
condiciones de fluidez optimas, permitiendo asi que el AcChR mantenga la estructura
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adecuada para mantenerse funcional. El perfil de presion lateral a lo largo de la regién
transmembrana también se ha propuesto como factor implicado en la modulacion del
equilibrio conformacional de péptidos y proteinas de membrana (Cantor, 1997, 1999).
En estos trabajos se ha demostrado que las instauraciones, repulsiones entre las cabezas
polares de los fosfolipidos o la presencia de colesterol y otras moléculas en la
membrana alteran este perfil de presiones lo que podria explicar los cambios en la
actividad de determinadas proteinas de membrana en presencia de ciertos lipidos u otras
moléculas hidrofdbicas tales como anestésicos, etanol, etc. Se trataria por tanto de un
efecto inespecifico de los lipidos, un concepto opuesto al de la interaccion especifica de
los lipidos sobre el AcChR, pero que no se puede descartar. En este caso, el dominio
podria asegurar un perfil de presiones Optimo para el funcionamiento del AcChR.
Igualmente, la eliminacion de este dominio podria inactivar la proteina, convirtiendose
por tanto en una diana farmacologica.

Otro dato interesante que se obtiene tras la cuantificacion de los distintos
motivos de estructura secundaria del AcChR, es el que se refiere a que la proteina tiene
un porcentaje mayor de estructura en hélice o que en hoja . Trabajos anteriores en los
que también se ha cuantificado la estructura secundaria de esta proteina dan resultados
muy contradictorios, ya que mientras algunos de ellos detectan un mayor porcentaje de
hélice a., en otros es la hoja 3 la estructura mayoritaria. EI porcentaje de o hélice supone
un limite superior al nimero de hélices transmembrana del receptor por lo que supone
un “test” para los modelos topologicos del AcChR, a falta de estudios mas concluyentes
mediante cristalografia de rayos X o RMN. Los primeros estudios de CD y FTIR
estimaron un mayor contenido en hoja 3 que en hélice o (Mielke y Wallace, 1988; Fong
y McNamee, 1987; Butler y McNamee, 1993). Otros estudios por CD, FT-IR y raman
detectaron mayor contenido en hélice o (Wu et al., 1990; Yager et al., 1984; Castresana
et al., 1992; Fernandez-Ballester et al., 1994: Naumann et al., 1993). Los modelos
topoldgicos mas aceptados basados en los perfiles hidropaticos de la secuencia
amonoacidica del AcChR predicen que los segmentos transmembrana son hélices o
(Claudio et al., 1983; Noda et al., 1983), lo que supondria un 17%-19% de los residuos
de aminoécido de la proteina, porcentaje similar al estimado por Mielke y Wallace,
1988 o Fong y McNamee, 1987 para todo el AcChR. Eso supondria que el resto del
receptor estaria compuesto exclusivamente por estructuras en hoja B, giros y no
ordenada, o que habria un cierto porcentaje de hoja 3 en la region transmembrana, como
ha sido sugerido en algunos estudios (Akabas et al., 1992; Unwin, 1993; Gorne-
Tschelnokow et al., 1994). Sin embargo, los ultimos resultados basados en ATR y CD
estiman que los tramos transmembrana son basicamente a-hélices (Méthot y Baenziger,
1998; Corbin et al., 1998). Lo mismo se concluye de los experimentos con fotomarcaje
(Blanton y Cohen, 1992, 1994) o por fluorescencia (Barrantes et al., 2000). Con las
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estimaciones de un alto porcentaje de hélice o como se propone en esta memoria, habria
suficiente para los tramos transmembrana y una porcion sustancial de los
extramembrana. En estudios con fragmentos solubles de la porcion extramembrana N-
terminal de la subunidad o del AcChR, que conservan la union a a-bungarotoxina con
afinidad similar a la subunidad entera, se ha encontrado que hay estructura en hélice
o (Grant et al., 1999), lo que apoyaria los resultados aqui presentados.

Interfase lipido-proteina como diana farmacoldgica

La implicacion del AcChR en enfermedades tales como la epilepsia, alzheimer,
Parkinson, o en procesos fisiologicos como la analgesia, etc. confiere a esta proteina una
dimensién farmacoldgica importante. La modulacion de la funcién de este canal ionico
puede ser un factor fundamental en el tratamiento de estas enfermedades. De hecho, hay
una gran cantidad de productos de importancia clinica cuyo efecto sobre el AcChR esta
probado pero para los cuales no se conoce su sitio de accion, aunque en muchos casos
se sospecha que es a través de la interfase lipido-proteina. Los anestésicos serian un
ejemplo (Bigelow y Thomas, 1987; Abadji et al., 1993; Lopes y Louro, 1991; Arias et
al., 1990) asi como algunos esteroides (Bouzat y Barrantes, 1996; Blanton et al., 1999)
y acidos grasos (Villar et al.,, 1988; Vijayaraghavan et al., 1995; Andreasen y
McNamee, 1980). Una posibilidad es que estos farmacos desestabilizaran el dominio de
PA impidiendo la unién de este fosfolipido con el AcChR y por tanto alterando la
funcién del receptor. En este sentido se ha propuesto un par de aminoacidos del
segmento M4 del AcChR como sitio alostérico hidrofobico ya que su mutacion afecta
en gran medida a la apertura del canal (Tamamizu et al., 2000). Sin embargo ninguno de
los productos probados en esta memoria, entre los que se incluye el esterol
hidrocortisona y dos &cidos grasos, producen efecto alguno sobre los valores de
anisotropia del t-PnA, que dan una idea de la fluidez del dominio, o sobre la transicion
de fase del PA segregado por el AcChR, datos indicativos de que el dominio no se ve
alterado por la presencia de estos productos a unas concentraciones de probado efecto
sobre el AcChR. Aln asi, estos resultados no descartan que la interaccion entre la
proteina y estas sustancias no tenga lugar a traves de la interfase lipido-proteina, si bien
no deberia ser en los mismos sitios de unién del PA con la proteina, ya que en ese caso
el dominio debiera desestabilizarse. La interaccion podria tener lugar en los sitios no
anulares donde se situaria el colesterol como ya se ha propuesto para algunos
anestésicos (Arias et al., 1990; Barrantes, 1993), acidos grasos (Jones y McNamee,
1988; Arias, 1998) y para el agonista no competitivo quinacrina (Arias, 1997), o bien en
otros sitios diferentes en la interfase lipido proteina, sin descartar los sitios alostéricos
hidrofobicos ya comentados. La otra posibilidad es que estas sustancias se unan a sitios
no polares en el interior de las proteinas de tal manera que estabilicen una conformacion
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inactiva para la misma (Abadji et al., 1993; Franks y Lieb, 1994; Lopez y Kosk-
Kosicka, 1995). También se ha propuesto que algunas de estas sustancias ejerzan su
efecto sobre el AcChR inespecificamente, a través de la alteracion de los parametros
fisicos de la membrana como pudieran ser la fluidez o el orden, conectando asi con la
hipdtesis de una fluidez 6ptima para la funcionalidad de la proteina (Fong y McNamee,
1986). Sin embargo los resultados obtenidos no apoyarian esta alternativa. En el caso de
que estas sustancias produjeran un desorden en los lipidos del dominio el valor de la
anisotropia del t-PnA habria descendido en su presencia, cosa que no ocurre. Este tipo
de efecto si que se ha detectado con algunos anestésicos en membranas enriquecidas en
AcChR (Firestone et al., 1994), aunque no se encontrd una relacion directa entre el
desorden en la membrana y la desensibilizacion del AcChR, que es el efecto que
producen estas sustancias sobre la proteina.

