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RESUMEN
Se sabe que el zinc modula los receptores de acetilcolina nicotinicos. En este
trabajo se evaluaron los efectos que ejerce el zinc en los receptores nicotinicos
neuronales a4p4, expresados en ovocitos de Xenopus laevis y activados con
nicotina. La corriente iénica activada con nicotina (10 nM a 100 uM) aumenté con
zinc (100 uM). La potenciacion maxima por zinc (2530% con respecto al control)
se obtuvo con 50 nM de nicotina, y la potenciacion disminuyd gradualmente al
aumentar la concentracion de nicotina. La ECsp y la ICsp para la corriente activada
con nicotina fueron de 639 nM y 14.7 uM, respectivamente. Ambos pardmetros
disminuyeron con zinc, 160 nM y 4.6 uM, respectivamente, probablemente debido
al incremento de la sensibilidad de los receptores nicotinicos por la nicotina.
Aplicamos diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de nicotina, debido
a gue la desensibilizacion de los receptores nicotinicos depende directamente de
estos factores. Asi, con 500 nM de nicotina y 20 min de lavado entre las
aplicaciones de nicotina, la potenciacion por zinc se mantuvo constante, 901%
para 2 min y 813% para 20 min de exposicion de nicotina. En contraste, con la
aplicacion continua de nicotina, la potenciacion por zinc disminuy6 al aumentar el
tiempo de exposicién de nicotina, 721% para 2 min y 254% para 48 min de
exposicibn de nicotina. Nuestros resultados indican que los efectos de
potenciacion por zinc de los receptores nicotinicos neuronales a4p4 dependen de
la concentracion y del tiempo de exposicion de nicotina, sugiriendo que los efectos
del zinc dependen del grado de desensibilizacion de los receptores nicotinicos y

que el zinc hace mas sensible a los receptores nicotinicos por la nicotina.



ABSTRACT
It is known that zinc modulates nicotinic acetylcholine receptors (NAChRs). Here,
we studied the effects of zinc on neuronal a4p4 nAChRs, expressed in Xenopus
oocytes and activated by nicotine. Membrane ion currents elicited by nicotine (10
nM to 100 uM) were enhanced by zinc (100 uM). Maximal zinc potentiation of the
nicotine-activated current (2530%) occurred at 50 nM nicotine, and potentiation
gradually decreased as the nicotine concentration increased. The ECsy and ICsg
for the nicotine-activated current were 639 nM and 14.7 uM nicotine, respectively.
Both parameters decreased in the presence of zinc to 160 nM and 4.6 uM,
respectively, probably due to an increase of sensitivity of nAChRs for nicotine. We
used different concentrations and durations of exposure to nicotine, because
desensitization of NAChRs directly depends on both these factors. With 500 nM
nicotine and 20 min washing periods between nicotine applications, zinc
potentiation remained constant, 901% for 2 min and 813% for 20 min of nicotine
exposure. With continuous application of nicotine, zinc potentiation decreased as
the time of nicotine exposure increased, 721% for 2 min and 254% for 48 min of
nicotine exposure. Our results indicate that the zinc-potentiating effects on a4p4
NAChRs strongly depend on both concentration and time of exposure to nicotine,

suggesting that zinc potentiation depends on the degree of desensitization.



INTRODUCCION

Los receptores de acetilcolina nicotinicos son proteinas pentaméricas
compuestas de diferentes subunidades (a2-010 y p2-p4). Los receptores
nicotinicos se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro y su funcion
principal es modular la liberacion de distintos neurotransmisores como serotonina,
dopamina, norepinefrina, glutamato, acido y-aminobutirico y acetilcolina (Dani y
Bertrand, 2007; Lendvai y Vizi, 2008).

Por otro lado, el cation divalente zinc se encuentra ampliamente distribuido
en el sistema nervioso y es liberado por algunas terminales nerviosas
glutamatérgicas alcanzando concentraciones de 7-300 uM (Frederickson et al.,
2006; Paoletti et al., 2009). El zinc interactda con diversas proteinas de membrana
gue incluyen receptores a neurotransmisores, canales idnicos y transportadores a
neurotransmisores, actuando como un modulador endégeno en el sistema
nervioso central (Frederickson et al., 2005; Harrison y Gibbons, 1994).

Por ejemplo, el zinc potencia e inhibe la respuesta generada por acetilcolina
de la mayoria de los receptores nicotinicos, dependiendo de la concentracion de
zinc y de la composicion de la subunidades del receptor (Garcia-Colunga et al.,
2001; Hsiao et al., 2001; Moroni et al., 2008; Palma et al., 1998). En patrticular, los
receptores nicotinicos a4p4 muestran la mayor potenciacion por zinc (Hsiao et al.,
2001).

De manera interesante, la nicotina (sustancia responsable de la adiccion al
tabaco), el zinc (liberado de algunas terminales glutamatérgicas) y los receptores

nicotinicos neuronales (ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central)



participan en funciones comunes como el desarrollo del cerebro, el aprendizaje, la
memoria, y en patologias como epilepsia, esquizofrenia, ansiedad, adiccion,
depresion y las enfermedades de Parkinson y de Alzheimer (Gotti et al., 2006;
Jensen et al., 2005; Levin et al., 2006; Mocchegiani et al., 2005; Zhang et al.,
2006).

El objetivo del presente trabajo fue investigar los efectos del zinc sobre los
receptores nicotinicos neuronales a4p4 cuando éstos fueron activados con
nicotina. Para ello los receptores fueron expresados en ovocitos de Xenopus, la
corriente idnica se activé con nicotina y de registro utilizando la técnica de fijacion
de voltaje con dos microelectrodos. Estos estudios podrian ayudar a entender la
interaccién del zinc y la nicotina con los receptores de acetilcolina nicotinicos
neuronales y su posible contribucién en las funciones y patologias en las que

participan.



ANTECEDENTES

1. Los receptores nicotinicos

Los receptores de acetilcolina de tipo nicotinico son canales catidnicos
activados por ligando, también llamados receptores ionotrépicos, que pertenecen
a la misma superfamila génica de los receptores tipo A y C de acido y-
aminobutirico (GABA), receptores tipo 3 de 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) y
receptores de glicina (Le Novére et al.,, 2002). Los receptores nicotinicos se
dividen en musculares y neuronales. Los receptores nicotinicos musculares estan
compuestos por las subunidades a1, B1, y y §; mientras que los receptores
nicotinicos neuronales estan compuestos por la combinacion de distintas
subunidades (a2-a10 y B2-B4), las cuales se encuentran ampliamente distribuidas
en el cerebro (Dani y Bertrand, 2007; Jensen et al., 2005). La transmision sinaptica
rapida en el sistema nervioso periférico estd mediada por receptores nicotinicos;
mientras que en el sistema nervioso central los receptores nicotinicos son
predominantemente presinapticos e influyen en la liberacion de neurotransmisores
como serotonina, glutamato, GABA, norepinefrina, acetilcolina y dopamina (Dani y

Bertrand, 2007; Lendvai y Vizi, 2008).

1.1 Estructura los receptores nicotinicos
Estructuralmente, todos los miembros de la superfamilia de receptores
ionotropicos con asa de cisternas (Cys-loop) comparten las mismas

caracteristicas: a) cada receptor es un oligdmero compuesto por cinco



subunidades; b) cada subunidad atraviesa la membrana lipidica formando cuatro
regiones transmembranales, de la TM1 a la TM4; ¢) los amino acidos de la regién
TM2 de cada subunidad al parecer forman la pared del canal i6nico; d) los
dominios intracelulares estan formados por un asa relativamente grande entre
TM3 y TM4, y un asa corta entre TM1 y TM2; e) los dominios extracelulares
incluyen las terminales carboxilo y amino. En la terminal amino de la subunidad a
se ubican los sitios de unién al agonista. Los dominios TM2-TM3 estan unidos por
una asa extracelular corta (Fig. 1; Albuquerque et al., 2009; Arias, 1998;

Collingridge et al., 2009; Corringer et al., 2000; Feldman et al., 1999).
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Figura 1. Estructura de la subunidad a del receptor nicotinico.
Secuencia basica lineal de una subunidad del receptor nicotinico, el dominio
extracelular contiene las terminales carboxilo y amino. En esta dultima se
encuentran dos residuos de cisteina adyacentes separadas por 13 aminoacidos en
cada subunidad a, los cuales forman un enlace disulfuro que parece contribuir con
los sitios de union para la acetilcolina (modificada de Albuquerque et al., 2009).



Los receptores nicotinicos musculares y neuronales tienen una estructura
pentamérica (Fig. 2). Los receptores nicotinicos musculares se localizan en el
tejido muscular de aves y mamiferos, asi como en los 6rganos eléctricos de las
rayas y las anguilas eléctricas. Estos receptores se ensamblan con una
estequiometria (a1)2p1yd (Unwin, 2005). La subunidad y se expresa en los
receptores embrionarios y en la etapa adulta esta subunidad es sustituida por la ¢
(Le Novére et al., 2002; Unwin, 2005). Los sitios de unién para la acetilcolina, en
los receptores nicotinicos musculares, se encuentran entre las interfases o-6 y a-

vle (Celie et al., 2004; Corringer et al., 2000; Sine, 2002).
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Figura 2. El receptor nicotinico. El esquema representa un receptor
nicotinico. Esta formado por cinco subunidades, cada una atraviesa la membrana
lipidica, y tiene cuatro regiones transmembranales denominadas M1-M4
(modificada de Feldman et al., 1999).



Por otro lado, los receptores nicotinicos neuronales también estan constituidos por
cinco subunidades. La estequiometria mas frecuente en los receptores nicotinicos
neuronales heterémeros es de (a)2(B)s, mientras que la de los homdmeros es de
(a)s. Actualmente se conocen 12 subunidades (a2-a10 y p2-f4) que codifican para
estos receptores y que forman varios subtipos de receptores, producto de la
combinacion de subunidades a (a2-a6) con B ($2-p4) o bien, formados solo por
cinco subunidades o idénticas (a7-a9), la subunidad «10 forma un heterémero con
09, y la subunidad a8 sélo se ha encontrado en aves (Changeux y Edelstein,
2001; Dani y Bertrand, 2007; Paterson y Nordberg, 2000). Para los receptores
nicotinicos neuronales el sito de union para acetilcolina se encuentra entre las
interfases formadas por la subunidades a’s y B’s en los receptores heteromeros,
mientras que en los homomeros se encuentran entre las interfases formadas por
las subunidades a’s. (Karlin, 2002; Sine, 2002).

En cuanto a las dimensiones del poro que forma el canal por donde fluyen
los cationes cuando el receptor nicotinico se encuentra en el estado funcional
abierto, éstas se determinaron estudiando la permeabilidad a diferentes cationes
organicos de dimensiones conocidas. Asi, la parte mas estrecha del canal tiene un
diametro aproximado de 7 A y constituye el filtro de selectividad (Unwin, 2005;
Villarroel y Sakmann, 1996). En estas condiciones, permite el paso de K*, Na* y

Ca?* parcialmente hidratados (Fusile, 2004; Villarroel y Sakmann, 1996).



1.2. Distribucién de los receptores nicotinicos

Los receptores nicotinicos se encuentran ampliamente distribuidos en el
sistema nervioso. La distribucién de las distintas subunidades varia en las
diferentes areas del cerebro, predominando las subunidades a4, a7, f2 y 4 (Quik
et al., 2000). Por ejemplo, los receptores nicotinicos o7 se expresan
particularmente en la corteza, en regiones limbicas subcorticales y mas
ampliamente se encuentra en regiones somatodendriticas de interneuronas del
hipocampo, realizando funciones tanto sinapticas como no-sinapticas. Asi, cuando
hay activacion sinaptica por la liberacion de acetilcolina, los receptores nicotinicos
o7 somatodendriticos inducen una despolarizacion de corta duracion de las
interneuronas con una magnitud suficiente para generar un potencial de accion y
transmitir inhibicion o desinhibicion a las neuronas piramidales (Freund y Buzsaki,
1996). En regiones talamicas y ganglionares los niveles de los receptores o7 se
encuentran mas bajos (Levin, 2002).

Los receptores nicotinicos a4p2, al parecer, son los mas abundantes en el
sistema nervioso central, ademas de ser los mas estudiados debido a su alta
afinidad a la nicotina y su posible relacion con la adiccion a ésta (Dani y Bertrand,
2007). Este receptor se encuentra de manera muy abundante en la corteza
cerebral, el estriado, el coliculo superior, en el nucleo geniculus lateralis y cerebelo
(Gotti et al., 2005; Turner y Kellar, 2005; Zoli et al., 2002). En el estriado y la
corteza, una subpoblacion de este subtipo contiene la subunidad a5. En el
estriado, el subtipo a4p2 esta presente en neuronas dopaminérgicas y nucleos

catecolaminérgicos, ademas el subtipo a405B2 esta especificamente expresado



en terminales dopaminérgicas (Alkondon y Albuquerque, 2005; Zoli et al., 2002).
En humanos, durante el desarrollo temprano, se incrementan los niveles de RNAmM
de los receptores nicotinicos a4p2 en la corteza cerebral, la formacién hipocampal
y el corddn espinal (Alkondon y Albuquerque, 2005).

