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RESUMEN




El RyR1 participa como canal liberador de calcio en el acoplamiento
excitacion-contraccion que se lleva a cabo en el reticulo sarcoplasmico del
musculo esquelético. Esta proteina es un homotetramero de muy alto peso
molecular (~565 KDa/subunidad) que al ser modulada por una gran variedad de
efectores, presenta una actividad muy compleja. Entre estos moduladores se
encuentran los derivados de purina como el ATP y la cafeina. Ambos son
activadores del RyR1, pero ejercen sus efectos de manera distinta: el ATP
aumenta la afinidad de la union de [*H]-ryanodina y la probabilidad de apertura del
canal, mientras que la cafeina incrementa la afinidad de! RyR1 por el calcio y la
frecuencia de los eventos de apertura del canal. Estas diferencias no sdlo han
permitido proponer sitios de unién distintos para ambas purinas, sino ademas, dos
modos diferentes en que las purinas pueden accionar al RyR1.

Este estudio describe el efecto que otras purinas como la adenosina y sus
metabolitos (adenina, inosina, hipoxantina, xantina y acido urico) tienen sobre la
unién de [*H]-ryanodina en el RyR1, que es una prueba del estado funcional del
canal. Los resultados indicaron que dicha unién fue incrementada por estas
purinas en el siguiente orden: xantina > adenosina > adenina > inosina = acido
arico > hipoxantina. Este aumento en la unién de [°H]-ryanodina no modificé la
afinidad al calcio, pero implico, principalmente, un aumento en la afinidad del
receptor por el alcaloide, mismo que obedeci6 a un incremento en la asociacién de
la [*H]-ryanodina.

La activacion observada por la adenosina y por la inosina dependié del
enlace p-glucosidico con la ribosa, ya que el efecto original de los nucledsidos no
puedo ser reproducido al combinar la adenina o la hipoxantina con la ribosa.

En los experimentos de competencia, la influencia inhibidora que el AMP-
PCP (un analogo no hidrolizable del ATP) ejercid sobre las activaciones de la
adenosina y la xantina, evidencio tanto la competencia por los sitios de union,
como la capacidad del RyR1 para discriminar entre las estructuras de las purinas
competidoras.

Al considerar la estructura electrénica de la adenosina y sus metabolitos y
la maxima activacion inducida por esas purinas sobre el RyR1, se obtuvo una
relacion significativa entre el vector momento dipolar (p) calculado por métodos ab
initio y la actividad de esas purinas. Los resultados permitieron proponer al anillo
de ribosa y al p como factores involucrados en la modulacion del RyR1 por la
adenosina y sus metabolitos.




ABSTRACT




The RyR1 is the calcium release channel in the excitation-contraction
coupling in the sarcoplasmic reticulum of the skeletal muscle. This is a
homotetrameric protein of high molecular weight (~565 KDa/subunidad) with a
complex activity as it is modulated by a great variety of agents. Among these
agents are the purine derivatives such as the ATP and the caffeine. Both are
activators of the RyR1, but their effects are exerted in different ways: ATP
increases the affinity of the [*H]-ryanodine binding and the open probability of the
channel, while caffeine increases the calcium affinity of the RyR1 and the open
frequency of the channel. Such different effects have led to the proposal of the
existence of distinct binding sites in the receptor structure for the two purine
derivatives as well as distinct modes of action.

This study describes the effect that other purine derivatives, such as the
adenosine and its metabolites (adenine, inosine, hypoxanthine, xanthine and uric
acid), have in the [*H]-ryanodine binding of RyR1, which is a probe of the functional
state of the channel. The results indicated that the [°H]-ryanodine binding was
increased by these purines according to the next order: xanthine > adenosine >
adenine > inosine > uric acid > hypoxanthine. The increase in the [*H]-ryanodine
binding was not calcium-dependent and was due to an augment in the affinity of
the receptor for the alkaloid. Such results arose from an increase in the association
of the [*H]-ryanodine.

The activation observed by adenosine and inosine depended on the f3-
glucosidic bond with the ribose, since the original effect of the nucleosides was not
repeated by combining adenine or hypoxanthine with ribose.

In competition experiments, the inhibitory influence of AMP-PCP (an ATP
nonhydrolizable analogue) on the activator actions of adenosine and xanthine
revealed an actual competition for the binding sites in the RyR1, as well as its
ability to discriminate among the structures of the purine competitors.

When considering the electronic structure of adenosine and its metabolites
and their maximal activation induced on the RyR1, a significant relationship
between the dipole moment vector (p) calculated by ab initio methods and the
activity of those purines was obtained. The results led to the conclusion, that the
ribose ring and the p were factors involved in the modulation of the RyR1 by
adenosine and its metabolites.
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Los iones y los canales iénicos en la homeostasis celular: Una breve descripcion.

La distribucion de los iones inorganicos (aniones y/o cationes) en los
diferentes compartimentos celulares genera un gradiente electroquimico cuyo
aprovechamiento esta involucrado en diferentes procesos como los potenciales de
accion neuronal, la liberacion de neurotransmisores, la contraccién muscular, la
fosforilacion oxidativa, etc. (Hodgkin y Huxley 1952; Mitchell 1961; Nicoll 1988;
Berridge 1997; Bennett 1999; Weiss ef al. 2001;). El paso de los iones a través de
las barreras de fosfolipidos que delimitan tanto a la propia célula como a sus
diferentes compartimentos, requiere de la intervencion de proteinas de membrana
especializadas que eliminen el impedimento fisicoquimico que representa la
permeacion de los iones a través de dichas barreras hidrofobicas.

El mecanismo de transporte transmembranal mas rapido ocurre a través de
los canales idnicos, capaces de transportar unos 107 iones/seg. En comparacion,
otros mecanismos de transporte idnico, como los acarreadores moviles y las
bombas metabdlicas, son mas lentos y soélo transportan alrededor de 10°
iones/seg. Los canales idnicos son proteinas muitiméricas de alto peso molecular
que presentan un interior hidrofilico que forma un poro por donde pasan los iones
y un segmento exterior hidrofébico que les permite insertarse en las membranas
lipidicas. La estructura de los canales idnicos les permite sobresalir hacia ambos
lados de la membrana en la que se encuentran insertados como en forma de reloj
de arena. De esta manera, en los canales ionicos se pueden distinguir tres
dominios: el extracelular, el transmembranal y el citoplasmico. Para los canales
intracelulares los tres dominios son: el citoplasmico, el transmembranal y el
luminal (hacia el interior del compartimiento intracelular) (Hille 1992; Butanda-
Ochoa et al. 1996).

El papel de los iones en la homeostasis celular va mas alla de {a generacion
de potenciales electroquimicos. Asi, mientras el sodio y el potasio son los cationes
responsables de la generacién de los potenciales de accion nerviosa, el calcio
participa en otros procesos celulares, como la liberacion de neurotransmisores
como la acetilcolina, la activacion de diferentes enzimas de interés metabdlico o
de senalizacion intracelular, como la calpaina o la calmodulina, y la regulacion de
la expresidn génica, ya sea por via rapida y sin la necesidad de sintesis de nuevas
proteinas, como algunos factores de transcripcion, o por la via lenta donde se
requiere de la sintesis de nuevas proteinas que intervienen mas directamente en
la fisiologia celular. Estudios neuronales recientes han revelado que los
mecanismos de transduccion promovidos por el calcio intracelular dependen de la
ruta de acceso del calcio al citoplasma. De esta forma el calcio puede afectar
diferencialmente procesos que son relevantes en el desarrollo y la plasticidad del
sistema nervioso, incluyendo la supervivencia celular, la modulacion sinaptica y la
muerte celular (Nicholls et al. 1992, Ghosh et al. 1995; Bennett 1999).

En vitud de que la homeostasis celular es regulada por el calcio, es
importante comprender la dinamica de este cation en el interior de la célula, la cual
es producto del calcio que entra y que sale de la célula y/o de reservorios internos,




como el reticulo endoplasmico o la mitocondria. Un elemento importante en la
dinamica del calcio intracelular es el receptor de ryanodina (RyR), que es un canal
liberador de calcio ubicado en la membrana del reticulo endoplasmico en
diferentes tejidos. Este receptor debe su nombre a la gran afinidad que presenta
por etse alcaloide vegetal (Sutko et al. 1997). Existen tres genes que codifican
para tres isoformas de esta proteina: la esquelética (6 RyR1), la cardiaca (RyR2) y
una tercera (RyR3) que es mas ubicua, pero que se encuentra en menor
proporcion con respecto a las dos primeras isoformas (Sorrentino y Volpe 1993;
Franzini-Armstrong and Protasi 1987).

En particular, entre el RyR1 y el RyR2 existe una similitud de un 66%; no
obstante, presentan tres zonas de divergencia: la zona de divergencia 1 (D1) se
ubica entre los aminoacidos 4254-4631 en el RyR1 y 4210-4562 en el RyR2. La
D2 se ubica entre los aminacidos 1342-1403 en la isoforma muscular y entre los
aminoacidos 1353-1357 en la isoforma cardiaca. La D3, que es transmembranal,
se localiza entre los aminodacidos 1872-1923 del RyR muscular y entre los
aminoacidos 1852-1890 para el RyR cardiaco (Volpe y Sorrentino 1993).

Tanto en el RyR2 como en el RyR3, la liberacidn de calcio ocurre a través
de un mecanismo conocido como liberacién de calcio inducida por calcio, es decir
que un incremento de la concentracién del calcio en el citoplasma activa la
liberacién del calcio a través del receptor.

El acoplamiento excitacion-contraccion: Evidencias de una interaccion directa
entre proteinas.

En el RyR1 la liberacién del calcio es activada por un mecanismo diferente,
denominado acoplamiento excitacidn-contraccion (E-C), que requiere del contacto
directo con otro receptor sensible a derivados de la 1,4-dihidropiridina. En las
células musculares (miocitos), el receptor de dihidropiridina (DHPR) se ubica en
las invaginaciones de la membrana plasmatica o tubulos transversos (Fig. 1). Esta
proteina esta conformada por cuatro subunidades: la «1s (190-212- kDa), la a2-§
(125 KDa), la p (52-58 kDa) y la y (25 kDa) (Hamilton et al. 2000). Se ha
encontrado que la microinyeccion de miocitos provenientes de ratones disgénicos
(sin el DHPR) con el cDNA del DHPR, reestablece normalmente la E-C y la
corriente lenta de calcio, por lo que el DHPR actta como un sensor de voltaje y
como un canal de calcio en este acoplamiento de E-C (Tanabe et al. 1988, 1990a).
En comparacion con la isoforma cardiaca, la liberacion de calcio a través del RyR1
no requiere de la entrada extracelular de calcio (Tanabe et al. 1990).

La E-C se lleva a cabo a través del contacto directo entre el DHPR y el
RyR1 (Fig. 2a). Del primero interviene la subunidad a1 a través del asa |-l y del
asa {I-1il, que es el sitio mas relevante en este fenémeno (Tanabe et al. 1990). El
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Fig. 1. Triada. La placa neuromuscular (N) transmite una despolarizacién de la membrana
plasmatica que continGia hasta las invaginaciones de la membrana plasmatica (tabulos T)
donde se localizan canales de calcio sensibles al voltaje denominados receptores de
dihidropiridinas (DHPR) que por contacto directo modifican la conformaciéon del RyR1,
mismo que actita como canal liberador de calcio en la excitacién-contraccidn. Los DHPR's
se acoplan con cada subunidad del RyR1 formando tétradas. Se estima que el RyR3 se
encuentra desacoplado, pero su activaciéon para liberar calcio se promueve a través de la
concentracion de calcio en el citoplasma. La fisiologia del RyR1 es modificada por varias
proteinas como la triadina, ia calsecuestrina y algunas enzimas glucoliticas (proveedoras de
ATP) como la aldolasa (Aldo) y ia gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH). Tomada
de Sutko y Airey (1996).
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Fig. 2. Acoplamiento de excitacién-contraccion. a) El contacto directo entre la subunidad «1
(asa 1I1-lll) del DHPR induce un cambio conformacional que activa al RyR1 para liberar calcio
a través de su poro ionico. El RyR3 esta desacoplado, pero su activacion ocurre a través de
la propia concentracion de calcio en el citoplasma. b) Una vez que el RyR1 recibe la seial de
la E-C en su region | (aminoacidos 1635-2636), también es capaz de inducir una sedfal
retrograda, mediante sus regiones [ y li (aminoacidos 2659-3720), que favorece la actividad
del DHPR. a) Tomada de Sutko y Airey (1996). b) Tomada de Nakai et al. 1998.
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uso de péptidos sintéticos ha permitido proponer que la region comprendida entre
Thr®'-Leu®® de! DHPR interviene en la liberacion del calcio a través del RyR1.
Dentro de este segmento, los aminoacidos Arg®®'-Leu®® conforman una region
minima y esencial para la activacion del RyR1 (El-Hayek et al. 1995). La
distribucion de cargas positivas presentes en esta region de 14 aminocacidos y su
estructura primaria son relevantes en la capacidad del DHPR para activar
especificamente al RyR1 (El-Hayek et al. 1998). En particular, la doble mutacidn
en el DHPR esquelético (K677E/K682E) ha revelado que las cargas positivas en
estas posiciones son importantes para la unién con el RyR1 (Leong y MacLennan
1998).

El papel de estos segmentos aun debe ser analizada, (Stange et al. 2001),
ya que, a través de estudios electrofisiolégicos, se ha encontrado que el péptido
comprendido entre los aminoacidos 671-680 activa especificamente al RyR1
(activado casi al maximo con concentraciones micromolares de calcio), pero
también se han encontrado que el péptido con los aminoacidos 671-690, muestra
un doble efecto de activacién-inactivacion, que indica la presencia de sitios de
reconocimiento de efecto activador (de alta afinidad) y sitios de efecto inhibidor (de
baja afinidad) en el RyR1. Ademas de lo anterior, otros péptidos mas cortos
(aminoacidos 681-690 y 681-685) que contienen la region rica en cargas positivas
(RKRRK), que se ha propuesto como esencial para activar especificamente al
RyR1, fracasaron en estimular especificamente a esa isoforma del receptor. De
hecho, los péptidos 671-690, 681-690 y 681-685 indujeron estados de
subconductancia similares y eventos de cierre de larga duracion tanto en el RyR1
como en el RyR2, indicando que estos péptidos interactian con los RyR's
independientemente de la isoforma de que se trate.

El uso de otros péptidos sintéticos del asa ll-lll ha sugerido que la regién
entre Glu”®-Pro™" funciona como un bloqueador de dicha liberacion de calcio. De
esta manera se ha supuesto que en el estado de reposo la region bloqueadora
ocupa el sitio que recibe la sefal de activacion; cuando ésta llega, el dominio
bloqueador desocupa el sitio, mismo que es ocupado a continuacion por el
dominio activador que promueve la liberacion de calcio. Aparentemente, entre
ambas regiones se encuentra otra, comprendida entre Phe’*- Gly’*, que actua
como una especie de bisagra que media entre la activacion y el bloqueo de la
liberacién del caicio (El-Hayek et al. 1995). Sin embargo, nuevamente existe
contradiccion con los resultados de Stange ef al. (2001), que muestran que el
péptido comprendido entre los aminoacidos 720-765 del DHPR esquelético activa
especificamente al RyR1 (activado casi al maximo con calcio micromolar).

En cuanto al RyR1, se han encontrado diferentes regiones necesarias para
su interaccion con el DHPR. Asi, la eliminacidn de la D2, completa o de tan sélo su
mitad amino-terminal, permite que la funcion del RyR1 como canal liberador de
calcio se conserve, incluso sila D2 es sustituida por la correspondiente del RyR2;
sin embargo, se pierde la E-C. Entonces, aunque la D2 parece ser critica para que
la E-C se lleve a cabo, no es suficiente para determinar las diferencias funcionales
entre la isoforma esquelética y la isoforma cardiaca del RyR (Yamazawa et al.




1

1997). Existen, no obstante, resultados que contradicen la relevancia de la D2 en
la E-C y proponen, en su lugar, otra zona de divergencia: la D3 (aminoacidos
1872-1923), como la zona importante para la E-C (Nakai et al. 1998).

El uso de quimeras entre el RyR1 y el RyR2 ha revelado otro segmento de
37 aminoacidos (Arg'?®-Asp''"?) en el RyR1, importante para su union especifica
con el DHPR en la E-C (Leong y MacLennan 1998).

Si bien existe una senal estimuladora del DHPR hacia el RyR1, también
existe una senfial retrégrada del RyR1 hacia el DHPR que provoca un aumento de
la densidad de la corriente de calcio de tipo L en el DHPR; es decir, esta sefial
retrograda favorece la actividad de canal de calcio del DHPR (Nakai et al. 1996).
La region comprendida entre los aminoacidos 1635-2636 del RyR1 recibe la sefal
para el acoplamiento de la E-C, mientras que la regién entre los aminoacidos 2659
y 3720 participa, ademas, en la estimulacion retrograda de la actividad del DHPR
(Nakai et al. 1998) (Fig. 2b). Es muy probable que la sefal retrograda que produce
el RyR1 se lleve a cabo también a través del contacto directo con el DHPR, pues
se ha visto que la liberacion de calcio no es la sefial de retroalimentacion del RyR1
para aumentar la corriente de calcio a través del DHPR. De hecho, esta sefal de
retroalimentacion es recibida en el segmento comprendido entre los aminoacidos
720 y 765 del asa lI-lll de |la subunidad o1 del DHPR, que se ha propuesto como
bloqueadora de la liberacion de calcio a través del RyR1 (El-Hayek ef al. 1995).
Dicho segmento también es critico para la E-C (Nakai ef al 1998a).
Inconsistencias como eésta han limitado el establecimiento claro de la region
especifica del asa lI-1ll del DHPR que regula la actividad del RyR1 (Nakai et al.
1998a). De esta manera, aunque los resultados obtenidos por biologia molecular
han revelado la necesidad de ambos receptores para la realizacion de la E-C, ello
no ha proporcionado evidencia contundente para precisar el contacto directo entre
las dos proteinas. Asimismo, los resultados obtenidos con péptidos sintéticos han
llevado a proponer la region N-terminal del asa Il-Ill como la activadora del RyR1,
descartando la posibilidad de que dichos péptidos pudiesen ser reconocidos en
otros sitios de interaccién en el RyR1 (tal vez hacia su region C-terminal) que
también resultasen relevantes para la regulacion de ese canal liberador de calcio.

Las evidencias mas fuertes respecto a la interaccion proteina-proteina en la
E-C, provienen del estudio de la disposicion del DHPR y del RyR1 en la triada
formada por los tibulos transversos y las cisternas terminales del reticulo
sarcoplasmico. Ahi, cuatro DHPR's circundan al homotetramero del RyR1 —uno
por cada subunidad—-. En el modelo propuesto, estas tétradas estan ordenadas en
lineas rectas dispuestas en diagonales, por lo que se acepta que algunos RyR1's
no estan acoplados con los DHPR'’s (Protasi ef al. 2000; Fessenden et al. 2000).
Asi mismo, la isoforma RyR3 esta presente en el tejido muscular y, aunque en
forma muy secundaria, participa de la E-C a través de la liberacion de calcio
inducida por el calcio que entra a través del DHPR y por el caicio que se libera del
RyR1 (Fessenden et al. 2000) (Fig. 2a). Como se requiere de la presencia y el
acoplamiento del DHPR y del RyR1 ‘para que se lleve a cabo la E-C, se ha
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propuesto que el DHPR (mediante su subunidad «1) induce, por contacto fisico,
un cambio conformacional en el RyR1 que permite la liberacién al citoplasma del
calcio necesario para iniciar, posteriormente, la contraccion muscular. Cuando la
concentracion de calcio intracelular alcanza un nivel critico, produce un cambio
conformacional en la troponina C que se extiende por las troponinas | y T hasta la
tropomiosina que permite que la cabeza de miosina entre en contacto con la actina
F para que ocurra el desplazamiento de los miofilamentos (Voet y Voet 1990).

Se ha sugerido (Lu et al. 1995) que la interaccion del DHPR con el RyR1
puede estar modulada por la proteina cinasa de7pendiente de cAMP (PKA), ya que
la fosforilacién mediada por la PKA de la Ser®® de asa II-IIl del DHPR, reduce la
capacidad de ese péptido para activar al RyR1.

No todos los RyR1's son activados a través del contacto con el DHPR;
algunos se activan mediante su acoplamiento con otros RyR1's. La coexpresion
del RyR1 y de la inmunofilina FKBP12 (la principal inmunofilina en as células T,
que estabiliza al RyR1 y se une a él con una estequiometria de 1:4) en células de
insecto sf9 (carentes de la maquinaria para la E-C), ha mostrado que la FKBP12
permite el acoplamiento entre los RyR1's desacoplados con el DHPR y los RyR1’s
acoplados (Marx ef al. 1998), propagandose asi la liberacion de calcio, la cual se
suma a la liberacion de los pocos RyR3's presentes. Aparentemente, estos ultimos
no presentan una afinidad considerable por la inmunofilina en comparacién a los
RyR1's (Fessenden ef al. 2000).

Los ensayos de la union especifica con [H]-ryanodina utilizando al RyR1
recombinante (expresado en células de insecto sf21), han mostrado que las
isotermas de saturacion con ese ligando se alejan del patrén hiperbélico
tradicional y en su lugar muestran un patron sigmoidal que presenta una
cooperatividad positiva (coeficiente de Hill= 2.1 4+ 0.2) (Antaramian et al. 2001). Si
se considera una estequiometria de 1:1 entre el receptor y el alcaloide, es posible
pensar que el acoplamiento de estos receptores entre si, esté mediado por otros
elementos diferentes a la FKBP12.