Modelo del dominio lipidico segregado por el AcChR

Tomando conjuntamente todos los datos previamente discutidos, se propone el
siguiente modelo en la interaccion AcChR-membrana: el AcChR segrega un dominio
lipidico, que se localiza a su alrededor y que estd enriquecido en PA en forma
monoanidnica, de una mezcla compleja de lipidos. Posiblemente la primera capa de
lipidos esta en un estado algo mas fluido que el resto a cualquier temperatura debido al
efecto "fluidificante” de la proteina. Estos lipidos podrian ser responsables de la
endoterma a menor temperatura obtenida en DSC. En este primer anillo lipidico han de
encontrarse incluidos los llamados sitios “anulares” y “no anulares” a traves de los
cuales los lipidos y otras sustancias hidrofébicas modularian la funcion del AcChR.
Alrededor de este anillo se encontrarian el resto de moléculas de PA que completarian el
dominio, y que serian responsable de la endoterma mas cooperativa y a mas temperatura
detectada por DSC. EI colesterol se encontraria presente en todos estos anillos en un
porcentaje cercano al 20% Yy es posible que también haya un pequefio porcentaje de PC
de huevo. La estequiometria final sera de unas 190 moléculas de PA por cada molécula
de AcChR, aunque la distribucién no se ha podido determinar. Sin embargo, el hecho de
obtener una transicion de fase cooperativa indicaria que las moléculas de AcChR deben
de agregarse junto a las de PA para formar un supradominio (figura 3), esquema
apoyado por los experimentos de FRAP donde hay una poblacién importante de AcChR
inmovilizado.

La funcion de este dominio estaria relacionada basicamente con la modulacion
directa de la actividad del AcChR a traves de la estabilizacion de su estructura
secundaria, aunque no hay que descartar su participacion en otros aspectos como la
localizacion del receptor en la membrana.
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Una de las conclusiones mas interesantes de todo este trabajo es la correlacion
entre la segregacion de un dominio lipidico, la actividad del AcChR y su estructura
secundaria. De hecho el PA es el fosfolipido que se segrega para formar dicho dominio
y también es aquel que posibilita la conformacion optima del AcChR, y que preserva la
méaxima actividad de la proteina. Las caracteristicas particulares de este fosfolipido, ya
comentadas anteriormente en esta memoria, como son su capacidad de formar puentes
de hidrogeno, el pequefio tamafio de su cabeza polar y su carga negativa, han de ser
vitales para poder realizar este papel en las interacciones lipido-AcChR.

Mat

Figura 3. Modelo del dominio lipidico segregado por el AcChR. En verde se
muestran los fosfolipidos que formarian el dominio, mayoritariamente PA. En
azul los fosfolipidos excluidos del dominio, predominantemente PC, y en
amarillo el colesterol, que se encontraria repartido homogéneamente entre todos
los lipidos.

Papel fisiologico del dominio

La posibilidad de que este dominio juegue un papel regulador en la estructura 'y
funcién del AcChR introduce un nuevo elemento conceptual en este campo que podria
ser también relevante para otras proteinas de membrana. Por ejemplo, las observaciones
sobre la selectividad por el PA del AcChR y la formacion de un dominio, son similares
a las obtenidas con las proteinas de envuelta del virus de estomatitis vesicular (Luan et
al., 1995). A pesar de la baja concentracion de PA en las membranas naturales, estas
proteinas interaccionan especificamente con PA y forman dominios enriquecidos en PA
en las membranas de la célula huésped, lo que es esencial para la formacion de nuevas
particulas virales. Ademas, dominios enriquecidos en PA han sido propuestos como
secuestradores de otros fosfolipidos anionicos importantes biologicamente como el PIP,
(Denisov et al., 1998) y por tanto, la formacion del dominio podria configurar un sitio
potencialmente importante de regulacion dentro de la membrana. Para el AcChR en el
organo eléctrico de Torpedo también se ha encontrado un bajo porcentaje de PA en las
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membranas, entre 0.5 y 1.6%, aunque es muy significativo el que conforme se
enriquezcan las membranas en AcChR, aumente el porcentaje de este fosfolipido hasta
un 2.2-2.9% (Gonzélez-Ros et al., 1982). En cualquier caso, la interaccion especifica
entre este fosfolipido y la proteina y la posible entrada en el dominio de otros lipidos
podrian posibilitar su formacion en este tejido. ElI PS, un fosfolipido anidénico muy
enriquecido en estas membranas (Gonzélez-Ros et al., 1982), a pesar de que por si sélo
no es segregado por el AcChR, seria un buen candidato a entrar en el dominio junto al
PA. En el caso del virus de la estomatitis vesicular, el PS tampoco es capaz de ser
segregado por las proteinas del virus salvo que haya presente PA (Luan et al., 1995). En
cualquier caso, las ideas propuestas sobre las interacciones PA-AcChR mencionadas
deben de tener en cuenta también la naturaleza dinamica del proceso. Estudios
anteriores basados en sondas con spin postulaban que el intercambio entre fosfolipidos
unidos a la proteina o libres debe ser bastante rapido (Ellena et al., 1983; East et al.,
1985). Un factor importante para determinar los efectos de un fosfolipido sobre la
proteina es la composicion media en el tiempo de la poblacion de fosfolipidos unidos a
la proteina. En este sentido, la formacion del dominio debe incrementar dramaticamente
la probabilidad de exposicion del AcChR a los componentes del dominio, con lo que a
pesar de que el PA esta presente en una pequefia proporcion en las membranas, habria
una interaccion continua con el receptor. La inclusion del colesterol en el dominio
también aseguraria un contacto constante con este lipido también fundamental para
preservar la estructura y funcion del AcChR. Tampoco hay que descartar que la
formacion de este dominio ralentice el intercambio de lipidos como ocurre en los
microdominios detectado en la membrana del virus de la gripe (Kawasaki et al., 2001),
lo que aumentaria ain mas la exposicion del AcChR al PA.

El que el dominio esté formado sobretodo por PA abre también una nueva via
de regulacion de la actividad del AcChR a través de la variacion en la cantidad de PA
presente en la bicapa lipidica mediante fosfolipasa D, que convierte a la fosfatidilcolina
(PC) de la membrana celular en PA (Exton, 1990; Billah y Anthes, 1991). A su vez, la
actividad de este enzima se puede regular mediante la union de agonistas a receptores
acoplados a proteinas G. Hay estudios en los que se ha demostrado que la adicion de
fosfolipasa D al AcChR reconstituido en vesiculas de PC y colesterol, donde el receptor
no presenta actividad, provoca un aumento de PA paralelo a una mayor actividad del
AcChR (Bhushan y McNamee, 1993). También las células pueden sintetizar PA por la
accion de la diacilglicerol quinasa sobre el diacilglicerol producido por la rotura del
fosfatidilinositol mediante la fosfolipasa C. El papel funcional del PA generado
enddgenamente se desconoce, pero hay indicios de que pudiera interaccionar con la
fosfolipasa C y regular asi la hidrolisis del fosfatidilinositol, mediando asi
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indirectamente diversas respuestas usualmente asociadas a la modulacion con
fosfatidilinositol (Qian y Drewes, 1991; Moolenaar et al., 1986).