La habénula media y el hipocampo de rata expresan transcritos de varias
subunidades (a3, a4, ab, f2), y muy abundantemente la 4 (Albuquerque et al.,
2000; Alkondon y Albuquerque, 2004), mientras que el subtipo de receptores
nicotinicos a3p4 en el cerebro de macaca mulata se encuentra ampliamente
distribuido en la médula adrenal y en subconjuntos de terminales nerviosas de la
habénula media, nucleo interpeduncular, médula espinal dorsal, glandula pineal y
retina (Han et al., 2000). En el mono se detecto alta expresion del RNAm de la
subunidad a4 en el cerebelo, las regiones CA2 y CA3 del hipocampo y giro
dentado; menor expresiéon en la region CA1 del hipocampo, putamen, nucleo
geniculo lateral, nucleo subtalamico y sustancia nigra; y baja expresion en el
nucleo caudado, area ventral tegmental, talamo y locus coeruleus. Asimismo el
RNAm de la subunidad 4 también se encuentra ampliamente distribuido en todo
el hipocampo, la neocorteza, el riencéfalo, los ganglios basales, el diencéfalo y el
cerebelo. Asi, las subunidades a2, a4, B2 y B4 son las que mas se expresan en el
sistema nerviosos central y la localizacion de las subunidades o6 y B3 estan mas
restringidas (Quik et al., 2000). Con relacion a las subunidades a4 y 4 en cerebro
de rata, éstas se encuentran localizadas en la habénula media, el cerebelo, el

hipocampo y la retina (Sudweeks y Yakel, 2000; Turner y Kellar, 2005), por lo que



podrian estar participando en procesos como memoria, aprendizaje y vision, entre
otras.
En la tabla 1 se muestran algunos de los subtipos de receptores nicotinicos

que se han identificado en vertebrados.

Tabla 1. Distribucion y localizacién de receptores nicotinicos.

Subtipo Especie Localizacion
al1B1yd Bovino Musculo
ol1B1ye Bovino Musculo
a204p2 Pollo Retina
Roedor Retina
Mono Corteza
a205p32 Pollo Lébulo dptico
02p2 Pollo Retina
Roedor Retina, Nucleo interpeduncular
o234 Pollo Retina
Roedor Retina
a304p2 Mono Corteza
a3a406p2 Roedor Nervio 6ptico
o352 Roedor Culiculo superior
Humano Células SH-SY5Y
a3a5p2p34 Pollo Ganglio ciliar
a3a534 Pollo Ganglio ciliar
Roedor Ganglio cervical superior, Cerebelo
a3a6B2 Pollo Retina
Roedor Retina, nervio éptico
a3p2 Roedor Retina, nervio 6ptico
Mono Estriado
a3p2B3 Roedor Coliculo superior
a3p2p4 Roedor Retina, Cerebelo, Ganglio cervical
superior
a3p334 Roedor Habénula, nucleo interpeduncular
a3p4 Roedor Glandula pineal, cerebelo
o334 Roedor Habénula media
o4a5p2 Pollo Cerebro
Roedor Estriado, coliculo superior y nucleo




geniculado lateral
a406p2p3 Roedor Coliculo superior, nucleo
geniculado lateral, nervio dptico,
Retina y estriado
Mono Estriado
04p2 Pollo Cerebro
Roedor Cerebro
Bovino Cerebro
04p2 Roedor Médula espinal
04p4 Pollo Retina
0434 Roedor Retina
06p2 Roedor Retina
0632 Roedor Estriado
06B2B3 Roedor Retina, coliculo superior, nucleo
geniculado lateral, estriado
Mono Estriado
06p2B3 Pollo Retina
Humano Estriado
abp3p4 Pollo Retina
0634 Pollo Retina
ol Pollo Retina, I6bulo 6ptico
Roedor Cerebro
Humano Células IMR-32
a/o8 Pollo Retina, Iébulo 6ptico
a8 pollo Retina
a9a10 Roedor Coclea

Modificada de Millar y Gotti, 2009.

1.3. Propiedades funcionales de los receptores nicotinicos

Los receptores nicotinicos participan en una amplia variedad de funciones y
patologias, las cuales estan intimamente relacionadas con las diferentes
propiedades funcionales de los receptores nicotinicos. Asi, los subtipos de
receptores nicotinicos se caracterizan por las propiedades que presentan ante la

union del agonista (activacion del receptor), la union de un ligando farmacoldégico,



la cinética de desensibilizacion y la permeabilidad catidénica (Fenster et al., 1997;

Paradiso y Steinbach, 2003).

1.3.1. Estados funcionales de los receptores nicotinicos

Una de las principales acciones fisiolégicas del agonista enddgeno
(acetilcolina) sobre los receptores nicotinicos es desencadenada por la interaccién
de estas moléculas con los sitios de union en el receptor. En ausencia del agonista
el receptor nicotinico permanece en estado de reposo o cerrado y al unirse la
acetilcolina, el receptor nicotinico experimenta cambios conformacionales que
conducen a tres estados funcionales: (1) un estado activo, que ocurre cuando las
moléculas de acetilcolina se unen a sus respectivos sitios de union y la
probabilidad de apertura del canal es alta, estabilizando al receptor en un estado
abierto (2) y (3) dos estados desensibilizados denominados (inicial) y (tardio), que
predominan después de la exposicion del agonista por varios cientos de
milisegundos, en los que el canal no conduce iones (Paterson y Nordberg, 2000;

Zouridakis et al., 2009).

1.3.2. Permeabilidad a calcio de los receptores nicotinicos
El Ca?* intracelular participa en diversos procesos fisioldgicos, como la liberacion
de neurotransmisores, la transcripcion génica, neuroprotecion y plasticidad
sinaptica, entre otros (Berridge et al., 2003; Ji et al., 2001; Kihara et al., 1997;
Shen y Yakel, 2009), asi como en procesos patolégicos y desordenes
neurodegenerativos (Weiss et al.,, 2000). Los receptores nicotinicos son

permeables a Ca®*, de esta manera modulan la liberacion de neurotransmisores



en las terminales presinapticas cuando aumenta la concentracién de calcio
intracelular (Vizi y Lendvai, 1999).

Esta bien documentado que los receptores nicotinicos son permeables a K,
Na“ y Ca*', propiedad que también depende de la combinacion de las
subunidades que forman el receptor. Por ejemplo, los receptores nicotinicos
neuronales a7 son los de mayor permeabilidad a Ca®", con una permeabilidad
relativa de Ca®* con respecto a Na*, Pca/Pna, de ~20 (Fusile, 2004; Seguela et al.,
1993), lo cual tiene importantes implicaciones durante el desarrollo y en la
plasticidad sinaptica (Broide y Leslie, 1999). Los receptores nicotinicos con
subunidades o y B tienen menor permeabilidad a Ca®* que los o7. Asi, los
receptores nicotinicos a4B2 de pollo tienen una permeabilidad relativa Pca/Pna de
1.65 (Haghighi y Cooper, 2000). Finalmente, los receptores nicotinicos musculares
de embriones (a1p13y) tienen una permeabilidad relativa Pca/Pna de 0.16 — 0.2,
con una fraccion de la corriente de Ca** de ~2% (Cens et al., 1997; Costa et al.,
1994), mientras que la Pca/Pna de los receptores nicotinicos musculares de adulto
(apde) es de 0.45 — 1.38, con una fraccién de la corriente de Ca?* de ~4% (Cens et

al., 1997; Fucile et al., 2000; Gomez et al., 2002; Ragozzino et al., 1998).

1.3.3. Desensibilizacidon de los receptores nicotinicos
Otra funcién de los receptores nicotinicos es la desensibilizacién, que al
igual que la permeabilidad, depende del agonista con el que se activa al receptor,

de la concentracion del agonista y de las subunidades que conforman al receptor.



Una exposicion prolongada del agonista, o bien una concentracion alta
hace que los receptores nicotinicos sean refractarios al estimulo, y en
consecuencia haya una disminucién o pérdida de la respuesta celular. Este
proceso, llamado desensibilizacion, ocurre porque el receptor nicotinico unido con
su agonista adopta una conformacion estable en la que no puede conducir iones
(Karlin, 2002; Revah et al., 1991). En el cerebro, la desensibilizacion podria ocurrir
como resultado de una exposicidbn prolongada de nicotina (como en los
fumadores), o debido al tratamiento con inhibidores de la acetilcolinesterasa
(utilizados principalmente en la enfermedad de Alzheimer) que impiden la
degradacion de la acetilcolina (Wang y Sun, 2005).

Hasta el momento, el mecanismo de desensibilizacion no se ha
comprendido totalmente. Algunos autores sefalan que este proceso se acelera
por la fosforilacion del receptor, a través de la proteina cinasa C o la proteina
cinasa A dependiente de AMP ciclico, las cuales se activan con la entrada de
Ca”*. En los receptores nicotinicos musculares el posible sitio de fosforilacion es la
serina 377 de la subunidad 5, que al sustituirse por alanina afecta la
desensibilizacién (Nishizaki y Sumikawa, 1998). Mientras que en los receptores
nicotinicos neuronales la subunidad 3 juega un papel importante en la cinética de
desensibilizacién, ya que quimeras de las subunidades B2 y 4 muestran que la
region extracelular amino-terminal controla la cinética de desensibilizacién (Bohler
et al., 2001).

En resumen, la desensibilizacion depende de varios factores: del agonista

(la nicotina desensibiliza mas que la acetilcolina a los receptores nicotinicos



neuronales), de la concentracion del agonista, del tiempo de exposicion del
agonista, de la fosforilacion del receptor y de las subunidades que componen al
receptor (Buccafusco et al., 2009; Fenster et al., 1997; Paradiso y Steinbach

2003).

1.4. Fisiologia y patologias relacionadas con los receptores nicotinicos

Tanto los receptores nicotinicos musculares como los neuronales
contribuyen a una amplia variedad de procesos, tanto funcionales como
patolégicos. Por su gran diversidad, se piensa que los receptores nicotinicos
participan en diversos desérdenes, tanto adquiridos como heredados. Por ejemplo,
en la Miastenia gravis los receptores nicotinicos musculares se ven afectados por
autoanticuerpos que alteran la transmisién neuromuscular, resultando en una
debilidad de musculos craneales y esqueléticos. Los anticuerpos dirigidos contra
los receptores de acetilcolina dafan la union neuromuscular, impidiendo la
trasmision de los impulsos hacia los musculos esqueléticos (Vincent et al., 2004).

Los receptores nicotinicos neuronales también influyen en un gran numero
de funciones fisioldgicas, como procesos cognitivos, aprendizaje, atencion,
memoria, excitacion sexual, percepcion sensorial. Ademas, la perturbacién de la
neurotransmision colinérgica nicotinica conduce a varios desordenes relacionados
con patologias como esquizofrenia, las enfermedades de Alzheimer y de
Parkinson, y desodrdenes mentales como la depresién (Clementi et al., 2000;
Lopez-Valdés y Garcia-Colunga 2003; Mihailescu y Drucker-Colin, 2000; Paterson

y Nordberg, 2000; Picciotto, 2003).



Enfermedad de Alzheimer. Es la causa mas comun de demencia senil,
caracterizada por una disminucion progresiva de las funciones cognitivas, que
particularmente afectan la memoria, atencion y orientacion. La mayoria de las
estrategias que se siguen para abordar este desorden estan basadas en la
hipotesis colinérgica desarrollada hace mas de 20 afios, que sugiere que una
disfuncion de las neuronas colinérgicas del cerebro anterior rostral y basal asi
como del tdlamo contribuyen de manera considerable al decline cognitivo (Bartus,

2000; Terry y Buccafusco, 2003).

Esquizofrenia. Es un desorden neuropsiquiatrico que afecta al 1% de la
poblacion, se caracteriza por un pensamiento fragmentado, alucinaciones, delirios,
ademas de cambios en el humor y desérdenes afectivos. No se conocen aun las
causas moleculares de la esquizofrenia. Sin embargo, se han desarrollado varias
hipotesis, entre ellas la hipotesis colinérgica, que supone una deficiencia en la
transmision colinérgica. Con relacién a ésta, se ha reportado una disminucion en
la expresion de las subunidades a4 y a7 en la corteza cerebral, asi como la
disminuciéon en la afinidad a nicotina en estudios post mortem de pacientes con

esquizofrenia (Burghaus et al., 2000; Guan et al., 2000; Martin-Ruiz et al., 1999).

Enfermedad de Parkinson. Este desorden, en el que ocurre una fuerte
degeneracion del sistema dopaminérgico nigroestriatal y un aumento de los
cuerpos de Lewis intracelulares (Lang y Obeso, 2004; Samii y Nutt, 2004), se

caracteriza por un déficit en la actividad motora, incluyendo rigidez, temblor y



bradiquinesia. En la enfermedad de Parkinson los receptores nicotinicos se
encuentran disminuidos en pacientes con Parkinson y que son fumadores, o que
estdn sometidos a tratamientos con agonistas nicotinicos, las perturbaciones
motoras se reducen, aunque solo por periodos cortos (Ishikawa y Miyatake, 1993).
En monos con dafo nigroestriatal se observé una disminucién de los receptores
nicotinicos a6B2, acompafiado de una reduccion en los trasportadores de
dopamina (Quik et al., 2001). Todos estos estudios indican que los receptores

nicotinicos tienen un papel importante en la enfermedad de Parkinson.

