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Introduccion

Los receptores asociados a canales i6nicos
constituyen una clase de proteinas de membra-
na esenciales en la transduccién répida de
sefiales!. La propiedad que mejor define a este
tipo de receptores es que el neurotransmisor
controla la apertura del canal al unirse a un si-
tio del receptor. La estructura que caracteriza
los receptores ascciados a canales iénicos es la
de un oligbmero que forma un poro a través
de la membrana (fig. 1). Existen diversos tipos
de receptores, seglin el neurotransmisor que los
activa: acetilcolina (tipo nicotinico), 4cido «-
aminobutfrica (GABA,)}, glicacola, serctonina
(5-HT3) v glutamato (tipos NMDA y noNMDA?3).

Gran parte de la informacion estructural y fun-
cional que se posee sobre estos receptores se
ha obtenido a partir del receptor nicotinico de
acetilcolina (AChR) presente en la unién neurc-
muscular y en el érgano eléctrico de algunos
peces*. EI AChR del misculo esquelético estd
constituido por 5 subunidades gue atraviesan
la membrana, denominadas «, 8, ¥ 6 en una es-
tequiometria «:8v8. El AChR de tipo neuronal
es tambign un pentdmero pero formado de otras
subunidades {subunidades con sitic de unién
de agonistas a5 ¥ SUbunidades estructurales
B82-84)%. En cada subunidad se han detectado
hasta 4 fragmentos hidrofébicos que, plegados
en forma de a-hélice, podrian atravesar la mem-
brana (fig. 1). Aunque existen, al menos, 15 sub-
unidades distintas, todas ellas poseen una es-
tructura primaria homdloga y una organizacién
estructural similar: un dominio extracelular que
comprende la zona aminoterminal de cada sub-
unidad, tres fragmentos transmembranales, una
zona citopldsmica y un cuarto fragmento trans-
membranal con un certo segmento carboxilo-
terminal (fig. 1). Dentro de cada una de las areas
sefialadas existen otros elementos a destacar:
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Fig. 1. Representacion esguemadtica de la estructura
de un receptor ionotrdpico. En la parte superior de
la figura puede observarse la organizacion estructu-
ral de un mondmero de receptor formado por 5 sub-
unidades. Todas las subunidades contribuyen de for-
ma equivalente a la formacidn del mondmero. Se cree
que fa seccidn mas angosta del canal estd formada
por los fragmentos transmembranales de cada sub-
unidad, que en la ilustracion se indican como cilin-
dros estrechos incluidos dentro de cilindros més an-
chos, que representan cada subunidad. En la parte
inferior se resumen las principales caracteristicas es-
tructurales de cada subunidad, haciendo especial re-
ferencia a la subunidad «, que es la que contiene e
sitio de unidn de agonistas y a los fragmentos trans-
membranables M,-M,.
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/) en el dominio extracelular un par de cistel-
nas separadas por 15 residuocs, que forman un
puente disulfuro, y que se consideran un signo
estructural tipico de los receptores ionotrépicos.
También se ha localizado en la zona extracelu-
lar el sitio de unién de agonistas; 2) dentro de
los segmentos transmembranales, el segundo
de ellos, que es el méas polar, parece estar di-
rectamente implicado en la formacién del poro
i6nico. A la entrada del mismo hay aminoacidos
cargados negativamente, y 3) en la zona cito-
plasmica, la més variable entre las distintas sub-
unidades, existen sitios de fosforilacion especi-
ficos para diversas cinasas®.

Dado el gran nimero de subunidades que se
han caracterizado hasta el momento, las posi-
bles combinaciones que pueden obtenerse son
muy numerosas. Averiguar cudles son las com-
binaciones que producen receptores in vivo y
qué mecanismos determinan la formacién de
determinadas combinaciones, su funcién y su
localizacién son retos que la investigacién sobre
receptores ionotrépicos tiene planteados en la
actualidad.