Mediante la coexpresion del RyR1 con el RyR3 en mioblastos 1B5, se ha
observado que el RyR1 es el responsable de la organizacion de las tétradas con
los DHPR o también llamadas unidades liberadoras de calcio. El RyR3 se expresa
de forma independiente y azarosa al RyR1 y no influye en la formacion de dichas
unidades funcionales (Protasi ef al. 2000; Fessenden et al. 2000).

Como en muchos otros mecanismos celulares, existe una contraparte que
mantiene la homeostasis celular. Asi, la ATPasa dependiente de calcio ubicada
también en la membrana del reticulo sarcoplasmico es la encargada de recargar
de calcio a esa poza intracelular. En estado de reposo (Marie y Silva 1998), se
establece un equilibrio dinamico con el medio a través de una apertura parcial del
RyR1 y un consumo continuo de ATP; es decir, el incremento del nivel de calcio
en el citoplasma como consecuencia de la liberacion del calcio a través del RyR1
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(o en menor proporcion del RyR3) da lugar a una elevacion local de la
concentracion de calcio de 0.05-0.1 a 1-2 uM (esencial para activar la contraccion
muscular). El exceso del caicio libre en el citoplasma debe ser reintroducido al
reticulo sarcoplasmico a través de la ATPasa de calcio, evitdndose que ese
reservorio se vacie. De esta manera, si el RyR1/3 o la ATPasa de calcio
permanece parcialmente activo, la otra proteina debe estar activa para conservar
la concentracion de calcio en el citoplasma y en el lumen del reticulo
sarcoplasmico. Este ciclo de liberacion y recaptura de calcio requiere, entonces,
de: 1) la coordinacion entre el RyR1/3 y la ATPasa de calcio que se lleva a cabo
mediante la disponibilidad de ese cation, determinandose asi la sensibilidad del
RyR1/3 y de la ATPasa al calcio libre extravesicular; y 2) de la hidrolisis de ATP, la
cual significa un 30% del gasto energético del musculo en reposo. De hecho,
cuando algin mecanismo a nivel del sarcolema restringe la disponibilidad del
calcio (Bianchi 1992), la demanda energética puede ser hasta del 70 al 80%.

La estructura del RyR1: El papel de sus tres dominios en la modulacion de su
actividad.

Para entender mejor la fisiologia de cualquier proceso celular, es
fundamental el conocimiento de la estructura de los elementos participantes. En el
RyR1 se pueden distinguir tres dominios estructurales: el citoplasmico, el
transmembranal y el luminal. El gran tamafio de este receptor ha permitido la
observacion de la arqutectura superficial de estos tres dominios a través de la
criomicroscopia electronica (Wagenknecht et al. 1996, Samsd y Wagenknecht
1998), en la cual se embebe la proteina en una solucion amortuguadora con el
que se forma pelicula delgada y vitrea que provee del arreglo cristalino necesario
para generar posteriormente una confiable reconstruccién de imagenes a una
resolucion de unos 3 nm (Wagenknecht y Radermacher 1997). Debido a su gran
tamafio y a que es una proteina integral de membrana, las perspectivas para
determinar la estructura del RyR1 a nivel atomico en el futuro inmediato, son
escasas.

Actualmente, se cuenta con dos reconstrucciones tridimensionales del
RyR1 (Radermacher et al. 1994; Serysheva et al. 1995), que arrojan resultados
compatibles. Las diferencias entre ambos esfuerzos se centran en la regién
transmembranal y se deben, probablemente a la resolucién lograda en cada caso.

En una vista desde el citoplasma (Wagenknecht et al. 1997) (Fig. 3), las
imagenes muestran al RyR1 como un complejo de geometria cuadrada (29 x 29
nm) con sus cuatro subunidades (también cuadradas) totalmente simétricas entre
si, con tres orificios por cada subunidad y diversos canales menores, que
probablemente representan rutas de salida del calcio que rodean radialmente al
poro central de permeacion ionica, el cual se ha estimado en unos 5 nm de
diametro. Sin embargo en su parte mas, estrecha es de unos 0.7 nm de diametro y
de cerca de un nm de longitud (Orlova et al. 1996).




Fig. 3. Recontruccion del RyR1. Mediante la criomicroscopia electrénica se ha reconstruido
la estructura del RyR1. Con una resolucion de 3 nm se muestran los estados abierto y
cerrado del RyR1 en tres vistas: desde el citoplasma, lateralmente y desde el lumen del
reticulo sarcoplasmico. En esta reconstruccién de imagenes el dominio transmembranal (T)
muestra una forma que recuerda a la base de un hongo. El dominio citoplasmico (C)
presenta un simetria tetramérica alrededor del poro iénico central por donde pasan los
iones de calcio. También se aprecian los dominios de gancho o abrazaderas unidos a la
parte central de! canal a través de las asas. Tomada de Oriova et al. (1996).
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La vista lateral del RyR1 permite observar la forma de hongo del receptor y
destacar la mayor proporcion del dominio citoplasmico (80 % de su masa) .con
respecto a los dominios transmembranal y luminal. La altura del dominio
citoplasmico, de unos 12 nm, es suficiente para conectar al reticulo sarcoplasmico
con los elementos de las membranas exteriores, como los DHPR's (Wagenknecht
et al. 1997, Franzini-Armstrong y Protasi 1997).

El dominio transmembranal constituye el tallo del hongo que forma el RyR1
(~15% de la masa de la proteina). En la reconstruccion de imagenes, las
subunidades se aprecian como cuatro columnas simétricas (12 x 12 nm) que lo
conectan con el dominio citoplasmico. Hasta el momento no se ha determinado el
nimero de cruces transmembranales que componen a esta porcion de la proteina,
pero se cuenta con diferentes modelos (Franzini-Armstrong y Protasi 1997) en los
que esencialmente se proponen, ya sea cuatro segmentos (M1-M4) localizados en
la region comprendida entre los aminoacidos 4564-4580 de la region caboxi-
terminal, o bien 10 segmentos (M1-M10) entre los aminoacidos 3978-4932 con
dos adicionales (M’ y M") entre los aminoacidos 3123-3143 y 3187-3205,
respectivamente.

Comparativamente, el dominio luminal es el menor de los tres que
constituyen al RyR1; forma la base del hongo y en él también se observa una
simetria de cuatro elementos, aunque de menor tamafio en comparacién a los
otros dos dominios. Asimismo, se puede apreciar el poro central por donde
permea el calcio, con un diametro de unos 0.7 nm (Wagenknecht et al. 1997,
Serysheva ef al. 1999).

No obstante que solo se cuenta, por lo pronto, con una estructura
cristalografica preliminar de la region de divergencia 2 (D2) del RyR1 (Kim et al.
1999). La criomicroscopia electrénica ha permitido caracterizar el estado cerrado y
los diferentes estados abiertos del canal inducidos esencialmente por el conjunto
Ca*/ryanodina (100 pM/ 100 M), por el Ca?* (100 uM) y por el Ca* /AMP-
PCP(100uM/ 1 mM) (Orlova et al. 1996, Serysheva et al. 1999). El| AMP-PCP es
un analogo no hidrolizable del ATP, ampliamente usado en la caracterizacion de la
actividad del RyR. De la comparacion con el estado cerrado (en ausencia de Ca®*)
se pueden distinguir tres estados abiertos diferentes: uno de transicion (en
presencia de Ca®" 100 pM), otro completamente abierto (con Ca**/AMP-PCP) y un
tercero que es inducido por la mezcla de Ca®*/ryanodina que produce una mayor
apertura del canal en comparacion a las otras dos condiciones. Esta apertura, que
va acompaiiada por una rotacion de 4° de su regién transmembranal en sentido
opuesto a las manecillas dei reloj; alcanza un diametro de ~1.8 nm en su parte
mas estrecha, la cual y se ubica a 2 nm de la cara luminal del canal.

En estos cambios conformacionales se ha podido destacar el movimiento
de las cuatro regiones mas externas del dominio citoplasmico denominadas como
los "ganchos” o las "abrazaderas” que forman las esquinas de cada subunidad
(Fig. 32. Estas abrazaderas se separan completamente de la proteina en presencia
de Ca’"/AMP-PCP, como cuando se levanta un dedo. En la activacion de canal
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también se puede apreciar un movimiento de la masa transmembranal a la
manera en que el diafragma de una camara se abre y se cierra. El movimiento es
parcial con el Ca* y completo con el Ca**/AMP-PCP; sin embargo, de las dos
anteriores, la presencia de Ca?‘/ryancdina promueve un movimiento aun mas
significativo y apreciable (Orlova et al. 1996; Serysheva et al. 1999).

Ademas de los estados de apertura y cierre del canal, la reconstruccion
tridimensional de la arquitectura del RyR1 ha permitido ubicar sitios de
reconocimiento para la calmodulina y la inmunofilina FKBP12. Ambas proteinas
modulan y estan asociadas al receptor; sus sitios de reconocimiento se han
localizado, como la mayoria de los sitios reguladores, en el dominio citoplasmico
de la proteina a 10 y 12 nm, respectivamente, de la entrada al poro idnico central.
Se trata de cuatro sitios por subunidad para cada proteina, que estan separados
diagonalmente unos 9 nm. Cada sitio para la FKBP12 se ubica mas hacia la
superficie del hongo, mientras que los sitios para la calmodulina se localizan muy
cercanos al tallo de dicho hongo (Wagenknecht et al. 1997).

Se ha demostrado que la FKBP12 interviene en el acoplamiento entre los
RyR's musculares (Marx et al. 1998). Considerando los arreglos limitados que
éstos presentan en las diferentes micrografias cuando estan aislados (Saito ef al.
1988) y la ubicacion de los sitios para esta inmunofilina en la reconstruccion de
imagenes, se ha propuesto que puede existir un acomodo tal de los receptores,
que la intervencion de la FKBP12 puede implicar efectos alostéricos en la
interaccion de cada RyR1 (Wagenknecht et al. 1997). Queda por aclarar si los
arreglos tan limitados que muestran los RyR1’s aislados son iguales a los que se
tienen in vivo.

A través de la criomicroscopia electrénica, también se han localizado
secuencias epitopes en la estructura del RyR1 (aminoacidos 4425-4621) que
reconocidos por anticuerpos monoclonales de ratén. La reconstruccidn de
imagenes ha revelado que los anticuerpos se unen en las regiones denominadas
“asas del dominio citoplasmico”, cerca de las unidn con el dominio
transmembranal. (Benacquista et al. 2000). Asimismo, la reconstruccién
tridimensional del RyR1, ha mostrado la ubicacion (a 11 nm del poro iénico, entre
las llamadas asas y abrazaderas que forman los bordes de cada subunidad) de
sitios de unién para la imperatoxina A. Este péptido, al parecer, presenta cierta
similitud con el asa ll-lll del DHPR, por lo que dichos sitios, pudieran tener alguna
relevancia en la E-C (Samso et al. 1999).

De igual manera, el RyR3 también se ha visualizado utilizando la
criomicroscopia electronica, ya sea en su forma nativa (al ser aislado del
diafragma bovino) (Sharma et al. 2000) o en su forma recombinante (expresado en
células HEK293) (Liu et al. 2001). Ambas reconstrucciones son muy parecidas
entre si. El RyR3 presenta la misma simetria que el RyR1 y una similitud de un
70% aproximadamente. Sin embargo, el RyR3 no muestra la region
correspondiente a los aminoacidos 1303-1406, que en el RyR1 constituyen la D2.
La comparacion de los estados cerrado y abierto del canal en el RyR3, muestra
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solamente cambios muy sutiles y una rotacion de unos 4° del dominio
transmembranal con respecto al citoplasmico.

La evidencia experimental ha mostrado ampliamente que la modulacién del
RyR1 estd centrada principalmente en su dominio citoplasmico. Se ha visto que,
por ejemplo, la eliminacion de la region comprendida entre los aminoacidos 1641 y
2437, pertenecientes a ese dominio, provoca un fendmeno de rectificacion en la
conduccidn de los iones Cs”; es decir, que la corriente idonica es mas grande hacia
el citoplasma que hacia el lumen del reticulo sarcoplasmico. Ademas, el receptor
truncado es unas 10 veces menos sensible para ser inhibido por el calcio en
comparacion al RyR1 silvestre (wt-RyR1) (Bhat et al 1997). Al examinar la
secuencia primaria del receptor se encuentra que la regidon eliminada contiene 111
Glu, 36 Asp, 55 Arg y 23 Lys (Takeshima et al. 1989). En total 69 cargas negativas
netas que son removidas del dominio citoplasmico. Suponiendo una estructura
funcional tetramérica del canal, se tienen 69 x 4= 276 cargas negativas menos que
en el caso del receptor silvestre. Es posible que estas cargas negativas se
ubiquen cerca del poro de conduccién idnica, y su presencia incremente la
corriente de iones hacia el citoplasma celular, permitiéndose asi la liberacion del
Ca?'. Logicamente, la ausencia de esa region con cargas genera el efecto
rectificador en la corriente de iones. El bloqueo por voltaje del canal esta
descartado, ya que no se observd ninguna distribucion asimeétrica de cargas en la
superficie de la membrana. Es probable, también, que la disminuciéon en la
susceptibilidad para ser inhibido por el Ca?* que presenta el canal truncado, se
deba a la pérdida de sitios de unidon a calcio localizados entre los aminoacidos
1861-2094 (Chen y MacLennan 1994).

En el dominio citoplasmico se ubican la mayoria de los sitios de unién a
diferentes agentes moduladores, sin embargo el dominio transmembranal es
suficiente para formar un canal liberador de calcio funcional con propiedades
normales (Bhat ef al. 1997; Bhat et al. 1997a,b), pero que muestra el efecto de
rectificacion ya mencionado. Ademas, el canal truncado retiene algunos de los
sitios potenciales de union al Ca?* (aminoacidos 4253-4264-, 4407-4416 y 4489-
4499) que presumiblemente contribuyen en la activacion por calcio (Takeshima et
al. 1989), por lo que conserva, aproximadamente, la misma afinidad para ser
activado por el calcio (2-20 uM) que el wt-RyR (0.25 uM). (Bhat et al. 1997). Esto
ultimo indica que los sitios de baja afinidad (mM) involucrados en la inactivacion
por Ca?* en el RyR1 se ubican en el dominio citoplasmico de la proteina, mientras
que los sitios de alta afinidad (nM-pM) que perciben la activacion del receptor se
ubican en la region transmembranal que forma el canal de conducciéon iénica. No
obstante, si los sitios de activacion de calcio forman parte del poro iénico o son los
sitios de inactivacion —o ambos- es aun dudoso, ya que se ha visto, a través de
estudios de bicapas lipidicas planas, que un incremento de la concentracidon de
calcio de yM a mM disminuye la actividad del canal, sugiriendo que el calcio
luminal pasa a través del canal iénico para inhibirlo, implicando que los sitios de
inactivacion corresponderian a aquellas secuencias localizadas alrededor del poro
de conduccion ioénica acuoso (Tripathy y Meissner 1996; Kurebayashi y Ogawa
1998).
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La ubicacion y la regulacion de los sitios de union al calcio ain permanecen
bajo discusion. Asi, la sustitucion de la region de divergencia D3 en la secuencia
del RyR1 por la correspondiente del RyR2, ha mostrado que esta region
citoplasmica no constituye ningun sitio de inactivacién de calcio (Du y MacLennan
1999). Sin embargo, otros resultados en donde se ha eliminado la D3, han
mostrado que ésta puede constituir un sitio de inactivacion de calcio (o de
regulacion alostérica a altas concentraciones de calcio) y también puede ejercer
una accion inhibidora sobre el sitio de activacién de calcio (Hayek ef al. 2000). Las
quimeras del RyR1/RyR2 también han mostrado que la sustitucion de la region
transmembranal, especialmente de la regién comprendida entre los aminoacidos
4382-4628 ejerce una accion inhibidora sobre la activacion por calcio y que la
region entre los aminoacidos 4187-4381 esta asociada y probablemente forma el
sitio -0 uno de los sitios- de inactivacion por calcio en el RyR1 (Du y MacLennan
1999; Du et al. 2000).

Otros resultados también han identificado sitios de activacion y de

inactivacion de calcio en la porcién carboxilo-terminal del RyR1, cerca de la region
que forma el poro de conduccion iénica (Chen et al. 1998; Buck ef al. 1992; Nakai
et al. 1999). De hecho se ha propuesto que el sitio de activacion ( de alta afinidad)
de calcio se ubica en el Glu** que estima estar localizado en el segmento
transmembranal dos (TM2) de la porcion carboxy-terminal del receptor (Chen et al.
1998). La eliminacion de buena parte de la seccion amino-terminal o “pie” del
receptor evita la inactivacion por elevaciones en el calcio citoplasmico (Bhat et al.
1997c; Hayek et al. 1999), por lo que se ha sugerido que los dominios de
activacion y de inactivacion del calcio pueden establecer una interaccion alostérica
(Hayek et al. 2000).
No obstante, la mutacion del Glu*®2 por Ala, suprime casi totalmente la
activacion por calcio del RyR1, ain cuando el canal mutado conserva, aunque
disminuida, la capacidad de ser estimulado por el DHPR. Esto indica que para
iniciar la liberaciéon del calcio durante la E-C, no se requiere de la activacién por
calcio del receptor (O'Brien et al. 2002).

Experimentos de estructura funcién, también han resaitado la importancia
del dominio transmembranal en la modulacion de la actividad del RyR1, de tal
manera que los aminoacidos: GIu*®2 (TM2), Asn*% (TM7), Asp*®'>(TM7),
Asp*®7(TM10) y GIn*¥*3}(TM10) estan involucrados en la funcion y en la regulacion
del canal, en particular en lo que respecta a la respuesta a otros activadores de la
liberacion de calcio a través del RyR1 como la cafeina, el 4-cloro-m-cresol y la
[3H]-ryanodina (Du y Maclennan 1998). Al mismo tiempo, estos experimentos
favorecen el modelo de 10 segmentos transmembranales para dicho dominio en el
RyR1. No obstante, el nimero de segmentos adn permanece indefinido.




El efecto de la ryanodina y sus sitios de union en el RyR1.

Ya se ha comentado que el nombre de receptor de ryanodina fue adoptado
debido a la gran afinidad con que esta proteina reconoce a ese alcaloide vegetal.
En un principio, éste se extraia de la madera del tallo de un arbusto originario de
Ameérica tropical (Ryania speciosa Vahl) para ser utilizada como insecticida
(Rogers et al. 1948; Jenden y Fairhurst 1969; Sleumer 1980).

Se ha aceptado que la ryanodina (Ryanodol 3-1H-pirrol-2-carboxilato) (Fig.
4a) se une a sitios en el receptor, exhibiendo alta (Kq 1-10 nM) y baja (1-10 pM)
afinidad. La union de alta afinidad provoca la activacién del canal, mientras que la
union de baja afinidad provoca la inhibicion del canal. Tras la determinacion de la
estructura de la ryanodina (Wiesner 1972), se logré la sintesis del alcaloide y el
desarrollo de estudios para aislar, identificar y caracterizar a la familia de los
receptores de ryanodina (Sutko ef al. 1997).

Se ha mostrado que la unién especifica de alta afinidad de [H*]-ryanodina
estabiliza multiples estados conformacionales del receptor que se asocian a
diferentes estados de conductancia y subconductancia del canal (Buck et al.
1992). Por lo que, dicha unién de alta afinidad, es producto de la actividad del
canal en el RyR1, esto ha permitido contar con una prueba del estado funcional de
ese receptor-canal; es decir, que aquellos agentes que promueven su activacion,
estimulan también la unién especifica del alcaloide. Mientras que aquellos agentes
que inhiben la actividad del canal, disminuyen la union especifica de la [H]-
ryanodina (Chu et al. 1990). E! analisis de Scatchard (Weiland y Molinoff 1981;
McGonigle y Molinoff 1994) permite estimar la constante de disociacion (Kq) o
afinidad de la [H3]-ryanodina y la unién maxima (Bmax), que corresponde al nimero
de sitios presente en una preparacion de reticulo sarcopasmico pesado que es la
fraccion enriquecida con el RyR1 (Fig. 4b).

La unién de alta afinidad solo se lleva a cabo cuando las cuatro
subunidades idénticas estan asociadas formando un homotetramero (Lai et al.
1989). Por lo que se piensa que cada homotetramero presenta un sitio de unién de
alta afinidad, el cual se forma con la aportacion de un segmento pde cada una de
las cuatro subunidades que constituyen al RyR1.

Aun cuando las subunidades del RyR1 estén disociadas, es posible
observar la unién de [H]-ryanodina de baja afinidad, ésto ha permitido proponer
que cada homotetramero cuenta con tres sitios que unen al alcaloide y que
promueven el estado cerrado del canal (Lai et al. 1989). Aunque todavia se
discute si la ocupacion de estos tres sitios de baja afinidad ocurre en forma
equivalente (la ocupacion de los tres sitios induce el cierre del canal) o en forma
secuencial (la ocupacion sucesiva va disminuyendo la afinidad de los sitios
restantes y promoviendo el cierre paulatino del canal) (Sutko et al. 1997), se ha
observado que la unién de ryanodina a dichos sitios disminuye la velocidad de
disociacion del alcaloide unido al sitio de alta afinidad (Lai et al. 1989; Buck et al.
1992), como si la molécula quedara atrapada fisicamente en ese sitio.
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Fig. 4. Unién especifica de {H*-ryanodina. a) Estructura de la ryanodina. Los numeros
indican las posiciones de los atomos en la molécuia y los asteriscos indican los hidrégenos
que se sustituyen por tritio. b) Los ensayos de union especifica de alta afinidad con [HY-
ryanodina se emplean como una prueba del estado funcional del canal y a través del analisis
de Scatchard (ecuaciones lineales) se puede estimar la constante de disociacién (Ky) y la
union maxima (B.x). La primera indica fa afinidad con que el alcaloide se une al receptor y
la segunda indica el namero de receptores presente en la preparacion.
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La degradacion triptica del RyR1 (en donde se libera la porcion carboxilo-
terminal del receptor de 76 KDa) (Callaway et al. 1994) y el marcado de alta
afinidad con wun derivado fotoactivable de Ila ryanodina (el 10-O-[3-(4-
azidobenzamido) propionil] ryanodina, en su forma tritiada) (Witcher et al. 1994),
han revelado que el sitio de alta afinidad de ryanodina y la regién formadora del
poro iénico se ubica en la porcidon carboxy-terminal de la proteina, después de la
Arg**’® cerca de o en la region transmembranal.