Depresion. Este es un trastorno emocional que altera principalmente el
estado afectivo, provocando tristeza, decaimiento del estado de animo,
irritabilidad, ademas también puede perturbar el suefio, el apetito y los niveles de
energia por tiempos prolongados (Frances et al., 1999). Las causas moleculares
de la depresion no estan del todo claras. Se han propuesto diversas hipétesis
enfocadas al sistema monoaminérgico, principalmente debido a una disminucion
de dopamina y serotonina, de ahi que muchos de los medicamentos que se
utilizan estan disefiados para actuar principalmente sobre los trasportadores de
monoaminas (Borodavka, 1989). Otra hipdtesis propone al sistema colinérgico,
que sugiere que un aumento de la transmisién mediada por acetilcolina contribuye
a la depresién (Hasey y Hanin, 1991). Ademas, existen varios estudios donde se
muestra que sustancias que se utilizan para el tratamiento de la depresion inhiben
a los receptores nicotinicos neuronales. Los primeros estudios al respecto fueron

reportados por Aronstam (1981), donde se observd que la imipramina,



desipramina, amitriptilina y nortriptilina inhiben a los receptores nicotinicos.
Posteriormente, otros estudios han mostrado que antidepresivos de distintos tipos
y diferente estructura quimica también inhiben a los receptores nicotinicos
(Caldarone et al., 2004; Fryer y Lukas 1999; Garcia-Colunga et al., 1997; Lopez-
Valdés et al., 2001; Rana et al.,, 1993). Otras sustancias de relevancia en los
tratamientos para la depresion son la nicotina y el zinc (Fergusson et al., 2003;

Levenson, 2006; Salin-Pascual y Drucker-Colin 1998; Vazquez-Palacios 2004)

2. La nicotina

La nicotina es el principal componente adictivo del tabaco, ésta se absorbe
con facilidad en las vias respiratorias, pasa a los pulmones, circulando por venas
pulmonares, y llega rapidamente al cerebro cruzando la barrera hematoencefalica.
Inmediatamente después de fumar un cigarro, la nicotina alcanza una
concentracion de ~300 nM tanto en la sangre arterial como en el cerebro, que
decae en los siguientes 20-30 min. Interesantemente, la nicotina absorbida a partir
de un cigarro llega casi inmediatamente al sistema nervioso por lo que sus efectos
se alcanzan en pocos segundos (Benowitz, 2008; Le Houezec, 2003). Asi, en el
sistema nervioso central la nicotina interactua con los receptores nicotinicos, en
los mismos sitios que la acetilcolina, modificando la funcién de numerosos
sistemas de neurotransmisiéon, incluyendo los de la noradrenalina, la 5-
hidroxitrimptamina, el glutamato, el GABA y de péptidos opioides (Dani y De Biasi,

2001; Picciotto, 2003).



Por lo anterior, se sabe que la nicotina modifica una amplia variedad de
funciones asociadas con la memoria y el aprendizaje, y con patologias como las
enfermedades de Alzheimer y de Parkinson, esquizofrenia, ansiedad, adiccién y
depresion, entre otras (Gotti et al., 2006; Jensen et al., 2005; Kumari y Postma,
2005; Levin et al., 2006).

Aun cuando la nicotina tiene efectos severos en la adiccion, también se le
ha atribuido efectos favorables sobre el estado de animo, la excitaciéon y la
concentracion para realizar ciertas tareas (Hawkins, 1997; Markou, 2008; Salin-
Pascual et al., 2003). Estos efectos se pierden cuando una persona deja de fumar,
debido a la aparicion de los sintomas de abstinencia de nicotina, apareciendo
sintomas como irritabilidad, humor depresivo, ansiedad, dificultad en la
concentracion, insomnio entre otras (Hughes, 1986).

La nicotina es un agonista especifico de los receptores nicotinicos, de ahi
su nombre. La afinidad de la nicotina por los receptores nicotinicos depende de las
subunidades que componen al receptor. Por ejemplo, la subunidad B juega un
papel muy importante para determinar la sensibilidad de los agonistas (Luetje y
Patrick, 1991). Asi, la concentracion con la que se activa el 50% de la respuesta
maxima, ECsp, es de 12, 65, 14 y 90 uM para los receptores nicotinicos 0432,
a3p4, a4p4 y a7, respectivamente (Fenster et al.,, 1997; Paradiso y Steinbach,
2003). También, cabe destacar que la mayoria de los receptores nicotinicos
neuronales son mas sensibles a la nicotina que a la acetilcolina. Asi, la

concentracion a la que se alcanza el 50% de la corriente maxima (ECso) para los



receptores nicotinicos o4p4 es 5-11 uM de nicotina y 19-74 uM de acetilcolina
(Chavez—Noriega et al., 1997; Fenster et al., 1997; Hsiao et al., 2001; 2006).

En la adiccién a la nicotina, los receptores nicotinicos juegan un papel muy
importante, sugiriendo que el subtipo a432 esta fuertemente relacionado con los
efectos de gratificacion al aumentar los niveles de dopamina en el nucleo
acumbens (Corrigall y Coen, 1994; Placzek et al., 2009) Estudios realizados in
vitro, con animales cronicamente tratados con nicotina y en cerebros de humanos
fumadores, se ha mostrado que el subtipo de receptor nicotinico a432 es el que
mas se incrementa en areas como hipocampo, estriado, corteza cerebral, talamo
(Mao et al., 2008; Nguyen et al., 2003; Picciotto et al., 2008). Sin embargo, cuando
este subtipo ademas contiene la subunidad a3 (a3042), la administracion cronica
de nicotina no incrementa el niumero de receptores en estas areas (Mao et al.,
2008). Se desconoce si la subunidad a3 protege al organismo de la adiccién, al no
permitir un aumento en el numero de receptores nicotinicos. Otras subunidades de
receptores nicotinicos que participan en el control de la liberacion de dopamina
inducida por nicotina son las a6, a7 y B3. Por ejemplo, en ratas “knockout” sin la
subunidad B2, la nicotina activa neuronas del cerebro medio, mediante la
activacion de receptores nicotinicos a7, que se expresan en neuronas

dopaminérgicas del area tegmental ventral (Champtiaux et al., 2003).

3. zinc
El zinc es un i6n fundamental en las células. Actia como cofactor en

cientos de enzimas, ademas de estabilizar la estructura del DNA, RNA y los



ribosomas (MacDonald, 2000; Vallee y Falchuk, 1993). En este sentido, el zinc es
capaz de regular numerosos procesos del organismo, incluyendo la sintesis de
DNA, el desarrollo del cerebro, la apoptosis, la proliferacion celular, el estrés
oxidativo, entre otros (Barceloux, 1999; Cousins et al., 2006; Oteiza y Mackenzie
2005).

El zinc se encuentra ampliamente distribuido en el organismo (cerebro,
cuerpo y huesos). Por ejemplo, se encuentra en glandulas salivares, células 3
pancreaticas y prostata (Vallee y Folchuk, 1993; Zaichick et al., 1997). Mientras
que en sistema nervioso central el 80% del zinc esta unido a proteinas, el resto
esta principalmente dentro de los almacenes vesiculares, principalmente en la
corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala y el bulbo olfatorio (Cole et al., 1999;
Dyck et al., 1993; Frederickson y Moncrieff 1994; Ichinohe y Rockland 2005;
Perez-Clausell 1996). El zinc vesicular es liberado por algunas terminales
nerviosas glutamatérgicas, alcanzando una concentracién extracelular entre 7 y
300 uM (Frederickson et al., 2006; Paoletti et al., 2009). El zinc liberado podria
interactuar con diferentes proteinas de membrana, incluyendo receptores a
neurotransmisores, canales idnicos y transportadores a neurotransmisores,
actuando asi como un neuromodulador en el sistema nervioso central
(Frederickson et al., 2005; Harrison y Gibbons, 1994).

Asi, se sabe que el zinc, modula la funcion de los receptores nicotinicos
(Garcia-Colunga et al., 2001; Hsiao et al., 2001; Moroni et al., 2008; Palma et al.,
1998). El zinc incrementa o disminuye la respuesta generada por acetilcolina,

dependiendo de la concentraciéon de zinc y de las subunidades que forman al



receptor. Por ejemplo, los receptores nicotinicos a7, a3pf2 y de neuronas
parasimpaticas solo son inhibidos por zinc (Hsiao et al., 2001; Nutter y Adams,
1995; Palma et al., 1998), mientras que los receptores a2B2, a2B4, a3p4, adp2 y
o4p4 son tanto inhibidos como potenciados por zinc (Hsiao et al., 2001). Estudios
realizados con mutaciones puntuales sugieren que en el receptor nicotinico a4p4
los sitios que pueden ser los responsables de la potenciacion por zinc son el
glutamato 59 y la histidina 162 que se encuentran en las interfases opuestas a los
sitios de unién al agonista (Hsiao et al., 2006).

Los receptores nicotinicos oa4p4 son los que muestran la mayor
potenciacion por zinc (Hsiao et al., 2001) y el RNAm para estas subunidades esta
altamente distribuido en el cerebro de primates y en el hipocampo de rata (Quik et
al., 2000; Sudweeks y Yakel, 2000). El zinc ejerce esta modulacion al interactuar
en las interfases de las subunidades que alternan con las interfases de las
subunidades donde se une el agonista (Hsiao et al., 2006), incrementando la

duracion de las rafagas del canal activo (Hsiao et al., 2008).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De manera interesante, la nicotina (sustancia responsable de la adiccion al
tabaco), el zinc (co-liberado por un subconjunto de neuronas glutamatérgicas) y
los receptores de acetilcolina nicotinicos (ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso central) tienen la caracteristica comun de que los tres participan en
funciones tales como el desarrollo del cerebro, la memoria y patologias que
incluyen la epilepsia, esquizofrenia, ansiedad, depresion, y las enfermedades de
Parkinson y de Alzheimer (Gotti et al., 2006; Jensen et al., 2005; Levin et al., 2006;
Mocchegiani et al., 2005; Zhang et al., 2006).

Finalmente, la coexistencia del zinc y los receptores nicotinicos en algunas
regiones del sistema nervioso central, y el hecho de que la nicotina aumenta la
libreracién de glutamato en el area tegmental ventral, el nicleo acumbens, la
corteza pre-frontal y el hipocampo (Fallon et al., 2007 Shearman et al, 2005),
incrementa la posibilidad de que algunas de estas terminales axdnicas podrian co-

liberar zinc y glutamato (Frederickson et al., 2005; Paoletti et al., 2009).



HIPOTESIS

Tomando en cuenta que la nicotina, ademas de activar los receptores
nicotinicos, también los desensibiliza (Buccafusco et al., 2009), y que el grado de
desensibilizacion depende de la concentracion y del tiempo de exposicion de
nicotina (Paradiso y Steinbach, 2003), proponemos la siguiente hipotesis de
trabajo: La regulacion de los receptores nicotinicos neuronales a4f4 por zinc

depende del grado de desensibilizacion. A mayor desensibilizacion, menor

potenciaciéon por zinc.



OBJETIVOS

Objetivo General

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar cobmo son regulados por
zinc los receptores nicotinicos neuronales a4p4 cuando éstos son activados con
diferentes concentraciones de nicotina y diferentes tiempos de incubacion con

nicotina, a fin de comprender los mecanismos de accién de este cation.

Objetivos Especificos

Establecer como se inducen los diferentes grados de desensibilizacion de la
corriente activada con nicotina, en ovocitos que expresan los receptores
nicotinicos neuronales a4p4.

Estudiar como es afectada por zinc la corriente activada con nicotina. Con
el fin de tener diferentes grados de desensibilizacion, las variables que tomamos
en cuenta son:

a) la concentracion de nicotina, de 10 nM a 100 pM.

b) el tiempo de exposicién de nicotina, de 2 a 60 minutos.



MATERIALES Y METODOS

La metodologia se dividi6 en dos partes. La primera se enfoco a la
obtencion del material genético (CDNA, cRNA) que se obtuvo de los clones que
codifican para las subunidades a4 y B4 de receptores nicotinicos neuronales. La
segunda parte consistié en la diseccion de la rana para obtener los ovocitos, la

inyeccion del material genético en los ovocitos, y su registro electrofisioldgico.

Transformacion de bacterias

Un fragmento del DNA de interés que se encuentra unido a un vector, es
capaz de replicarse cuando se introduce a una célula huésped (bacterias E-coli),
este DNA se reproduce junto con el vector; asi se genera una gran cantidad de
moléculas de DNA recombinante que posteriormente se purifican para obtener el
DNA (Lodish et al.,2002).

Una alicuota de bacterias competentes TB1 se descongel6 en hielo, a ésta
se le agregaron 5 ng del DNA de interés (los clones que codifican para las
subunidades a4 0 B4 de receptores nicotinicos) y se le dieron ligeros golpes para
agitar toda la solucién. Se incubd en hielo durante 30 min. Se colocaron las
alicuotas del DNA en un bafio de agua a 42 °C durante 50 s. Después, se pasaron
a hielo durante 2 min. Se le afiadié 200 ul de medio LB sin ampicilina y se agitaron
durante 45 min a 37° C. Una vez terminado el periodo se tomaron 50 ul y se
colocaron sobre una caja de Petri con medio LB/ampicilina en agar esparciéndose

la solucion con un asa bacteriolégica. Se dejé secar el liquido 30 min a



temperatura ambiente. Se guardaron a 37° C durante 16 h con el agar hacia

arriba.

Multiplicacion del plasmido

De las colonias de bacterias que se obtuvieron de la transformacion, una
asa bacteriolégica se tomo una colonia de las que se encontraban aisladas. Esta
colonia se agreg6 a 200 ml de medio LB con 25 mg/ml de ampicilina, se agité en
una incubadora con mesa giratoria a 200 rpm a 37° C durante 16 h. Pasado este
tiempo, el medio LB donde crecieron las bacterias se coloco en hielo para detener

Su crecimiento.

Purificacion de DNA

A partir de las bacterias, se purificé el DNA utilizando un estuche comercial
(Plasmid Maxi Kit, Quiagen).

El cultivo de bacterias se centrifugé a 6,000 rpm durante 20 min a 4 °C. Se
decant6 el sobrenadante eliminando el exceso del mismo. El boton resultante de
los 200 ml de cultivo se resuspendio en 10 ml del amortiguador P1 (50 mM de
Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM de EDTA; 100 ug/ml de RNasa A). Para lisar (romper) las
células, se agregaron 10 ml del amortiguador P2 (200 mM de NaOH, 1% de SDS),
se mezcld la solucion y se dejé reposar a temperatura ambiente durante 5 min.
Pasado este tiempo se le adicion6 10 ml del amortiguador P3 (3.0 M de acetato de
potasio, pH 5.5), se mezcld la muestra y se dejo reposar en hielo durante 20 min.