Modelo experimental

Las subunidades del receptor nicotiico neu-
ronal denominadas «s ¥ o7 S€ expresan en la
célula cromafin de la médula adrenal, forman-
do parte, cada una de elias, de un diferente sub-
tipo de receptor. Esto implica que cada subuni-
dad debe poseer dominios de reconocimiento
especffico que determinen qué subtipo de re-
ceptor han de formar. De hecho, estas subuni-
dades, que han sido clonadas y secuenciadas
en nuestro laboratorio’”®, tienen distintos reque-
rimientos de ensamblaje al ser expresadas en
sistemas heterdlogos, como es el oocito de Xe-
nopus. Asl pues, mientras que la subunidad o
necesita ensamblarse con subunidades estruc-
turales para producir un receptor funcional, la
subunidad «; es capaz, por si sola, de produ-
cir receptores homoméricos. Hemos aprovecha-
do este comportamiento diferente, que puede
ser el reflejo de la existencia de esos dominios
de reconocimiento que anteriormente se men-
cionaban, para disefiar un sistema modelo que
permita abordar el estudio de los mismos. Di-
cho sistema consistié en la construccién de sub-
unidades quiméricas ws/ay y su posterior ex-
presién en oocitos, examinando su capacidad
de generar receptores homoméricos. El ensam-
blaje de homdmeros funcionales se siguié mi-
diendo la fijacién de a-bungarotoxina («-Bgt) a
la membrana externa de los oocitos y las corrien-
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tes producidas al activar los receptores con ni-
cotina. De esta forma, serfa posible detectar re-
ceptores adecuadamente ensamblados que han
seguido un proceso de maduracién correcto
desde el reticulo endoplasmico a la membrana
plasmatica. Por el contrario, las subunidades
mal ensambladas serian retenidas intracelular-
mente y degradadas®.

Para la construccion de las quimeras oa/ay se
seleccionaron varios dominios estructurales (véa-
se esquema de la subunidad «; en la fig. 2)
que se describen a continuacién. El primer do-
minio (dominio 0) estaba constituido por el pép-
tido sefial de la subunidad «; y una peguefa
zona de la regién 5’ no codificante de la misma
subunidad. Todas las quimeras contienen dicho
dominio, de forma gque un posible efecto en la
expresion debido al mismo seria idéntico para
todas ellas y no afectarfa el resultado final. Esta
precaucién fue tomada debido a que en otros
casos se ha observado que la regién 5’ no codi-
ficante y/o el péptido senal pueden influir en los
niveles de expresién. El dominio 1 comprendia
los primeros 126 aminodcidos de cada subuni-
dad, llegando justo hasta un puente disulfuro,
sin incluirlo, gue esta presente en todas las sub-
unidades de todos los receptores ionotrépicos
caracterizados hasta el momento. EI dominio 2
se extendia desde este puente disulfuro hasta
el aminoacido 205, justo antes del primer seg-
mento transmembranal M,. El dominio 3 com-
prendia el segmento M, y la pequefa zona hi-
drofflica que lo conecta al segmento M,. Por
Gltimo, la regién del carboxilo terminal, incluyen-
do la zona citoplasmética variable y el fragmento
hidrofébico M., constituyé el dominio 4 (fig. 2).