Hay muchos estudios sobre la organizacion de dominios lipidicos en
membranas biologicas y artificiales desde que se postulara su existencia (Jain y White,
1977), y hay cada vez mas evidencias de su importancia bioldgica (Bergelson, 1995;
Welti y Glaser, 1994; Raudino, 1995; Brown y London, 2000) en funciones tales como
la transduccidn de sefiales (Cinek y Horejsi, 1992; Brown y London, 2000), trafico de
membrana (Brown y Rose, 1992; Simons y van Meer, 1988), fusion de membranas
(Luan et al., 1995), activacion de proteinas (Yang y Glaser, 1996) o “sorting” de
proteinas (Simons e Ikonnen, 1997). Los dominios se forman en un amplio rango de
escalas de tiempo y de tamafios, desde la organizacion dindmica en la escala del
nanometro (Mouritsen y Jorgensen, 1994; Hwang et al., 1998) a los dominios en la
escala de los micrometros, representando fracciones importantes de la superficie entera
celular (Luan et al., 1995; Schutz et al., 2000). En todos los tipos de dominios
detectados hasta ahora, las moléculas en su interior se intercambian con mayor o menor
rapidez con las del resto de la membrana (Simons e Ikonen, 1997; Schutz et al., 2000).
Sin embargo los factores que inducen esta organizacion no se han comprendido
completamente hasta ahora. Se supone que una reorganizacion lateral de las membranas
puede ser inducida por proteinas de membrana o péeptidos. De hecho hay muchos
trabajos en los que la insercién de este tipo de proteinas provoca pequefios cambios en
la organizacion lipidica, pero solo algunos péptidos son capaces de reorganizar una
matriz lipidica, segregando un lipido particular de una mezcla compleja formando un
dominio extenso y estable (Denisov et al., 1998; Wang et al., 1993; Luan et al., 1995;
Haverstick et al. 1989; Yang y Glaser, 1995; Yang y Glaser, 1996; Polozov et al.,
1997). Sin embargo, el trabajo que se presenta en esta memoria es de las pocas
evidencias de una proteina transmembrana como el AcChR capaz de realizar algo
similar, junto al efectuado con la rodopsina (Polozova y Litman, 2000). La participacién
activa de una proteina en la organizacion lipidica esta opuesta a la vision de la bicapa
con unas zonas de difusion bien establecidas, basada en fronteras marcadas por el
citoesqueleto o en microdominios impenetrables denominados “rafts” (Simson et al.,
1998). En estos modelos, interacciones puramente fisicas, que incluyen interacciones de
van der Waals entre cadenas largas y saturadas de esfingomielina y glicoesfingolipidos
asi como puentes de hidrogeno entre los grupos glicosil de glicoesfingolipidos
adyacentes, promueven la formacion de dominios en las membranas (Simons e Ikonen,
1997). Este tipo de dominios se ha detectado en membranas de diversas células y
parecen implicar a un gran numero de proteinas, que incluyen quinasas de tirosina de la
familia src, proteinas unidas a GPI (Simons e Ikonen, 1997; Jacobson y Dietrich, 1999)
e incluso al receptor nicotinico de acetilcolina neuronal o7 (Bruses et al., 2001). Este
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tipo de dominios se han conseguido reproducir y caracterizar en vesiculas artificiales
(GUVs), en monocapas o bicapas planas y en extractos lipidicos de membranas
naturales (Dietrich et al., 2001). En estas vesiculas se observan dos fases fluidas,
simétricas en cuanto a las dos hemicapas, aunque una de ellas algo mas ordenada
(“raft”), sobre todo en la parte de las cadenas acilicas. En ausencia de colesterol también
se formarian dos fases aunque la que forma los “rafts” estaria en fase gel. Este tipo de
dominio también se ha visto y caracterizado en cuanto a forma, difusion y tamario
mediante microscopia de molécula Unica (Schiitz et al., 2000). La capacidad de los
dominios o “rafts” de segregar proteinas cuando se incorporan a la membrana esta
atribuido también a las diferencias en el entorno fisico dentro de los dominios lipidicos
comparados con otras regiones de la membrana (Schroeder et al., 1994; Simons e
Ikonen, 1997), siendo una region fundamental la interfase lipido-agua (Dietrich et al.,
2001). En este esquema, las proteinas permanecen confinadas en los dominios hacia los
cuales han sido dirigidos, pero no participan en la formacion o mantenimiento de los
mismos, excepto a través de su unidn al citoesqueleto. Otras veces, la segregacion de
una proteina hacia esos dominios se realiza indirectamente, a través de la interaccion
con otra proteina que si es segregada por los “rafts” (Oliferenko et al., 1999). Sin
embargo, este no es el caso referido en esta memoria, ya que las vesiculas de AcChR
reconstituido, no contienen elementos del citoesqueleto, y el dominio lipidico solo es
detectado cuando la proteina esta presente. En cualquier caso, el modelo de “clustering”
propuesto por Simons y cols. podria ser aplicado a este sistema. En él se sugiere que los
“rafts” existirian inicialmente aunque de pequefio tamafio y dispersos en las membranas,
pero podria ser inducida la formacion de parches mediante el “clustering” de
componentes de membrana que darian lugar a grandes dominios. EI AcChR podria
interaccionar de este modo con PA para formar dominios de este fosfolipido segregados
del resto de los componentes de la vesicula. En este posible esquema no hay que
descartar que la formacion del dominio esté de alguna manera implicada en el
“clustering” de algun subtipo de AcChR, aunque en el caso de la union neuromuscular
este proceso parece basado solamente en la interaccion con la proteina citoplasmatica
43K (Gautam et al., 1995,1996; Sanes y Lichtman, 1999).
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1)

2)

3)

4)

5)

El receptor nicotinico de acetilcolina es capaz de segregar un dominio lipidico
en vesiculas de composicion lipidica compleja. Este proceso ha sido detectado
por tres técnicas diferentes como son: espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier, calorimetria diferencial de barrido y anisotropia de fluorescencia.

El dominio segregado por el AcChR en vesiculas de DMPA, PC de huevo y
colesterol estd compuesto mayoritariamente por el fosfolipido anionico DMPA y
en menor medida por colesterol, dos lipidos por el que el AcChR tiene alta
afinidad.

El PA segregado por el AcChR tiene unas caracteristicas fisico-quimicas
alteradas respecto al PA puro, como son: menor temperatura de transicion,
menor afinidad por el calcio, deshidratacion en su parte polar, mayor desorden
en sus cadenas acilicas, y mayor valor de pK, para el grupo fosfato, lo que
favorece la forma monoanidnica del mismo frente a la dianionica. Esto confirma
la intima interaccion entre este lipido y la proteina.

El dominio de PA segregado por el AcChR se encuentra a su alrededor y tendria
una estequiometria de 190 moléculas de PA por cada una de proteina, lo que
equivaldria a aproximadamente 4 capas de este fosfolipido, suponiendo un
dominio simétrico entre las dos hemicapas de la membrana. Por tanto, el
dominio no se corresponde con el llamado “anulo” lipidico, sino que es una
estructura mucho mayor.

Las fuerzas que originan la formacion del dominio posiblemente implican
interacciones electrostaticas entre aminoacidos con carga positiva en los
extremos de los segmentos M4 de las distintas subunidades del AcChR y los
grupos fosfato con carga negativa del PA. Sin embargo debe de haber ademas
interacciones de otra naturaleza para explicar completamente como tiene lugar la
segregacion del PA por parte del AcChR. En cualquier caso es la region
transmembrana de la proteina la responsable fundamental de la formacion del
dominio.
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6)

7)

8)

La estructura y funcién del AcChR dependen de la composicion lipidica de las
vesiculas en que se reconstituye, siendo la presencia de lipidos aniénicos
fundamental para mantener una estructura y funcion éptimas.

Existe una correlacion entre la segregacién de PA por parte del AcChR y el
mantenimiento de una actividad y funcién éptimas de esta proteina. Es decir, la
formacion del dominio de PA serviria a la proteina para asegurarse un contacto
continuo con este tipo de fosfolipido y por tanto mantener una estructura y
funcion éptimas.

Los resultados obtenidos en esta memoria descubren nuevas aspectos de la
dindmica de las membranas celulares y mas en concreto en la formacién de
dominios en las mismas. Las proteinas de membranas serian capaces de alterar
la organizacioén lateral de las membranas a fin de rodearse de aquellos lipidos
gue optimicen su estructura y funcién. La alteracion en la formacién del dominio
es una nueva via de modulacion sobre las proteinas de membrana y convierten a
estos dominios en dianas farmacoldgicas.
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1.- Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier

1.1.- Introduccion

El uso de la espectroscopia infrarroja en el estudio de la estructura molecular
se desarrolld a partir de la primera mitad del siglo XX. La posibilidad de obtener
informacion de la conformacién de proteinas a partir de las bandas de vibracion del
espectro de infrarrojo se establecio en los afios cincuenta antes de disponer de buenos
resultados con la técnica de difraccion de rayos X. La espectroscopia de infrarrojo
obtiene informacion de la energia vibracional de enlace y por ello no necesita sondas
que puedan perturbar la muestra a estudiar. Su escala temporal es de 10 s, frente a 10°
8y 10°de ESR y RMN, respectivamente.