La sintesis de la ryanodina también ha dado lugar a una serie importante de
derivados, conocidos como ryanoides, con los que se ha obtenido informacion
particularmente respecto a ia interaccion de la ryanodina con el sitio activador (de
alta afinidad) en el RyR (Sutko et al. 1997). A través de los estudios de estructura
actividad que se han realizado (Sutko ef al. 1997; Welch 1998), se sabe que el
principal determinante en la unién de la ryanodina es el “locus” del anillo pirrélico;
de hecho, la maxima unién se logra gracias a las fuertes interacciones que el
carbonilo unido a dicho pirrol sostiene con el sitio de union. El locus pirrdlico se
encaja especificamente en otro subsitio, de tal manera que las posiciones 9y 10
quedan hacia fuera del sitio de union para formar libremente otras interacciones
que modulen la actividad y la conductancia del canal. Hasta el momento, se ha
determinado que la modificacion de la regidon que circunda la posicidon 3 de la
ryanodina es la que determina principalmente la afinidad de la unién de la
molécula, mientras que el extremo opuesto (posiciones 9 y 10), controla el
comportamiento del canal. El sistema de anillos fusionados, provee el buito
necesario para rellenar el sitio de union y formar tanto interacciones hidrofébicas,
como contactos de tipo polar con la proteina (Fig. 4a).

La modulacion del RyR1 por otras proteinas.

Como en muchos otros ejemplos, la fisiologia del RyR1 es modulada por la
interaccion con otras proteinas y otros agentes igualmente de interés fisiologico o
incluso farmacolégico. La lista de agentes es considerable y ha sido revisada
ampliamente (Fleischer e Inui 1989; Meissner 1994; Franzini-Armstrong y Protasi
1997; Zucchi y Ronca-Testoni 1997; Sutko ef al. 1997; Mackrill 1999); por ello, a
continuacion sélo se presenta una breve descripcion de los efectos de algunos de
los moduladores mas estudiados o que presentan un papel mas relevante en la
fisiologia del RyR1.

Ademas del DHPR, cuya interaccion con el RyR1 ya ha sido descrita, otra
proteina importante que modula este canal de calcio es la inmunofilina FKBP12
que une a inmunosupresores como el FK506 o la rampamicina. Tiene una masa
de 12 KDa por eso sus siglas en inglés FKBP12 (FK Binding Protein 12). Esta
proteina se ubica sobre todo en el plasma y cataliza la isomerizacion peptidilpropil-
cis-trans, que aparentemente interviene en la conformacion de las proteinas
(Mackrill 1999).
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La FKBP12 se une especificamente al RyR1 con una estequiometria de 1:4,
es decir, una FKBP12 por monémero de receptor. Aunque el RyR1 puede
interactuar con otra isoforma de la inmunofilina, la FKBP12.6, el RyR2 sdlo
reconoce a esta Gltima isoforma (Timerman et al. 1996).

Ya se ha comentado también que los sitios de unién de la FKBP12 se
ubican a unos 12 nm de la entrada del poro i6nico (Wagenknecht ef al. 1997). La
ausencia de las cuatro inmunofilinas genera tres estados de subconductancia que
representan el 25, 50y 75 % del maximo de conductancia (400 pS) del RyR1; es
decir, que las cuatro FKBP12 estabilizan la conformacion del RyR1, favoreciendo
la apertura del canal a su maxima conductancia; dicha conformacioén es la que se
requiere para la activacion mecanica del RyR1 durante el acoplamiento de
excitacidon-contraccion (Brillantes et al. 1994; Ahern et al. 1997). Asimismo, la
FKBP12 interviene en el acoplamiento entre los RyR’'s musculares (Marx et al.
1998), siendo éste, aparentemente, el mecanismo para propagar la senal de
liberacion de calcio a otros receptores (incluyendo los RyR3) que no estan
fisicamente acoplados al los DHPR's.

La ausencia de la FKBP12 incrementa unas 10 veces la activacion del
RyR1 por calcio y disminuye también en unas 10 veces su inhibiciéon por ese
mismo cation (Ahern et al. 1997). Igualmente, dicha ausencia incrementa la
sensibilidad del receptor por la cafeina (Timerman et al. 1993; Ahern et al. 1994),
Lo anterior no sélo indica que esta inmunofilina modula la accion de otros
efectores del RyR1, sino que también regula el estado cerrado de este canal de
calcio.

Aparentemente, la interaccion entre el RyR1 y el DHPR es mediada por otra
glucoproteina de 95 KDa que se ubica en la membrana del reticulo sarcoplasmico,
llamada triadina, cuyo extremo N-terminal se une al dominio citoplasmico del RyR1
mediante puentes disulfuro con una estequiometria de 1:1. Aunque la asociacion
de la triadina con el RyR1 y con el DHPR ha sido demostrada por experimentos de
inmunomarcado, de ‘“ligand-overlay” y de entrecruzamiento (Caswell ef al. 1991;
Knudson ef al. 1993; 1993a); ninguna otra proteina derivada de la triadina es
capaz de unirse al DHPR, por lo que la idea sobre la mediacién de la triadina en el
acoplamiento de excitacion-contraccidon alun no esta definida por completo
(Mackrill 1999).

La triadina también es capaz de anclar a otra proteina acida que se ubica
en el lumen de las cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico conocida como
calsecuestrina (Jorgensen et al. 1983). Esta proteina ademas de tener una alta
capacidad para unir calcio (40 mol de calcio por mol de proteina), también se une
directamente al RyR1 por su dominio luminal incrementando la probabilidad de
apertura del canal (Kawasaki y Kasai 1994). Dicha uniéon también puede ocurrir
mediante intermediarios como la triadina, (a través de su extremo C-terminal y en
forma calcio-dependiente), la juntina (de 26 KDa) u otra proteina aun no bien
identificada de 30 KDa (Burns y Michalak 1993). Se ha visto que la activacion del
RyR1 provaca la liberacion del calcio unido a la calsecuestrina (lkemoto et al.
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1989), lo cual provoca un incremento transitorio del calcio intraluminal debido a la
disociacion del calcio unido a la calsecuestrina. Posteriormente la liberacién ocurre
la discminucion del clacio en el lumen del resticulo sarcoplasmico este aumento
desaparece cuando se extrae la calsecuestrina del lumen del reticulo
sarcoplasmico, por lo que se ha sugerido un acoplamiento reciproco entre el RyR1
y la calsecuestrina (ikemoto et al. 1991; Gilchrist et al. 1992).

Otra proteina moduladora de Ia fisiologia del RyR1 es la calmodulina, que
también une calcio, es ubicua y tiene un peso molecular de 17 KDa. La
concentracion intracelular de la calmodulina es de 2 pM, a la cual se disminuye la
probabilidad de apertura del RyR1 (Zucchi y Ronca-Testoni 1997). La calmodulina,
ademas, disminuye la union especifica de [*H]-ryanodina (ICsp= 0.1 pM) (Fuentes
et al. 1994). Recientemente, se ha observado un efecto bifasico de esta proteina
sobre el RyR1 (Trypathy et al. 1995), inhibiendo al canal en presencia de
concentraciones de calcio que oscilan entre el intervalo micromolar al milimolar. A
concentraciones submicromolares de calcio (< 0.1 pM) la calmodulina incrementa
la union especifica de [*H]-ryanodina (ECs= 28 nM), estimula la liberacion de
calcio e incrementa la probabilidad de apertura del RyR1.

Se han identificado de 3-6 sitios de unién por mondmero a la calmodulina
en el RyR1, que interactian con los sitios de calcio (Menegazzi et al. 1994;
Trypathy et al. 1995). La unién de calmodulina al RyR1 es calcio-dependiente: a
una concentracion de calcio < 0.1 uM, se unen 4 moléculas de calmodulina a cada
mondémero del RyR1, mientras que a concentraciones micromolares se une sélo
una molécula de calmodulina por monémero (Trypathy et al. 1995). La unién de la
calmodulina alcanza sus valores maximos a un pH de entre 6.5-7.2 y una fuerza
i6énica de 0.1-0.25 M. Ademas el magnesio disminuye el numero de los sitios de
alta afinidad a esa proteina en el RyR1 (Yang et al. 1994).

Ademas de las anteriores, existen otras proteinas y péptidos que también
se asocian al RyR1 y modulan su actividad:

1) Anexina-lV. Las anexinas son una familia de lipoproteinas cuya actividad
dependen de calcio. Aunque su fisiologla no esta bien definida, es probable que
intervengan en la secrecion o que actuen como canales de membrana plasmatica.
La anexina-VlI (de 76 KDa) activa al RyR1 a concentraciones nanomolares
incrementando el tiempo medio y la probabilidad de apertura del canal
dependiendo de la concentracién de calcio (Diaz-Mufoz et al. 1990).

2) Sorcina. Esta proteina de 22 KDa une calcio y esta presente en células
resistentes a diferentes drogas. Aunque en principio se le asocia al RyR2. Se ha
visto que se une a través de su extremo C-terminal con la subunidad a1 del
DHPR, por lo que posiblemente intervenga en el acoplamiento de excitacion-
contraccion (Meyers et al. 1998).

3) S100s. L.os miembros de esta familia de proteinas citoplasmicas (de 10-12 KDa)
también unen calcio y forman homo y heterodimeros. A concentraciones




24

submicromolares de calcio en el citoplasma, concentraciones nanomolares de la
S100A1 incrementan el tiempo medio de apertura del RyR1. Cuando la
concentracion de calcio aumenta a niveles micromolares, la activacion desaparece
(Fano et al. 1989; Schafer y Heizmann 1996). Aparentemente, la S100A1 se une
en sitios que se enciman con los de calmodulina (Treves et al. 1997). Ademas la
S100A1 también interactia con otras proteinas accesorias del RyR1, como la
triadina, la sorcina, las anexinas, la aldolasa y lagliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (estas dos ultimas, posibles accesorias del receptor) y otras, no
bien identificadas, presentes en las cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico
de ~100 KDa y ~60 KDa (Treves et al. 1997).

4) Proteasas. Los experimentos con proteasas han revelado algunos efectos en la
actividad del RyR1 e incluso se han utilizado como herramientas para caracterizar
estructuralmente la fisiologia del receptor (Zarka y Shoshan-Barmatz 1993;
Callaway et al. 1994). Por ejemplo, la incubacién del RyR1 con tripsina presenta
un fecto bifasico: primero induce la activacion del canal, por lo que su probabilidad
de apertura se incrementa, posteriormente la actividad del canal se pierde (Zucchi
y Ronca Testoni 1997). Ademas la union de alta afinidad de ryanodina se pierde,
pero la de baja afinidad crece después de la incubacion prolongada con la tripsina
(Chu et al. 1988; Shoshan-Barmatz y Zarka 1988; Trimm ef al. 1988; Meissner et
al. 1989). La calpaina-l divide al RyR1 en dos fragmentos de ~150 y ~375 KDa, los
cuales se mantienen asociados, pero la ruptura del RyR1 estimula la liberacion de
calcio sin modificar la union de ryanodina (Shoshan-Barmatz et al. 1994). La
calpaina-ll presenta efectos similares, pero genera dos fragmentos de ~150 y de
~3156 Kda; ademas bloquea la inactivacion del canal y su efecto proteolitico es
inhibido por la calmodulina, sugiriendo la posible interaccion de ambos sitios de
reconocimiento (Rardon et al. 1990).

5) Ankirinas. Se han detectado algunos subtipos de esta familia de proteinas del
citoesqueleto como proteinas integrales de membrana del reticulo sarcoplasmico,
en una ubicacién adecuada para una posible interaccion con el RyR1 (Zhou et al.
1997). Nada se ha definido aun; sin embargo, en células del linfoma las ankirinas
aumentan la unién especifica del la [*H]-ryanodina y bloquean el efecto inhibidor
de la ryanodina en la liberacién de calcio (Bourguignon et al. 1995).

Asi como las ankirinas, se han encontrado otras proteinas en las células del
musculo esquelético con un posible papel en la regulaciéon de la actividad del
RyR1. Por ejemplo, una proteina de 90 KDa, que es integral de membrana y su
ubicacion es exclusiva de las cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico;
también comparte algunas caracteristicas de la calnexina (una chaperona) y es
diferente a la triadina (Guo et al. 1994). Otro ejemplo es la proteina similar a la
integrina, de 167 KDa, que se ha detectado también en el musculo cardiaco y que
es bioquimica e inmunologicamente diferente a las integrinas, posee un extremo
N-terminal Gnico y se ha detectado en el lumen de las cisternas terminales del
reticulo sarcoplasmico (Presotto et al. 1997).




8]
W

6) Peptidos (Toxinas). Algunos venenos o toxinas de origen animal también
modulan la actividad del RyR1, como la miotoxina-a que activa al receptor e
incrementa la permeabilidad de la membrana del reticulo sarcoplasmico
(Yudkowsky et al. 1994 Furukawa et al. 1994), la helothermina (de 25.5 KDa) que
bloquea al RyR1 y al RyR2 (Morrissette ef al. 1995), la ryanotoxina (extraida del
veneno del escorpidn), cuyos efectos recuerdan a los de la ryanodina, es decir que
incrementa la liberacion de calcio e induce largos estados de subconductancia,
también estimula la unién de [*H)-ryanodina dependiendo de su concentracién, por
lo que es posible que e! péptido interaccione con los sitios de ryancdina
(Morrissette et al. 1994). La iperatoxina-A (también aislada del veneno del
escorpion), activa especificamente al RyR1, sin permeabilizar la membrana del
reticulo sarcoplasmico (El-Hayeck ef al. 1995).

La modulacion del RyR1 por modificaciones covalentes: Fosforilacion y estado
redox.

Como muchas otras proteinas, el RyR1 también es modulado por
modificaciones covalentes como la fosforilacion. Aunque las tres isoformas de este
receptor pueden estar sujetas a esta modificacion, existen diferencias; asi por
ejemplo, el RyR2 es fosforilado en la Ser?®*® (Witcher et al. 1991); mientras que el
RyR1 es fosforilado en la Ser®®? (Suko et al. 1993).

La activacion del RyR1 puede ocurrir mediante la accion de protein-cinasas,
la reversion de dicha activacion puede ocurrir mediante protein-fosfatasas (Mackrill
1999). Asi mismo, se ha observado una correlacion directa entre el incremento de
la fosforilacién a través del tiempo con la reduccion en el llenado de calcio del
reticulo sarcoplasmico. Esta reduccién en el llenado de calcio puede revertirse
mediante el tratamiento con la proteina fosfatasa 1 (Mayrleitner et al. 1995).

La fosforilacion del RyR1 mediante proteinas cinasas asociadas a
membrana (PKA, PKC, PKG) o la proteina cinasa exdgena dependiente de
calmodulina tipo Il (CaMKIi), le produce insensibilidad para ser bloqueado por
Mg?* (1 mM). Dicha insensibilidad se puede revertir por la accién defosforilante de
las proteinas fosfatasas 1 y 2A (PPT1 y PP2A, respectivamente) (Hermann-Frank
y Varsanyi 1993; Hain ef al. 1994).

La incorporacion del RyR1 en bicapas lipidicas planas ha mostrado que
antes del tratamiento con protein-cinasas o fosfatasas, el 60% del canal esta
defosforilado o inactivo y un 40% se encuentra fosforilado o activo; es decir, que
nativamente el RyR1 presenta un grado de fosforilacion, y sélo el canal fosforilado
es activo en condiciones fisiologicas. Ademas, estos mismos estudios han
sefalado que tanto la PKA como la CAMPKII, presentan diferencias en sus
efectos activadores. Incluso la endCAMPK! (enddgena) presenta un efecto
opuesto al de la CAMPKIl (exdgena), ya que inhibe la actividad del canal al
bloquearlo en el estado cerrado. Por todo lo anterior, se ha propuesto que la
fosforilacion del RyR1 puede ocurrir en mas de un sitio y que dependiendo de
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éste, se observaran diferentes consecuencias funcionales sobre el RyR1 (Hain et
al. 1994).

La fosforilacion/defosforilacion de otras proteinas también modula la
actividad del RyR1 indirectamente. Asi por ejemplo: las proteinas de 160/150-KDa
disminuyen unas 100 veces la afinidad del receptor por el calcio (Orr y Shoshan-
Barmatz 1996); la fosforilacion de la Ser®® del DHPR le impide activar al RyR1 en
la excitacion-contraccion (L.u y Meissner 1995) y solo la calsecuestrina, que regula
la concentracion de calcio en el reticulo sarcoplasmico, al ser defosforilada
incrementa cooperativamente la probabilidad y el tiempo medio de apertura de ese
canal de calcio (Szegedi et al. 1999). El hecho de que la calsecuestrina, se
mantenga unida al RyR1 independientemente de su estado de fosforilacion
(92/102 nM, fosforilada/defosforilada, respectivamente), revela que el ciclo de
fosforilacion y defosforilacion de esa proteina puede jugar un papel esencial en el
mantenimiento de la dinamica de calcio intracelular en los miocitos (Herzog et al.
2000).

El estado de o6xido/reduccion (redox) de la célula es un factor que modifica
la actividad de diferentes proteinas, incluyendo algunos canales idnicos como el
RyR1 (y también el RyR2), el cual posee 404 cisteinas por homotetramero en el
estado reducido (o de tiol libre: -SH). Estos sulfhidrilos hiperreactivos poseen un
potencial redox definido que le permite al RyR1 modificar la actividad del canal
como respuesta a cambios en el estado redox de la célula, incluso en presencia
de diferentes moduladores como el calcio, cuya activacion disminuye el potencial
redox que facilita la oxidacion de los grupos tiol de este receptor e induce,
consecuentemente, la apertura del canal. Esto sugiere que, en el RyR1, los sitios
activadores de calcio podrian estar acoplados con el sensor redox. En contraste,
inhibidores como el magnesio aumentan el potencial redox que favorece la
reduccion de los puentes disulfuro que genera, a su vez, el cierre del canal
(Ruohong et al. 2000). Se ha detectado, también, que algunos de estos sulfhidrilos
(aminoacidos 33028-33034) constituyen un sensor transmembranal sensible a los
cambios locales en el potencial redox generado por el glutation en la membrana
(Wei et al. 2000).

El contenido de sulfhidrilos libres por subunidad en condiciones nativas es
de alrededor de 48. La oxidacion, en presencia de una presion de oxigeno de 150
mm Hg, 3-morfolinosydnonimina (0.2 mM) (SIN-1) y glutation (5 mM); de 10
tioles/subunidad, no produce efecto sobre la actividad del RyR1, observandose
una gran capacidad del receptor para contrarrestar la accion de agentes oxidantes
como las especies reactivas de oxigeno, como el O, 6 el peroxinitrito, mismos que
se proponen como los productos probables en la oxidacion de los tioles libres del
RyR1. La oxidacién de dichos tioles con SIN-1 puede dar lugar a la formacion
reversible de puentes disulfuro o acido sulfenico (SOH), o a la formacion
irreversible de acido sulfénico (SO3H). Se ha descartado la posibilidad de que en
la oxidacion de los tioles libres del RyR1, el SIN-1 produzca oxido nitrico como
agente oxidante (Eu et al. 2000) o que active al receptor por S-nitrosilacion.
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De acuerdo con lo anterior, una oxidacion moderada disminuye el numero
de tioles libres/subunidad a ~23, lo cual aumenta la actividad del canal. Esta
activacion puede revertirse si el nimero de tioles libre se vuelve a incrementar a
~48. Ahora bien, si la oxidacién es mayor, dejando s6lo 13 tioles libres/subunidad,
entonces se promueve la inhibicion irreversible del RyR1. De esta manera las
diferentes clases de tioles en el RyR1 sugieren que: 1) el canal puede estar
protegido de la oxidacion a través de varios de sus sulfhidrilos funcionalmente
inertes, 2) el canal podria estar disefiado para responder a un estrés oxidativo
moderado a través de cambios en su actividad basal (por ejemplo, su sensibilidad
al calcio) y 3) el canal es susceptible a dafios por condiciones oxidativas mas
extremas (Sun ef al. 2001).

Ademas del potencial redox que genera la proporcion reducida (GSH) u
oxidada (GSSG) del glutation (Zable et al. 1997), otras especies redox modifican la
actividad del RyR1, como el H0,, por ejemplo, que a concentraciones
submilimolares activa al canal y a concentraciones milimolares lo inhibe (Favero et
al. 1995). La tensién de O (10 mm Hg en el musculo) que, por si sola, reduce u
oxida unos 6-8 tioles/subunidad, modifica la respuesta del RyR1 a
concentraciones nanomolares del oxido nitrico (Eu et al. 2000). Este modulador
metabolico universal presenta un efecto bifasico (activacion/inhibicién) sobre el
RyR1 que depende de la concentracion y del tipo de donador de 6xido nitrico que
se utilice, del potencial de membrana y de la presencia de agonistas (Meszaros et
al. 1996; Stoyanovsky et al. 1997, Hart ef al. 2000; Suko et al. 1999). El efecto del
oxido nitrico se ejerce a través de oxidar 6 S-nitrosilar (1-50 tioles) las tres clases
diferentes de sulfhidrilos en el receptor. Aparentemente, las concentraciones (~100
a 500 pM dependiendo el donador) de donadores de éxido nitrico que no afectan
la actividad del RyR1, bloquean el entrecruzamiento de las subunidades del
receptor mediante la formacion (por oxidacion) de puentes disulfuro que cambian
la conformacion del receptor y bloquean el canal. En contraste, concentraciones
mayores de donadores de éxido nitrico, oxidan a otros tioles, con lo cual se
estimula la actividad del RyR1 (Aghdasi et al. 1997).