Posteriormente se centrifugé a 6,000 rpm a 4 °C durante 30 min. En paralelo a la



centrifugacion, se preparé una columna (la cual une las moléculas de DNA y
remueve los posibles contaminantes) a la que se le aplico 10 ml de amortiguador
QBT (750 mM de NaCl; 50 mM de MOPS, pH 7.0; 15% de isopropanol; 0.15% de
Triton X-100). Después, el liquido resultante de la centrifugacion se filtré a traves
de una gasa limpia y se depositd en la columna, dejando fluir todo el liquido a
través de la columna. Al terminar se aplicaron 30 ml de amortiguador QC (1.0 M
de NaCl; 50 mM de MOPS, pH 7.0; 15% de isopropanol), al terminar se volvié a
aplicar 30 ml de amortiguador QC para lavarlo por segunda vez. La columna se
cambio a un tubo de recoleccion estéril. Para colectar los 15 ml de amortiguador
QF (1.25 M de NaCl; 50 mM de Tris-Cl, pH 8.5; 15% de isopropanol) que pasaron
a través de la columna, se retira la columna y se agregaron 15 ml de iso-propanol
a la solucién final, se mezclaron y guardaron a -30 °C por 20 min. Después, la
muestra se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 min a 4 °C. Se decantd el
sobrenadante y a la pastilla se le afiadié 5 ml de etanol al 70%. La muestra se
centrifugé a 10,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Se decant6 el sobrenadante. La
pastilla se secé para resuspenderse en 300 ul de agua estéril. La muestra se
cuantifico por espectrofotometria, para determinar el DNA circular obtenido, que se

guardo a -20 °C hasta ser utilizado.

Linearizacion con enzimas de restriccion
Las enzimas de restriccion reconocen secuencias especificas de cuatro a
ocho pares de bases, denominadas sitios de restriccion, y cortan ambas hebras de

la molécula del DNA (Lodish et al., 2002).



Para llevar a cabo la linearizacion, se tomaron 50 ug del DNA (se estimo6
con base en la concentracion del DNA extraido con el estuche Quiagen).

En un tubo Eppendorf se colocaron 50 ug del DNA, 5 ul del amortiguador
de la enzima (a una concentracion 10X), 0.2 ul de enzima por cada ug de DNA y
agua estéril para llevar la reaccion a un volumen final es 50 ul. Se mezcl6 y se
centrifugd durante 2 min. Se incub6 a 37° C durante 1.5 h. Se corrié un gel de
agarosa, con 0.5 ug del DNA linearizado, para asegurarse de que la muestra se

haya linearizado.

Purificacién del DNA con fenol-cloroformo

La mezcla de reaccion del linearizado de DNA se llevo a un volumen de 100
ul con amortiguador TE (1 M de Tris-Cl, 0.5 M de EDTA, pH 8.0). Se le agreg6 50
ml de fenol saturado y 50 ml de solucion SEGVA (49 ml de cloroformo y 1 ml de
alcohol isoamilico), se agité suavemente por 20 s. Posteriormente, se centrifugo 3
min a 10,000 rpm y temperatura ambiente. La fase superior se recuperd en otro
tubo, evitando mezclar la muestra con el fenol. Después, se agregdé 100 nl de
SEGVA, nuevamente se centrifugd por 3 min a 10,000 rpm y temperatura
ambiente. Se recuperd la fase superior, del volumen que se recuperé se agregd
0.5 de volumen de acetato de sodio (3 M) a pH 6.0, y 2.5 de volumen de etanol
absoluto. La reaccion se incubd a -70° C por 15 min. Después, la muestra se
centrifugd 20 min a 4 °C a 10,000 rpm. El tubo se decantd y a la pastilla se le
agrego etanol al 70% tratado con DEPC, luego se centrifugé 15 min a 4 °C a

10,000 rpm. El sobrenadante se decanto y la pastilla se resuspendié en 50 ul de



agua estéril desionizada (tratada con 0.1% de DEPC) para obtener una

concentracion final de 1 pg/pl.

Transcripcion in vitro

La transcripcidbn es el mecanismo mediante el cual las células leen y
expresan sus instrucciones genéticas. De un mismo gen se pueden hacer muchas
copias de RNA, y cada una de estas moléculas de RNA puede dirigir la sintesis de
muchas otras moléculas de proteina idénticas. Este proceso se llama transcripciéon
porque la informacién, aunque se copie en una forma quimica distinta, sigue
estando escrita esencialmente en el mismo lenguaje de los nucleétidos (Alberts et
al., 1999).

Para obtener la transcripcion in vitro, en un tubo de reaccion se colocé 10 pl
del amortiguador de transcripcion 5x, 5 ul de DTT 100 mM (un antioxidante que
estabiliza enzimas y proteinas), 5 ul de la mezcla de nucle6tidos (5'trifosfato de
adenosina (ATP), 5'trifosfato de uridina (UTP), 5'trifosfato de histidina (CTP) 10
mM y 5’trifosfato de guanosina (GTP) 10 mM), 1.25 ul de un anélogo de Ribo m’G
Cap a una concentracion de 2.5 mM (que protege el RNA de la digestiéon
intracelular y aumenta la eficacia de la traduccion), 5 ng del DNA linearizado, 1.25
ul de RNasin (inhibidor de la ribonucleasa), la RNA polimerasa correspondiente
(SP6, T7 6 T3), y al final se agrega agua para llevar la reaccion a una
concentracion final de 50 ul. Una vez adicionado todo, la mezcla se incub6 a 37° C
durante 2 h. Después, se agreg0 la misma cantidad de la polimerasa inicial y se

incub6 por 2 h adicionales. Posteriormente, se adiciond 5 ul de RQ1 DNasa



(remueve el templado de DNA) una unidad de por cada microgramo de DNA
linearizado por 15 min, a fin de degradar el DNA. Luego se llevo a cabo la
purificacion del transcrito con fenol-cloroformo, como previamente se describid
para DNA. Sélo que para la purificacion de RNA se le agrego 0.5 de volumen de
acetato de amonio (7.5 M) y 2.5 de volumen etanol absoluto en lugar del acetato

de sodio, finalmente la pastilla se diluy6é en 5 ul de agua y se guardé a -80° C.

Diseccion de laranay microinyeccion de los ovocitos

Para obtener los ovocitos, se anestesié una rana hembra Xenopus laevis
(Nasco, Fort Atkinson, WI, USA) sumergiéndola en 0.1% de éster etil acido 3-
aminobenzoico y se coloc6 sobre una cama de hielo. Se extrajeron los ovarios,
realizando un corte en la piel de aproximadamente un centimetro en diagonal a la
linea media de la region abdominal. Con pinzas de diseccion y con auxilio de un
estereomicroscopio, se separaron ovocitos entre los estadios V y VI, para
obtenerlos aislados. Se guardaron en solucion de Barth a 18° C que contiene 88
NaCl, 1 KCI, 0.33 Ca(NO3),, 0.41 CaCl,, 0.82 MgSOQy, 2.4 NaHCO3, 5 HEPES (pH
7.4; NaOH) y 0.1 mg/ml de sulfato de gentamicina.

Al dia siguiente, con ayuda de un nanoinyector (World Precision
Instruments, Inc), cada ovocito se inyecté con 50 ng de la mezcla del RNA
preparada con iguales cantidades del RNA de las subunidades o4 y 4 en un
volumen de 50 nl de agua. La inyeccion del material genético fue realizada en el

hemisferio vegetal del ovocito. Las micropipetas de inyeccion fueron fabricadas



con capilares de vidrio (Drumond Scientific) en un estirador de pipetas (Sutter P-
30). Después de la inyeccion, los ovocitos se mantuvieron a 18° C en solucion de
Barth, renovandola diariamente.

Dos dias después de la inyeccion, la capa folicular que envuelve a los
ovocitos fue removida mediante un tratamiento enzimatico con 0.5 mg/ml

colagenasa tipo 1A durante 1h.

Registro electrofisiolégico

Cuatro dias después de la inyeccion de RNA, las corrientes idnicas fueron
registradas mediante la técnica de fijacion de voltaje con 2 microelectrodos, con un
amplificador comercial (Warner OC-725A; Warner Instruments Corp, Hamden, CT,
USA) y detectadas con un osciloscopio (Nicolet 310; Nicolet Instruments Corp,
Madison, WI, USA). Los microelectrodos fueron elaborados con capilares de
borosilicato con microfilamento y se llenaron con 3 M de KCI. El ovocito se colocé
en una camara de registro (0.1 ml) con flujo continuo de Ringer Normal que
contiene 115 NaCl, 2 KCI, 1.8 CaCl,, 5 HEPES (pH 7.0; NaOH) a temperatura
ambiente (20-23°C) a una velocidad de 7-10 ml/min, el potencial de membrana del
ovocito se mantuvo a -60 mV en todos los experimentos, cercano al potencial en
reposo de las neuronas, que oscila entre -55 y -70 mV. Posteriormente los
resultados fueron analizados con los programas de computacién Nicolet y Origin

(version 7.0).



Drogas

Los compuestos que se utilizaron para preparar las soluciones de registro
electrofisiolégico fueron (-)-nicotina di-d-tartrato y cloruro de zinc (Sigma-RBI). Las
diluciones se prepararon en Ringer Normal al momento de ser utilizadas, a partir
de soluciones concentradas preparadas en Ringer Normal: 0.5 M de (-)-nicotina di-

d-tartrato y 100 mM de ZnCl, con 10 mM HCI (Paoletti et al., 1997).

Andlisis de resultados

Las relaciones entre la concentracidon de nicotina y la corriente control
activada por nicotina, asi como para la corriente potenciada por zinc activada por
nicotina fueron ajustadas con una ecuacion que incluye un sitio de activacion y un

sitio de inhibicién para nicotina:

=1+ (L = I Lo

max min 1+(EC5%jnH [1+(ICS%)mH] ’

donde | representa la corriente maxima activada con nicotina, In, €s la
corriente minima, Inhax €s la corriente maxima. Todas las corrientes méaximas
fueron normalizadas con respecto a la corriente maxima activada con 5 uM de
nicotina. X es la concentracion de nicotina, ECsy es la concentracion de nicotina
con la que se obtuvo el 50% de la corriente maxima, la ICsp es la concentracion de

nicotina con la que se obtuvo el 50% de la inhibicion maxima, nH es el coeficiente



de Hill para la activacion y mH es el coeficiente de Hill para la inhibicion, (Harvey
et al., 1999).

Para cada concentracion de nicotina, la potenciacion de zinc fue calculada como
100 veces la relacion de la corriente activada por nicotina en presencia de zinc
sobre la correspondiente corriente control activada solamente por nicotina,
medidas al tiempo al que se obtuvo la corriente maxima en presencia de zinc. La
relacion entre la concentracion de nicotina y el porcentaje de potenciacion por zinc

de la corriente activada por nicotina fue ajustada con la ecuacion de Hill:

I — | max

X nHi
4 ¥icw)

donde | representa el porcentaje de la corriente potenciada por zinc y activada con
una concentracién X de nicotina, Imax €S el porcentaje maximo de potenciacién por
zinc, X es la concentracion de nicotina, ICso es la concentracion de nicotina con la
gue se obtiene el 50% de la maxima potenciacion de zinc y nH es el coeficiente de
Hill.
Estadistica

Para el analisis de los datos se uso el programa Origin 7.0 (OriginLab, MA,
USA). Los resultados estan dados como la media + el error estandar. La
comparacion del valor medio entre los grupos fue obtenido con la prueba t de

Student, P < 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.



RESULTADOS

En este trabajo se evaluaron los efectos de zinc sobre la corriente activada
con nicotina en ovocitos de ranas Xenopus laevis que expresaban receptores
nicotinicos neuronales a4p4. La corriente a través de los receptores nicotinicos fue
activada tanto con diferentes concentraciones de nicotina como por diferentes
tiempos de aplicacion, con la idea de obtener distintos grados de desensibilizacion
de la respuesta.

Iniciamos con algunos experimentos control. Con el propésito de determinar
si el zinc por si solo generaba una corriente idnica en ovocitos que expresaban
receptores nicotinicos neuronales a4f4; o bien, si la nicotina generaba algun tipo
de respuesta en ovocitos control, es decir, ovocitos que no fueron inyectados con
las subunidades de receptores nicotinicos; en el primer caso se aplic6 100 uM de
zinc, mientras que en el segundo caso se aplico 100 uM de nicotina. En ambas
situaciones durante dos minutos.

Los resultados de la figura 3 muestran lo siguiente. La parte inicial de cada
registro corresponde a la corriente ionica cero o corriente basal lp, obtenida
cuando el ovocito se prefundié solamente con la solucion de Ringer Normal. Se
aplicaron pulsos de voltaje de 20 mV para marcar el inicio y el final de la perfusién
de cada sustancia. En ambos casos observamos que al aplicar zinc (Fig. 3A) o
nicotina (Fig. 3B) no hubo ningn cambio en la respuesta.

Los resultados anteriores nos sugieren fuertemente que el zinc (100 uM) no
tiene efectos sobre las conductancias nativas del ovocito. También, que los

ovocitos no expresan, de manera nativa, receptores de acetilcolina nicotinicos.
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Figura 3. Efectos de zinc y nicotina en ovocitos control. (A) registro de un
ovocito que expresaba receptores nicotinicos neuronales a4p4, al cual se le aplicé
100 uM de zinc. (B) registro de un ovocito no inyectado, al cual se le aplico 100
uM de nicotina. lp representa la corriente idnica cero o corriente basal. Cada caso
es un experimento representativo de n = 10 ovocitos. La membrana del ovocito se
fijd a —60 mV en todos los experimentos de este trabajo. En esta y las figuras
siguientes el tiempo de aplicacion de zinc esta indicado por una linea azul en la
parte superior de los registros, y el de nicotina por una linea negra. Ademas, se
marcé con pulsos de 20 mV cuando se aplico o se retird la sustancia.



Potenciacion por zinc de la corriente generada con acetilcolina o nicotina

En la mayoria de los trabajos donde se ha estudiado la modulacion de los
receptores nicotinicos por zinc, el receptor se activd con acetilcolina (Garcia-
Colunga et al., 2001, 2004; Hsiao et al., 2001, 2006, 2008; Moroni et al., 2008;
Nutter y Adams, 1995; Palma et al., 1998). En el presente estudio los receptores
nicotinicos fueron activados con nicotina.