1.2.- Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier

Los espectrometros de infrarrojo con transformada de Fourier producen un
patron interferométrico después de que la luz atraviese la muestra y llegue al detector.
El interferémetro de Michelson es todavia el mas usado en instrumentos para el estudio
de proteinas, aunque también se han desarrollado otros interferometros para
aplicaciones especificas, como el interferometro de Genzel, el interferometro de barrido
refractivo, el interferometro rotacional, etc. (Griffiths y De Haseth, 1986). Los datos
interferométricos son una representacion de la intensidad frente al movimiento del
espejo, por tanto temporales, convirtiéndose por la transformada de Fourier en una
relacion de intensidad vs frecuencia. La transformada de Fourier se calcula con un
algoritmo réapido de Fourier seguido de la apodizacién y correccion de fase. El espectro
final resulta de dividir el espectro promedio de un cierto nimero de barridos en los que
la luz incide sobre la muestra entre el espectro promedio que se obtiene cuando la luz no
incide sobre la muestra. Se trata de una representacion de absorbancia vs frecuencia
(figura 1).
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Figura 1. Ejemplo de un espectro de infrarrojo. La traza inferior corresponde
a un tampdn en agua deuterada, mientras que la traza superior es de una
proteina de membrana en el tamp6n anterior, siendo la traza media el espectro
diferencia. El inserto es una ampliacion de las bandas amida | (5) y la banda de
C=0 del enlace éster del fosfolipido (4). Las bandas de absorcién mas grandes
corresponden a las vibraciones de flexién y tensiéon de D,Oy HOD (1, 3,6y 7)
y las bandas de (2) son de metilos y metilenos.

Las ventajas que presenta la espectroscopia de FT-IR son:

1) Todas las frecuencias son detectadas simultaneamente y se puede obtener un
espectro completo en menos de un segundo. La sefial del interferograma es promediada
después de varios barridos por lo que la relacién sefial/ruido es alta (ventaja de Felgett).

2) El haz de IR incide totalmente sobre la muestra sin necesidad de rejillas para
monocromar la luz y no hay limitacion de la cantidad de energia que llega al detector.
Al permitirse un mayor flujo energético en el sistema hay una mayor sensibilidad
(ventaja de Jacquinot).

3) Los instrumentos de FT-IR poseen un laser HeNe que permite una
calibracion interna de frecuencias de 0.0001 cm™ y la digitalizacién de los datos
(ventaja de Connes). No obstante, la posicidn de los picos en las bandas de infrarrojo no
se hace con tanta precision debido a la dificultad en obtener un espectro “ideal”.

4) La muestra sufre un pequefio calentamiento dado que se encuentra alejada
de la fuente luminosa; no hay contribuciones de emision de la muestra, lo que facilita el
tratamiento matematico de los espectros.
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1.3.- Estudio de muestras bioldgicas

Las moléculas biol6gicas ejercen sus funciones en solucion acuosa por lo que
las muestras deben estar contenidas entre ventanas insolubles en agua, por ejemplo de
CaF,, BaF,, ZnS, etc. Sin embargo, en el estudio de proteinas, el agua presenta una gran
banda de absorcion en la zona de vibracion de estas. Por ello, la muestra debe formar
una pelicula muy fina para que haya poca absorcion por parte del agua (<10 um) o
sustituir el agua por D0, evitando que se solape la banda acuosa.

1.4.- Aspectos tedricos de la espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja se basa en medidas de transiciones vibracionales,
por tanto de pequefia energia, generalmente entre el estado fundamental y el primer
estado excitado. El proceso esta regido por las leyes de la mecénica cuantica y la
energia total de la molécula aumenta o disminuye por uno 0 mas cuantos dependiendo
de que tenga lugar la absorcién o emisidn, respectivamente. En moléculas con vibracion
armonica, s6lo ocurren transiciones entre niveles adyacentes. Pero en realidad las
moléculas no vibran arménicamente y la regla de seleccion no es completamente
precisa. A veces se observan transiciones que implican la absorcion de mas de un
cuanto y se denominan sobretonos.

Las vibraciones caracteristicas de atomos unidos covalentemente se clasifican
en dos tipos, a saber, vibraciones de “tension”, que suponen cambios en la longitud de
los enlaces; y vibraciones de “flexién”, que corresponden a cambios en el angulo de
enlace.

Determinados grupos quimicos dan bandas de vibracion caracteristicas,
independientemente de la molécula a la que pertenezcan. El rango de nimeros de onda
en el que aparecen esas bandas se ve afectado por factores inter e intramoleculares.
Entre los factores intramoleculares se encuentra la masa atémica de los grupos
adyacentes, el acoplamiento mecéanico entre grupos similares, la formacién de puentes
de hidrogeno, simetria, electronegatividad, conjugacioén, etc. El factor intermolecular
mas importante es la formacién de puentes de hidrégeno.

El espectro de infrarrojo de una molécula compleja como puede ser una
proteina se compone de todas las posibles vibraciones de sus grupos quimicos, que en
ocasiones se solapan dando bandas complejas formadas por varios componentes. La
forma de las bandas simples puede ser Lorentziana, Gaussiana 0 mezcla de ambas y
también puede darnos informacion de las interacciones moleculares locales.
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1.5.- Asighacion de bandas de infrarrojo en proteinas.

El espectro de infrarrojo de polipéptidos y proteinas contiene diversas bandas
de absorcion relativamente grandes asociadas con el enlace peptidico, representado por
el grupo CONH. Al tratarse de bandas asociadas a polipéptidos y proteinas pronto se
[lamaron de forma comdn “bandas amida”. Del estudio de pequefias moléculas como la
N-metilacetamida se han podido describir estas bandas. Un grupo CONH plano
hipotéticamente aislado posee nueve bandas amida, que se Ilaman amida A, amida B y
amidas | a VII, en orden decreciente de frecuencia. Estas pueden describirse en
términos de cambio de coordenadas, en el plano: tension C=0, tension C-N, tension N-
H, flexion OCN, flexiéon CNH; y fuera del plano: torsion C-N, flexién fuera del plano
C=0 y N-H. Aunque las amidas I, Il y 11l pueden ser consideradas en el estudio de la
conformacion de las proteinas, normalmente s6lo se tiene en cuenta la banda amida I,
centrada a 1550 cm™ (Arrondo et al., 1993).

La amida I se produce fundamentalmente por vibraciones de tension del enlace
C=0 del enlace peptidico, acopladas con vibraciones de tension del enlace C-N y de
deformacion de CCN. La frecuencia de las vibraciones depende de los puentes de H que
establezcan los grupos C=0 y N-H, y el patron de puentes de H depende a su vez de la
estructura secundaria que adopte la proteina, de ahi la sensibilidad de la banda amida | a
cambios en la conformacidon de las proteinas y péptidos. La posibilidad de disponer de
espectros de infrarrojo de proteinas de alta calidad (debido a las mejoras en la
instrumentacion) y el uso de procedimientos de aumento de resolucion han permitido
obtener la informacion contenida en la banda amida | y asignar las distintas bandas a los
distintos motivos estructurales (ver tabla 1). Dicha asignacion se basé en célculos
tedricos (Miyazawa y Blout, 1961) y en estudios realizados con homopolimeros
sintéticos de estructura secundaria conocida y homogeénea.

Algunas proteinas presentan espectros de infrarrojo cuyos componentes no se
ajustan a los recogidos en esta tabla. Es el caso de la bacteriorodopsina, una proteina
que se estructura fundamentalmente en a-hélice, y que presenta un maximo en H,O a
1660 cm™ (Rothschild y Clark, 1979). Estas hélices presentan una conformacion que se
Ilama oy, en la que el enlace peptidico plano se inclina sobre el enlace N-H apuntando
hacia adentro en la direccidn del eje. Este tipo de a-hélices no son equivalentes a las
que suelen encontrarse en proteinas solubles. Las hélices 3;o tampoco son muy comunes
y presentan méaximos de vibracién a 1665 cm™, que pueden solaparse con giros T.
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Tabla 1. Asignacién de frecuencias (cm™) de componentes de la banda
amida | a diferentes motivos de estructura secundaria de proteinas.
Tomado de Arrondo et al., 1993.

Amida |

Conformacion Simbologia mn n

H,0 (cm™) D,0 (cm™)
a-hélice v(0), 1653 (s) 1650 (s)
(1648-1655) (1648-1655)
Hoja 3 antiparalela v(r,0)a 1632 (s) 1632 (s)
v(0,m)A (1630-1636) (1628-1638)
1690 (w) 1675 (w)
(1690-1693) (1672-1678)
Hoja 3 paralela v(m,0)p 1630 (s) 1632 (s)
v(0,m)p 1645 (w) 1648 (w)
Estructura no ordenada v(m) 1656 (m, br) 1643 (m, br)

(1656-1660)

s, fuerte; m, media; w, débil; br; ancha.