Se ha encontrado que la actividad del canal aumenta al S-nitrosilar un tiol
por subunidad. Este efecto del oOxido nitrico parece ocurrir a través de la
intervencién de la Cys*®*® que se encuentra cercana al sitio de unién de la
calmodulina en el RyR1, de la cual depende el efecto promovido por el 6xido
nitrico (Porter et al. 1999; Sun ef al. 2001a).

La modulacion del RyR1 por diferentes efectores.

Ademas del calcio, existen otros iones que modulan la actividad del RyR1,
como el Mg®*, por ejemplo, que inhibe al canal a través de dos mecanismos
independientes: 1) al competir con el calcio por los sitios activadores de alta
afinidad y 2) al unirse a los sitios inhibidores de baja afinidad de calcio que
resultan incapaces para discriminar enfre ambos cationes (Laver et al. 1997).
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Otros cationes como el Zn?* presentan un efecto bifasico de activacion e
inhibicion, que depende de la concentracion y que puede, a su vez, modificar los
efectos ejercidos por otros efectores (Xia et al. 2000). Asimismo, los experimentos
de union especifica con [*H]-ryanodina y de liberacion de calcio han evidenciado
que la apertura del canal y la unién de ryanodina estan relacionadas con la
ocupacién de sitios de unién especificos para cationes y aniones monovalentes
(Na*, Li*, K*, Cs", CI' NO3, ClOy,etc.), lo cual argumenta a favor de la relacion
entre el estado funcional del canal y la unién de la ryanodina (Hasselbach y Migala
1998).

El aumento del pH en el lumen del reticulo sarcoplasmico entre el intervalo
5-5.5, inhibe la actividad del RyR1. Si el pH se mantiene entre 60 y 7.5, la
actividad no se ve afectada, pero si el pH se incrementa nuevamente entre 7.5-9,
se logra la recuperacién completa de la actividad del canal. En general, se ha
observado que la variaciéon del pH intracelular (luminal y citoplasmico) no es lo
suficientemente grande en una fibra funcional como para producir algtin cambio
irreversible en la actividad del RyR1 (Laver et al. 2000).

En el estudio de la actividad del RyR1 también se han empleado agentes
farmacolégicos que han permitido caracterizar las propiedades del receptor. Dos
ejemplos clasicos son:

1) El rojo de rutenio, que favorece el estado cerrado del canal (actuando por el
lado citoplasmico), disminuye la corriente del canal (actuando por el lado luminal) y
reduce la afinidad del RyR1 por la ryanodina. Aparentemente, los sitios de
reconocimiento a este colorante policationico se colocalizan con los de
calmodulina entre los aminoacidos 1861-2094 y 3657-3776 (Zucchi y Ronca-
Testoni 1997; Chen y MacLennan 1994).

2) El dantroleno, derivado de la hydantoina, que actlta como un relajante muscular
postsinaptico, el cual también disminuye (unas tres veces) la afinidad del RyR1
(pero no del RyR2) o del RyR3 por la ryanodina. Esta inhibicion es capaz, incluso,
de revertir el incremento propiciado por la mutacion Arg6156Cys, que conlleva -
entre otras mutaciones- al padecimiento denominado como hipertermia maligna
(Zhao et al. 2001), que consiste en una hipersensibilidad a la accion de los
anestésicos (Mickelson y Louis 1996).

L.a modulacién del RyR1 por nucleétidos de adenina y alquilxantinas

Los ejemplos enumerados hasta aqui demuestran que la complejidad de la
actividad del RyR1, no solo radica en su propia naturaleza, sino ademas en las
multiples posibilidades para interactuar con una gran variedad de efectores; la lista
es extensa y por ello, tal como se ha mencionado anteriormente, solo se han
considerado los ejemplos mas significativos o conocidos. Sin embargo, aun resta
discutir con amplitud uno de los conjuntos de moduladores que han tenido
verdadera repercusion en el entendimiento general de la actividad del RyR1: las
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purinas. De éstas podemos distinguir, de acuerdo con los efectos que ejercen
sobre el receptor, dos grupos: los nucleétidos de adenina (ATP, ADP, AMP, etc.),
cuya relevancia en la fisiologia celular es ampliamente conocida, y otras de interés
meramente farmacologico como las alquilxantinas (cafeina, teofilina, teobromina,
elc.).

A concentraciones milimolares, los nucledtidos de adenina activan al RyR1,
inducen la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico cooperativamente y
aumentan la probabilidad y el tiempo de apertura del canal, pero sin afectar su
conductancia. Sin embargo, la activacion del RyR1 por el ATP (Fig. 5), por
ejemplo, depende de calcio. De hecho, la completa activacion del RyR1 (con una
probabilidad de apertura cercana a uno) ocurre a una concentracion de calcio de
~100 pM (Meissner 1984; Rousseau et al., 1988; Meissner, 1994; Zucchi y Ronca-
Testoni, 1997). Asimismo, el ATP (Pessah et al., 1987), puede regular los sitios de
calcio al eliminar la inhibicién provocada por €l Mg?* cuando compite con el Ca?*
por los sitios de activacion. Esta idea se ha extendido incluso hasta los sitios
inhibidores de calcio, los cuales —segln se ha propuesto— regulan la activacion del
RyR1 durante la E-C. Aparentemente, se requiere de ATP milimolar para facilitar
la liberacion de calcio que inducen los DHPR's; los cuales también contribuyen a
eliminar la inhibicién que ejerce el Mg®* (1 mM) sobre el RyR1 dismunuyendo la
afinidad de los sitios inhibidores de calcio por el Mg** (Pessah et al. 1987; Lamb.
2000; Jona et al. 2001; Laver et al. 2001).

La activacion de los nucledtidos de adenina también se manifiesta como un
aumento de la union especifica de la [H3)-ryanodina. Particularmente, este efecto
se refleja en un aumento en la asociacion de la [H%)-ryanodina al receptor,
generandose finalmente un aumento de unas cinco veces de la afinidad
(disminucién de la Kd) del RyR1 por ese alcaloide (Pessah ef al.,, 1987; Chu et al.,
1990).

El aumento de la afinidad del RyR1 por la ryanodina indica que el sitio de
alta afinidad es afectado alostéricamente por el o los sitios de unién de ATP en la
proteina, lo cual sugiere, a la vez, cambios en la conformacién del receptor a larga
distancia (Pessah et al., 1987). Estos cambios se han verificado a través de [a
criomicroscopia electronica (a 3 nm de resolucion) del RyR1. La reconstruccion de
imagenes del RyR1 activado por la accién de una concentracion de 100 pM de
AMP-PCP (un analogo no hidrolizable del ATP) muestra movimientos, parecidos a
la apertura y al cierre del diafragma de una camara, tanto del dominio
transmembranal (que corresponderia al tallo del hongo al que se asemeja la
estructura global del RyR1), como de las regiones que forman "las abrazaderas o
los ganchos” del dominio citoplasmico (Serysheva et al.1999).

Hasta el momento, la inspeccion de la estructura primaria de RyR1 ha
sugerido la presencia de al menos 36 motivos por homotetramero (9/mondmero),
ubicados en diferentes lugares (aminoacido: 2-7, 699-704, 701-706, 1195-1200,
2264-2269, 2370-2375, 4449-4454, 4452-4457 y 4602-4607) del RyR1, los cuales
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Fig. 5. Estructuras del Trifosfato de adenosina (ATP) y la 1,3,7-Trimetilxantina (Cafeina),
derivados de purina que se han utilizado ampliamente para caracterizar 1a actividad del

canal del RyR1.
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presentan la siguiente secuencia de aminoacidos: Gly X Gly X X Gly (Takeshima
et al. 1989, Du ef al. 2001). También se han identificado otros posibies motivos o
parte de ellos en la secuencia del RyR1, incluso algunos presentes en ofras
proteinas que unen ATP como las chaperoninas GroES (Du et al. 2001).

El motivo de glicinas también estd presente en otras proteinas que unen
ATP como la proteina cinasa dependiente de cAMP. La estructura tridimensional
de la subunidad catalitica de esta cinasa, revela que el segmento rico en glicina
forma un hoyo anionico donde se une el ATP. Este segmento une a dos tiras
antiparalelas que forman una hoja f-plegada, y sirve como elemento de anclaje
para los fosfatos del ATP, en particular del fosfato y que es transferido en la
fosforilacién catalizada por esta enzima (Schulz 1993).

A diferencia de otros motivos que unen ATP, la base purinica, es decir la
adenina, queda enterrada en la hoja p-plegada, en lugar de quedar en la
superficie. Ademas, en esta proteina cinasa no se cuenta con la Lys, adyacente al
motivo de glicinas, que interviene en la transferencia del grupo fosfato. Dicha Lys
se ubica en la posicion 72 después del motivo, justo en la siguiente (tercera) hoja
B-plegada que forma parte del andamio completo de la estructura (Knighton et al.
1991).

Los pocos resultados de mutacion dirigida que se tienen han mostrado que
ni los posibles sitios encontrados también en las chaperoninas y que se repiten en
el RyR1, ni el sitio de glicinas comprendido entre los aminoacidos 2370-2375 —que
es el Unico de este tipo estudiado hasta el momento— han mostrado ser sitios de
union para ATP, ya que las mutantes observan una sensibilidad similar a la del wt-
RyR1 frente al AMP-PCP (Du et al. 2001). Esto sin embargo, aun debe ser tomado
con reserva, ya que, probablemente, la sustitucion de una Gly por una Ala no
altere la estructura del motivo de manera que se puedan ver cambios notables
(Schulz y Schirmer 1979), por ejemplo en la sensibilidad frente al AMP-PCP.

Otros estudios, utilizando un derivado fotoactivable del ATP (el 3'-O-(4-
benzoil)benzoil-adenosina-5'-trifosfato 6 dibenzoATP (Bz;ATP), han mostrado que
el fotomarcado del RyR1 con el [«*-P] Bz,ATP presenta una relacion molar de
1.146 + 0.087, es decir que por cada mol de homotetramero se une un mol de
Bz,ATP (Zarka y Shoshan-Barmatz 1993).

Al utilizar este mismo fotomarcador para marcar los fragmentos finales de
degradacion triptica del RyR1, se puede ver que el o los sitios marcados se ubican
en dos fragmentos de 27 y 13 kDa. Aunque la estequiometria de union entre el
RyR1 y el Bz,ATP sea de 1:1, esto no descarta la posibiidad de que el
homotetramero cuente con mas de un sitio de union para el ATP con
cooperatividad negativa, por lo que, probablemente, se requiera una mayor
concentracion de Bz,ATP para marcar los otros sitios. De hecho, los ensayos de
union especifica con [H*]-ryanodina a diferentes concentraciones de Bz,ATP, han
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indicado la presencia de sitios de union para ATP con diferente afinidad en el
RyR1 (Zarka y Shoshan-Barmatz 1993).

La accidon que el ATP ejerce sobre el RyR1, necesariamente debe ser
comprendida en términos de los otros dos productos de su hidrolisis: el ADP y el
AMP. La combinacion de los nucledtidos genera un parametro metabélico
conocido como carga energética, cuyos valores resisten fuertemente a los
cambios en el medio intracelular. Los resultados obtenidos mediante ensayos de
union especifica con [H3]-ryanodina, han mostrado que ademas de la molécula
individual de ATP, la accidon conjunta de los tres nucleétidos también es relevante
en la modulacién del RyR1. Se ha sugerido fuertemente que, mediante sus
diferentes sitios de unién para ATP, el RyR1 es capaz de percibir selectivamente
la presencia de nucledtidos con uno, dos o tres fosfatos (Butanda-Ochoa y Diaz-
Mufioz 1998). Experimentos realizados con un derivado en donde dos adenosinas
estan ligadas por seis fosfatos; han sefialado que es probable que cada una de las
adenosinas se una en sitios diferentes, activando al RyR1 y manteniéndolo en el
estado abierto a través un puente intermolecular formado por el puente o cinturén
de fosfatos (Morii y Makinose 1992). Si este puente es menor el efecto se vuelve
menos eficaz; ademas, aparentemente, el anillo de ribosa es importante en la
unién y en la activacion promovida por las adenosinas unidas a las subunidades
del RyR1, ya que su oxidacién aumenta la eficacia de la activaciéon aun cuando las
dos desoxiadenosinas solo estén conectadas entre si por un cinturén de cuatro
fosfatos (Holden et al. 1996).

La modulacion del ATP también se encuentra regulada por el nivel de
fosforilacion del RyR1, que altera el nivel de incremento en la actividad del RyR1
promovida por el ATP. Dicha regulacion debe registrarse de manera alostérica, ya
que de los sitios de union al ATP en el RyR1, sélo dos (ubicados entre los
aminoacidos 2370-2375 y 4452-4457) poseen la Lys en la posicién 72 -después
de la dltima Gly-, la cual se requiere para la transferencia del grupo fosfato en la
fosforilaciéon promovida por las protein-cinasas. Existe un tercer sitio de glicinas
(4602-4607) en el RyR1 que presenta dicha Lys, pero en la posicion 73.

Se ha observado, sin embargo, que el sitio de glicinas localizado entre los
aminoacidos 2370-2375 no interviene en el reconocimiento de ATP. De esta
manera, las evidencias indican que la fosforilacidon no se verifica en esos sitios,
sino en otros como la Ser?®” (Suko et al. 1993). De hecho, el efecto promovido
por el fosfato inorganico (Pi) es diferente (incrementa la probabilidad de apertura a
través de disminuir el tiempo medio del estado cerrado sin afectar el tiempo medio
del estado abierto) al del ATP (que incrementa el tiempo medio del estado abierto
y disminuye el tiempo medio del estado cerrado), por lo que deben ocupar sitios
de union distintos (Balog et al. 2000).

Otras purinas que ejercen influencia sobre la actividad del RyR1, son las
alquilxantinas, en particular la cafeina (Fig. 5). Esta trimetilxantina ha sido utilizada
ampliamente para caracterizar funcionalmente al RyR1. El principal efecto que la
cafeina (0.5-2 mM) promueve sobre este receptor es el de incrementar su
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sensibilidad para ser activado por el calcio. Dicha activacion puede observarse,
por ejemplo al incorporar al RyR1 en bicapas lipidicas planas. Lo que se observa
es un incremento en la probabilidad de apertura del canal, esto a su vez se
traduce como: una reduccion del tiempo del estado cerrado o un aumento de la
frecuencia de los eventos de apertura. A concentraciones altas (>5-10 mM) la
cafeina induce, ademas, un incremento en el tiempo de! estado abierto (Zucchi y
Ronca-Testoni 1997).

Otra forma en que la cafeina induce la activacion del RyR1 es a través de
aumentar su afinidad por el calcio en ensayos de union especifica con [H3]-
ryanodina (Pessah ef al. 1987; Rousseau et al. 1988). En este caso, la presencia
de cafeina promueve la union del alcaloide desde concentraciones sumamente
pequeias (nanomolares) de calcio. Ademas, la unidn maxima de [H®)-ryanodina
aumenta ligeramente en comparacion con el experimento control, pero menos en
comparacion con el aumento que promueve el ATP 6 el AMP-PCP (Pessah ef al.,
1987).

No se han propuesto sitios consenso para la cafeina en el RyR1; sin
embargo, se sabe que es muy probable que el o los sitios de union para la cafeina
estén ubicados en el dominio citoplasmico en el RyR1, ya que no se ha observado
efecto alguno en el canal truncado formado por los dominios transmembranal y
lumenal del receptor. No obstante, esto no descarta la posibilidad de que el sitio
de union esté formado por el ensamble de la porcion amino-terminal (citoplasmica)
y la porcion carboxi-terminal; o bien que la estructura del sitio de unién se vea
alterada en ausencia del extremo amino-terminal del RyR1 (Bhat et al. 1997b).

Algunas mutaciones, eliminaciones o quimeras han mostrado la existencia
de regiones reguladoras de los sitios de union a la cafeina (Bhat ef al.,, 1997a,b;
Tong et al., 1997; Du et al.,, 2000; Du ef al., 2001; etc.). Entre éstas destaca el
intercambio de las glicinas por alaninas en el sitio comprendido entre los
aminoacidos 2370-2375, los resultados ha mostradoque el sitio de glicinas tiene
una participacion en la regulacion de Ia sensibilidad del RyR1 frente a la cafeina.
Este sitio, ademas, esta incluido en lo que se ha denominado como el dominio 2
(aminoacidos 2163-2458) asociado a la hipertermia maligna, es decir la
hipersensibilidad a los anestésicos asociada a mutaciones en el RyR1 (Du et al.
2001).

El efecto que tienen otras alquilxantinas como la teofilina, la teobromina,
etc., ha sugerido una naturaleza hidrofobica para estos sitios de cafeina. De
hecho, se ha observado que un incremento en la hidrofobicidad en las posiciones
7, 1y 3, incrementan la habilidad de las alquilxantinas para activar al RyR1. Las
posiciones 8 y 9 no mostraron efecto alguno (Liu y Meissner 1997).

Hasta el momento, se han caracterizado dos formas en que las purinas
modulan con el RyR1 para alterar su actividad: ya sea como lo hace el ATP y los
demas nucleotidos de adenina, incrementando el tiempo de apertura del canal y
modulando a los sitios de ryanodina; o bien como lo hace la cafeina y las otras
alquilxantinas; es decir, aumentando la frecuencia de los eventos de apertura y la
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sensibilidad de los sitios activadores (de alta afinidad) de calcio, los que, a su vez,
pueden estimular positivamente a los de‘ryanodina.

El problema: La modulacién del RyR1 por otros derivados de purina.

Aunque el efecto que los nucledtidos de adenina y las alquilxantinas ejercen
sobre el RyR1 esta bien establecido, poca informacién se ha generado sobre el
efecto que otros derivados de purina, diferentes a la adenina o a las alquilxantinas,
pudieran inducir sobre la actividad del RyR1. Para averiguar lo anterior, se puede
emplear a la adenosina y a sus metabolitos (adenina, inosina, hipoxantina, xantina
y acido drico) (Fig. 6). Ademas, al igual que se ha establecido con el ATP y la
cafeina, también es posible que la caracterizacion de dicho efecto, permita
proponer el tipo de sitio de reconocimiento o de unién para cada purina en el
RyR1, que en este caso puede ser: 1) del tipo para ATP, 2) del tipo para cafeina 6
3) de un tipo diferente que reconoce otras purinas.

Para caracterizar el efecto que la adenosina y sus metabolitos ejercen
sobre la actividad del RyR1, se puede utilizar los ensayos de union especifica con
[H3-ryanodina, que constituyen una prueba directa del estado funcional del canal.

La orientacion del ligando en el sitio de unién de la proteina juega un papel
fundamental, no sélo en lo que respecta al propio reconocimiento entre ambas
moléculas, sino también en la magnitud del efecto que produce el ligando sobre fa
actividad de la proteina. En ese sentido, la estructura molecular del ligando
determina la distribucién de los electrones con los cuales interactua con la
proteina. De esta forma, si se conoce la distribucion electrénica de una molécula,
es posible obtener informacion sobre su posible orientacion en un campo eléctrico,
como el que existe en la interaccion con el sitio de unién de la proteina. Un
parametro que sirve para evaluar la distribucion electrénica es el vector momento
dipolar (i), que se define como un vector situado a lo largo del eje de un dipolo,
cuyo sentido es, segln la convencion fisica, de la carga negativa a la positiva (en
la convencion quimica, el vector se representa graficamente en el sentido inverso,
por lo que la punta del vector corresponde a la carga negativa). Cuando un campo
eléctrico influye a un dipolo (una molécula, por ejemplo) lo hace girar hasta una
posicién en la cual el momento dipolar sea paralelo al vector del campo eléctrico
(Sears et al. 1988) (Fig. 7).

En las purinas el momento dipolar parece ser un factor determinante en la
unién de estas moléculas a su sitio de reconocimiento. Esta propiedad
fundamental resulta de las diferencias en la densidad electronica que posee cada
uno de los atomos que constituyen a la molécula (Pullman et al. 1970; Olsson
1983).

La adenosina y sus metabolitos presentan diferencias estructurales entre
cada una de ellas (Fig. 6). Tales diferencias, se traducen en una distribucion
electronica diferente para cada purina, esta distribucion se puede evaluar
mediante el 4, que es posible calcular tedricamente a través de diferentes
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Fig. 7. Cuando un campo eléctrico influye a un dipolo (una molécula, por ejemplo) lo hace
girar hasta una posicién en la cual el momento dipolar sea paralelo al vector del campo
eléctrico. En este caso, cuando la purina moduladora difunde {estructuras punteadas) en el
medio presenta una orientacion azarosa, pero al sentir la influencia del campo electrico (E)
del sitio de unién en la proteina ( por ejemplo el RyR1, que se ilustra en forma cilindrica)
experimenta un giro (representado por la flecha en blanco) que orienta a su vector momento
dipolar (4) de manera paralela a dicho campo. En este caso, el p se ilustra siguiendo la
convencién quimica, es decir que la punta deif vector que cruza a la estructura que simula a
la purina corresponde a la carga negativa, por lo que debe quedar antiparalela al vector del
campo (E).
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métodos, entre los que se encuentran los ab initio (véase Apéndice B para mas
detalles). Estos métodos de calculo proporcionan resultados de precnsién confiable
(Levine 1991; Jensen, 1999). .

Entonces: siendo el u un factor relevante en el reconocimiento y el efecto
que ejercen las purinas en sus sitios de union, es posible establecer una relacién
entre esta propiedad electronica y el efecto producido por la adenosina y sus
metabolitos sobre la actividad del RyR1.