Para determinar si la potenciacion de zinc varia dependiendo del agonista
con el que se activan los receptores, en un mMismo ovocito que expresaba
receptores nicotinicos a4p4, se aplico una concentracion baja (200 nM) de
acetilcolina, o bien de nicotina, generandose un desplazamiento de la respuesta
hacia abajo, lo cual por convencion corresponde a una corriente entrante (Fig.
4,Aa, 2Ba). Al adicionar 100 uM de zinc, la corriente activada con acetilcolina
aumento 504 + 97% con respecto a la corriente control (n = 4, Fig. 4Ab), mientras
que la corriente generada con nicotina aumento 1912 + 460% (n = 4, Fig. 4Bb). En
ambos casos, la corriente activada con el agonista se recupero al retirar el zinc de
la perfusion.

Notese que la potenciacion por zinc es mucho mayor cuando se activan los
receptores nicotinicos con nicotina que cuando se activan con acetilcolina. Asi, los
efectos potenciadores de zinc dependen del agonista con el que se genera la

corriente iénica.
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Figura 4. Efecto de zinc sobre la corriente activada con acetilcolina (A) y con
nicotina (B). La corriente control activada con acetilcolina o nicotina estd marcada
con (a), mientras que la corriente en presencia de zinc estd marcada con (b).
Estos registros fueron obtenidos del mismo ovocito. Ejemplo representativo de n =
4 ovocitos de distintas ranas.



Efectos de zinc en funcién de la concentracion de nicotina

Una vez que se encontrd que la potenciacion por zinc fue mucho mayor
cuando la corriente se activdo con nicotina que con acetilcolina, se procedio a
estudiar con mas detalle estos efectos. Asi, se determiné la potenciacion por zinc
en funcidn de la concentracion de nicotina.

Las respuestas control activadas por nicotina variaron de acuerdo a la
concentracion de nicotina. Bajas concentraciones de nicotina (10-50 nM) no
generaron una corriente ionica detectable, concentraciones intermedias (100-1000
nM) produjeron corrientes que no decayeron después de dos minutos de
aplicacién de nicotina (Fig. 5A); altas concentraciones de nicotina (5-100 uM)
generaron corrientes que alcanzaron una respuesta maxima, después de la cual
decay0 la corriente, aun en presencia continua de nicotina (Fig. 5B). Esta bien
documentado que este decaimiento se debe principalmente a la desensibilizaciéon
de una fraccion de receptores y que depende de la concentracion de nicotina
(Fenster et al., 1997).

Después de dos minutos de registrada la corriente control, se adicioné zinc
(100 uM) durante otros dos minutos. Con esta concentracion de zinc se obtiene la
maxima potenciacién de la corriente activada por acetilcolina en los receptores
nicotinicos neuronales o4p4 (Hsiao et al., 2001; 2006). Si bien las corrientes
ibnicas generadas por 10-100 nM de nicotina fueron muy pequefias, el zinc
aumento6 considerablemente esta respuesta activada por nicotina (Fig. 5A flechas,
recuadro). Ademas, el aumento de la corriente activada por nicotina ocurrié a

todas las concentraciones de nicotina probadas; no obstante, el grado de



potenciacion de la corriente disminuyé conforme la concentracion de nicotina

aumento (Fig. 5A, B).
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Figura 5. Efecto de zinc en funcion de la concentracion de nicotina. Trazos
ilustrativos superpuestos de la corriente registrada con concentraciones bajas (A)
y altas (B) de nicotina en presencia de 100 uM de zinc, en ovocitos que
expresaron receptores nicotinicos neuronales a4p4. Los numeros a la izquierda en
(A) corresponden a las concentraciones de nicotina, de 10 a 100 nM, donde la
corriente idnica aun no es detectable (trazos gris oscuro, verde claro, rosa, gris
claro); los numeros cerca de cada trazo corresponden a la concentracién de
nicotina con la que se activo la corriente (en nM, A y en uM, B). Las flechas
sefalan las corrientes activadas con 50 y 100 nM de nicotina y en presencia de
zinc. Inserto: corriente reescalada, activada con 20 nM de nicotina y en presencia
de zinc. Todos los registros fueron obtenidos en un solo ovocito y son
representativos de 3 — 15 ovocitos. de distintas ranas.



Por otro lado, la relacion entre la concentracion de nicotina y la corriente
control activada con nicotina mostré que la amplitud de la corriente aumento al
aumentar la concentracion de nicotina, entre 10 nM y 5 uM, con esta Ultima se
alcanzé el valor maximo de la corriente (Fig. 6, circulos rojos). Con
concentraciones mayores, la amplitud de la corriente disminuyd al aumentar la
concentracion de nicotina, entre 5y 100 uM, probablemente debido al bloqueo del
canal ionico del receptor por la misma nicotina (Maconochie y Steinbach, 1995).
Notese que el zinc aumentd la respuesta activada por nicotina con todas las
concentraciones de nicotina probadas (Fig. 6, triangulos verdes).

Las concentraciones de nicotina con las que se obtuvo el 50% de la
corriente maxima, ECsg, y el 50% de la inhibicion maxima, ICso, fueron 639 + 46
nMy 14.7 + 2.2 uM, para la corriente control activada solamente con nicotina, con
sus correspondientes coeficientes de Hill nH = 2.2 + 0.13 y mH = 1.8 + 0.11,
respectivamente. En presencia de zinc estos parametros cambiaron: ECso = 160 +
21 nM e ICs = 4.6 £ 0.3 uM de nicotina, con coeficientes de HillnH=2.6 £+ 0.19 y
mH = 1.5 + 0.09, respectivamente. Notese que, tanto la ECso como la ICso fueron
menores en presencia de zinc en comparacion con los controles, probablemente
debido a un aumento en la sensibilidad de los receptores nicotinicos a4p4 a la
nicotina para ambos sitios, el de activacion y el de inhibicién.

La potenciacién de zinc en funcion de la concentracion de nicotina se
muestra en la figura 6 (circulos azules). La maxima potenciacion por zinc se
obtuvo cuando los receptores nicotinicos se activaron con 50 nM de nicotina

(2530% + 385%, es decir, aproximadamente 25 veces mas grande que la corriente



control activada so6lo con nicotina). Esta potenciacion gradualmente disminuyé al
aumentar la concentracion de nicotina (entre 50 nM y 5 uM de nicotina), aun
cuando la corriente control fue aumentando. El efecto del zinc fue menor
(aproximadamente 124% de la corriente control activada sélo con nicotina) para
concentraciones mayores de nicotina (entre 10 y 100 uM). La ICs fue 287 + 34 nM
de nicotina con un nH de 1.8 + 0.11. Los datos para cada concentracion de

nicotina fueron obtenidos de 4-15 ovocitos de distintas ranas.
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Figura 6. Efectos de zinc dependientes de la concentracion de nicotina.
Graficas de la amplitud de la corriente control activada so6lo con nicotina (circulos
rojos), de la amplitud de la corriente potenciada por 100 uM de zinc (tridngulos
verdes) y del porcentaje de potenciacion por zinc de la corriente activada con
nicotina (circulos azules), todas en funcion de la concentracion de nicotina. Las
lineas continuas corresponden a los ajustes con la ecuacion de Hill (ver Materiales
y Métodos). Los datos son la media + el error estdndar de 4-15 ovocitos de

distintas ranas.
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Dado que la potenciacién por zinc gradualmente disminuyd al aumentar la
concentracion de nicotina, al igual que la potenciacion de la respuesta de
acetilcolina en receptores nicotinicos a4p4 (Hsiao et al., 2001), lo que nos sugiere
en primera instancia es que el zinc estd actuando competitivamente con la
nicotina. Sin embargo, con mutaciones puntuales en la subunidad a4 se determin6
que los sitios de union asociados al efecto potenciador del zinc se encuentran en
dos de las interfases subunidad-subunidad que alternan con las dos interfases que
unen a la acetilcolina (Hsiao et al., 2006). Lo cual descarta que el zinc y la nicotina
interactien en los mismos sitios. No obstante, un mecanismo compatible con los
resultados arriba descritos podria ser que la potenciacion ejercida por el zinc
dependa del grado de desenzibilizacion.

Dado que el grado de desensibilizacion depende de la concentracion del
agonista (Paradiso y Steinbach, 2003), que se ve reflejada en el decaimiento de la
respuesta. Cuando se normalizaron las corrientes generadas por diferentes
concentraciones de nicotina (5-100 uM) de los registros de la figura 5B (Fig. 7), se
observé que conforme aumentoé la concentracion de nicotina la corriente decayé
mas rapido. A su vez el efecto potenciador del zinc disminuyd, hasta quedar casi
anulado cuando los receptores nicotinicos se activaron con 50 y 100 uM (Fig. 6,

circulos azules; Fig. 7).
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Figura 7. Efecto del zinc en funcidon de la concentracién de nicotina. Trazos
superpuestos y normalizados de la corriente registrada con diferentes
concentraciones de nicotina en presencia de zinc, en ovocitos que expresaron
receptores nicotinicos neuronales a4p4. Los registros son los mismos de la Fig.
5B.



Diferentes grados de desensibilizacion

Con la finalidad de obtener diferentes grados de desensibilizacion, a los
ovocitos que expresaban receptores nicotinicos neuronales a4p4 se les aplico dos
concentraciones de nicotina (500 nM y 2 uM) durante un tiempo relativamente
prolongado (~1 h). En la figura 8 se muestran dos trazos obtenidos de dos
ovocitos. La parte inicial de cada registro corresponde a la corriente idnica cero o
corriente basal, lo, obtenida cuando el ovocito se prefundié solamente con Ringer
Normal. En ambos casos, la respuesta decaydé aun en presencia de nicotina,
reflejo principalmente de la desensibilizacion de una fraccion de receptores.

En este ejemplo ilustrativo, con 500 nM de nicotina la magnitud maxima de
la corriente fue de 562 nA, después de una hora decay6é a 175 nA, 31% de la
corriente maxima (Fig. 8A). En otro ovocito, 2 uM de nicotina generé una corriente
de 1174 nA, después de una hora la corriente decay6 a 42 nA, 3% de la corriente
maxima (Fig. 8B). Este decaimiento fue mucho mayor comparado con el
decaimiento de la corriente activada con 500 nM de nicotina.

Una manera en que estimamos el nivel de desensibilizacion fue el tiempo
en el que la magnitud de la corriente activada con nicotina decay6 al 50% de la
respuesta maxima, ti, (Fig. 8, lineas punteadas azules). Asi, ty, = 32 min (n = 3)
para la corriente activada con 500 nM de nicotina y ti» = 5 min (n = 3) para la
activada con 2 uM de nicotina.

Asi, la desensibilizacion de la respuesta depende tanto de la concentracion
de nicotina como del tiempo de exposicidn a nicotina. El decaimiento de la

respuesta y por lo tanto la desensibilizacion fue mas rapida con una concentracion



mayor de nicotina. También, a una misma concentracion de nicotina el grado de

desensibilizacion aumento al aumentar el tiempo de exposicién de nicotina.
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Figura 8. Diferentes grados de desensibilizacion. Corriente activada con 500
nM (A) y 2 uM (B) de nicotina en ovocitos que expresaban receptores nicotinicos
neuronales a4p4. La corriente idnica cero o corriente basal esta marcada como I.
Las lineas punteadas verticales indican el tiempo en el que la corriente decae al
50% de la respuesta maxima (t12). Cada uno de los registros es un ejemplo de n =
3 experimentos de distintas ranas.



Efectos de zinc en receptores nicotinicos a diferentes tiempos de aplicacion
de nicotina.

Se sabe que la desensibilizacion de los receptores nicotinicos
depende tanto del tiempo de exposicion como de la concentracién del ligando.
Altas concentraciones de nicotina, asi como exposiciones prolongadas de nicotina
incluso a bajas concentraciones, resultan en una mayor desensibilizacion de la
respuesta a nicotina (Fenster et al., 1997; Paradiso y Steinbach, 2003; Pidoplichko
et al., 1997).

Para lograr diferentes grados de desensibilizacién, realizamos experimentos
en ovocitos que expresaron receptores nicotinicos neuronales a4p4, a los cuales
se les aplicaron diferentes concentraciones de nicotina: 100 nM (una
concentracion cercana a la EC3 de nicotina), 500 nM (una concentracion cercana
a la ECy4 de nicotina [Fig. 6], que corresponde aproximadamente a la EC, de
acetilcolina en receptores nicotinicos a4p4 de humano [Chavez-Noriega et al.,
1997]) y 2 uM (concentracion con la cual se obtiene la maxima respuesta de
nicotina). Ademas, con cada una de estas concentraciones de nicotina, el ovocito
fue expuesto por diferentes tiempos: 2, 5, 10 y 20 min. Después de cada uno de
estos tiempos, se adiciondé 100 uM de zinc por 2 min. El ovocito se regreso a la
concentracion original de nicotina por 2 min adicionales. Entre cada aplicacion de

nicotina, el ovocito fue lavado durante 20 min con la solucién de Ringer Normal.



La figura 9 muestra la corriente activada con 100 nM de nicotina a
diferentes tiempos de 2, 5 10 y 20 min (Fig. 9). Notese que la respuesta control no
decay0 durante la exposicion de nicotina. Por ejemplo, la potenciaciéon por zinc fue
de 1392 + 222%, n = 10 después de 2 min con nicotina y de 1103 + 515%, n = 4
después de 20 min de aplicacibn de nicotina. Estos datos no fueron

significativamente diferentes.
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Figura 9. Efectos del zinc expuestos a diferentes tiempos de nicotina. La
corriente iénica fue activada con 100 nM de nicotina durante 2, 5, 10 y 20 min en
ovocitos que expresaban receptores nicotinicos neuronales a4p4. Después de
estos tiempos con nicotina, se adiciono 100 uM de zinc (lineas azules arriba de los
registros). Los registros fueron obtenidos de un mismo ovocito y el tiempo de
lavado con soluciébn de Ringer Normal entre cada registro fue de 20 min.
Experimento representativo de n = 4 ovocitos de distintas ranas.