1.6.-Bandas de absorcion del agua

Las grandes bandas de absorcion del H,O impiden el estudio de bandas de
otros grupos que se solapen con las primeras. En estudios de conformacion proteica se
elimina la banda de 1645 cm™ del agua sustituyéndola por D,O. El uso de D,O en vez
de H,O se postula que no induce cambios en la estructura de la proteina (Graham y
Wallach, 1971; Koening y Tabb, 1980), manteniéndose asi mismo la funcion de la
proteina. No obstante, la deuteracion de los grupos amida (por ejemplo tras un
intercambio isotdpico realizado por ultracentrifugacion) supone un desplazamiento de
las bandas que componen la amida | hacia frecuencias méas bajas (Surewicz y Mantsch,
1988), si bien no todas lo hacen en la misma medida (ver tabla 1).

1.7.- Procesamiento de datos y técnicas de aumento de
resolucion

Los espectros de infrarrojo de muestras bioldgicas, en especial cuando se
estudian las sefiales debidas a proteinas, presentan con frecuencia bandas complejas de
absorcién que resultan del solapamiento de varias bandas simples. La razon reside en el
hecho de que la anchura de estas bandas simples es mayor que la separacién entre ellas,
lo que impide que sean instrumentalmente separables. Se han desarrollado
procedimientos matematicos que permiten estrechar las bandas y extraer asi toda la
informacidn que contienen las bandas complejas, si bien introducen distorsiones en la
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forma del espectro original, lo que supone una disminucion de la relacion sefial-ruido.
Estas tecnicas que se llaman de aumento de resolucion, simplemente facilitan la
visualizacion de las bandas componentes de una banda compleja.

Se impone, por tanto, conseguir una relacién sefial-ruido lo mayor que sea
posible. Esto se puede lograr:

1) Tomando espectros que resulten de promediar un ndmero grande de
barridos, ya que la relacion sefial-ruido mejora de forma directamente proporcional a la
raiz cuadrada del numero de barridos.

2) Purgando continuamente el compartimento que contiene la muestra con aire
seco para eliminar el vapor de agua que produce sefiales en la zona de la amida I. En el
mismo sentido contribuye el uso de un sistema mecéanico de lanzadera que permite
retirar la muestra del recorrido del haz luminoso y tomar el espectro de referencia sin
necesidad de abrir el compartimento, lo que evita la entrada de vapor de agua del
ambiente.

3) Manteniendo un buen alineado de todos los componentes dpticos.

4) Eligiendo una adecuada concentracion de muestra.

La digitalizacion de los espectros permite que los datos se encuentren
separados por intervalos de frecuencia iguales en numeros de onda. El algoritmo
[lamado de “centro de gravedad” permite discriminar cambios de frecuencia con una
precision de menos de 0.1 cm™. La medida de la anchura de banda se obtiene usando
otro algoritmo casi tan preciso como el de la posicion de pico y que mide no solo la
anchura a mitad de altura sino también a cualquier fraccion de la altura de pico que
deseemos (Cameron y Moffatt, 1984). En el mismo sentido la digitalizacion de los
espectros ha facilitado el desarrollo de algoritmos que permiten sustraer espectros,
restando de esta forma la contribucion del solvente.

1.7.1.- Deconvolucioén de Fourier.

Cualquier banda de absorcion del espectro de infrarrojo se puede expresar
como la convolucion de un punto del mismo (funcién delta de Dirac) y de una curva
(gaussiana, lorentziana 0 mezcla de ambas). Esta convolucion se puede hacer también
en el espacio de Fourier, donde la transformada de la funcién delta de Dirac, que es una
funcién coseno, y la transformada de una curva lorentziana (una funcion exponencial
decreciente) originan una funcién coseno con caida exponencial. La velocidad de caida
de esta exponencial es inversamente proporcional a la anchura de la banda. Si logramos
disminuir la velocidad de caida de la exponencial conseguiremos una banda mas
estrecha. Esto se consigue multiplicando la funcién coseno por una funcién exponencial
creciente, resultando una nueva funcion coseno con una caida exponencial mas lenta
(figura 2).
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Figura 2 Deconvolucion de Fourier. La transformada de una banda ancha es
una funciéon coseno con una rapida velocidad de caida exponencial (A).
Multiplicando esta funcién por otra funcion exponencial creciente se obtiene
otra funcién coseno con menor velocidad de caida exponencial, que en el
espacio real dara lugar a una banda mas estrecha. Figura tomada de Arrondo et
al., 1993.

La relacion entre la anchura de la banda original y la de la reducida se
denomina pardmetro K, o factor de aumento de resolucion. El espectro real también
contiene ruido, por lo que este también crecerd exponencialmente en el proceso de la
deconvolucion. Asi pues, el maximo estrechamiento de banda vendra limitado por la
relacion sefial-ruido del espectro y por la resolucion instrumental. En la préctica el valor
maximo que tomemos de K sera menor que el logaritmo decimal de la relacion sefal-
ruido (Arrondo et al., 1993). Por ultimo la forma de banda considerada en la
deconvolucion es Lorentziana.

1.7.2.- Derivada

La derivacion es otra herramienta ampliamente utilizada en espectroscopia y
que en FT-IR complementa los datos obtenidos en la deconvolucion. También se trata
de un procedimiento de estrechamiento de banda que se basa en generar derivadas de
orden n, y que se puede producir tanto en el espacio real como en el espacio de Fourier
(Cameron y Moffatt, 1984). Cuando se realiza en el espacio real tiene lugar en dos
etapas: 1) se hace la derivada por convolucion de funciones con el espectro, y 2) se
aplica un suavizado. El orden de las etapas puede ser alterado e incluso ambas pueden
ser integradas en una funcién de convolucion simple. La derivacion en el espacio de
Fourier optimiza los resultados respecto a la derivacion en el espacio real, ya que son
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mejores la relacion sefial-ruido, el estrechamiento de banda y el mantenimiento de la
forma de la banda.

El gran problema de la derivacion es la rapida disminucion de la relacion
sefial-ruido conforme aumenta el orden de la derivada. La derivada en el espacio de
Fourier presenta la ventaja de que permite seleccionar el orden éptimo de la derivada
para obtener una banda mas estrecha, manteniendo la relacion sefial-ruido lo més
grande posible. El algoritmo que se usa produce un grado de derivacion intermedio
entre el que produciria una 22 y una 4% derivada en el espacio real. Asi pues, la
transformada de Fourier de la derivada n-enésima de un espectro resulta ser el producto
de la transformada del espectro y una funcion de compensacién. Se trata de una funcion
exponencial comparable a la utilizada en la deconvolucion. Por consiguiente, tanto la
derivada como la deconvolucion resultan de aplicar un tipo determinado de
compensacion a los datos en el espacio de Fourier.

Los pardmetros manejados en la derivacion son la potencia de la derivada (pw),
que para espectros de infrarrojo suele tener un valor de 3, y el punto de corte (bp), cuyo
efecto es reducir el ruido (Cameron y Moffat, 1984).

La deconvolucion distorsiona menos el perfil de la banda compleja y conserva
las areas relativas de las bandas componentes, siempre que estas tengan anchuras
similares, mientras que la derivada produce una mayor separacion de las bandas simples
pero distorsiona mucho la banda compleja.

1.7.3.- Eliminacién de ruido

La espectroscopia infrarroja puede ofrecernos informacion cuantitativa sobre la
estructura secundaria de proteinas (Arrondo et al., 1993), ya que como se ha dicho la
banda amida | es sensible a cambios en la conformacion proteica. Los métodos
cuantitativos suponen extraer la informacion de las bandas componentes de la banda
compleja amida I, lo que se hace en tres etapas: i) resolucién de las bandas componentes
(derivacién, deconvolucidn), ii) asignacion de cada banda componente a un motivo
estructural de la proteina, y iii) ajuste de componentes a la banda amida I. Las
soluciones matematicas a este tipo de ajuste serian infinitas a menos que asumamos
unos determinados pardmetros iniciales en cuanto a numero, posicion, anchura y forma
de las bandas componentes (Bafiuelos et al, 1995).