Para lograr lo anterior, se puede relacionar la maxima actividad (unién
especifica con [H?]-ryanodina) promovida por la adenosina y sus metabolitos con
las coordenadas del p (calculado por métodos ab initio). Con ambas informaciones
(actividad y orientacién electrénica), es posible establecer un modelo estadistico
en el que se infieran y se disefien purinas con caracteristicas estructurales que
produzcan un efecto éptimo sobre la actividad del RyR1.

A diferencia de otros métodos, un enfoque como el que se propone en este
estudio salva el problema de no contar con la estructura tridimensional de la
proteina —o al menos del sitio de unién-, tal como se requiere en otros
metodologias como el “Docking” o el CoMFA (Conformation Field Analysis). En el
primero, mediante los métodos de la dindmica molecular, se puede observar como
se lleva a cabo el reconocimiento geométrico entre proteina y ligando (Mangoni et
al. 1999). En el segundo, se aprovecha la estructura tridimensional que el sitio
tiene en otra proteina que reconoce al mismo tipo de ligando para definir la
conformacién que en su interior adquieren los diferentes derivados que se
prueban. Con esa informacion se evallan los potenciales eléctricos y estéricos
que rodean a los derivados y se relacionan con su respectiva actividad biologica
(Cramer y Patterson 1988).

La utilizacion del CoMFA ha permitido establecer relaciones estructura-
actividad entre los derivados de la ryanodina (ryanoides), lo cual ha llevado a
comprender mejor la naturaleza de de las interacciones que la ryanodina
experimenta en el sitié de union de alta afinidad (Sutko et al. 1997; Welch 1998)
en el RyR1.

Ademas, el CoMFA ha sido utilizado para comprender la modulacion del
RyR2 por el ATP y otros derivados de la adenina, incluida la adenosina (Chan et
al. 2000). Se ha encontrado que la eficacia del ATP se relaciona significativamente
con el potencial electrostatico que rodea a los fosfatos de ese nucledtido, de
manera que la reduccion del numero de ellos disminuye la eficacia de la activacion
del RyR2 (Chan ef al. 2000). Aparentemente, dicha eficacia se debe a que el ATP
puede convertir una gran cantidad de energia de unidbn en cambios
conformacionales que estabilizan el estado abierto del canal (Chan et al. 2003).
Como es natural, la correlacion con la actividad se centra en los fosfatos que al
estar en su forma desprotonada concentran el potencial eléctrico, por lo que la
relevancia del anillo de purina queda fuera del estudio. En contraste, el analisis de
QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship) que se pretende realizar,
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utilizando a la adenosina y: a. sus metabolitos, se enfoca en cémo. las
modificaciones del sistema purinico-influyen-a:la: optlma ‘activacion-del RyR1;
cual también dara lugar a’ un’entendimiento mas’ generahzado dela: mteraccnon
que las purinas experimentan al lnducir la actlv cién de ese receptor—canal
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A continuaciéon se resumen brevemente los resultados que se presentan en
el articulo —en inglés—- que aparece en el Apéndice A de este texto y que
conforman el centro de esta investigacion. Para tener concordancia entre ambos
documentos, la numeracion de las tablas y figuras empleada en el articulo es la
misma que se cita a lo largo de este resumen. Aquellas figuras que no aparecen
en el articulo, se enumeran siguiendo el 6rden de todo el texto. Ademas los
materiales y métodos utilizados también se describen detalladamente en el
Apéndice A (pags. 100-103).

Modulacion del RyR1 por la adenosina y sus metabolitos

Utilizando los ensayos de la unién especifica con [H%-ryanodina como
indice directo del estado funcional del canal se construyeron curvas
concentracién-respuesta (Fig.1art.) para establecer la accibn moduladora de ta
adenosina y sus metabolitos sobre la actividad del RyR1. El patrén mostrado en
cada curva normalizada con respecto al experimento control (sin purina), indica un
patron de modulacién complejo, que se aleja, por ejemplo, de las formas mas
directas de interpretar como las curvas hiperboélicas o sigmoidales.

En todos los casos estudiados se observaron incrementos en la activaciéon
del RyR1 hasta alcanzar un maximo relativo entre el intervalo nM y uM de
concentracion. Al aumentar la concentracion de purina la activaciéon disminuyo. A
continuacion se enlistan, en orden de eficacia, el maximo relativo de activacién y la
concentracion a la que se observd dicho maximo para cada purina:

1) xantina ------- 6.20 + 0.95 veces sobre control (10 nM).
2) adenosina ---4.40 + 0.46 veces sobre control (1 nM).

3) inosina--------- 2.60 + 0.35 veces sobre control (10 nM).
4) acido urico----2.00 £ 0.18 veces sobre control (10 nM).
§) hipoxantina —1.70 + 0.18 veces sobre control (10 pM).

En el caso de la adenosina, la disminucion de la activacion, como
consecuencia del aumento de la concentracion, alcanzé la mitad del maximo de
activacion y el efecto se mantuvo en forma sostenida y estable; en cambio para la
xantina y el acido urico, la disminucion fue paulatina hasta que el efecto se hizo
nulo. Para la inosina y la hipoxantina la disminucion fue mas drastica, es decir que,
después del maximo de activacion, el siguiente punto ya no observd efecto

significativo alguno (Fig.1art.).

La activacion promovida por los dos nucledsidos estudiados, adenosina e
inosina, depende de la union covalente entre la base purinica (adenina e
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hipoxantina, respectivamente) con el anillo de ribosa, ya que el efecto activador no
pudo ser reproducido por la base, por el monosacérido por separado, ni por la
mezcla de ambos en la solucién del ensayo (Fig. 2art.).

Para discernir si el incremento en la unién de la [H%-ryanodina promovido
por la adenosina y sus metabolitos se debe a un incremento en la afinidad de ese
alcaloide por el receptor, o bien en el nimero de receptores presentes en la
preparacion de reticulo sarcoplasmico pesado (enriquecido con RyR1), se estimé
la constante de disociacion (Kg) y la unidon maxima (Bmax), respectivamente. Los
resuitados (Fig. 8, Tabla 1art.) muestran que de manera similar al AMP-PCP, un
analogo no hidrolizable del ATP, la adenosina y sus metabolitos aumentan
principalmente la afinidad del la [H3}-ryanodina (mostrando valores de Ky menores
que el control, los cuales fluctuaron entre 1.39 nM para la xantina hasta 2.96 nM
para la hipoxantina), pero sin alterar grandemente la Bmax. Sin embargo, a
diferencia del AMP-PCP, la adenosina y su metabolitos no cambiaron la
operatividad de las isotermas de saturacién y su coeficiente del Hill fue cercano a
uno.

Ei aumento de la afinidad de la [H®]-ryancdina por el receptor en presencia
de la adenosina y sus metabolitos, se debe a un incremento en la asociacién de
ese alcaloide al receptor, tal como lo indica el aumento en las constantes de
asociaciéon (K1) correspondientes (Fig. 9, Tabla 1art.) en comparacién con el
experimento control.

Para ahondar ain mas en el mecanismo que sigue la activacion promovida
por la adenosina y sus metabolitos, se investigd la dependencia al calcio que dicha
estimulacién tiene. Las curvas mostraron la tradicional forma de campana que
presenta el RyR1 al ser estimulado por concentraciones crecientes de calcio con
los dos componentes de activacion e inactivacion (Fig. 3art.).

En presencia de cafeina 20 mM, aumenta la sensibilidad de la activacion
del RyR1 por el calcio, por lo que se observa incremento en la unién especifica de
[H*}-ryanodina desde una concentracion de calcio de 1 nM; mientras que en
presencia de AMP-PCP 1 mM, el incremento de la unién de [H3]-ryanodina
comienza a apreciarse hasta 0.1 pM. De hecho el principal efecto se ve como un
incremento en el tamafio de la respuesta, es decir en la magnitud del valor
maximo de la unién de [H3}-ryanodina.

Al igual que el AMP-PCP, la adenosina y su metabolitos tampoco influyeron
significativamente para estimular la activacion de la union de [H]-ryanodina desde
concentraciones nanomolares de calcio; en contraste mostraron favorecer el
aumento en la unién de [H3)-ryanodina (Fig. 3art.). Este resultado, aunado al
aumento de la asociacion de la [H]-ryanodina promovido por la adenosina y sus
metabolitos, permitié pensar en la predisposicion de estas purinas para interactuar
con el RyR1 a través de sus sitios de union at ATP. Por ello, utilizando a la
adenosina (1 nM) y a la xantina (10 nM), las purinas con la mayor activacion, se
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Fig. 9. Efecto de la adenosina (1 nM), xantina (10 nM) y AMP-PCP en la constante de
asociacion de [’H]-Ryanodina (K+1). Dicha constante corresponde a la pendiente de la curva
que se muestra (McGonigle y Molinoff 1994). Las constantes obtenidas de este andlisis para
todas las purinas estudiadas, se presentan en la tabla 1 del apéndice A.
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desarrollaron experimentos de competencia con el AMP-PCP (Fig. 4art.) que
permitieran explorar, por un lado, como la presencia de la adenosina y la xantina
mfluye sobre el efecto que ese nucledtido no hidrolizable tiene sobre la unidén de
{(H3-ryanodina; y, por otro, como el efecto de la adenosina o de la xantina modifica
el del AMP-PCP.

Los resultados indicaron que aunque en el intervalo de concentraciones nM-
uM el AMP-PCP no presenta efecto alguno sobre la actividad del RyR1, le es
posible inhibir la activacion ejercida por la adenosina (1nM) o la xantina (10 nM),
observandose, incluso, la capacidad del RyR1 para discriminar entre una y otra
purina; es decir, el efecto producido por la adenosina es 11 veces mas dificil de
ser inhibido (ICs= 0.706 £ 0.058 pM) por el AMP-PCP, que el efecto producido por
la xantina (ICsp= 0.063 * 0.052 pM).

Al aumentar la concentracion de AMP-PCP (intervalo mM), se observé que
ni la presencia de la adenosina (1nM), ni de la xantina (10 nM); alteran en forma
alguna el patron hiperbdlico que tradicionalmente muestra el AMP-PCP al activar
al RyR1.

Caélculo del vector momento dipolar

Para lograr una mejor comprension de la interaccién del RyR1 y las purinas
estudiadas, se calculd (por métodos ab initio) el vector momento dipolar (p) para
cada una de ellas. El vector se representd graficamente siguiendo la convencion
quimica estandar; es decir, que la punta del vector corresponde a la carga
negativa (Solomons 1992). El origen del sistema se fijé en el C4 de cada anillo
purinico, el enlace entre el C4 y el N9 define el eje positivo de las x, el C8 se ubica
en el primer cuadrante del plano xy y los valores positivos del eje z se dirigen
hacia arriba del plano xy.

La representacion grafica del p en el sistema purinico (Fig. 5art.) mostro
que para la adenosma y la xantina, purinas de mayor eficacia para estimular la
unién de [H3)- ryanodlna entre todas las involucradas en este estudio, el vector
apunta hacia la region comprendida entre el C6 y el N3. La componente z para la
xantina es cero, mientras que para la adenosina es positiva (Tabla 2art.).

Con la adenina la direccion es muy similar a los casos anteriores, pero el
grupo amino unido al C6 es de geometria piramidal, lo que hace que la
componente z del g sea negativa.

Los componentes en el plano xy para la inosina, la hipoxantina y el acido
urico, se orientan hacia la region entre el C5, el N7 y el C8. Sélo la inosina posee
una componente z positiva.
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LLa componente z positiva, tanto para la adenosina como para la inosina, es
inducida por la presencia del anillo de ribosa en su estructura molecular. La
eficacia del efecto producido por los nucleésidos es mayor que el efecto de las
correspondientes bases purinicas, adenina e hipoxantina, las cuales presentan
componentes z negativa o cero, respectivamente.

Utilizando los valores de los maximos relativos de unién especifica con [H3]-
ryanodina producidos por la adenosina y sus metabolitos (Fig.1art.), y los valores
de las componentes de cada uno de sus p (Tabla 2art.), fue posible obtener un
modelo estadistico en el que se relacionaron la actividad (union de [H®}-ryanodina)
y la estructura electrénica de estas purinas:

y=0.763 x + 0.810 z + 1.391

Donde:

y= Unién Max. [H]-ryanodina r’= 0.95

x= componente x del p rad,-2= 0.92 (6 observaciones)
z= componente zdel p F=28.79 (signif. al 1.1%)

Cuando el numero de observaciones es pequeio, el coeficiente de
regresion lineal ajustado (radjz) se reduce de tal forma con respecto al coeficiente
de regresion lineal (r?), que en ocasiones la relacién lineal que se evalta llega a
perder significancia, aun cuando el r? indique lo contrario. En este sentido, el radjz
es un parametro mas estricto y conveniente para validar especialmente las
relaciones construidas con pocas observaciones como la anterior. En este modelo,
la diferencia entre ambos coeficientes es de apenas 0.03 unidades, lo que
confirma la solidez de la relacion lineal encontrada. Ademas la diferencia entre la
unién de ryanodina observada con la que predice el modelo es pequefia y no
exede las 0.5 unidades (Fig. 10).

En este analisis de QSAR solo se consideraron los conférmeros syn de la
adenosina y la inosina, que predominan en solucion (Hruska y Danyluk 1968; Rao
y Sundaralingam 1970, Altona y Sundaralingam 1972; Olsson 1983). No obstante,
aln se desconoce cual de los dos conférmeros es el que ralmente se a los sitios
de reconocimiento.

El ATP, que modula al RyR1 en su forma desprotonada y constituyendo un
complejo con el Mg*? (Russeau et al. 1992), fue excluido del analisis, ya que para
éste solamente se consideraron los tautomeros ceto, en su forma neutra, de la
adenosina y sus metabolitos, que predominan a pH 7 (Chenon et al. 1975; Lange y
Dean 1985). La cafeina también fue excluida del andlisis, debido a que la
estimulacion que ejerce sobre la union de [H]-ryanodina ocurre indirectamente a
través de los sitios activadores del calcio.




46

[ gInosina Xantina
"ﬁ :c': q\A_denina
g o
‘Y € o0 :
n:% E Dol Acido Urico
w Py : .
5 & . ! ! Adenosina Hipoxantina >
g : S
Q
6 Q
4 &
2 @

'
- o
1 N

2 8
&
C
Omponente Z (Debyes) &

Fig. 10. El modelo de QSAR obtenido describe un plano que involucra las componentes “x
y “Z" del vector momento dipolar, por lo que la distancia de cada punto con respecto de
dicho plano, indica la dispersién de las observaciones experimentales (circulos rellienos)
con respecto a los valores ideales predichos por el modelo (circulos vacios). De esta
manera, entre menos se aleje un punto del plano, menor sera la diferencia entre la unién
espaocifica de ryanodina observada (UER,,,) y la unién especifica de ryanodina caiculada
con el modelo (UER.,c), lo cual significa una mejor correspondencia del modelo con la
realidad experimental. Las flechas en la figura ayudan a localizar la imagen de cada punto
experimetal en el plano formado por las componentes “x” y “2" del momento dipolar. Notese
que el valor de UER,,-UER_, Nno excede las 0.5 unidades.
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La adenosina y sus metabolitos como moduladores del RyR1

l.a gran variedad de interacciones del RyR1 con multiples efectores, resulta
en una actividad muy compleja. El efecto activador de la adenosina y sus
metabolitos sobre este receptor es otro ejemplo de ello. Las curvas de
concentracién (Fig. 1art., Apéndice A) indican la presencia de sitios de unién con
diferentes afinidades, los cuales influyen directamente al sitio de alta afinidad (nM)
a ryanodina y son modulados, a su vez, por los sitios de unién a calcio. Como
resultado de la estimulacion de la unién de ryanodina, se incrementa la asociacién
del alcaloide con su sitio de unién, con un coeficiente de Hill de alrrededor de uno
(Tabla 1art).

A diferencia de la adenosina y sus metabolitos, el AMP-PCP induce la
asociacion cooperativa de la ryanodina. Se ha reportado (Jona ef al. 2000; Laver
et al. 2001) que se necesita la unién de al menos dos moléculas de ATP para
estabilizar el estado abierto del canal a través de un mecanismo de activacién
sucesiva de las subunidades del RyR1. Tal activacién sucesiva ayuda a
comprender porque el incremento en la asociacién de ryanodina en presencia de
AMP-PCP (1 mM), es cooperativo (Tabla 1art). es probable que dicha
cooperatividad sea el resultado de interacciones entre los cuatro segmentos, uno
por cada subunidad, que constituyen al sitio de alta afinidad a ryanodina (Lai et al.
1989); es decir, que la presencia del AMP-PCP (analogo no hidrolizable del ATP)
puede inducir estados conformacionales tales que, por un lado, favorezcan la
apertura del canal, dejando que el sitio de union quede mas expuesto para unir
ryanodina, y por otro, permitiendo que dicho sitio se encuentre ensamblado de
forma optima, de manera que se favorezca la union del alcaloide. Implicitamente,
esta idea significa que cada segmento que compone al sitio de alta afinidad a
ryanodina se comporta “como si fuera un sitio —o un subsitio- individual® que
contribuye a la formacién del sitio de unién completo. Asimismo, permite intuir que
los cambios conformacionales inducidos por el AMP-PCP, implican movimientos
de la masa del RyR1 —y por supuesto de sus subunidades—, los caules ya se han
podido observar por criomicroscopia electronica (Serysheva et al. 1999). Ademas
es importante recordar que la union de ryanodina, por si sola, estabiliza multiples
estados conformacionales que se han asociados a estados de conductancia y
subconductancia del RyR1 (Buck et al. 1992).

De las purinas estudiadas (Fig. 1 art.), solo la adenosina induce un estado
activado estable en el RyR1, que se alcanza después del maximo de activacion
como consecuencia del aumento de la concentracién. En el resto de las purinas, el
pico de maxima activacion es seguido por una disminucién del efecto, la cual
puede darse en forma paulatina, como con la xantina o el acido urico, o de forma
abrupta, como con la inosina (Unica cuya maxima activacion es antecedida por un
incremento mas paulatino) o fa hipoxantina.

Si bien los sitios de union para la adenosina y sus metabolitos estimulan
directamente al sitio de alta afinidad a ryanodina, esta mteracmon parece estar
regulada por la accion (activacion-inhihician) de lne ~itia- -
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sin que esto implique cooperatividad alguna (no se muestran datos). Es decir que,
al igual que el AMP-PCP, la activacion del RyR1 inducida por la adenosina y sus
metabolitos se alcanza a una cierta concentracion de calcio (~0.1 pM; ver Fig.
3art.). Comparativamente, la cafeina permite que la activacion de la union de [H3]-
ryanodina se lleve a cabo desde una concentracion de 1 nM de calcio, de esta
manera la trimetilxantina influye al sitio de ryanodina indirectamente a través de
los sitios activadores de calcio. De estos efectos sobre la sensibilidad al calcio del
RyR1, se desprenden dos ideas importantes:

1) Es probable que la adenosina y sus metabolitos compartan los mismos sitios de
union con el ATP,

2) Al igual que el AMP-PCP (Pessah et al. 1987), la adenosina y sus metabolitos
se unen al RyR1 una vez que se ha formado el complejo RyR1-Ca*? con el que
parcialmente se abre el canal, véase‘ e[ siguiente esquema:

RyR1 + Ca2*
! Y
RyR1 Ca2+<—L—'> RyR] Ca2+<$—> Rya—RyR1-Ca?*
parcialmente ab/erto 4 abierto
abjerto e >
: M ~
TS g
Rya-—RyR[-Ca2* o)
abierto/cerrado M VZ
Y
Rya—RyR1-Ca?*
abierto |
establemente M

Una vez formado el complejo RyR1-Ca*? la union del metabolito (M)
favorece el estado abierto del canal en el que se facilita la unidén de la ryanodina
(Rya). Si se incrementa la concentracion de metabolito y/o de calcio, la activacion
tendera a desaparecer o a hacerse nula y el RyR1 regresara a un estado similar al
basal en el que el canal experimenta rapidas transiciones entre los estados abierto
y cerrado. Solo la adenosina, de forma similar al ATP (Pes 1987), fija al

r_ TEJD
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RyR1 en un estado activado estable que sostiene —a la mitad del maximo- la
union de [H)-ryanodina (ver Fig. 1A-art.).

De acuerdo con lo anterior, es posible pensar que la accion reguladora de
los sitios activadores de calcio permita observar los efectos de la adenosina y sus
metabolitos a tan bajas concentraciones (nM-uM). Es decir, que la activacion del
RyR1 producida por la adenosina y sus metabolitos es facilitada una vez que el
canal esta parcialmente abierto por la accién de la concentracion optima (~10-100
UM) de caicio; esto se observa, entonces, como un pico de activacion maxima, que
no muestra cooperatividad, pero que llega a magnitudes tanto o mas intensas que
el AMP-PCP (Figs. 1y 4 art.).

Esta misma necesidad de contar con concentraciones optimas de calcio
para lograr la maxima activacién del RyR1, se ha descrito para el AMP-PCP (Fig.
3 art.; Pessah et al. 1987). No obstante, en ese caso el aumento en la asociacion
de la [H%*-ryanodina si muestra cooperatividad con el sitio de unién de alta afinidad
(Tabla 1art.). Por lo que es probable que exista un factor adicional —diferente a la
accion del calcio— que hace que la presencia del AMP-PCP estabilice al canal,
permitiendo la asociacion cooperativa de la ryanodina. En el caso de la adenosina
y sus metabolitos dicho factor esta ausente.

La compelencia de la adenosina y sus metabolitos con el AMP-PCP por los sitios
de union en el RyR1.

A concentraciones bajas (nM-uM), el AMP-PCP no promueve efecto alguno
sobre la actividad del RyR1 (Figs. 4A,B-art.). Sin embargo, una vez que se ha
alcanzado el intervalo milimolar de concentracién, la activacion del receptor se
manifiesta y se observa un patron hiperbélico cuya saturacion indica una
estabilizacion del canal en el estado activado (Fig. 4C-art.).