Cuando la corriente fue activada con 500 nM de nicotina, la corriente en
presencia de zinc disminuyé relativamente poco al aumentar el tiempo de
exposicion a nicotina (Figura 10). Asi, la potenciacion por zinc fue de 901 + 113%,
n = 7 después de 2 min con nicotina y de 813 + 53% n = 4 después de 20 min de

exposicion con nicotina. Estos datos no fueron significativamente diferentes.
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Figura 10. Efectos del zinc expuestos a diferentes tiempos de nicotina. La
corriente ionica fue activada con 500 nM de nicotina durante 2, 5, 10 y 20 min. Las
condiciones experimentales fueron similares a las de la figura 9. Los registros
fueron obtenidos de un mismo ovocito y el tiempo de lavado con solucién de
Ringer Normal entre cada registro fue de 20 min. Experimento representativo de n
= 4 ovocitos de distintas ranas.



Finalmente, la figura 11 muestra que la magnitud de la corriente activada
con 2 uM de nicotina disminuy6é con las subsecuentes aplicaciones de nicotina.
Ademas, en presencia de nicotina, la respuesta decayd mas rapido que con bajas
concentraciones de nicotina, debido a la desensibilizacién de una mayor fraccién
de los receptores. Si bien, la magnitud de la corriente adicional en presencia de
zinc fue mas pequefia cuando los ovocitos fueron expuestos por tiempos largos a
2 uM de nicotina, la potenciacion ejercida por zinc de la corriente activada por
nicotina fue ligeramente mayor; sin embargo, los datos no fueron
significativamente diferentes. Asi, comparando la potenciacion por zinc de la
primera aplicacion con la de la ultima tenemos que la potenciacion por zinc fue
220 + 32%, n = 7 después de 2 min con nicotina y de 250 + 20%, n = 4 despueés
de 20 min de exposicién con nicotina.

De los resultados arriba descritos, es evidente que para las tres
concentraciones de nicotina, la potenciacion por zinc de la corriente activada por
nicotina permanece aproximadamente constante al aumentar el tiempo de

exposicion a la nicotina.
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Figura 11. Efectos de zinc a diferentes tiempos de aplicacion de nicotina. La
corriente ionica fue activada con 2 uM de nicotina durante 2, 5, 10 y 20 min. Las
condiciones experimentales fueron similares a las de la figura 9. Los registros
fueron obtenidos de un mismo ovocito y el tiempo de lavado con solucion de
Ringer Normal entre cada registro fue de 20 min. Experimento representativo de n
= 4 ovocitos de distintas ranas.



Efectos de zinc durante tiempos prolongados de aplicacidén de nicotina

En el protocolo previo, los intervalos de lavado con solucién de Ringer Normal
entre cada aplicacion de nicotina fueron relativamente largos (20 min), lo cual
posiblemente permitid la recuperacion de los receptores de la desensibilizacion.
Por esta razon, los ovocitos que expresaron receptores nicotinicos a4p4 fueron
expuestos continuamente a nicotina por tiempos mas largos (50 min) a fin de
obtener mayor desensibilizacién. Como en los experimentos previos, la corriente
fue activada con 100, 500 nM 6 2 uM de nicotina. Después de 2 min de exposicion
a nicotina, se adiciono zinc durante 2 min a intervalos de 10 min, en continua
presencia de nicotina, para no permitir la recuperacion de la desensibilizacion.

La figura 12 ilustra ejemplos representativos. La corriente ionica fue activada
con 100 nM (Fig. 12A), 500 nM (Fig. 12B) y 2 uM (Fig. 12C) de nicotina. En el
primer caso la potenciacion por zinc de la corriente activada con nicotina fue de
1321 + 193%, n = 7 y de 505 + 74% n = 4 después de 2 y 48 min de exposiciéon
continua de nicotina, respectivamente. Estos datos fueron significativamente
diferentes. Mientras que la potenciacion por zinc de la corriente activada con 2 uM
de nicotina fue de 249 + 48% n = 4 y de 110 + 55%, n = 4 después de 2 y 48 min
de exposicidon continua de nicotina, respectivamente. Estos datos no fueron

significativamente diferentes.



A nic100 nM

B hic500nM

C  nic2uM

— Zn** 100 uM

Figura 12. Efectos de zinc durante tiempos prolongados de aplicacion de
nicotina. La corriente iénica fue generada con 100 nM (A), 500 nM (B) y 2 uM (C)
de nicotina durante 50 min. Los registros fueron obtenidos de diferentes ovocitos
que expresaban receptores nicotinicos a4p4. Las lineas azules indican el tiempo
de aplicacion de zinc durante la aplicacion continua de nicotina (lineas negras).
Cada uno es un experimento representativo de n = 4 ovocitos de distintas ranas.



La figura 13 resume los datos obtenidos por los dos protocolos en los que la
nicotina se aplicé por tiempos prolongados. En ambos casos, la potenciacion por
zinc de la corriente activada con nicotina disminuyé conforme aumenté la
concentracion de nicotina.

La potenciacion por zinc no cambié considerablemente cuando la
exposicion de nicotina aumentd con aplicaciones intermitentes de nicotina y
lavados de 20 min (Fig. 13A), mientras que la potenciacion por zinc disminuyo6
cuando el tiempo de exposicion de nicotina aumento durante la aplicacion continua
de nicotina (Fig. 13B).

Por ejemplo, en el primer caso, con nicotina 500 nM la potenciacién por zinc
permanecié aproximadamente constante: 901 + 113%, n = 7 después de 2 min
con nicotina, y 813 + 53%, n = 4 después de 20 min de exposicion con nicotina
(Fig.13A). En el segundo caso, la potenciacion por zinc disminuyo
significativamente de 721 + 80% (n = 4) para 2 min de nicotina a 310 £ 78% (n = 4)

para 24 min de exposicion continua de nicotina (Fig.13B) (P<0.05).
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Figura 13. Efectos de zinc en funcion del tiempo de exposicién a nicotina.
Porcentaje de potenciacion por zinc de la corriente activada por nicotina en funcion
del tiempo de exposicidon de nicotina, con intervalos de 20 min de lavado entre
cada aplicacion de nicotina (A) y durante una aplicacion continua de nicotina (B).
Las flechas indican el tiempo equivalente de la exposicion de nicotina con ambas
formas de aplicaciéon. Los resultados son la media mas el error estandar. *P<0.05
la potenciacion por zinc después de 48 min de exposicion continua comparada con
la potenciacion a los 2 min de exposicion de nicotina, con la misma concentracion
de nicotina, n = 4 — 7 experimentos.



DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar cobmo son regulados por
zinc los receptores nicotinicos neuronales a4p4 cuando éstos son activados con
diferentes concentraciones y expuestos a diferentes tiempos de nicotina.

En la mayoria de los estudios sobre la modulacién de los receptores
nicotinicos por zinc, el receptor se activd con acetilcolina (Garcia-Colunga et al.,
2001, 2004; Hsiao et al., 2001, 2006, 2008; Moroni et al., 2008; Nutter y Adams,
1995; Palma et al., 1998). En el presente estudio los receptores nicotinicos fueron
activados con nicotina, un agonista exdgeno Yy el principal componente adictivo del
tabaco (Le Houezec, 2003; Lukas, 2007).

Para asegurar que los efectos del zinc son resultado de su interaccion con
los receptores nicotinicos, aplicamos zinc en ovocitos que expresaban receptores
nicotinicos o4p4, asi como nicotina en ovocitos control. En ambos casos no se
detectaron cambios en la corriente idnica basal. Lo cual indicé que los ovocitos
control no expresan de manera nativa receptores nicotinicos y que el zinc por si
mismo no es capaz de activar receptores nicotinicos.

De manera interesante, en este trabajo se encontré que 100 uM de zinc
potencié los receptores nicotinicos a4p4 cuando éstos fueron activados con
concentraciones muy bajas de nicotina (por ejemplo, 20 nM), concentracién que se
alcanza facilmente en el cerebro humano al fumar un solo cigarro, ya que la
concentraciéon de nicotina que se alcanza es de 50 nM después de 10-20 s

(Henningfield et al., 1993; Le Houezec, 2003).



También se encontré6 que el zinc es mas efectivo para potenciar a los
receptores nicotinicos cuando son activados con nicotina que cuando son
activados con acetilcolina. Asi, la corriente activada con 50 nM de nicotina se
incrementd por la presencia de 100 uM de zinc cerca de 25 veces, con respecto a
la corriente activada solamente con 50 nM de nicotina. En contraste, cuando la
corriente fue activada con acetilcolina, la potenciacion con la misma concentracion
de zinc fue sélo de aproximadamente 5 veces la corriente control (Fig. 4, ver
también Hsiao et al., 2001; 2006).

Adicionalmente, la mayoria de los receptores nicotinicos neuronales,
incluyendo los subtipos a4p4, son mas sensibles a la nicotina que a la acetilcolina
(Chavez—Noriega et al., 1997). De este modo, para los receptores nicotinicos a4p4
la concentracion a la que se alcanza el 50% de la corriente maxima (ECsp) para la
nicotina es de 5-11 uM y para la acetilcolina es de 19-74 uM (Chavez—Noriega et
al., 1997; Fenster et al.,, 1997; Hsiao et al.,, 2001; 2006). Ademas, el zinc
incrementa la sensibilidad de los receptores nicotinicos a4p4 para ambos
ligandos; la ECsp para acetilcolina disminuye en presencia de 50 uM de zinc de 74
a 23 uM (Hsiao et al., 2001). Por otro lado, la ECso para la nicotina disminuye en
presencia de 100 uM de zinc de 639 nM a 160 nM (Vazquez-Gémez y Garcia-
Colunga, 2009). Esto es similar a lo que ocurre en los receptores nicotinicos a4p2,
donde con 100 uM de zinc la ECso para acetilcolina disminuye de 89 a 34 uM
(Moroni et al., 2008).

Aunque el papel que juega el zinc en la modulacién de los receptores

nicotinicos y en la adiccién a la nicotina es desconocido, el zinc potencia la



mayoria de los receptores nicotinicos (Garcia-Colunga et al., 2001; Garcia-
Colunga et al., 2004; Hsiao et al., 2001). Este evento podria estar ocurriendo
incluso en situaciones en las cuales existen concentraciones muy bajas de
nicotina, como en la gente que fuma o en gente tratada con nicotina. También
podria ocurrir en regiones del cerebro en las cuales el zinc se co-libera con
glutamato y que ademas hay receptores nicotinicos, como en la neocorteza,
corteza periforme, hipotalamo, amigdala, estriado (Dani y Bertrand, 2007;
Danscher y Stoltenberg, 2005; Paoletti et al., 2009). De este modo el zinc podria
llegar a receptores nicotinicos presinapticos o no sinapticos (Lendvai y Vizi, 2008),
incrementando el tiempo de apertura de los canales iénicos individuales (Hsiao et
al., 2008) y de este modo el aumento de la liberacion de neurotransmisores.

El hecho de que la potenciacion por zinc se ve disminuida cuando se
aumenta la concentracion de acetilcolina (Hsiao et al., 2001) o nicotina (Vazquez-
GOmez y Garcia-Colunga 2009) podria sugerir una competencia entre el zinc y el
agonista por algunos sitios de union. Con altas concentraciones de nicotina, el zinc
incrementa la sensibilidad de los receptores nicotinicos a4p4 al agonista,
disminuyendo la concentraciéon de nicotina a la que se inhibe el 50% de la
corriente maxima (ICsp) de 14.7 uM en ausencia de zinc a 4.6 uM en la presencia
de 100 uM de zinc. Ademas, con esta concentracion inhibidora de nicotina (5 uM),
la potenciacion por zinc fue menor (140 + 12%) que la potenciacion a bajas
concentraciones de nicotina (a 50 nM, 2530 + 385%). Esto indica que en presencia
de zinc los receptores nicotinicos a4p4 tienen mayor afinidad por nicotina tanto

para el sitio de activacion como para el sitio de inhibicion. Si hubiera competencia



ente el zinc y la nicotina por los mismos sitios, al adicionar zinc la tendencia seria
que éste interaccionara con los receptores nicotinicos, disminuyendo la
probabilidad de interaccion de la nicotina con los receptores. No obstante, los
receptores nicotinicos presentan mayor afinidad por la nicotina en presencia de
zinc, descartando asi competitividad entre ambas sustancias.

Con relacién a lo anterior, se ha determinado que el glutamato 59 y la
histidina 162 de la subunidad a4 de los receptores nicotinicos son mediadores
moleculares para la funcion potenciadora del zinc. Estos sitios se localizan en las
interfases de las subunidades que alternan a los sitios de union al agonista (Hsiao
et al.,, 2006), descartando asi competencia entre el zinc y la nicotina. De este
modo, podria ocurrir un mecanismo adicional, en el cual la potenciacién por zinc
podria depender del grado de desensibilizacion de la respuesta activada por
nicotina. Se sabe que altas concentraciones del agonista hacen mas compleja la
funcién del receptor; su activacion, desensibilizacion y el bloqueo del canal i6nico
por el propio agonista (Katz y Thesleff, 1957; Maconochie y Steinbach, 1995).