La posicion y el nimero de bandas componentes se obtiene por deconvolucion
del espectro original. Ambos parametros se ven modificados por el ruido presente en el
espectro, aunque este no sea visible, introduciéndose artefactos que enmascaran los
componentes reales. Se han propuesto diversos métodos para eliminar el ruido de los
espectros, como el filtrado de Fourier (Kauppinen et al., 1981) o el suavizado de
Savitsky-Golay, que es un método polinomial basado en criterios de minimos cuadrados
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(Savitsky y Golay, 1964). Estos métodos introducen distorsiones de la forma de banda,
lo que afecta a la informacidén cuantitativa que contiene la banda amida | de las
proteinas (Echabe et al., 1997). Los métodos de eliminacion de ruido que suponen la
reconstruccion del espectro empleando algoritmos de maxima entropia (DeNoyer y
Dodd, 1990) son més eficaces que los dos antes mencionados ya que no modifican la
forma de la banda original al eliminar el ruido, permiten distinguir si las bandas son
reales o artefactos debidos al ruido presente y disminuyen considerablemente la
dispersion de los datos resultantes del proceso para las bandas componentes
mayoritarias (Echabe et al., 1997).

2.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los barridos de DSC o termogramas registran la diferencia de flujo de calor
entre la muestra y una referencia en funcién de la temperatura. Inicialmente las
temperaturas de ambas aumentan linealmente con el tiempo segln la velocidad de
calentamiento escogida. La diferencia de temperatura entre la muestra y la referencia es
cero y el termograma es plano. En el valor de la transicion de fase es necesario aplicar
mas (0 menos) calor a la muestra para conseguir el mismo aumento de temperatura que
en la referencia. Este exceso se observa como un pico en el termograma: positivo si la
transicion es endotérmica o negativo si es exotérmica. Cuando se ha completado la
transicion de fase se recupera la linea de base, aunque en ocasiones el calor especifico
de la nueva muestra es distinto en el nuevo estado y la nueva linea de base es diferente a
la inicial. Las transiciones mas comunes y mejor observadas en los sistemas bioldgicos
son los que tiene lugar entre una fase lipidica muy ordenada (gel) y una fase menos
ordenada (liquido cristalino) o en el caso de una proteina, entre su conformacién nativa
y desnaturalizada. La entalpia de esta transicion es del orden de kcal/mol.

La informacion que podemos obtener de un termograma es variada y se resume
en la figura 3:

a) La transicion de fase es un proceso continuo que ocurre en un determinado
intervalo de temperatura. La temperatura de transicion (Ts) es aquella a la que comienza
la transicion de fase. La Tm es la temperatura de maxima capacidad calorifica.

b) El area del pico de la transicion representa la entalpia (AH). Para una
transicion reversible de dos estados de primer orden, la variacion de la energia libre
(AG) es nula en la Tm; y la entropia (AS) se calcula a partir de:

AS = AH/Tm

c) La anchura del perfil de la transicion de fase (ATi) y la velocidad de la
variacion del exceso de entalpia en la Tm, estan relacionadas con la cooperatividad o
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tamafio de la unidad cooperativa (N = AHyy / AHcal). La entalpia de van’t Hoff del

cambio de fase, para un proceso de dos pasos discontinuo de primer orden, viene dado
por la relacion:

2

AH 4 ~s6.96=+T "~ /a7,

La unidad cooperativa es una medida del grado de cooperatividad entre las

moléculas que experimentan la transicion de fase. Para una transicion de primer orden

completamente cooperativa de una sustancia pura su valor es oc, mientras que si el

proceso no es cooperativo vale 1. Cualitativamente, cuanto mas estrecha y alta sea la
endoterma de transicion de fase, mas cooperativa es ésta.

#l\iiiiiiliiiililll

Temperatura, °C

Figura 3. Variacién del exceso de calor especifico con la temperatura
durante un proceso endotérmico. En la figura se especifican los diferentes
parametros que podemos obtener de la misma.

3.- Anisotropia de Fluorescencia.

Cuando se excita a un fluoréforo con luz polarizada, en muchos casos, la
emisién de fluorescencia estard también polarizada. Este fendmeno resulta de la
existencia de momentos de transicién en la absorcion y en la emision, con orientaciones
especificas respecto a la estructura del fluoréforo. Si tenemos a los fluoréforos
orientados aleatoriamente, y son excitados con luz polarizada, las moléculas cuyo
momento de transicion se encuentre orientado paralelo al vector eléctrico de radiacion
incidente, seran preferentemente excitadas. Asi, para un fluor6foro dado, las medidas de
polarizacion o anisotropia miden el desfasamiento angular entre la absorcién y la
emision (Valeur y Weber, 1977). Este desfasamiento dependera de la difusion
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rotacional durante el tiempo de vida del estado excitado, que por su parte, depende de la
viscosidad del solvente y del tamafio, forma y flexibilidad de la molécula (Lakowicz,
1983, 1999).

La polarizacion o anisotropia de fluorescencia tiene como base la medida de la
intensidad de fluorescencia de la luz emitida por la molécula a estudiar a través de un
polarizador colocado paralelo o perpendicular al polarizador por el que pasa la luz que
excita dicha molécula. (figura 4). Las intensidades de fluorescencia medidas pueden ser
representadas por I, y lw, donde v y h se refieren a las orientaciones vertical u
horizontal de los polarizadores, correspondiendo la primera letra a la posicion del
polarizador de excitacion y la segunda al de emision.

Vertical
f Excitation
Ivy
Horizontai
A Excitation

Figura 4. Diagrama esquematico de la medida de anisotropia de
fluorescencia en formato L. La posicion de los polarizadores situados antes y
después de la muestra determinan que la luz de excitacion y emision
respectivamente  esté  polarizada vertical u horizontalmente. MC,
monocromador. Figura tomada de Lakowicz, 1999.

La anisotropia de fluorescencia puede ser calculada mediante la ecuacion,

r :(Ivv - IVH)/(IVV +2|VH)

En la mayoria de los equipos de espectroscopia de fluorescencia, la
determinacion de la anisotropia necesita ser corregida debido a las diferentes
sensibilidades de los monocromadores o detectores para las radiaciones de polarizacion
vertical u horizontal. La correccion se lleva a cabo recurriendo al uso del factor G,
definido como la razon entre las sensibilidades del sistema de deteccion para la luz de
polarizacion vertical y la sensibilidad para la de polarizacion horizontal. Este factor se
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obtiene midiendo las intensidades de fluorescencia con polarizacion horizontal de
excitacion a traves de la expresion:

G:IHV/IHH

La anisotropia, teniendo en cuenta esta correccion instrumental, quedaria asi,

r= (Ivv _GIVH)/(IVV +2GIVH)

Esta técnica, tanto en estado estacionario como resuelta en el tiempo, es de
gran utilidad en el estudio de diversos procesos biologicos, como son las interacciones
de macromoléculas, estudio de sistemas modelo de membrana, interacciones lipido-
proteina, etc.

Puesto que la anisotropia de fluorescencia depende entre otros factores de la
viscosidad del medio donde se encuentra la molécula, se ha utilizado ampliamente en
bioquimica para medir la fluidez de membranas bioldgicas y sistemas modelo de
membrana y como ésta se ve alterada por la adicion de diferentes compuestos, ya sean
lipidos, proteinas o sustancias extrinsecas a las membranas. La temperatura también es
otro factor que varia la fluidez de una membrana, sobre todo cuando ésta sufre un
cambio de fase. En ese momento se produce un reordenamiento cooperativo de los
lipidos que componen la membrana que afecta de manera dramatica a la fluidez de la
membrana, por lo que una sonda fluorescente que se encuentre embebida en la misma,
sufrird también un cambio cooperativo de anisotropia con la temperatura que sera
detectable. El cambio de fase con la temperatura mas comun en los lipidos es aquel en
que se pasa de una fase gel, en la que las cadenas hidrocarbonadas de los lipidos estan
ordenadas, a fase liquido-cristalino, en la que dichas cadenas se encuentran més
desordenadas. En términos de anisotropia, este cambio de fase supone una disminucion
de la misma con la temperatura (figura 5). Del ajuste de los datos experimentales a una
sigmoide podemos obtener el valor de la Tm del proceso.