Laver et al. (2001) han encontrado que cuando la probabilidad de apertura
para cada subunidad del RyR1 excede alrededor del 33%; es decir, cuando una
subunidad es parcialmente activada por el ATP, el canal se abre con un tiempo
medio de 1 ms. Si se activa una segunda subunidad, el complejo alcanza un
estado abierto mas estable y de mayor duracién. En este mecanismo secuencial,
la unién de al menos dos moléculas de ATP induce la activacién de dos
subunidades simultaneamente, llegando a un nivel de estabilizacion del canal que
facilita la activacion sucesiva del resto de las subunidades del receptor. Antes de
la apertura total y estable del canal, éste oscila entre estados de apertura
prolongada asociados con multiples subunidades activadas o entre estados de
apertura cortos asociados con sélo una subunidad activada.

Es posible que la estabilizacién del canal se deba en cierta medida a los
fosfatos del ATP, tal como lo han sugerido los experimentos realizados con
derivados polifosfatados de diadenosina, a partir de los cuales se ha propuesto la
formaciéon de un puente intermolecular o cinturon de fosfatos que mantiene al
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RyR1 en el estado abierto (Morii y Makinose 1992). Si este puente es menor la
activacion es menos eficaz.

A concentraciones bajas de AMP-PCP (Figs. 4A,B-art) es posible observar
el efecto de alguna otra purina competidora, como la adenosina o la xantina. Es
decir, que la baja concentracion (nM-pM) del nucleétido hace mas probable el que
otra purina ocupe, incluso con bajas cantidades (nM-pM) también, los sitios de
unién. La probabilidad es atin mayor si la purina competidora posee una estructura
similar a la del nucledtido. Por ello, inhibir el efecto de la adenosina (1 nM) es 11
veces mas dificil que inhibir el efecto de la xantina (10 nM) (ICso= 0.706 + 0.058
uM; 1Csq 0.063 + 0.052 uM, respectivamente). No obstante, la influencia que el
AMP-PCP ejerce sobre el estado del canal es tal, que tiende a desaparecer la
activacion mostrada por la adenosina o por la xantina. Es probable que los
fosfatos, ademas de estabilizar al canal, hagan que la estructura de ese nucledtido
resulte mas adecuada para ser reconocida en los sitios de union.

Laver et al. (2001) han encontrado que la inhibicién competitiva ejercida por
la adenosina se observa como un aumento en el tiempo medio del estado cerrado.
Dicho efecto también es un poco mas pronunciado cuando hay menos cantidad de
ATP y —consecuentemente— el RyR1 esta parcialmente activado.

De manera complementaria, Balog et al. (2000) también observaron que
sélo una baja cantidad de AMP-PCP (<0.1 mM) permite observar el efecto
producido por otra purina, como el AMP (2 mM), que ocupa competitivamente los
sitios de union. Sin embargo, cuando la proporcion de AMP y de AMP-PCP llega a
ser de 2:1, ya no se observa diferencia alguna en el incremento de la union de la
[H3]-ryanodina.

Es muy posible que en la estabilizacion que el ATP induce sobre el RyR1,
tanto la presencia como el niumero de fosfatos jueguen un papel relevante. Esta
capacidad que tienen los sitios de unidon a ATP en el RyR1 para percibir y
diferenciar entre el numero de fosfatos, ya ha sido reportada anteriormente
(Butanda-Ochoa y Diaz-Mufoz, 1998; Morii y Makinose, 1992).

Cuando una molécula de adenosina sustituye a una de las dos moléculas
de ATP que podrian inducir al canal hacia un estado de apertura prolongada, se
rompe la estabilizacion (inducida probablemente por los fosfatos) y el canal puede
permanecer en un estado parcialmente activado (Laver et al. 2001). Los
resultados obtenidos al aumentar la concentracion del AMP-PCP, sefalan que la
ruptura de la estabilizacion del estado abierto del canal, provocada por la
competencia entre la adenosina o la xantina con el AMP-PCP, tiene un limite
marcado por la concentracion del nucledtido, ya que una vez que ésta se
incrementa hasta sobrepasar el intervalo milimolar de concnentracion, la
proporcion de moléculas del nucledtido es tan elevada (1,000,000:1) con respecto
a la de adenosina o a la de xantina -cuyos maximos efectos se observan a
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concentraciones nanomolares- que el dominio de la activacion inducida por el
nucledtido es permanente y ya no se aprecia diferencia alguna (Fig. 4C-art.),

En principio, la sensibilidad de los ensayos de union especifica con [H]-
ryanodina pudiera no ser lo suficiente como para apreciar diferencias en la
modulacion que el AMP-PCP (milimolar) ejerce sobre la actividad del RyR1 en
presencia de adenosina (1 nM) o de xantina (10 nM). Sin embargo los resultados
encontrados por métodos electrofisiolégicos (Laver et al. 2001). muestran que la
ruptura de la estabilizacion del canal a concentraciones milimolares de ATP,
también requiere del aumento de la concentracién de adenosina. Es decir, que
aun cuando se incrementa la cantidad de ATP, basta con aumentar la cantidad de
adenosina para romper dicha estabilizacion e inducir al canal a un estado
parcialmente activado. En otras palabras, la concentracién de purina es un factor
relevante en la modulacion del RyR1 (véase Figs. 1art. y 3art.). Ademas de ésto,
la importancia de los fosfatos en la estabilizacion del estado abierto del canal se
pone nuevamente de manifiesto, ya que un aumento en la concentracion de la
purina competidora -en este caso la adenosina- rompe la estabilizacion de dicho
estado abierto.

Ya se ha discutido la importancia que tiene la concentracion de calcio al
abrir parcialmente al canal y facilitar la activacion del receptor por efecto de la
concentracion de adenosina o sus metabolitos. Por tanto, es probable que las
diferencias con los resultados obtenidos por otros grupos se deban al uso de
distintas concentraciones de purina y/o de calcio que no inducen, como en este
estudio, la 6ptima activacion del RyR1. No obstante, el empleo de otras técnicas
experimentales también pueden ser causa de tales diferencias.

Si bien la informacién de este estudio se inclina, al igual que otros grupos
(Rousseau et al. 1988; Morii y Makinose 1992; Zarca y Shoshan-Barmatz 1993;
Holden et al. 1996; Blazev y Lamb 1999; Laver et al. 2001, etc.), por aceptar la
competencia entre la adenosina —incluyendo sus metabolitos— y el ATP por los
mismos sitios de unién en el RyR1, cabe la posibilidad de que el nucledsido de
adenina y sus metabolitos, sean reconocidos en sitios de unién diferentes a los del
ATP. En tal caso, queda claro que existe una estrecha interaccion de ambos sitios
de unién.

Desde un punto de vista fisiologico.

Desde un punto de vista fisiolégico, la contraccién muscular implica la
hidrolisis del ATP y la consecuente acumulacion de los productos de su
degradacién metabdlica, entre ellos la adenosina; la cual puede interferir con la
activacion que el ATP ejerce sobre el RyR1 en la E-C. Se ha propuesto que la
manera en que se evita la inhibicion competitiva de la adenosina con el ATP es a
través de la rapida desaminacién del nucledsido de adenina para dar lugar a la
inosina. Ademas, se ha observado una ligera tendencia del ITP a inhibir al RyR1
(Meissner 1984) y no se ha visto efecto alguno por parte del IMP, por lo que se ha




especulado que la inosina, que no esta fosfatada, simplemente deje intacto al
receptor (Blazev y Lamb 1999; Laver et al. 2001). Los resultados que ha arrojado
este estudio, difieren del hecho de que la inosina no tengan efecto sobre el RyR1
(Fig. 1art., panel B). Sin embargo, en el musculo en reposo se ha detectado que la
concentracion de inosina es unas 78 veces mayor que la de adenosina (Butanda-
Ochoa 1997), lo cual sugiere que el musculo prefiere evitar la inhibicion
competitiva de la adenosina con el ATP a través de la desaminacion del
nucleosido de adenina. Ahora bien, aunque en el musculo en reposo la adenosina
se encuentra a una concentracion (62.4 pM) capaz de activar al RyR1 (Fig.1art.,
panel A), ese efecto es anulado por la competencia con la inosina (Butanda 1997)
y/o —tal como se ha mostrado en este estudio—~ con el ATP, el cual se encuentra a
una concentracion de 9.5 mM en el musculo en reposo (Butanda-Ochoa y Diaz
Mufioz 1998).

El papel del vector momento dipolar en la modulacién del RyR1 por la adenosina y
sus metabolitos

En principio, las diferencias estructurales que existen entre cada una de las
purinas estudiadas (ver Fig. 5) no se antojan significativas para producir cambios
importantes en la modulacion del RyR1. Sin embargo, las curvas dosis-respuesta
muestran patrones diferentes entre cada una de las purinas estudiadas (Fig.1art.).
De esta manera, aunque todas ellas, excepto la inosina, alcanzan el maximo de
activacion en forma subita, lo hacen a concentraciones distintas. Ademas, al
aumentar la concentracion, la adenosina muestra una estabilizacion de la
activacion, mientras que la xantina y el acido urico, presentan una disminucién
paulatina de la activacion. Para la inosina y la hipoxantina dicha disminucién
ocurre de forma mas drastica.

Estas diferencias en el patron de modulacion para cada purina indican la
existencia de elementos que particularizan la forma de interactuar con el receptor.
Es decir, que la modificacion de la estructura de la purina moduladora, es un factor
relevante en la afinidad y en la forma como es reconocida.

Asimismo, dos hechos fortalecen el argumento que propone a la estructura
molecular como un factor importante para que estas purinas promuevan la
modulacion del RyR1: 1) la necesidad que tienen la adenosina y la inosina de la
union covalente entre la base purinica (adenina o hipoxantina, respectivamente) y
el anillo de ribosa para producir sus efectos (Fig. 2art.) y 2) la capacidad que tiene
el RyR1 para discriminar entre las estructuras de las purinas modutadoras, segin
lo mostrado por los experimentos de competencia con AMP-PCP. Esta capacidad
discriminadora también ha sido observada por el RyR2 (McGarry y Williams 1994).

Los elementos con los que las moléculas —en general— interactaan, son los
electrones. Cuando la estructura de una molécula experimenta algiin cambio, la
distribucion de sus electrones también cambia y con ella la orientacion que la
molécula; una purina adquiere frente al campo eléctrico producido por otra
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molécula, por ejemplo una proteina. Dicha orientacion es un factor fundamental en
el reconocimiento entre ligando y proteina

Para evaluar los cambios en la distribucién electrénica producida por las
modificaciones estructurales entre cada una de las purinas estudiadas, se utilizé el
vector momento dipolar (p). Esta propiedad fundamental resulta de las diferencias
en la densidad electrénica que posee cada uno de los atomos que constituyen a la
molécula moduladora (Olsson 1983). Bajo el influjo de un campo eléctrico, el
efecto del momento dipolar hace girar al dipolo; en este caso una molécula de
purina, hasta una posicion en la cual el vector momento dipolar sea paralelo al
vector del campo eléctrico (Sears et al. 1988). Dicho campo eléctrico podria ser,
por ejemplo, el que se induce en los sitios de unién en el RyR1. Sin embargo, a
este respecto practicamente nada se puede decir, ya que se desconoce la
estructura tridimensional de los sitios de reconocimiento para las purinas en ese
receptor. Este hecho se extiende tanto para los sitios de reconocimiento de la
cafeina como para los sitios de ATP, los cuales -segin se ha discutido
anteriormente— son probablemente los mismos que reconocen a la adenosina y a
sus metabolitos en esta proteina. De estos sitios, sélo se sabe que la secuencia
consenso de glicinas (Gly X Gly X X Gly) que reconoce al ATP en otras proteinas
(como la cinasa dependiente de cAMP) se repite nueve veces por subunidad en la
secuencia primaria del RyR1.

En ese sentido, este estudio difiere a otros enfoques como el “Docking”, en
donde la informacion tridimensional del sitio de reconocimiento permite observar
como se lleva a cabo el reconocimiento geométrico entre proteina y ligando
(Mangoni et al. 1999). Otros enfoques como el CoMFA, aprovechan la estructura
tridimensional que el sitio tiene en otra proteina que reconoce al mismo tipo de
ligando para definir la conformacion que en su interior adquieren los diferentes
derivados que se prueban. Con esa informacién se evaltan los potenciales
eléctricos y estéricos que rodean a los derivados y se relacionan con su respectiva
actividad bioldgica (Cramer y Patterson 1988).

E! CoMFA se ha utilizado para comprender la modulacion del RyR2 por el
ATP y otros derivados de la adenina, incluida la adenosina (Chan et al. 2000). Sin
embargo, como es natural, la correlacion con la actividad se centra en los fosfatos
que al estar en su forma desprotonada concentran el potencial eléctrico, por lo que
la relevancia del anillo de purina queda fuera del estudio. En contraste, el analisis
de estructura-actividad (QSAR) realizado con la adenosina y sus metabolitos se
enfoca, principalmente, sobre como las modificaciones del sistema purinico
influyen a la 6ptima activacion del RyR1.

Este analisis de QSAR indica que los componentes “x” y “z” del vector
momento dipolar estan relacionados con la accion moduladora que estas purinas
ejercen sobre la actividad del RyR1. Los resultados implican que el p de las
purinas que mas estimulan la unién especifica de [H]-ryanodina (xantina,
adenosina e inosina) esta principalmente orientado hacia el anillo purinico vy
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presentan un componente que desplaza al vector hacia fuera del plano descrito
por dicho anillo.

Como todas las magnitudes vectoriales, el momento dipolar es la resultante
de la interaccion de sus componentes. Esto mismo se refleja en el modelo de
QSAR obtenido en este estudio; es decir, que un cambio en el valor de una de las
componentes (particularmente x ¢ z) puede ser parcial o completamente
compensada por la otra. De esta manera, el valor elevado de la componente x en
la xantina compensa la ausencia de la componente en la direccién z y permite que
esta purina sea la de mayor efectividad (Tabla 2art.). Reciprocamente, en la
adenosina la disminucion de unos 3 Debyes en su componente x, se compensa
por el incremento de ~1.6 Debyes en su componente z. Dicha compensacion hace
que la estimulacion de la union especifica de [H ]-ryanodina promovida por la
adenosina sea apenas un 29% menor en comparacion con la de la xantina.

La adenina, como la adenosina, también presenta una reduccion de unos
3.5 Debyes en la direccion x, pero debido a su componente z negativa, su maxima
estimulacion es de un 50% con respecto a la xantina.

Para el acido urico y la hipoxantina los pequefios valores de sus
componentes x no alcanzan a compensar la falta de componente en la direccion z,
por lo que sus activaciones son tan sélo del 32 y 27%, respectivamente, en
comparacion a la xantina.

Aunque la inosina también presenta una componente x desfavorable, el
valor positivo de su componente z hace que su maxima estimulacion sea un 10 y
un 14% mayor que la del acido urico o que la de la hipoxantina, respectivamente.

La presencia de la ribosa en la adenosina y en la inosina, es un factor
importante para desplazar fuera del plano del anillo purinico al vector momento
dipolar y conferirle un valor positivo en sus respectivas componentes z. Esto es
congruente con que el nucledsido sea mas efectivo que [a respectiva base
purinica (adenina o hipoxantina) (Fig. 2art.). No obstante, es posible que otro tipo
de interacciones (a través de sus grupos —~OH, por ejemplo) también contribuyan a
favorecer la activacion del RyR1, ya que la oxidacion del anillo de ribosa en
derivados polifosfatados de diadenosina produce una mayor activacion del RyR
cerebral, en comparacién con aquellos derivados donde la ribosa permanece
intacta (Holden et al. 1996).

La estadistica indica que la correlacion entre la maxima activacion del RyR1
con las componentes del p es fuerte, aun cuando ésta se haya obtenido con soélo
seis moléculas (rad,z- 0.92) y excluyendo a la cafeina y al ATP del analisis. La
trimetilxantina fue excluida debldo a sus efectos indirectos (a través de los sitios
de calcio) sobre la union de [H¥]-ryanodina y el nucledtido, debido a que sus
fosfatos poseen la mayor densidad electronica en la molécula, lo que desplaza al p
fuera del contexto del anillo de purina {datos no mostrados).
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Como muchos otros modelos, la posibilidad que el QSAR ofrece de
correlacionar alguna propiedad fundamental de las moléculas moduladoras con el
efecto que inducen sobre una proteina, no sélo permite predecir las caracteristicas
estructurales del ligando que inducira el efecto 6ptimo deseado, sino, ademas, da
lugar a la generalizacion del problema que se aborda, en este caso: la interaccion
que las purinas experimentan al inducir la activacion del RyR1.

A diferencia de lo que sucede con otros enfoques como el “Docking” o el
CoMFA, por ejemplo; con este enfoque de estructura electrénica-efecto, la falta de
informacion sobre la estructura tridimensional de los sitios de unién o sobre la
conformacion de los ligandos en su interior, no fue una limitante para llevarlo a
cabo y condensar la informacion en un modelo matematico confiable.




CONCLUSIONES

57




58

El analisis y la interpretaciéon de los resultados de este estudio permiten

llegar a las siguientes conclusiones:

El efecto activador de la adenosina y sus metabolitos indica la presencia de
sitios de union con diferentes afinidades, que afectan directamente al sitio de
alta afinidad (nM) a ryanodina y son modulados, a su vez, por los sitios de
union al calcio.

Como resultado de la estimulacidn de la unién de ryanodina por estas
purinas, se incrementa la asociacion del alcaloide con su sitio de union.

Al igual que el AMP-PCP, la maxima activacion del RyR1 inducida por la
adenosina y sus metabolitos se alcanza hasta cumplir con una cierta
concentracion de calcio, por lo que la interaccion con el sitio de ryanodina
parece estar regulada por la accion (activacién-inhibicion) de los sitios de
calcio, pero tampoco involucra cooperatividad alguna. De aqui se desprende
entonces que:

1) Es probable que la adenosina y sus metabolitos compartan los mismos
sitios de union con el ATP.

2) Aligual que el ATP, la adenosina y sus metabolitos se unen al RyR1 una
vez que se ha formado el complejo RyR1-Ca*? con el que parcialmente se
abre el canal.

A concentraciones bajas (nM-pM), el AMP-PCP no promueve efecto alguno
sobre la actividad del RyR1. Ademas, la ocupacion de los sitios de union por
otra purina diferente es mas probable, sobre todo si ésta posee una estructura
similar a la del nucleétido.

Sin embargo, una vez que se ha alcanzado el intervalo de concentracion
milimolar, el nucleétido activa al receptor y puede inducirlo, probablemente por
accioén de sus fosfatos, hasta alcanzar un estado activado estable.

Cuando la proporcidon de moléculas del nucledtido es tan elevada (por
ejemplo de 1,000,000:1) con respecto a la de una purina competidora, la
estabilizacion del estado activado se conserva.

Aunque cabe la posibilidad de que la adenosina y sus metabolitos sean
reconocidos en sitios de union diferentes a los de ATP, queda claro que en tal
caso, existe una estrecha interaccion de ambos sitios de union.

La estructura de la purina moduladora, es un factor relevante en la afinidad y
en la forma como es reconocida.

El analisis de QSAR indica que los componentes "x”y “z” del vector momento
dipolar (4) estan relacionados con la accion moduladora que la adenosina y
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sus metabolitos ejercen sobre la actividad del RyR1. Los resultados implican
que el p de las purinas que mas estimulan la union especifica de [H-
ryanodina, esta principalmente orientado hacia el anillo purinico y presentan
un componente que desplaza al vector hacia fuera del plano descrito por dicho
anillo.

En el modelo de QSAR se refleja la naturaleza vectorial del momento dipolar,
por lo que un cambio en el valor de uno de sus componentes (particularmente
x 6 z) puede ser parcial o completamente compensada por la otra.

La presencia de la ribosa en la adenosina y en la inosina es un factor
importante para desplazar fuera del plano del anillo purinico al vector
momento dipolar y conferile un valor positivo en sus respectivas
componentes z, lo cual favorece su actividad con respecto a la base purinica
sola.

El modelo de QSAR obtenido en este estudio no sélo permite predecir las
caracteristicas estructurales de la purina que inducira la activacién 6ptima
deseada sobre el RyR1, sino ademas, da lugar a un entendimiento mas
generalizado de la interaccién que las purinas experimentan al inducir la
activacion del RyR1.
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Comunmente, los resultados de un estudio generan, a su vez, otras ideas
que permiten ampliar la investigacion en el futuro. Esta seccién, ademas de
ofrecer diferentes propuestas para profundizar y ampliar el tema de investigacion,
intenta constituir un pequefio ejercicio de autocritica, por parte del autor, para
evaluar los alcances del estudio realizado.

La adenosina y sus metabolitos son activadores del RyR1, y aumentan Ia
asociacion de la [H%]-ryanodina a ese receptor. Sin embargo, los ensayos de union
especifica con [H3]-ryanodina permiten medir el efecto inducido en una poblacion
de receptores, por ello es importante definir con toda claridad el efecto que estas
purinas promueven sobre la actividad del canal. Para lograr esto se propone
seguir dos enfoques distintos: 1) realizar estudios electrofisiolégicos en donde se
incorpore al RyR1 en bicapas lipidicas planas y 2) observar los cambios en las
dimensiones del poro ibnico a través de la Microscopia de Fuerza Atomica (MFA).

En lo que respecta a los sitios de union para la adenosina y sus
metabolitos, podrian emplearse las construcciones del RyR1 que ya se tienen en
el laboratorio. Estas construcciones presentan diferentes sitios consenso de
glicinas, los cuales podrian fotomarcarse con el [«**-P]-dibenzoATP para
caracterizar y cuantificar el nimero de sitios para ATP. Asimismo, utilizando la
adenosina y sus metabolitos como inhibidores del fotomarcado, podrian aportarse
argumentos mas solidos a favor de la competencia de estas purinas con el ATP
por los sitios de union.