Con tiempos de exposicidbn prolongados y concentraciones bajas de
nicotina (100 a 500 nM), la potenciacién por zinc fue diferente, dependiendo si la
nicotina fue lavada entre aplicacion y aplicacion o si la exposicién de nicotina fue
continua. En el primer caso, la potenciacion por zinc se mantuvo
aproximadamente constante conforme se aument6 el tiempo de exposicion a
nicotina, quiza debido a que el tiempo de lavado dio tiempo a que los receptores
se recuperaran de la desensibilizacion. En contraste, con exposiciones

prolongadas y continuas de nicotina la potenciacién por zinc disminuyo. Asi, en



presencia continua de nicotina no hay tiempo para la recuperacion de la
desensibilizacion. Ademas, se sabe que el estado desensibilizado del receptor
tiene mayor afinidad por el agonista (Katz y Thesleff, 1957). En estas condiciones
se podrian estar modificando de manera alostérica los sitios de interaccion para el
zinc, reduciendo su sensibilidad y por lo tanto reduciendo su efecto potenciador.

El zinc y la nicotina se han relacionado con una gran variedad de patologias
neuronales, incluyendo la esquizofrenia, la ansiedad, la depresion, las
enfermedades de Alzheimer y de Parkinson (Gotti et al., 2006; Levin et al., 2006;
Mocchegiani et al., 2005; Takeda et al., 2007). Resulta interesante considerar
algunas situaciones en las cuales estas sustancias se administran cronicamente.
Por ejemplo, la administracion de zinc incrementa los depdsitos del zinc sinaptico
en el hipocampo de rata (Szewczyk et al., 2006). Por otro lado, se ha sugerido que
la administracion cronica de nicotina podria mejorar la enfermedad de Alzheimer,
la depresién y la adiccion al tabaco (Le Houezec, 2003; Newhouse et al., 2001;
Salin-Pascual et al., 1996).

Ademas, de la activaciobn endogena de los receptores nicotinicos por
acetilcolina y su modulacién por zinc, podrian ocurrir diferentes situaciones por la
exposicién a nicotina. La modulacién por zinc depende de la composicién y la
estequiometria de los receptores nicotinicos, de su localizacion regional en el
sistema nervioso central, de la localizacién celular de los receptores nicotinicos, de
la concentracion de acetilcolina y/o de nicotina, de la concentracion de zinc y del
estado funcional de los receptores nicotinicos, entre otros. Asi, resultaria
interesante tomar en consideracion estas sustancias para el desarrollo de nuevos

ligandos de receptores nicotinicos para su uso clinico.



CONCLUSIONES

El presente estudio muestra que el zinc potencia los receptores nicotinicos
neuronales a4p4.

El zinc es mas efectivo para potenciar la corriente generada con nicotina
gue la generada con acetilcolina.

Los receptores nicotinicos presentan mayor afinidad por la nicotina en
presencia de zinc.

La potenciacion por zinc de los receptores nicotinicos depende de la
concentracion y el tiempo de exposicion a nicotina.

La potenciacién por zinc de los receptores nicotinicos es grande con bajas
concentraciones de nicotina o con una exposicion breve de nicotina, mientras que
dicha potenciacion es débil con altas concentraciones de nicotina o0 exposiciones
prolongadas de nicotina, sugiriendo que la modulacibn de los receptores
nicotinicos por zinc depende ademas del grado de desensibilizacion del receptor.

Estos resultados podrian contribuir a entender mejor las funciones y
disfunciones del sistema nervioso central en las que participan el zinc, la nicotina y

los receptores nicotinicos, o que podrian participar los tres de manera conjunta.
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It is known that zinc modulates nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs). Here, we studied the effects
of zinc on neuronal 0434 nAChRs, expressed in Xenopus oocytes and activated by nicotine. Membrane ion
currents elicited by nicotine (10 nM to 100 uM) were enhanced by zinc (100 pM). Maximal zinc poten-
tiation of the nicotine-activated current (2530%) occurred at 50 nM nicotine, and potentiation gradually
decreased as the nicotine concentration increased. The ECsg and ICsq for the nicotine-activated current
were 639 nM and 14.7 uM nicotine, respectively. Both parameters decreased in the presence of zinc to
160 nM and 4.6 uM, respectively, probably due to an increase of sensitivity of nAChRs for nicotine. We
used different concentrations and durations of exposure to nicotine, due to desensitization of nAChRs
directly depends on both these factors. With 500 nM nicotine and 20 min washing periods between
nicotine applications, zinc potentiation remained constant, 901% for 2 min and 813% for 20 min of
nicotine exposure. With continuous application of nicotine, zinc potentiation decreased as the time
of nicotine exposure increased, 721% for 2 min and 254% for 48 min of nicotine exposure. Our results
indicate that zinc-potentiating effects on 2434 nAChRs strongly depend on both concentration and time

of exposure to nicotine, suggesting that zinc potentiation depends on the degree of desensitization.

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) are ligand-gated
cation channels that belong to the same gene superfamily as vy-
aminobutyric acid (GABA; types A and C), 5-hydroxytryptamine (5-
HT; type 3), and glycine receptors (Le Novere et al., 2002). Neuronal
nAChRs are pentameric proteins composed of distinct subunits
(22-2.10 and B2-PB4) and are widely distributed in the brain (Dani
and Bertrand, 2007; Jensen et al., 2005). Fast nicotinic synaptic
transmission in the peripheral nervous system is mediated by
postsynaptic nAChRs, whereas central nAChRs are predominantly
presynaptic and influence the release of neurotransmitters: e.g. 5-
HT, glutamate, GABA, norepinephrine, acetylcholine (ACh), and
dopamine (Dani and Bertrand, 2007; Lendvai and Vizi, 2008).

On the other hand, zinc is present in neurons that are widely
distributed throughout the nervous system and is released from
a subset of glutamatergic nerve endings, reaching an extracellular
concentration of 7-300 uM (Frederickson et al., 2006; Paoletti et al.,
2009). Released zinc can interact with several membrane proteins
including neurotransmitter receptors, ion channels, and neuro-
transmitter transporters, acting thus as an endogenous modulator

* Corresponding author. Tel./fax: +52 442 2381063.
E-mail address: garciac@inb.unam.mx (J. Garcia-Colunga).

0028-3908/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neuropharm.2009.02.008

in the central nervous system (Frederickson et al., 2005; Harrison
and Gibbons, 1994).

Like many endogenous and exogenous substances including 5-
HT, anesthetics, antidepressants (Arias et al., 2006), zinc modulates
the function of nAChRs (Garcia-Colunga et al., 2001; Hsiao et al.,
2001; Moroni et al., 2008; Palma et al., 1998). Zinc both potentiates
and inhibits the response of most nAChRs to ACh, depending on the
zinc concentration and subunit composition of the receptors, but
zinc only inhibits a7, 23p2, and rat parasympathetic neuronal
nAChRs (Hsiao et al., 2001; Nutter and Adams, 1995; Palma et al.,
1998). The 244 nAChR shows the highest zinc potentiation (Hsiao
etal., 2001). The mRNAs for these subunits are widely distributed in
the primate brain and in the rat hippocampus (Quik et al., 2000;
Sudweeks and Yakel, 2000). Zinc exerts this modulation acting at
the subunit-subunit interfaces that alternate with interfaces that
bind the agonist (Hsiao et al., 2006), increasing the burst duration
of the active channel (Hsiao et al., 2008).

Interestingly, nicotine (the main substance responsible for
tobacco addiction), zinc (co-released from a subset of glutamatergic
neurons), and nAChRs (widely distributed throughout CNS) have
the following features in common: all are involved both in func-
tions such as brain development, learning, memory, and in
pathologies including epilepsy, schizophrenia, anxiety, major
depression, and Parkinson’s and Alzheimer’s diseases (Gotti et al.,
2006; Jensen et al., 2005; Levin et al., 2006; Mocchegiani et al.,
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2005; Zhang et al., 2006). Thus, the aim of this paper was to study
the effects of zinc on neuronal 0434 nAChRs activated by nicotine,
that may help to better understand the interplay between zinc and
nicotine and their interactions with nAChRs in the function and
malfunction of the brain.

2. Materials and methods

The preparation of cRNA, oocyte injection, and electrical recordings has been
described elsewhere (Garcia-Colunga et al., 2004). Briefly, cRNAs encoding the rat
neuronal o4 and B4 nAChR subunits were transcribed in vitro. All experimental
manipulations were in accord with the ethical policies of animal care and handling
of the Universidad Nacional Autonoma de México, with an effort to minimize the
number of animals used and their suffering. Xenopus laevis oocytes were dissected
from segments of ovary and maintained at 16 °C in Barth’s solution containing (in
mM): 88 NaCl, 1 KCl, 0.33 Ca(NOs),, 0.41 CaCl,, 0.82 MgS04, 2.4 NaHCOs, 5 HEPES
(pH 7.4; NaOH), and 0.1 mg/ml gentamicin sulfate. The next day each oocyte was
injected with 0.5-50 ng of the cRNA mixture, prepared with equal quantities of a4
and B4 subunit RNAs in a volume of 50 nl water, and 2 days later the oocytes were
treated with collagenase type I (140 U/ml for 0.5-1 h). Membrane currents elicited
by nicotine were recorded 3-9 days after RNA injection using a voltage-clamp
technique with two microelectrodes. Oocytes were placed in a recording chamber
(0.1 ml) and continuously perfused with Ringer’s solution containing (in mM): 115
Nacl, 2 KCl, 1.8 CaCl,, and 5 HEPES (pH 7.0; NaOH) at room temperature (20-23 °C)
and at a rate of 7-10 ml/min. ZnCl, and (—)-nicotine hydrogen tartrate salt were
from Sigma-RBI. The nicotine stock solution (500 mM) was diluted in Ringer’s
solution. The ZnCl, stock solution (100 mM) was prepared by serial dilutions with
bidistilled water of a solution containing 100 mM ZnCl, and 10 mM HCI (Paoletti
et al,, 1997). Unless otherwise indicated, the oocyte membrane potential was
maintained at —60 mV.

Nicotine concentration-response relationships for the control nicotine-acti-
vated current as well as for the nicotine-activated current potentiated by zinc were
fitted with an equation that included one activating site and one inhibiting site for
nicotine:

1 1

I = Imin + (Imax — Imi - s

min ( mm) {1 N (ECSO/X) Ny (] . (ICSO/X) mH) }
where I represents the peak current elicited at a given nicotine concentration X; Inin
is the minimal elicited current; Imax is the maximal elicited current. All peak currents
were normalized to the maximal control current elicited by 5 pM nicotine. ECsg and
ICsp are the concentrations of nicotine corresponding to half-maximal activation and
half-maximal inhibition, respectively; ny and my are the Hill coefficients for acti-
vation and inhibition, respectively (Harvey et al., 1999).

For each nicotine concentration, zinc potentiation was calculated as 100 times
the ratio of the current elicited by nicotine in the presence of zinc over the corre-
sponding control current elicited by nicotine alone, measured at the time when
maximal current occurred in the presence of zinc. The nicotine concentration-
response relationship for the zinc-potentiated, nicotine-activated current was fitted
with the Hill equation:

Imax
Npi ?

T (X/[C50)

where I represents the percent potentiation of the nicotine-activated current by zinc
at a given nicotine concentration X; Imayx is the maximal percent potentiation by zinc;
ICs0 is the concentration of nicotine yielding half-maximal zinc potentiation; and ny;
is the Hill coefficient.

Data analyses were performed using Microcal Origin 7 (OriginLab, MA, USA)
software. The results are given as the mean =+ standard error. Comparisons of the
mean values among groups were performed by Student’s t-test, P<0.05 was
considered statistically significant.

3. Results
3.1. Effects of zinc as a function of nicotine concentration

The effects of zinc on membrane currents elicited by nicotine
were analyzed in Xenopus oocytes expressing rat neuronal o434
nAChRs. Control nicotine-activated responses varied according to
the nicotine concentration. Low nicotine concentrations (10-
50nM) did not evoke detectable ion currents; intermediate
concentrations (100-1000 nM) elicited currents that did not decay
after 2 min of nicotine application (Fig. 1A); high concentrations (5-
100 uM) elicited currents that reached a peak and then declined

with time, even in the continued presence of nicotine (Fig. 1B). This
decay is mainly due to receptor desensitization, and depends on
nicotine concentration (Fenster et al., 1997).

Zinc (100 uM) was added to the perfusion for 2 min in the
presence of nicotine. This zinc concentration allows maximal
potentiation of the ACh-induced current through a4p4 nAChRs
(Hsiao et al., 2001, 2006). Although ion currents elicited by 10-
100 nM nicotine were very small, zinc considerably enhanced these
nicotine-activated responses (Fig. 1A, arrows, inset). The extent of
enhancement of the nicotine-activated current by zinc decreased as
the concentration of nicotine increased (Fig. 1A and B).

On the other hand, the control nicotine concentration-current
relationship shows that the amplitude of the nicotine-activated
current increased as the nicotine concentration increased from
10 nM to 5 uM (Fig. 1C, filled circles). Then, the amplitude of the
nicotine-activated current decreased as nicotine concentration
increased further, from 5 to 100 uM nicotine, probably due to
blockade of the ion channel by nicotine itself (Maconochie and
Steinbach, 1995). Note that zinc enhanced nicotine-activated
responses at all nicotine concentrations tested (Fig. 1C, triangles).

The half-maximal activation, ECsp, and half-maximal inhibition,
IC50, were 639 446 nM and 14.7 + 2.2 pM nicotine for the control
current elicited by nicotine alone, with their corresponding Hill
coefficients ny = 2.2 + 0.13 and my = 1.8 & 0.11, respectively. In the
presence of zinc these parameters were altered: EC5o =160 & 21 nM
and IC50=4.6+0.3uM nicotine, with Hill coefficients
ny = 2.6 +0.19 and my = 1.5 £ 0.09, respectively. These results show
that ECso and ICsp were significantly lower in the presence of zinc
than in the controls, probably due to an increased sensitivity of a4p4
nAChRs to nicotine at both the activating and inhibiting sites.