Esta técnica, supone una alternativa a la calorimetria diferencial de barrido en
cuanto a la deteccion de cambios de fase de lipidos, si bien en ambas se puede obtener
informacion diferente. Asi, en la anisotropia podemos obtener datos de la fluidez del
sistema antes y después de la transicion, mientras que en calorimetria se pueden obtener
datos cuantitativos de la energia y cooperatividad del proceso.
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Figura 5. Transicién de fase medida por anisotropia de fluorescencia. Los
datos corresponden a la anisotropia de fluorescencia de la sonda DPH en
vesiculas multilamelares del fosfolipido sintético DMPC.

4.- Polarizacion generalizada de fluorescencia.

La sonda fluorescente laurdan (6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno) ha sido
caracterizada en diferentes trabajos por Parasssi y colaboradores. Es una sonda que
introducida en una membrana, posee una gran sensibilidad espectral a la fase en que se
encuentra dicha membrana. El origen fisico de las propiedades espectrales del laurdan
reside en su sensibilidad a la polaridad y a la dinamica molecular de los dipolos a su
alrededor, debido al efecto de los procesos de relajacion de dichos dipolos (Parasassi et
al., 1990, 1991).

Las propiedades espectroscopicas del laurdan han sido integradas en un
parametro llamado polarizacion generalizada (GP), introducido por Gratton vy
colaboradores (Parasassi et al., 1990, 1991). Los valores caracteristicos de GP en fases
gel y liquido-cristalino han sido ya determinadas. Asi, cuando esta sonda esta en un
medio en el que puede relajarse a una velocidad comparable o mayor que la velocidad
de caida de fluorescencia, como la fase liquido-cristalino de un fosfolipido, la
excitacion en la parte de mayor longitud de onda (rojo) de la banda de absorcién
fotoselecciona moléculas de laurdan que ya se han relajado. El espectro de emisidn esta
dominado por la banda roja. Excitando a baja longitud de onda (azul), las moléculas de
laurdan se relajan durante su tiempo de vida en el estado excitado, emitiendo
predominantemente en la zona azul con valores altos de GP. Ademas, la propiedad de
aditividad de este parametro puede ser usada para cuantificar la proporcion relativa de
fases coexistentes. Asimismo, las medidas de GP a méas de una longitud de onda de
excitacion o emision pueden ayudar a determinar si dominios de diferente composicién
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y propiedades de fase, coexisten en una membrana (Parasassi et al., 1993). En sistemas
con sélo una fase liquido-cristalino el valor de exGP disminuye al mover la longitud de
onda hacia el rojo, y permanece inalterado en una fase gel. Sin embargo, si coexisten
dos fases, hay un incremento en el valor de exGP. Cuando hay un alto porcentaje de
colesterol (30% o mas), esta tendencia se invierte aunque haya dos fases, teniendo un
comportamiento similar al de la fase liquido cristalino, pero con valores absolutos
mayores (Parasassi et al., 1990). En este sentido Castuma el al., 1991, sefialan que el
enriquecimiento en colesterol de una membrana incrementa la movilidad y disminuye el
orden de los lipidos asociados a una proteina de membrana, mientras que disminuye la
movilidad e incrementa el orden del resto de los lipidos. Se habla entonces de una fase
liguido-ordenada, con propiedades intermedias entre la tipo gel y liquido-cristalino.

5.- Transferencia de Energia por Resonancia.

La transferencia de energia por resonancia es una técnica muy utilizada para
dilucidar aspectos estructurales y dinamicos de las macromoléculas (Lakowicz, 1999),
ya que puede obtenerse informacion de distancias del orden de 10 a 100 A, ideales para
estudiar muchos sistemas bioldgicos. Este fendmeno fisico fue observado
originariamente por Perrin a principios del siglo XX, pero fue Forster quien propuso
una teoria describiendo interacciones moleculares por transferencia de energia de
resonancia a finales de los afios 40 y que derivaron en la ecuacion de velocidad de
transferencia que relaciona la distancia intercromofora y las propiedades
espectroscépicas de los croméforos.

Algunos de los aspectos importantes de esta técnica son: i) puesto que la
medida se basa en una deteccion de fluorescencia, hay una gran sensibilidad, ii) se
puede obtener informacién estructural, aunque a baja resolucion, independientemente
de la complejidad o heterogeneidad del sistema, iii) puesto que la escala de tiempo de la
transferencia de energia por resonancia es del orden de nanosegundos, muchos procesos
que son promediados por otras técnicas pueden ser resueltos, como son la conversion
lenta de conférmeros. Ademas, el uso de esta técnica no tiene porqué limitarse a los
espectrofotdbmetros convencionales, sino que puede aplicarse en ensayos de
cromatografia liquida, electroforesis, microscopia, detecciones in vivo, citometria de
flujo, etc.
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La eficiencia de la transferencia de energia por resonancia (E) en relacion a
todo el resto de procesos de desactivacion del donador excitado depende de la sexta
potencia de las distancias entre donador y aceptor. De acuerdo con la teoria de Forster
(Forster, 1948), E viene dada por

E =Ro’/(Ro® +r°)
donde r es la distancia intermolecular y Ro, radio de Forster, es un pardmetro
constante para cada par donador-aceptor, definido como la distancia a la que E es 50%.

Ro puede calcularse con la ecuacion,

re _ 9000(In10)x°®;,J
° 1287°n*N,,,

donde n es el indice de refracciéon del medio, ¢p es el rendimiento cuéntico de
fluorescencia del donador en ausencia del aceptor, J es la integral de solapamiento
espectral y k2 es el factor de orientacion entre los momentos de transicion del donador y
aceptor. Normalmente se usa un valor de «? de 2/3, lo que sélo es estrictamente vélido
para sistemas con una distribucion isotropica en tres dimensiones de donadores, y con
algunas limitaciones a una distribucion tridimensional de donadores y una distribucion
bidimensional (en un plano) de aceptores. Sin embargo, el variar el valor de este
pardmetro conlleva una gran complejidad en el célculo que al final s6lo supone unas
ligeras variaciones en el resultado final. En cuanto al valor de J, viene dado por

j fo (1), () A dA
J= (M™cm?)

j fo(A)dA

donde fp(A) es la intensidad de fluorescencia del donador a cada longitud de
onday (1) es el coeficiente de extincién molar del aceptor a cada longitud de onda.

5.1.- Anadlisis de los datos de Transferencia de Energia
por Resonancia.

El analisis de los datos de transferencia de energia por resonancia en sistemas
bidimensionales como son las membranas bioldgicas, necesitan de la aplicacion de un
modelo que tenga en cuenta todos los posibles pares de donador-aceptor que se puedan
dar en estos sistemas tan complejos. En este sentido, el modelo de Gutiérrez-Merino
(Gutiérrez-Merino et al. 1987, 1994, 1995) es ideal para su aplicacion en proteinas de
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membranas como el AcChR en el que la sonda donadora esta situada en la misma
proteina y la aceptora se encuentra distribuida en una estructura bidimensional como es
la membrana lipidica alrededor del receptor. Este modelo asume que la velocidad de
transferencia de energia del sistema (kt) es equivalente a la suma de la transferencia de
energia que ocurre entre los pares individuales donador-aceptor en un sistema de
membrana bidimensional (la bicapa lipidica), es decir, que kr = Zk;, donde la velocidad
de transferencia de energia para el par i separado por una distancia r; es k;j, suponiendo
que la velocidad de translacion del donador y aceptor es mucho mas lenta que el tiempo
de vida media del estado excitado del donador.
Entonces la transferencia de energia puede escribirse como,

(EY=k; Ik, +k;

donde K, es el valor de la constante de velocidad media de la transferencia de
energia para un par donador-aceptor separado por la distancia Ro, es decir, la distancia
a la cual la eficiencia de transferencia de energia es 50%.