Adicionalmente, estas construcciones se expresan en células de insecto
sf21, por lo que se podia analizar si la activacion que la adenosina y sus
metabolitos inducen sobre el RyR1 depende de la presencia de otras proteinas
asociadas al receptor. Se tienen antecedentes donde el wt-RyR1 muestra un
comportamiento diferente al ser expresado en un ambiente celular distinto al
nativo (Antaramian ef al. 2001).

En lo referente a las relaciones de estructura-efecto, es importante poner a
prueba el modelo obtenido en este estudio, para ello:

1) Debe analizarse si existe una correlaciéon igualmente fuerte entre las
propiedades electrénicas de la adenosina y sus metabolitos y los efectos
que producen en la actividad del canal (estimada por métodos
electrofisiologicos) y en las dimensiones del poro idnico (medida por MFA).

2) Debe utilizarse derivados de adenosina y/o inosina que sean mas estables
frenta a una de las dos conformaciones posibles: anti o syn, para averiguar
cudl! de los dos conférmeros induce la activacion del RyR1.

3) Debe utilizarse purinas disefiadas con las propiedades electrénicas que
favorecen la 6ptima activacion del RyR1 y evaluar su efecto sobre la unién
especifica de [H*]-ryanodina y sobre la actividad del canal o sobre las
dimensiones del poro idnico.
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Una aportacion tedrica interesante es el calculo y el analisis del vector
momento dipolar de la adenosina y sus metabolitos al ser rodeadas por moléculas
de disolvente de naturaleza quimica diferente (agua, etanol, etc.). El papel que
estas purinas tienen en la fisiologia celular resalta la relevancia de contar con
dicha informacion; con la cual, ademas, podria intentarse construir modelos de
QSAR que involucren los efectos inducidos por la adenosina y sus metabolitos, no
solo sobre la actividad del RyR1 (medida por las técnicas ya mencionadas), sino
sobre otros sistemas biolagicos.

Otro problema tedrico interesante es el de obtener un modelo de QSAR,
mediante el enfoque de CoMFA, en el que se correlacionen los potenciales
eléctricos y los estéricos del sistema purinico con sus efectos sobre la actividad
del RyR1. Para ello se podria analizar la conformacion que la adenosina y sus
metabolitos adquieren en el sitio que reconoce ATP en la protein cinasa
dependiente de cAMP, proveniente de Saccharomyces cerevisiae. Esta enzima,
de estructura conocida (Knighton et al. 1991), presenta un sitio de unién para el
ATP cuya secuencia primaria es similar (Takeshima et al. 1989; Schulz 1993) a la
que se repite nueve veces por subunidad en la secuencia del RyR1.
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Los procesos celulares se llevan a cabo gracias a la interaccion especifica
de un gran numero de moléculas. Sin embargo, se ha dicho que éso no significa
que las estructuras y las funciones complejas de los organismos puedan ser
deducibles ni analizables desde la escala molecular: "No siempre se puede
predecir ni resolver toda la quimica con la ayuda de la teoria cuantica, que sin
duda constituye, no obstante, la base universal” (Monod 1993).

Todas las interacciones moleculares —incluyendo las que ocurren dentro de
la célula— implican cambios en la estructura electrénica de las especies quimicas
participantes. Hasta ahora el modelo mas adecuado para describir a dichas
especies y sus interacciones es la mecanica cuantica. Aunque esta teoria no
predice un resultado Unico de cada observacion, sino gue, en su lugar, predice un
cierto nimero de resultados posibles y nos da las probabilidades de cada uno de
ellos (Hawking 1992); su aplicaciébn hace posible visualizar los fenomenos
celulares como el resultado de interacciones moleculares que pueden describirse
a través de propiedades fundamentales que permiten encontrar los principios
basicos que rigen tanto a dichas interacciones, como a los procesos celulares en
general. De esta manera, la relacion estadistica de estructura-efecto que
encontramos, representa una generalizacion de la modulacion purinica del RyR1T,;
dicha generalizacion se logra gracias a que se basa en una propiedad
fundamental de todas las moléculas, tal como lo es su distribucion electrénica.

A pesar de que los métodos de calculo derivados de la mecanica cuantica
aun son muy limitados —sobre todo cuando de macromoléculas se trata—, la
metodologia empleada en este estudio no solo salva el problema de no contar con
la estructura tridimensional de la proteina —o al menos del sitio de union-, sino
ademas pone de manifiesto la utilidad de la mecanica cuantica para basar —tal
como se ha dicho- una interaccion intermolecular en una propiedad fundamental.
No obstante, esta claro que el contar con tal informacion estructural, facilitaria un
entendimiento mas detallado del problema. Por elio, cada dia es mas necesaria la
informacion que experimentalmente se obtiene de las estructura tridimensional de
las proteinas y de las macromolécutas biologicas en general. Actualmente,
muchos esfuerzos estan encaminados para reunir los elementos que provean de
una vision molecular de la fisiologia celular.

Entender las interacciones intermoleculares que se realizan dentro de la
célula es una tarea titanica, pero importante; ya que se trata de un fendmeno
cotidiano dentro de la fisiologia celular. Por ello su entera comprension permitira
una explicacién molecular de los procesos vitales y de los mecanismos que la
naturaleza ha seguido para seleccionar estructuras que especificamente realizan
las funciones celulares. Asimismo, este conocimiento permitiria disefiar moléculas
especificas con efectos controlados, lo que fructificaria en diversas aplicaciones
(terapéuticas, herbicidas, etc.) encaminadas a lograr el bienestar colectivo.
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ABSTRACT

Activation of ryanodiné receptor - (RyR) from . skeletal muscle sarcoplasmic
reticulum by adenosine and adenosine’s metabolites was studied. The purines tested
increased the [*H]-ryanodine binding as follows: xanthine > adenosine > adenine > inosine
= uric acid > hypoxanthine. The enhanced [*H]-ryanodine binding did not involve change
in the R)'R-Ca2+ sensitivity and was due mainly to lower values in the affinity constant (Kq)
that corresponded with an increase in the association rate constant (K+,). [*H]-ryanodine
maximum binding (Bma) was much less affected. Adenosine and inosine effects were
dependent on the presence B-glycosidic bond within the ribose ring, since the combination
of adenine or hypoxanthine with ribose was not able to emulate the nucleosides’ original
activation, Competition experiments with AMP-PCP, a non-hydrolyzable analog of ATP,
evidenced a nucleotide’s inhibitory influence on the adenosine and xanthine activation of
the RyR, As a result of a Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR) study, we
found a significant correlation between the modulation by adenosine and its metabolites on
RyR activity and the components of their calculited dipole moment vector. Our: results
show that the ribose moicty and the dipole moment vector could be factors that make

possible the modulation of the RyR activity by adenosine and its metabolites.
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INTRODUCTION

The r&anodinc ;cc;:ptor (RyR) from the sarcoplasmic reticulum (SR) plays a key
role in the excitation-contraction coupling at the triad junction acting as a calcium release
channel., The RyR type 1 is the major isoform in the skeletal muscle, and it has been
described as a homotetrameric receptor-channel of high molecular weight (~565 kDa per
monomer)’ with allosteric properties that can be modulated by a great variety of agents,
including ATP and caffeine?.

Regulation of RyR by purines is not simple, since different modes of activation
have been postulated for these purines: The adenine nucleotide stimulates the [*H]-
ryanodine binding affinity and enhances the open probability of the channel, in a calcium-
independent manner, whereas caffeine activates the RyR by enhancing its affinity to
calcium®®, The different effects on the activity of RyR have suggested that this receptor-
channel has separate (but mutu’ally interactive) binding sites for each of these purines®.

Besides the well studied effects of ATP and caffeine on the RyR activity, very few
experimental observations exist about the role of other purines as potential modulators of
the RyR™. This lack of information is more evident when purines of physiological
significance are considered.

This study describes the effect of adenosine and its metabolites (adenine, inosine,
hypoxanthine, xanthine and uric acid) on the [*H]-ryanodine binding of the RyR from
rabbit sarcoplasmic reticulum. It provides evidence that at least.two molecular parameters
arc involved in the RyR modulation by these- purines:-the dipole- moment vector-and the
presence of the ribose ring. Finally, it is dem;)nstralcd that the activation of RyR by

adenosine and xanthine is modulated by AMP;PCP. v
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RESULTS
/\’Imlhlmio'l}'i(r)_rfrljt’;ylt: l) ym};.-nosmeaml its ;l;uflih()/lile.f. 7

[JH]-Ryanodine bindi;lg aésay can be used as a probe of the functional state of the
RyR channel®. A.ccording to these réporls, experimental conditions that increase the
activity of the RyR lead to an increase of [H]-ryanodine binding, whereas the RyR
inhibition is associated to a diminution in the bound [*H]-ryanodine. Hence, our first
approach to assess the modulating action of adenosine and its metabolites on the activity of
the skeletal muscle RyR was to elaborate [*[]-ryanodine binding dose-response curves for
adenosine and its metabolites, ‘

Fig. 1 shows the pattern of activation of [*H]- -ryanodine blndmg assocmted to the
presence of adenosine (Panel A), inosine (Pane! B), hypoxanthme (Panel C), xanthme
(Panel D) and uric acid (Panel E). The dose-response curves were pormqlized with respect
to the control condition (no purine addition). RyR was activated differentially by all the
purines tested, but in each case the pattern of activation was neither hyperbolic nor sigmoid.
Distinct to ATP which activates RyR at mM range®, adenosine and its metabolites increased
the [Jl~l]-ryanodinc binding acting in the range of 1-10 nM (adenosine, inosine, xanthine
and uric acid) or low puM (hypoxanthine) concentrations.

Adecnosine reached its maximal activation (4.40 £ 0.46 times over control) at 1 nM.
When adenosine concentration was increased into the pM-mM range, its activation
diminished to half of the maximal response.

Inosine showed a maximal activation (2.60 % 0.35 times‘over conlro‘l)’ at 10 nM. At

higher concentrations, its activation decreased near the control level,




83

50
40
30
20

10
3.0
25
20
15
10

20

7.5
6.0
45
30
15
25

20

Specific [’H]-ryanodine Binding
(Times Over Control)

-10 -8 E) -4 -

Log [Purine] M

~

Figure 1. Effect of ad ine and its metabolites on [*H}-ryanodine binding. Each dose-response

curve was normalized with respect to control condition (1.00 £ 0.08 pmol/mg protein). (A) adenosine, (B)
inosine, (C) hypoxanthine, (12) xanthine and (E) uric acid. Heavy SR membranes (10 pg) were incubated for
12-14 h in assay buffer (sce experimental section) containing 6 nM [*H]-ryanodine and 100 pM of Ca?*, Data

are means £ SEM of at least four independent experiments. « set at p< 0.05.
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[lypomnlhme was the weakest actlvatmg purmc tcstcd Il only causcd a modcsl

“activation of 1 .70 £°0. 18 times over comrol at 10 pM In contras( xanlhme was thc most

effective reachmg a maxmml [JIjl]-ryanOQIne bmd}ng ,of 20.:}:, _umc)s’ ove cv,obnqur_rl at

10 nM; As witlrl:vlhé" inosine effect,thc xanthmeac ra ua]ly él'lfhigher
concentrations. | » | L
The dosejrchonéé curve of ”uricr.; acnd exhlblted a pattern ‘s:i\x"ni‘léir m" Xaﬁlhine.
However, uric acid was less potent and_iié ﬁaximpl gétivalion at 10 nM (2.60 +0.18 times
over control) was 66% minor than_tlkl’e actibvatic'm promoted by xanthine.
Role of ribose ring
Distinctively to the rest of the purines tested, adenosine and inosine prevsvént a ribose
moiety joined througﬁ a B-glycosidic bond to the purine ring. To in?esﬁgaié Whether or not
the activation of RyR: by optimal-concentrations of adenosine ¢ nM) and inosine (10 nM)
was dependent of the ribose ring within their structure, the [~3H]-r§ari9dihé binding assay
was done with the next protocols: For adenosine: 1) adenosine (pUrinc with the sugar), 2)
adenine (only the purine), 3) ribose (only the sugar) and 4) thcr mixlvure of adenine and
ribose. For inosine: 1) inosine (purine with the sugar), 2) hypoxanthine (only the purine), 3)
ribose (only the sugar) and 4) the mixture of hypoxanthine and ribose. Figure 2 shows that
the activation of RyR by adenosine and inosine was depéndent on the presence of the ribose
within their structure, since neilhg the sole purine kadéniné 6r hypoxanthine), nor the sugar

or the combination of purine and sugar; were able to increase the [3H]-ryanodine binding.
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Figure 2. Role of ribosc ring in the activation of the RyR by ad inc and inosine. [*H]-

Ryanodine binding was done in the presence of the nucleosides (adenosine 1 nM or inosine10 nM), the purine
bases (adenine 1 nM or hypoxanthine 10 nM), ribose (1 or 10 nM) and the mixture of purine bases and ribose.
The result corresponding to Ribose is an average of the two concentrations used, since no difference between
them was observed, Heavy SR membranes (10 pug) were incubated for 12-14 h in assay buffer (see
experimental section) containing 6 nM [*H]-ryanodine and 100 MM of Ca®. Data arc means = SEM of at least

four independent experiments. o set at p< 0,05, . .,
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RyR Binding Constants

rTo discrixﬁinate 1f the éxlﬁanceh’neﬁt in V[JVI-I]-ryanqdrinye' binding m presence of
adenosine and-its metabolites was due to an increase in the [*H]-ryanodine affinity (Kg) or
in the number of binding sites (Bmax), Scatchard analysis was applicd to [*H]-ryanodine
saturation isotherms for cach purine tested at their most effective concentration. Values of
K4, Bmax, and Hill coefficient of each experimental condition are shown in Table 1, which
also includes the [*H]-ryanodine binding parameters in presence of adenine assessed at 1
mM. This concentration corresponds to the maximum response obtained by other groups
using **Ca release and electrophysiological studies'®!", Adenine was able 1o increase 2.9 £
0.01 times over control the [*H]-ryanodine binding. The [*H]-ryanodine binding parameters
obtained in presence of adenine were later used in the QSAR analysis.

The [PH]-ryanodine binding values in control conditions were similar to those
previously reported (Kg= 8.22 & 1.16, Byy= 1448 + 2.73 and Hill cocfficient= 1.05
0.12)>'2, We were able to reproduce the increase in [JIH]-ryanodine binding promoted by
AMUP-PCP that involves a significant enhance in the [*H]-ryanodine affinity, (Kq= 1.38 #
0.26 nM), a modest augmentation in the number of [*H]-ryanodine binding sites (Bun=
17.41 +2.98 pmol/mg protein) and a significant cooperativity (Hill coefficient= 1.89 +
0.26)*'"°. The binding constants in the presence of adenosine and its metabolites were
similar, if not totally, to those promoted by‘AMP-PCP. ’I'ﬁe action of adenosine, adenine,
inosine, hypoxanthine, xanthine and uric acid wés to activate the [*H]-ryanodine binding
primarily by decreasing the Ky (range‘, from —:1.39 nM' for xanthine to 296 nM for
hypoxanthine), and increasing only rnoderétely the Buax (range from 16.73 pmol/mg

protein for hypoxanthine to 19.88 pmol/mg protein for xanthine). However, differently to




87

Table 1

[*H]-Ryanodine constants in presence of activator cohCentrations of
adenosine and adenosine metabolites, Expcrimcnlal;condflior‘kxs \;/crcdescribed in
the Experimental section. Ky and By were obtained directly from binding isotherms
(rmean= 0.9975), the Hill Coefficients by linear regression analysis (rmean= 0.9424). The
association rate constants (K.;) were derived from the slope of association plots (rmean=

0.9694). Data are means £ SEM of at lcast four independent experiments, « set at p< 0.05.

Modulator Ka Buax Hill Ky
(nM) (pmol/mg Coefficient (pM'l min™)
~ protein) v
Control 822+1.16 14.48 £2.73 1.05 +£0.12 0.38 £ 0.05
+ Adenosine 1.45 +0.25* 19.37 £2.99 1.04 £0.15 1.52 £0.23*
(InM)
4 Inosine 2.00 £0.22* 17.45 £2.60 1.10 = 0.09 1.10 £ 0.20*
(10 nM)
+I1ypoxanthine 2.96 +0.29* 16.73 £2.21 0.95+0.14 0.74 +0.09*
(10 uM)
t Nunthine 1.39 £ 0.19* 19.88 +2.54 0.99.+0.17 1.58 £0.28*
(10 nM)
i Urie acid 2.15+£0.27* 18.43 £3.02 0.98 £0.20 1.02 £0.17*
(10 nM)
+ AMP-PCP 1.38 £ 0.26* 17.41 £2.98 1.89 £ 0.26* 1.59 +0.24*
(1 mM) )
+ Adenine 1.96 £ 0.18* 18.32 £3.39 1.02 £0.21 1.13 +£0.21*
(1 mM) e

(*) indicates statistical significance vs control. a set at p< 0.05.
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the effect of AMP-PCP, adenosine and its metabolites did not change the cooperativity of
the saturation isotherms, being in all the cases the Hill coefﬁcientrclo’sre o1, .

We further explored if the increase in [*H]-ryanodine afﬁniiyf promoted by
adenosine and its metabolites was due to an enhancement ’in the association rate constant
(K+1). The results are also shown in Table 1. Again, adenosine and its melabolites had a
similar action to the one reported for AMP-PCP: they increased significantly the
association rate constant of the [*H]-ryanodine binding assay. Thc mechanism explaining
the augmentation in affinity of [JH]-ryanodine by’adcnc‘)sinc and its metabolites seems
coincident to the one associated fo the action of 'ATP.' 8

Calcium Dependence

To further explore lhe molecul .,mechamsms by whlch adenosme and its

metabolites activate the skeletal ﬁwscle RyR ‘the Ca dependence to" stimulate [*H)-
ryanodine binding was tested. Incremenl in free [Ca ]»produced a~bell-sheped curve in
[*H]-ryanodine binding under control conditions, with an optimal binding at. micromolar
range (Figure 3). In the presence of 20 mM caffeine, it was observed a sljifl in the curve
towards lower Ca®* concentrations, with a clear increase in the [JH]-ryzmoldine'binding at 1

nM of free Ca?* confirming previous reports®'. In contrast, | mM AMP-ECP increased the

total amount of [*H]-ryanodine binding, without a signiﬁcaht in
sensitivity.
Figure 3 shows that similarly to AMP-PCP, and in contra

and its metabolites also-enhanced the: total amount of* '[JFH]-,

effect in the Ca®* sensitivity of the RyR. The Hill analysis applied thh’e,aetivdtioh and

inactivation segments of the calcium-dependence curves, showed no difference between the
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Figure 3. Calcium dependence of the action of and its metabolites on [’H]-ryunodinc

binding. Experiments were done using the most cffective concentrations of adenosine and its metabolites: 1
nM adenosine, 10 nM inosine, 10 uM hypoxanthine, 10 nM xanthine, 10 nM uric acid. To compare with
actions already reported, | mM AMP-PCP and 20 mM caffeine were also included. Heavy SR membranes (10
ug) were incubated for 12-14 h in assay buffer (see Experimental section) containing 6 nM [*H]-ryanodine.
Data are means of at Icast four independent experiments. SEM are not shown to clarify the Figure, and varied

between 7% — 22% of the mean values.
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control condition and-lhc responses clicited by adenosine and its metabolites (data not
shown). 7 V 7 o :
Influence of AMP;PCI’ on Activation of Ryk by Adenosine alf(l Xanthine

Gi\;cn lhc lack of effect of adenosine and its metabolites in the calcium sensitivity
of [*H]-ryanodine binding, and the coincidence between AMP-PCP and the purines tested
in increasing the [*H]-ryanodine binding by enhancing the association constant rate (K.),
we hypothesized that adenosine and its metabolites were more predisposed to interact with
the ATP Binding site in the RyR, more than with the caffeine binding site. Figure 4 shows
competition experiments aimed to explore the influence of AMP-PCP on [*H]-ryanodine
binding enhanced by adenosine and xanthine (Pancl A and B), as well as the effect of
adenosine and xanthine on the [*H}-ryanodine binding promoted by AMP-i’CP (Panel C).
Adenosine and xanthine were selected for these experiments since they were the more
effective purines to stimulate the activation of RyR (see Figure 1).

Figures 4, in Pancls A and B, show that AMP-PCP was aBle to counteract the
optimal stimulation of [*H]-ryanodine binding elicited byrfl' nM #dcnosihe and 10 nM
xanthine. A remarkable aspect of this inhibitor action of AMP-PCP‘ was that occurred at
nM-uM concentrations of the huclcolide, range in which AMP-PCP docs not promote-any
activation of RyR by itsell. The 1Csy values showed that adenosine activation of [*H]-
ryanodine binding was less susceptible to be inhibited by AMP-PCP than xm1tly1ine‘(lc50=
0.706 + 0.058 uM, for adenosine and 1Csg 0.063 + 0.052 uM, for xanthine, n= 4).