Resultados

Previamente otros grupos han demostrado
gue la regién N-terminal hidrofilica de los recep-
tores ionotrépicos es respaonsable del reconoci-
miento entre subunidades®! y de la formacion
de homémeros!2. Por tanto, comenzamos
nuestro analisis con una quimera que era total-
mente os, excepto por el dominio O de o, v
posteriormente incluimos gradualmente en la
misma los dominios correspondientes a la sub-
unidad «;. Como era de esperar, la subunidad
a; por sf sola era incapaz de producir recepto-
res homomeéricos (fig. 2, construccién C1), mien-
tras que la subunidad «; si que producia re-
ceptores capaces de unir o-Bgt y activarse al
afadirles nicotina. Como puede observarse en
la figura 2, los valores obtenidos con la subuni-
dad «; son considerados como referencia para
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todos los demas. La inclusién del dominio 1 no
supuso una mejora en la expresién (fig. 2, cons-
truccién C2). Hay que indicar que el sitio de fi-
jacién de «-Bgt se ha localizado en el dominio
2 de la subunidad o7, y al tener las quimeras
Cl y C2 el dominio correspondiente de la sub-
unidad as, que no tiene capacidad de unir la
toxina, se esperaba que estas quimeras, inclu-
so formando un receptor funcional, fueran in-
capaces de presentar fijacién de «-Bgt, como
asi sucedid. Sin embargo, en caso de expresar
un receptor funcional deberfan producir corrien-
tes, y esto tampoco ocurrié. Al extender al do-
minio 2 la secuencia de la subunidad o (fig. 2,
construccién C3) se pudieron detectar recepto-
res, tanto de fijacién de «-Bgt como de corrien-
tes activadas por ligandos colinérgicos. No obs-
tante, el nivel de expresién de receptores
funcionales era bajo, lo que indica que hacfan
falta otros dominios para obtener un ensamblaje
6ptimo. Dado que la zona correspondiente a los
fragmentos transmembranales estéd bastante
conservada entre las distintas subunidades, se
considerd la posibilidad de que los dominios ne-
cesarios podrfan estar en la zona del carboxilo
terminal, que como ya se ha indicado, es la méas
variable entre subunidades. Sin embargo, al in-
cluir en la correspondiente quimera el dominio
4 de la subunidad «; (fig. 2, construccién C4)
no se obtuvo mayor nivel de expresién. Este re-
sultado nos indujo a analizar la zona correspon-
diente a los segmentos transmembranales, y co-
menzamos afiadiendo el primer segmento M,
{dominio 3, fig 2, construccién C5). La expre-
sién de receptores se incrementd espectacular-
mente, por encima incluso de la obtenida con
la subunidad «;. Esta subunidad quimérica re-
sulté muy interesante, ya que si bien era capaz
de generar receptores que unian «-Bgt, estos
no producian corrientes al activar con nicotina.
El hecho de que esta quimera posea el fragmen-
to M, de la subunidad «; y el M,, considerado
formador del poro, de la subunidad «s, puede
ser que provoque de alguna forma la interrup-
cién de la necesaria comunicacion entre el si-
tio de fijacién de agonistas y el mecanismo de
apertura del canal. Por tanto, podia concluirse
que el segmento hidrofébico M, era indispen-
sable para el ensamblaje de homdmeros. Sin
embargo, y dada la estrategia de seleccién de
las quimeras gue se utilizé, quedaba por con-
testar la siguiente pregunta: ;ya gue se ha com-
probado que los dominios 1 y 2 no son suficien-
tes para producir la homooligomerizacién, son
estos, al menos, necesarios para la misma? o,
en otras palabras, ;es suficiente el fragmento
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Fig. 2. Estructuras de las quimeras as/«; construidas
y resultados obtenidos con las mismas. En cada linea
se indica el nombre de la correspondiente quimera,
la estructura de la misma y los datos de fijacion de
a-Bgt y de corrientes idnicas obtenidos cuando el ARN
correspondiente a cada subunidad se inyectd en ooci-
tos de Xenopus. La primera construccion es la sub-
unidad «; que incluye los dominios estructurales
(numerados O a 4) seleccionados para construir las
diferentes quimeras y dos sitios de restriccion (Sacl
y Narl) utilizados en dicha construccién. En cada qui-
mera se indican sombreados los dominios correspon-
dientes a la subunidad «;, mientras que en blanco
estan los correspondientes a la subunidad as Tam-
bién se indica a la derecha del esquema de cada cons-
truccion la secuencia de aminodcidos de la zona co-
rrespondiente a la unidn a;/cr; de cada quimera, asi
como algunas caracteristicas de la misma, que pue-
den ser de utilidad para facilitar su localizacién, Tam-
bién en este caso los aminodcidos sombreados per-
tenecen a la subunidad «; y los sefialados en blanco
a la a;. La construccion de las quimeras se llevd a
cabo aprovechando los sitios de restriccidn senalados
que eran comunes a las dos subunidades (Sacl) o se
introdujeron por mutagénesis (Narl), y también por
métodos publicados™,
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M, para dirigir la formacién de receptores ho-
moméricos? Para ello construimos las quimeras
C6 y C7, partiendo de la subunidad a5, y sus-
tituyendo dominios 1y 2 por los correspondien-
tes de la subunidad «s. Al sustituir el domino
1 de la subunidad «; por el correspondiente
de la subunidad a (fig. 2, construccidon C6) se
observd que no habia ensamblaje de recepto-
res funcionales vy, por tanto, este dominio era im-
prescindible. Por el contrario, el dominio 2 no
parecia tan importante, porque al sustituirlo en
la subunidad o, por su equivalente de la sub-
unidad a5 (fig. 2, construccion C7), se seguian
expresando altos niveles de receptores funcio-
nales, que se activaban por agonistas. Como se
ha indicado anteriormente, sélo el dominio 2 de
la subunidad «; contiene el sitio de unién de
«-Bgt, y esta quimera poseia el correspondien-
te de la subunidad «s, por Io que era de espe-
rar que no fuera capaz de unir la toxina, como
sucedid.