En la aproximacion analitica desarrollada por Gutiérrez-Merino (Gutiérrez-
Merino et al. 1987, 1994, 1995) el donador y el aceptor en la membrana serian un
continuo de discos de diferentes tamafios, geometria que permite calcular todos los
posibles pares donadores-aceptores que contribuyan a la transferencia de energia a una
distancia dada r;. Por ese motivo se asume que los residuos de triptéfano se encuentran
en un anillo dentro del perimetro de la zona transmembrana del AcChR, que tiene un
radio externo de 32.5 A (Unwin, 1993). Los residuos de triptofano en el AcChR pueden
experimentar homotransferencia de energia entre ellos mismos (de ahi su baja
anisotropia y bajo rendimiento cuantico medio) y se suponen formando una red en la
estructura tridimensional del AcChR. La altura del plano de los residuos de triptéfano
en esta proteina con respecto al plano de los aceptores, se define mediante el parametro
H (figura 6). Asimismo, las moléculas de AcChR se toman como cilindros distribuidos
en una matriz triangular regular en la bicapa, basdndose en el maximo empaquetamiento
de las particulas de AcChR vistas por Unwin (Unwin, 1993). En este esquema, cada
molécula de AcChR estaria rodeada por un cinturén de moléculas de lipido de 10 A
cada uno. Este modelo también tiene en cuenta el area no accesible a moléculas
aceptoras debido a la perturbacion introducida por moléculas vecinas de AcChR. La
distancia r entre el donador y aceptor, ha sido tomada como la minima distancia entre el
par donador-aceptor en este sistema.
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AcChR Aceptor

Lipido anular

Figura 6. Esquema considerado para los calculos de transferencia de
energia. Se ha representado el AcChR en membrana lipidica, colocando de
manera arbitraria la posicion de la sonda aceptora de fluorescencia y del
triptéfano donador de fluorescencia. Realmente hay muchos mas triptéfanos en
la proteina, pero se ha colocado solamente uno para mayor claridad. La minima
distancia entre donador y aceptor es “r”, mientras que la distancia entre los
planos en que se encuentran el donador y el aceptor es “H”. También se sefialan
en el esquema los lipidos anulares y los no anulares.

Por ultimo el modelo permite calcular la distribucién del aceptor alrededor del
donador, determinando si ésta es al azar o si hay alguna preferencia entre esas dos
moléculas. Para ello se sigue el siguiente razonamiento: la probabilidad (o) de
ocupacion de los sitios en la region anular de la proteina por un aceptor (L1) en relacién
con la de una molécula de lipido no fluorescente ha sido calculada a partir de su
constante de disociacién en relacion a la constante de disociacion media de los lipidos
sin marcar en la bicapa (Ly).

Asi, usando los equilibrios,

P+L ~PL con K; como constante de disociacion
P+L, ~PL, con K, como constante de disociacion

y expresando la concentracion de L; y L, como fracciones molares, X; y X»
respectivamente, obtenemos que

a =041 K) (% 1K;) = (% 1 %) * K

donde x;+x,=1y donde K, es la constante aparente de disociacion del aceptor
por la region anular lipidica.

Los valores de eficiencia de transferencia de energia para diferentes densidades
superficiales de aceptor se pueden calcular en funcion de los pardmetros r, H y K,
obteniéndose asi curvas tedricas que luego podran ser comparadas con los datos
experimentales para asi obtener estos tres parametros. En el caso de obtener un K; igual
a uno para un aceptor, la probabilidad de ocupacion de cada sitio anular es a=xi/Xy,
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como es de esperar para una distribucién al azar de una sonda en una bicapa. En este
caso hay las mismas probabilidades de que el aceptor esté ocupando un sitio en la
region anular como en cualquier otro sitio, por lo que distribucion es al azar en la
membrana. Sin embargo, un K,<1 significa una localizacion preferente del aceptor en el
anulo lipidico y un K;>1 una exclusion de esa region.

6.- Obtencion de parametros cinéticos de la actividad
del AcChR.

En la obtencion de parametros cinéticos asociados a la actividad del AcChR se
utiliza el apagamiento de fluorescencia de un fluoréforo atrapado en las vesiculas donde
se encuentra la proteina (ver Materiales y Métodos), por medio de un cation que entra
en la vesicula a través del canal que forma la proteina una vez se ha unido a su agonista.
La rapida entrada de estos cationes en los liposomas que contienen el AcChR es un
proceso de primer orden para experimentos de activacion llevados a cabo en un
intervalo inferior a 300 ms. Combinando la ecuacién de velocidad de primer orden con
la ecuacion de Stern-Volmer de apagamiento de fluorescencia (ecuaciones 1y 2), se
puede calcular la constante de velocidad de flujo idnico a partir de la pérdida de
intensidad de fluorescencia. Como paso previo a la obtencidn de estos parametros, hay
que hallar cual es la constante que rige el proceso de apagamiento dinamico del
fluoréforo por parte del cation.

Del ajuste de los datos de la intensidad de fluorescencia del fluor6foro frente a
la concentracion del cation a la ecuacién de Stern-Volmer para la extincion dindmica de
la fluorescencia,

F/F, =1/1+KM)

donde F y Fq representan la fluorescencia en presencia y ausencia del catién, M es la
concentracion del cation, se obtiene K, la constante de Stern-Volmer.

Cuando vesiculas lipidicas conteniendo el fluor6foro se mezclan con tampon
que incorpora el catién en un instrumento de flujo detenido, se observa una caida lenta
de fluorescencia. Esta caida representa el apagamiento de la fluorescencia del fluoréforo
interno, debida a la entrada no selectiva del catién a través de la membrana. Sin
embargo, la adicion de concentraciones crecientes de agonistas, que provocan la
apertura del canal incluido en las mismas vesiculas, resulta en una entrada méas répida
del cation al interior de las vesiculas, que se superpone al flujo iénico debido a la
permeacion pasiva, y que es resultado de la apertura del canal iénico asociado al
AcChR como consecuencia de la union del agonista (figura 7). Por esa razon hay que
distinguir esos dos procesos, que tendran sus constantes de velocidad correspondientes.
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Con ese objetivo, las trazas de datos obtenidas mediante “stopped-flow”, tal y como se
especifica en Materiales y Métodos, se ajustan a las ecuaciones (1) y (2) segln el
método de regresion no lineal del paquete comercial de tratamiento de datos Sigma Plot
V.4.1 que utiliza el algoritmo de Marquardt-Levenberg.
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Figura 7. Cinética del flujo de TI" inducido por agonista. En la figura se
muestra la extincion de fluorescencia del PTSA encapsulado en vesiculas de
asolectina completa conteniendo AcChR purificado. Las distintas trazas
representan el flujo inespecifico (a) y el inducido por 25 (b), 50 (c), 100 (d), 150
(e) y 200 uM (f) de carbamilcolina (concentracion final). Las lineas continuas
se corresponden con el ajuste de cada traza experimental a las ecuaciones (1) y
(2) especificadas en este apartado.

El ajuste de las trazas, proporciona el valor de las constantes aparentes de
velocidad (kspp) del proceso de apagamiento de fluorescencia del fluor6foro por el
cation. La primera ecuacion se aplica a trazas de flujo pasivo, sin agonista, y una vez
obtenidos los datos del ajuste, se utilizan para hallar la constante de velocidad del
proceso activo que nos da informacion de la actividad del canal, en este caso el AcChR.
En ambos casos se incluye como pardmetro conocido la constante de Stern-Volmer
obtenida anteriormente.
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I:0 + Fl —k;t
1+ KQL—e™)

Ecuacion (1)

Fl I:2

S+ -+ = Ecuacion (2)
1+ KQ@—e™) 1+KQ(L—e™)

Fo= Fluorescencia a tiempo 0.

K= constante de Stern-Volmer.

Q= concentracion maxima de iones TI".

k1 y ko = constantes de velocidad aparente.

La dependencia de K,,, con la concentracion de agonistas para el AcChR
reconstituido en vesiculas lipidicas se ajusta a la ecuacion (3):

Kapo L y
o =TT o Ecuacion (3)
(L+Ky)™

L= concentracion de agonista
Sin, =2y se reordena la ecuacion, se obtiene:

11 Ko

1
= +—
Vea ko L

Ecuacion (4)

de la que se puede obtener a partir de la representacién de (kapp)('l’z) vs (1/L), los valores
de Kpy kI,

app
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