Figure 4, Panel C shows that neither adenosine nor xanthine ‘at their optimal
stimulatory concentrations (1 and 10 nM, respectively) were effective to change the

hyperbolic stimulatory pattern of [*H]-ryanodine binding elicited by mM concentrations of
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Figurc 4. AMP-PCP blocks the increase in [*H|-ryanodine binding promoted by adenosine and
xanthine. Pancls A and B are competition experiments that show the influence of AMP-PCP, at nM-pM
range, on [*H]-ryanodine binding cnhanced by 1 nM adenosine and 10 nM xanthine, respectively. Adenosine
and xanthine arc depicted as ADO and XAN, respectively. In Panel C, the effect of 1 nM adenosine and 10
nM xanthine on the [’H]-ryanodine binding promoted by AMP-PCP at pM-mM range is shown. Heavy SR
membranes (10 pg) were incubated for 12-14 h in a.ésuy bﬁﬂ'érv(sec experimental section) containing 6 nM

[*H}-ryanodine and 100 uM of Ca?*. Data are means + SEM of at least four independent experiments. a set at

p< 0.05. Where not shown error bars are smaller than symbols. ’
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AMP-PCP. The coopcrtratrivilyrpromoted by AMP-PCP in the [3I1]~ryn;1odinc binding was
not affected either-(data not shown).
Dipole Moment Caléulntir)ns

The dipole moment vector (i) was calculated to gain comprehension about the
mechanism by which adenosine and its metabolites activate skeletal muscle RyR. To
represent 1 graphically, we adopted the standard chemical convention with the vector
pointing from the positive to the negative charge'. The p orientation and magnitude of
each purine are shown in Table 2. The origin of the coordinate system was fixed at the C4
of each purine ring, N9 defines the positive x-axis, C8 is placed in the first quadrant of the
xy-plane, and the positive z-axis points perpendicularly up from the xy-plane (paper plane).
Only the syn conformers of adenosine and inosine were. considered, sin;:e they are the
predominant forms of these molecules in aqueous solution'*%,

Figure § shows the graphic representation of p for adenosine andi:ls (metabolil‘es.
Adenosine and xanthine, the most effective purines in increasing [3I-I]-ryanodiné binding,
presented  xy-components of their g towards the region between - C6 and N3. The z-
component of y in xanthine was zero whereas for adenosine was poéili?c (Table 2). In
adenine, which was less efficient than adcnosine at nM range to activale the RyR, the in-
plane component of 1 was directed to the same region as xanthine and adenosine (C6 and
N3), but due the pyramidal amino group in C6,.it px{esgnts a negative z-component.

The in-plane components of the diﬁoic Veétiors in “the less effective purines,
hypoxanthine, inosine and uric acid, Wéfe f’d:rié}ii‘l‘eidkio;i’?érdsrtihévregiéh limited by C5, N7

and C8. The only one of these punjinés :\vilh;a positive z-compqnenl was inosine (Téblc 2).
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\\/\‘>'4 AN
M 3R

HYPOXANTHINE XANTHINE

Figure 5. Molccular structures and dipole moment vector (p) of adenosine and its
metabolites. Predominant keto tautomers at pH 7 were calculated by ab initio methods
(see experimental procedures). The origin of the coordinate system was fixed at C4 of
the purine ring, N9 defines the positive x-axis, and C8 is placed in the first quadrant of
the xy-plane, and the positive z-axis points perpendicularly up from the xy-plane (paper
plane). The numbers correspond to the purine atoms. Only the syn conformers of
adenosine and inosine were taken into account, since thcy are the favored
conformation of nucleosides in aqueous solution.
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Table 2

Calculated dipole moment vector () 3D-components of adenosine.and its

metabolites. The origin of the qoprdinale syslém was [ixed at C4 of the purine ring, N9
defines the positive x-axis, and C8 is plaéed in the first quadrant of the xy-plv‘ane, and the
positive z-axis points perpendicularly up from the xy-plane (paper plane). The calculation
algorithm follows the physical d‘eﬁnitionk of the. dipole moment (components reported in
this table), In the graphical represehlalion’shown i‘n Fig.5 ille standard chemical convention
is used, the dipole vector points from the positive to the negative charge. As a result, a
vector with calculated positive z-compohcnt points into the paper, and a vector with
calculated negative z-component points out of the paper. All the structures were calculated

according to their predominating tautomeric (keto-enol) form at pH 7.

" Metabolite  Binding X y r Polarity
(times over : (Debyes)
control) . L o
Xanthine 6.20 5.92 -4.87 0.00 7.66
Adecnosine 4.40 2.85 - 2.20 1.58 3.93
(syn) '
Adenine 2.90 2.38 0.69 -0.56 2.54
Inosine 2.60 -0.74 -3.98 1.57 4.34
(syn)
Uric Acid 2.00 0.93 -3.07 0.00 3.20
Hypoxanthine 1.70 0.92 -5.53 0.00 5.60

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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A positive value of the z-component in the nucleosides, adenosine and inosine,
correlated with the presence of‘rlrhe riﬁosc ring inr tl{esc erolc;:rulcs. The activation of the
nucleosides in the [*H]-ryanodine binding was more efficient than their corresponding
sugar-less bases, adenine and hypoxanthine, which presented a negative or a null z-
component, respectively.

To explorc a potential association between the effectiveness of [3H]-ryanodine
binding modulation by adenosine and its metabolites and the components of their dipole
moment vector, a Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR) was performed
based in the p values listed in Table 2 and the value of maximum level of activation on
{*H]-ryanodine binding depicted in Figure 1. The QSAR revealed a significant correlation
between the x- and z-components and the maximal value of activation of [*H]-ryanodine

binding. The results are summarized in the linear equation:

y=0.763 x+0.810z+ 1.391

Where:

y= Maximal response r*=0.95

x=x-component of p r“dj2= 0.92 (6 observations)

z= z-component of p1 FF=28.79 (significant at the 1.1% level)

2 . . . . . .

ragi". the squared adjusted linear correlation coefficient, is a more convenient and
stricter parameter to validate significant results in situations that involve a not very large

. vt 19
number of observations™ .

Exclusively the syn conformers of adenosine and inosine were considered for the

. pe . . !

QSAR analysis. ATP, which modulates the RyR through its deprotonated Mg?*-complex™,

was excluded since the QSAR analysis was based solely on the non-ionic form of the
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purines, which is the preponderant form of adenosine and its metabolites at physiological

3 o
pl 2,

DISCUSSION

Adenosine and its metabalites as modulators for skeletal hmsclq Ryanodine Receptor
It is well known that RyRs are modulated by purines acting at mM concentrations

such as ATP and caffeine®®?

. Here, for the first time, we. report that purines such as
adenosine and its metabolites are able to perform a modulat‘ing role but at nM-uM range.
The increase in [*H]-ryanodine binding clicited by adenosine and its metabolites did not
show a simple pattern (Figure 1). The existence in all cases of a maximum in the RyR
actlivation, strongly suggests the presence of purine recognition sites with high and low
affinity sites, for [*H]-ryanodine binding activation and inhibition, respectively .

The importance of the ribose moiety in the effect of adenosine and inosine was
evident when the action of these nucleosides on [*H]-ryanodine binding were compared
with the cffect promoted by adenine and hypoxanthine, and also when they were mixed
with ribose (Figure 2). These data indicate that the presence within the molecule of a f3-
glycosidic bond is necessary to elicit a full response. It is probable that the p-glycosidic
bond between the purine and the ribose ring permits the correct orientation of both moieties
to interact in a more effective way with the RyR. The relevance of the ribose moiety could
be extended 10 other kind of interactions since the brain RyR appears to require the
oxidation of the ribose moicty to achieve a higher activation of [*H]-ryanodinc binding”.

Adenosine and its metabolites increased [*H]-ryanodine binding without changing
the calcium sensitivity of RyR (Figure 3). This result makes the effect of adenosine and its

metabolites different 10 that of caffeine. We do not know if adenosine and its metabolites
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are recognized at the same binding sites as AMP-PCP in the RyR structure. However, as
adenosine and its metabolites increased the [*H]-ryanodine VIV)inding al'ﬁﬁily through the
same mechanism as the nucleotide (enhancing the association rate constant, Table 1), itis
possible that adenosine and its metabolites could be recognizing the same binding sites that
AMP-PCP (ATP). Another possibility is the existence of separate, but interacting, binding
sites for ATP and adenosine and its metabolites. Data in Figure 4 show that AMP-PCP in
1M and sub-pM concentrations inhibits the increase of [’H]-ryanodine binding promoted
by adenosine and xanthine. The action exerted by AMP-PCP is unexpected since no effect
on RyR has been reported for AMP-PCP or ATP in concentrations below the mM range.
Two possible interpretations of this result.are: 1) AMP-PCP competes directly with
adenosine and xanthine at their binding sile#, or 2) there is a high affinity binding site for
AMP-PCP that is modulating the affinity éf adenosine and xanthine binding sites, In both
possibilities the molecular structure of the pﬁrinc modulator is a relevant factor since the
AMP-PCP was 11 times more cffective to inhibit the increase of [*H)-ryanodine binding
promoted by xanthine than the onc promoted by adenosine. Further cxperinmnls should be
made to investigate this point,

Eight ATP binding domains (Gly-loops) arc found in ecach monomer of RyR type 1
according 1o the primary structure of this Ca®" release channel®, The crystallized structure
of this motif was resolved for the protein kinase A2, but nothing is known about the
accessibility, folding or 3D-structure of these ATP binding domains in the RyR type 1.
Shoshan-Barmatz’s group has reported that skeletal muscle®® and brain?” RyR bind the ATP
analog O-(4-benzoyl)benzoyl ATP with a stoichiometry of 1:1. This number is-in contrast

with the potential 32 different sites for ATP that arc present in the amino acid sequence of
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the RyR. This group reported that adenosine was able o antagonize the binding of the ATP
analog to the skeletal muscle RyR, suggesting that both molecules could be bound to the
same site

Using a comparative molecular field analysis (COMIFA), Chan er al. reported that
among the structural factors determining the ability of ATP to activate the cardiac RyR, is
the large electrostatic field in the vicinity of the ionized phosphate groups''. According to
these authors, adenosine tested at mM concentration activates the cardiac RyR with lower
cfficacy than ATP since the strength of the field is reduced by the absence of the phosphate
groups. They also observed that steric interactions between the cardiac RyR and the a-
phosphate and ribose moietics are correlated with the open probability of the receptor. For
several reasons, we cannot compare dircctly the results obtained by Chan er al, with the
findings of this work: 1) They did not used skeletal muscle RyR as subject for their study;
2) all the purine tested were used in mM range and 3) unitary activity Fbr channels
incorporated in bilayers was used to determine the RyR activity. Howcver,} it is interesting
that our results confirm the discrimination between the caffeine and adenine nucleotide
sites in skeletal musele RyR by adenosine reported previously in cardiac RyR%,

Role of the dipole moment vector in the modulation of the RyR by adenosine and
its metabolites

The way in which a molecule with ligand properties, orientates in the electric field
of a receptor binding site, is a fundamental factor that governs the recognition between
these two entities. The QSAR analysis strongly suggests the importance of the x- and z-
components of the dipole moment vector in the modulatory action of adenosine and its

metabolites on skeletal muscle RyR. These ;& components could be related to the optimal
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orientation of the purine modulators to achieve the RyR activation. The results imply that
the p vector of the most elfective modulators of [*H]-ryanodine binding such as adenosine,
xanthine, inosine and adenine, is mainly directed towards the purine ring, but also with an
important component orientated out of the purine plane.

The activation of [*H]-ryanodine binding by adenosine and its metabolilés, depends
on all components of the dipole moment vector. A cliange in-the vélue of one of these
components may be fully or partially compensated. by "a :change Lv,in;,fothe‘r‘ different
component. For example, the large value of the .\'-éompOncnt in xahlhine, thc‘mcr)'sl effective
purine to increase [*M]-ryanodine binding, compensates 'lhc complete lack of a z-
component. In comparison, the x-component of adenosine is smaller ~3 debyes compared
to the one of xanthine. However, an increment of ~1.6 debyes in the positive z-component
of adenosine compensates the reduction in the x-component, resulting in that the maximal
[*H]-ryanodine binding promoted by adenosine was only 29% smaller than the response of
xanthine. Adenine, as adenosine, presented a reduction in its x-component (~3.5 debyes),
but because of a negative value for its z-component, its maximal [*H]-ryanodine binding
was 30% lower. For hypoxanthine and uric acid, the smaller values of their x-components
did not compensate the lack of a z-component, and their maximal [*H]-ryanodine binding
were only 30% of that promoted by xanthine. However, inosine also with an unfavorable x-
component presents a compensating positive z-component, and its maximal B H]-ryanodine
binding was 12% higher than the ones ol hypoxanthine and uric acid.

The ribose ring in the nucleosides, adenosine and inosine, is important to confer a
positive value to the z-component of the dipolar moment vector (Table 2). [However, it also

could be involved in some other interactions (i.e. through its -OH groups) which may
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enhance the activation of the RyR. This is coincident with the fact that the alteration of the
ribose ‘ring i.c; oxiduiion in diadenosine polyphosphates derivatives, produced a higher
activation of the cerebral RyR than the non oxidized derivatives’.

In summary, adenosine and its metabolites arc purine derivatives that positively
stimulates the *HJ-ryanodine binding and therefore the activity of the skeletal muscle RyR.
This activation correlated significantly with the x and z components of the calculated
dipole moment vector, suggesting that the purine oricntation in the electric field at the
binding site(s) is a feature involved in the optimal activation of the RyR by these purine
derivatives. The results arc also consistent with the idea that the RyR binding sites for
adenosine and its metabolites could be the same as those for ATP,

EXPERIMENTAL

Mauterials. Adenosine, adenine, inosine, hypoxanthine, xanthine, uric acid, caffeine
and EGTA were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). R&anodine and
adenosine-5’-(f3,y-methylene)-triphosphate  lithium (AMP-PCP) were purchased [rom
Calbiochem (San Diego, CA.) and [*H]-ryanodine (82 Ci/mmol) was from -Dupont,
(Wilmington, DIZ). Other chemicals used were of the best quality available.

Sarcoplasmic Reticulum (SR) Fraction. Heavy sarcoplasmic reticulum (SR)
membrane fraction was isolated from fast twitch skeletal muscle from the back and
hindlegs of 4 kg rabbits (New Zealand), according to Hamilton et al'?, The RyR enriched
fraction colleeted at the 353-40% sucrose interface was suspended to a ﬁnalycdnccnlru(ion of
about 50 pg/ul in a buffer containing 10% sucrose, 0.1 M KClI, and-10 mM MOPS (pl
7.4). and stored at -70°C. Protein concentration was determined by the me;thod of Lowry et

al®, using BSA as standard.
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Radioligand Binding Studies. Equilibrium [’H]-ryanedine binding was performed
1‘01!0\\'i11éjlhrc l;lell1odolog)' described by Chu et al’. Heavy SR membranes (16 y;Lg) were
incubated with 6 oM [*H|-ryanodine for 12-14 h at room temperature in 0.25 ﬁil of binding
buffer containing 20 mM MOPS (pH 7.4), 300 mM KClI, 100 uM CaCl2, 100 pg/ml bovine
serum albumin, and variable concentrations of the modulators. When necessary, free
calcium levels were adjusted in presence of | mM EGTA as calculated with the program
CHELATOR?, Non-specific binding was defined in the presence of 20 puM unlabeled
ryanodine. Samples were filtered through Whatman GF/F glass ﬁ‘ber filers using a
multifilter apparatus (Brandel, Gaithesburg, MD). Filters were .washed Witi] five 5 ml
aliquots of cold 300 mM KCI and counted in a Scinlillalibn spectrometer after the addition
of 10 ml scintillation liquid (Tritosol).

Binding data analysis. The effect of calcium concentration on [3]~l]-r_\'anodine
binding in the presence or absence of compounds tested was analyzed applying the Hill
equation. Byag and Ky were estimated directly from binding isotherms®.

[PH]-ryanodine association kineties. The protocol followed was the reported
previously by Chu et al.®, Briefly, heavy SR vesicles (100 pg of protein with ~135 pmol/mg
of [*H]-ryanodine binding sites) were added to [*H]-ryanodine (7 nM), binding buffer, and
0.1 mg BSA, at room temperature, in 0.3 M KCI, 20 mM MOPS (pH 7.0), in the presence
of the indicated modulators (see Figure 1). At 15 min intervals, 300 pl aliquots were
filtered, washed, and processed for radioactivity, as described above. Equilibrium values
were obtained at 8 h. An association plot of In Beq/(Beg-B) vs. time was analyzed, where
Beqg and B are the amounts of [*H]-ryanodine bound at equilibrium and time 1, respectively.

The observed Kiy was derived from the slope. Association curves where the amount of
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[*H]-rvanodine bound at equilibrium exceeded 5% of the [3l~l]-ryanodinc added were
discarded. |

Statistics. All results were expressed as mean + SEM The signiﬁcancc of the
differences among groups was assessed by two-way ANOVA test followed by a Tukey
multiple comparisons post hoc test with a sct at p< 0.05.

Dipote Moment Calculations. Dipole moments were calculated theoretically®*®, A
preliminary geometry of ecach purine derivative was obtained -using the molecular
mechanics program PCMODEL 4.0 (Serena Software, Bloomington, IN). The resulting
geometries were optimized with the quantum mechanical, ab initio, all electron, restricted
hatree-fock method, RHF, with the 6-31G* basis sct. This level of theory has been found to
predict quite accurately the experimental geomectries and very reasonable charge
distributions®**3, The calculations were carried out with the program package PC GAMESS
Ver, 6.13*%,

The calculated dipole vectlors were visualized with the program package gOpenMol
2.1%°. All molecules were aligned in the same wéy in the graph to facilitate the analysis.

All structures were calculated in their keto form. which is the predominant neutral
tautomer at pH 7",

Combining the theoretical information derived from the calculations of dipole
moments and the biochemical binding experiments for cach purine, a Quantitative Structure
Activity Relationship (QSAR) was determined. The aim of this kind of analysis is to find a
quantitative relationship between the activity of different related compounds with some of
their structural features through a multiple regression analysis and an analysis of variance

(ANOVA)®". The analysis was performed with the programmed Microsoft Excel worksheet
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QSARDEMO built from the multilinear regression and ANOVA tool includedﬂin Microsofl
Excel. The shect is available upon request from- the author, Dr. G. Héjer, Departamento de
Fisica y Quimica Teérica, Facultad de Quimica. UNAM., Cd. Universitaria, 04510. México
D.F.
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APENDICE B

(Bases para el calculo tedrico)
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El g para un sistema polielectrénico como la adenosina o cada uno de sus
metabolitos, se puede calcular tedricamente una vez que se conoce la funcion de
onda ‘. Esta contiene toda la informacion del sistema y se obtiene resolviendo la
ecuacion de Schrodinger.

FH(1,..,n) Wk(1,...n) = Ex Wk(1,...n) k=0,1,2....

Esta ecuacién es de un tipo conocido como de valores propios. El estado
basal del sistema corresponde a la solucion ¥y de menor energia Ep; Una
propiedad representada por el operador O que se calcula de la siguiente manera:

<O>=[yOvdr v d=1

En nuestro caso O seria el operador vectorial del momento dipolar (u). La
ecuacion de Schrodinger sélo ha sido resuelta exactamente para el atomo del
nitrégeno.

En Jugar de buscar la solucion exacta, se busca la mejor solucién
aproximada aplicando el principio variacional (P. V.) (Levine 1991; Jensen, 1999),
el cual establece que para un sistema cuyo operador hamiltoniano (H) es
independiente del tiempo y cuyo eigenvalor de menor energia es Eg, si Waprox €8
cualquier funcion (normalizada) de las coordenadas del sistema de particulas tal
que satisface las condiciones a la frontera, entonces el valor esperado para dicho
A es mayor o igual a la energia del estado fundamental:

Eapfox=< H >= .‘-(\llaprox)* Hq/aprox dT 2 EO

J(\Paprox)* qjaprox dT’: 1

es decir, que a partir del P. V. se obtiene un valor superior al valor de la energia
del estado fundamental del sistema (Ep). Para ello, basta hacer que Vaprox
dependa de un conjunto de parametros y obtener el valor minimo esperado de H
respecto a ellos. Este procedimiento dara el valor optimo de dichos parametros y
la estimacion de la energia (en este caso la Eg) buscado para una funciéon del tipo
propuesto. Utilizando una V5510 mas flexible se obtiene una Eapox de menor valor
y una mejor descripcion del sistema.

Ahora bien, el P. V. establece que es posible obtener una ‘Vapox, que en el
caso ideal es igual a la funcion de onda real o del estado fundamental (V).
Entonces si se escoge un conjunto ortonormal de funciones monoelectrénicas es
posible construir una ‘Vaprox conocida como el Determinante de Slater:

Teare CON

}ri..A DE ORIGEN
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Waprox.(1,..m= 1 /n! 3 3’ ‘(Determinante de Slater)
! i :

Esta funcién es la aproximacién mas sencilla que cukhplé con el principio de
antisimetria de Pauli;: que es un reqwslto fundamental.” Aplicando el P.V. a esta
funcion aprommada se obtlenen las ecuaciones de Hartree Fock (HF):

A(D(1)+3 "= .[(D.(1)I(1/r1z)(b*( )q»,(z)drz—cpm)I(1/r1z)m {(2)i(2) dt2]= eibi(1)

—— T - —— —

Energia Energla Potencial Energia

Cinética promedia de repulsién del

del electron entre el electrén en el electrén

en el orbital i orbital i y los demas en el
electrones orbital i

Estas ecuaciones, que son del tipo de Schrédinger, estan acopladas para n
orbitales @; y se resuelven a través de ciclos iterativos. De esta manera, las
ecuaciones HF presentan una forma similar a la ecuacién de onda, pero cada una
describe a un solo electrédn en el campo promedio de los demas electrones en la
molécula.

Si el sistema es un atomo, las funciones &) se denominan orbitales atémicos
(OA) y en el caso molecular se les llama orbitales moleculares (OM).

Cuando se calculan todas las integrales de HF, se dice que se ha aplicado
un método de cadlculo “ab initio” y cuando algunas de estas integrales son
sustituidas por valores obtenidos experimentalmente, entonces el tipo de calculo
se conoce como “semiempirico”.

Utilizando orbitales o, flexibles en el método HF ab initio se obtiene una muy
buena aproximacion a Eg y las propiedades como el momento dipolar, se estiman
muy razonablemente. Fue precisamente esta metodologia la que se utilizoé para
calcular el momento dipolar de la adenosina y sus metabolitos.

NH'DIHO ﬂa v"’n
NOO Sl
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