Zinc potentiation as a function of the nicotine concentration is
shown in Fig. 1C (open circles). Maximal zinc potentiation was
obtained at 50 nM nicotine (25304 385%, i.e. ~25 times the
control current elicited by nicotine alone). This potentiation grad-
ually decreased as the nicotine concentration increased (between
50 nM and 5 uM nicotine), even when the control current was
rising. The zinc effect was smaller (just 124% of the control current
elicited by nicotine alone) for higher concentrations of nicotine
(10-100 uM). The ICs9 was 287 +-34 nM nicotine and ny; was
1.8 £ 0.11. Data for each nicotine concentration were obtained from
4 to 15 oocytes.

3.2. Effects of zinc at different times of nicotine exposure

It is known that the extent of desensitization of nAChRs depends
on both the time of exposure and the concentration of the ligand.
Higher nicotine concentrations, as well as longer exposure to
nicotine even at low concentrations, both resulted in a more
desensitized nicotine response (Fenster et al., 1997; Paradiso and
Steinbach, 2003; Pidoplichko et al., 1997).

To achieve different degrees of desensitization, we performed
experiments in which oocytes expressing neuronal o434 nAChRs
were superfused with different concentrations of nicotine: 100 nM
(a concentration close to the nicotine EC3), 500 nM (a concentration
close to the nicotine EC4 [Fig. 1C], that corresponds approximately
to the ACh EC, of human ¢4B4 nAChRs [Chavez-Noriega et al.,
1997]), and 2 uM (a concentration close to the maximal response of
nicotine). For each concentration, an oocyte was exposed to nico-
tine for different times (2, 5, 10, and 20 min) followed by addition of
100 pM zinc for 2 min. The oocyte was then returned to the original
nicotine concentration without zinc for other 2 min. The oocyte was
exhaustively washed for 20 min with normal Ringer’s solution
between nicotine applications.

Fig. 2A shows 100 nM nicotine-activated currents for the shorter
(2 min) and the longer (20 min) exposure times on the same
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Fig. 1. Effects of zinc as a function of nicotine concentration. Representative superimposed currents elicited by low (A) and high (B) concentrations of nicotine in the presence of
100 uM zinc from oocytes expressing neuronal 484 nAChRs. Numerals at left correspond to 10-100 nM nicotine in which almost no ion current was detectable; numerals close to
each trace correspond to nicotine concentration (in nM, A and in pM, B). Arrows show the currents elicited by 50 and 100 nM nicotine and enhanced by zinc. Inset: rescaled record
of the current activated by 20 nM nicotine and in the presence of zinc. (C) Nicotine concentration-response relationships for the control nicotine-activated current and for the
nicotine-activated current in the presence of 100 uM zinc (filled circles and triangles, respectively; normalized to the maximal control current elicited by 5 uM nicotine, from
a representative oocyte), and for the percent potentiation of the nicotine-activated current by zinc (open circles, the mean + standard error from 4 to 15 oocytes). Continuous lines
correspond to the fitting of the data with the Hill equation. In this and subsequent figures the application time for nicotine and zinc is indicated by lower and upper lines above the
records, respectively; they were also marked with 20 mV pulses to monitor membrane conductance. Unless otherwise stated, oocytes were maintained at a holding potential of

—60 mV.

oocyte. Note that control nicotine responses did not decay during
nicotine exposure. Zinc potentiation was 1392 4+ 222%, n= 10 for
2min and 1103 £515%, n=4 for 20 min of nicotine exposure,
which were not significantly different. For the 500 nM nicotine-
activated current, zinc potentiation was 901 +113%, n =7 for 2 min
and 813 4+ 53%, n =4 for 20 min of nicotine exposure, data were not
significantly different (Fig. 2B). Finally, Fig. 2C shows that the
magnitude of the 2 pM nicotine-activated current decreased with
subsequent applications of nicotine, and the responses also
decayed faster than with lower nicotine concentrations, due to
desensitization of a significant fraction of the receptors. Although
the additional current in the presence of zinc was smaller when the
oocyte was exposed to 2 uM nicotine for longer times, the poten-
tiation of the nicotine-activated current by zinc was slightly high;
however data were not significantly different. Thus, zinc potentia-
tion was 220 4= 32%, n =7 for 2 min and 250 & 20%, n =4 for 20 min
of nicotine exposure.

From these data, it is evident that for the three concentrations of
nicotine tested, the potentiation of the nicotine-activated current
by zinc remained approximately constant as the time of nicotine
exposure increased.

3.3. Effects of zinc during long exposure to nicotine

In the previous protocol, the long washing intervals (20 min)
with Ringer’s solution between nicotine applications may allow
some recovery from desensitization. For this reason, oocytes
expressing neuronal 2434 nAChRs were continuously exposed to
nicotine for longer times (50 min) to obtain more desensitization.
As before, the current was elicited by 100, 500 nM, or 2 uM nico-
tine. After 2 min with nicotine, 100 uM zinc was added for 2 min at
10 min intervals, in the continuous presence of nicotine.

Representative examples are illustrated for membrane currents
elicited with 100 nM (Fig. 3A) and 2 uM (Fig. 3B) nicotine. Zinc
potentiation of the 100nM nicotine-activated current was
1315 +193%, n=7 and 5054 74%, n=4, after 2 and 48 min of
continuous nicotine exposure, respectively; data were significantly
different. Whereas zinc potentiation of the 2 uM nicotine-activated
current was 249 +48%, n=4 and 110 +55%, n=4, after 2 and
48 min of continuous nicotine exposure, respectively; data were
not significantly different.

Fig. 4 summarizes the data obtained by using the two protocols
of long-time nicotine exposure. The first protocol involved inter-
mittent applications of nicotine separated by 20-min washing
periods (Fig. 2). The second protocol utilized continuous nicotine
application (Fig. 3). In all the cases tested, potentiation of the
nicotine-activated current by zinc decreased as the concentration
of nicotine increased. However, potentiation by zinc did not change
considerably as the time of nicotine exposure increased with
intermittent applications of nicotine (Fig. 4A), whereas potentiation
decreased as the time of nicotine exposure increased with contin-
uous nicotine application (Fig. 4B). For example, in the former case,
with 500 nM nicotine (a concentration reached by smoking a single
cigarette), zinc potentiation remained approximately constant with
longer times of nicotine exposure, 901 +113%, n =7 for 2 min and
813 4 53%, n =4 for 20 min of nicotine exposure. In the latter case,
the zinc potentiation significantly decreased from 721 +80%, n =4
for 2min to 310+78%, n=4 for 24 min of nicotine exposure
(P<0.05).

4. Discussion

The present study describes the potentiating effects of the
divalent cation zinc on neuronal o4f4 nicotinic acetylcholine
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Fig. 2. Effects of zinc at different times of nicotine exposure. lon currents elicited by 100 (A), 500 nM (B) and 2 uM (C) nicotine for 2 min (records at left) and 20 min (records at
right) from oocytes expressing neuronal 24p4 nAChRs. An oocyte was exposed to one nicotine concentration for different times (2, 5, 10, and 20 min) followed by addition of 100 uM
zinc for 2 min. The oocyte was washed for 20 min with normal Ringer’s solution between nicotine applications. Each pair of traces was recorded from the same oocyte. Repre-

sentative experiments from n = 4-7 oocytes.

receptors (nAChRs). In the majority of studies on the modulation of
neuronal nAChRs by zinc, the receptors have been activated by ACh
(Garcia-Colunga et al., 2001, 2004; Hsiao et al., 2001, 2006, 2008;
Moroni et al., 2008; Nutter and Adams, 1995; Palma et al., 1998). In
the present study, 244 nAChRs were activated by nicotine, an
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Fig. 3. Zinc effects during long nicotine exposure. Ion current elicited by 100 nM (
and 2 uM (B) nicotine during 50 min recorded from two different oocytes expressmg
neuronal o4p4 nAChRs. Then, each 10 min, 100 uM zinc was co-applied for 2 min. It is
a representative experiment from n =4 oocytes for each nicotine concentration.

exogenous agonist and the main addictive component of tobacco
(Le Houezec, 2003; Lukas, 2007).

Interestingly, we found that 100 uM zinc potentiated nAChRs
even when they are activated with very low concentrations of
nicotine (e.g. 20 nM), which are easily achieved in the human brain,
since smoking only one cigarette generates a nicotine concentra-
tion close to 500 nM after 10-20 s (Henningfield et al., 1993; Le
Houezec, 2003).

Zinc is more effective at potentiating nAChRs when they are
activated by nicotine than by ACh. We found that 100 puM zinc
resulted in a maximal potentiation of a 50 nM nicotine-activated
current to by nearly 25 times the control current. In contrast, when
the current was elicited by ACh, maximal zinc potentiation was only
approximately 5-fold with the same zinc concentration (Hsiao
et al,, 2001, 2006).

Additionally, most of the neuronal nAChRs, including the o434
subtype, are more sensitive to nicotine than to ACh (Chavez-Nor-
iega et al., 1997). Thus, for 2434 nAChRs the ECsq for nicotine is 5-
11 uM and for ACh is 19-74 uM (Chavez-Noriega et al., 1997; Fenster
et al., 1997; Hsiao et al., 2001, 2006). Furthermore, zinc increased
the sensitivity of «4p4 nAChRs for both ligands: the ECso for ACh
decreased in the presence of 50 uM zinc from 74 to 23 pM (Hsiao
et al,, 2001), whereas the ECsg for nicotine decreased in the pres-
ence of 100 uM zinc from 639 to 160 nM (this study). It similarly
occurs in 2432 nAChRs, in which 100 uM zinc decreased the ECsg
for ACh from 89 to 34 uM (Moroni et al., 2008).

Although the precise roles of zinc in modulating nAChRs and in
nicotine addiction are unknown, zinc potentiates the majority of
neuronal nAChRs (Hsiao et al., 2001). This may occur even in situ-
ations in which very low concentrations of nicotine are used, such
as in smoking people or in people treated with nicotine; in brain
regions in which zinc is synaptically co-released with glutamate
and nAChRs are expressed, such as the neocortex, pyriform cortex,
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Fig. 4. Zinc effects during long nicotine exposure. Percent potentiation of the nicotine-activated current by zinc plotted as a function of the time of nicotine exposure, with 20 min
washing intervals between nicotine applications (A) and during a continuous application of nicotine (B). Arrows indicate equivalent time of nicotine exposure. Results are given as
mean + standard error. *P < 0.05 zinc potentiation after 48 min of continuous nicotine exposure compared to 2 min nicotine exposure at the same nicotine concentration, n =4-7

experiments.

hippocampus, striatum, and amygdala (Dani and Bertrand, 2007;
Danscher and Stoltenberg, 2005; Paoletti et al., 2009). Thus, zinc
may reach presynaptic or nonsynaptic nAChRs (Lendvai and Vizi,
2008), greatly enhancing the nAChR response by increasing burst
duration of individual ion-channel opening (Hsiao et al., 2008), and
thereby enhancing the release of neurotransmitters.

The fact that zinc potentiation decreased as the concentration of
ACh (Hsiao et al., 2001) or nicotine (present study) increased might
suggest a competition between zinc and the agonist for the same
sites. However, it was determined that glutamate 59 and histidine
162 on the rat a4 nAChR subunit are the molecular mediators for
zinc to potentiate nAChR function, providing evidence against
a competitive mechanism (Hsiao et al., 2006). Thus, an additional
mechanism may exist in which the potentiating effects of zinc could
depend on the extent of desensitization of the nicotine-activated
response. It is known that at high concentrations of the agonist
there is more complex functioning of the receptors: activation,
desensitization, and an open channel block by the agonist itself
(Katz and Thesleff, 1957; Maconochie and Steinbach, 1995).

At high concentrations of nicotine, zinc also increased the
sensitivity of «4p4 nAChRs to the agonist, decreasing the ICsq for
nicotine from 14.7 uM in the absence of zinc, to 4.6 uM in the
presence of 100 uM zinc. Furthermore, at this blocking concentra-
tion of nicotine (5 uM), zinc potentiation was lower (140 4 12%)
than that at low concentrations of nicotine (at 50nM,
2530 + 385%).

With long-time exposure and low concentrations of nicotine
(100 or 500 nM), zinc potentiation is different depending on
whether nicotine is washed out between applications or if nico-
tine exposure is continuous. In the former case, zinc potentiation
is maintained approximately constant as the time of nicotine
exposure increased, perhaps due to recovery from desensitiza-
tion. In contrast, with continuous exposure to nicotine, nAChRs
cannot recover from desensitization and they exhibit a higher
affinity for the agonist (Katz and Thesleff, 1957), the desensitized
state of the receptor might modify the zinc-interacting sites,
reducing their sensitivity for zinc and therefore reducing its
potentiating effect.

Zinc and nicotine are closely related to a variety of brain
pathologies, including schizophrenia, anxiety, major depression,
Parkinson’s and Alzheimer’s diseases (Gotti et al., 2006; Levin et al.,

2006; Mocchegiani et al., 2005; Takeda et al., 2007). It is interesting
to consider some situations in which these substances have been
administered chronically. For instance, zinc administration
increases the pool of synaptic zinc in the rat hippocampus
(Szewczyk et al., 2006). On the other hand, it has been suggested
that chronic administration of nicotine may improve Alzheimer’s
disease, depression, and smoking cessation (Le Houezec, 2003;
Newhouse et al., 2001; Salin-Pascual et al., 1996).

In addition to the endogenous activation of nAChRs by ACh and
their modulation by zinc, different situations may occur upon
exposure to nicotine. Zinc modulation will depend on the subunit
composition and stoichiometry of nAChRs, their regional localiza-
tion in the CNS, cellular location of nAChRs, concentration of ACh
and/or nicotine, zinc concentration, and the functional state of
nAChRs, among others. Thus, it is of interest to take these
substances into consideration to develop new clinically useful
neuronal nAChRs ligands.

In conclusion, zinc potentiates neuronal nAChRs to an extent
that depends on the concentration and time of exposition to
nicotine. The potentiation is strong with low nicotine concentra-
tions or brief nicotine exposure, whereas it is weak with high
nicotine concentrations or long nicotine exposure, suggesting that
modulation of nAChRs by zinc also depends on the extent of
receptor desensitization.
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