Conclusion

La expresién en una célula individual de dife-
rentes subtipos de neurorreceptores formados
por subunidades diferentes pero homdlogas exi-
ge la existencia de mecanismos capaces de con-
trolar 1a identificacion y la interaccién especifi-
cas de las subunidades que conformaran las
distintas especies moleculares. Como abordaje
inictal hacia la determinacién de la contribucion
de los dominios especificos de reconocimiento
entre subunidades hemos estudiado el compor-
tamiento de proteinas quiméricas compuestas
de subunidades que se caracterizan por reque-
rimientos de ensamblaje diferentes. Nuestros re-
sultados indican que existen dos dominios im-
portantes en el reconocimiento de subunidades.
El primero es la zona aminoterminal, cuya im-
portancia ya habia sido destacada por otros
investigadores!®=2, £l otro dominio es el primer
fragmento transmembranal, que hemos recono-
cido por primera vez como imprescindible. ;Es
posible postular una interaccién alostérica en-
tre estos dos dominios? El plegamiento de la ca-
dena peptidica comienza en cuanto el dominio
aminoterminal emerge de la bicapa lipidica una
vez atravesada la membrana del reticulo endo-
plasmico. El plegamiento inicial del dominio 1
podria conducir al plegamiento cooperativo del
dominio 3, estableciéndose asi un mecanismo
de ensamblaje adecuado para producir la aso-
ciacion homomérica. Este sistema de recono-
cimiento podria ser mas general y trascender
mas alla de los receptores ionotrdpicos. Recien-
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temente se ha demostrado que el primer frag-
mento transmembranal de |os canales de pota-
sio dependientes de voltaje es esencial en
procesos de ensamblaje de canales funciona-
les en asociacion alostérica con un dominio ami-
noterminal®,
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C. GonzALEz: Querria preguntarle si en los culti-
vos de células cromafines bovinas ha obser-
vado alguna modificacién en la densidad o en
el nimero total de receptores y especfficamen-
te de los que ligan alfabungarotoxina, en tiem-
pOS sucesivos 0 en tiempos crecientes.

M. Criapo: Esto no lo hemos estudiado, pero
existen datos referidos a receptores neuro-
nales que demuestran que si las células se
cultivan en presencia de ligandos, ya sean
agonistas o antagonistas, se produce una
regulacién que se da en unas tres veces
mas de sitios de unién de alfabungarotoxi-
na.

P. SANcHEZ-GARCIA: Cldsicamente los farmacélo-
gos hemos distinguido los receptores nicotf-
nicos ganglionares, los receptores nicotinicos
neuromusculares y los receptores nicotini-
cos en el sistema nervioso central. ;Los nico-
tinicos ganglionares son idénticos a los re-
ceptores ubicados en el sistema nervioso
central?

M. Criapo: Actualmente se estd comprobando
que los distintos receptores nicotinicos difie-
ren en sus subunidades componentes. Por
ejemplo, en el sistema nervioso central, la
composicion mas comun es oy,-8., €s decir,
las unidades a4 con las unidades 8, forman
un pentdmero, son receptores presinapticos.
En los receptores ganglionares del sistema
nervioso periférico, por ejemplo de la célula
cromafin, la composicién de subunidades di-
fiere. Estamos estudiando la célula cromafin,
y hemos encontrado que no contiene unida-
des oy Ni a4 SINO que es «s la subunidad que
une agonistas y también hemos detectado la
subunidad B, Hay otra subunidad que es
la subunidad as, que no sabemos si también
forma parte 0 no de estos receptores. Ello ex-
plica las diferencias de los receptores en cuan-
to a las propiedades electrofisiolégicas, y tam-
bién en cuanto a sensibilidad de agonistas.

C. MonTieL: ¢ Existen diferencias funcionales en-

tre los receptores que fijan alfabungarotoxina
y los que no la fijan?

M. Criapo: Si, existen también diferencias fun-
cionales, por ejemplo, la capacidad de desen-
sibilizacién es distinta. Los receptores «;, por
ejemplo, se desensibilizan rapidamente y ade-
maés al estudiar las secuencias desde el pun-
to de vista evolutivo se observa que se desa-
rrollaron divergencias bastante pronto durante
la evolucién.

J. MarsalL: Quisiera afiadir alguna informacién

complementaria a lo expuesto por el Dr. Cria-
do. Usted se ha referido al hecho de inyectar
mensajeros en el cocito y seguidamente com-
probar su expresién en la membrana del mis-
mo. También es posible inyectar membranas
originales de, por ejemplo, un érgano eléctri-
co, y estas membranas se incorporan a la
membrana del oocito, y lo hacen de manera
funcional, es decir, que afiadiendo acetilcoli-
na dan unas corrientes que pueden llegar a
304 uA.

M. Criapo: Es una informacién metodolégica in-
teresante.

A.G. Garcia: Querria hacer un comentario final,

al hilo del titulo de esta mesa redonda, la far-
macologfa de los canales idnicos. Aunque el
receptor nicotinico del sistema nervioso cen-
tral carece de una farmacologfa, de una far-
macoterapia, se estd trabajando activamente
en ello. El problema de la adiccién a la nicoti-
na esta despertando un interés inusitado, y
creo que pronto podremos pensar en farma-
cos con aplicacién terapéutica que actden se-
lectivamente en los receptores nicotinicos del
sisterna nervioso central, lo que probablemen-
te se deba a estas estrategias de biologfa mo-
lecular que estan identificando diferencias su-
tiles entre los receptores de la placa motora,
del ganglio simpético y parasimpético y de la
neurona.
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