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El Calcio como Mensajerc Intracelular,

En décadas recientes, el Ca™” ha 1do ganando relevancia como un agente regulador
intracelular ubicuo y muy importante, asi como por ser uno de los mensajeros que relaciona
las respuestas intracelulares con la sefizles extracelulares transducidas por la membrana
plasmitica y sus receptores. Entre las muchas funciones reguladas o desencadenadas por la
elevacidén de los niveles intracelulares de Ca™ se incluyen: La liberacion de transmisores
sinapticos, la contraccién muscular, la motilidad citopldsmica. la division celular, etc..

Existen tres reservonos importanies para el Ca™. El espacio extracelular, el
citoplasmico y los depositos intracelulares como el reticulo endoplasmico (RE), € reticulo
sarcoplasmico (RS) y las mitocondnas

El incremento de los tones Ca’" en el citosol sigue diversos mecanismos, a
continuacion se abordardn los mis importantes.

En células no excitables tales como glébulos rojos, hepatocitos y endotelios, las
sefiales de Ca’ siguen la via del inositel (1,4,5)-trifosfato (InsP,) En esta via se encuentran
involucrados dos clases de receptores, los acoplados a proteinas G y los receptores de
tirosina cinasas (RTC). Las proteinas G activan a las fosfolipasas Cp (PLCJ), mientras que
los RTC estimulan a las fosfolipasas Cy (PLCy) para converur el fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato (PtdInsP,} en InsP, v diacilgheerol. El InsP, actia como un segundo mensajero
intracelular que ai umirse al receptor de nositol {1.4,5)-trifosfato (IP,R) localizado en la
membrana del RE libera calcio hacia el eitosol.

El Ca® puede también penctrar al citoplasma en las células no excitables
atravesando la membrana plasmatica a través de canales independientes de voltaje.

Otro factor gue participa en ¢l control del Ca™ celular son las denominadas bombas
metabolicas conocidas como ATPasas, que transportan los idnes Ca’” hacia el RE (SERCA)
0 al espacio extracelular (PMCA) con un gasto de energia de 1 a 2 ATPs por ién Ca®
removido

Por otro lado, en las células excitables come las neuronas, ¢l ion Co’” entra a través
de canales dependientes de voltyje que activan directamente al receptor de ryanodina
(RyR), que libera Ca’* desde pozas intraceiulares como el RS, permitiendo que estas células
incrementen el nivel de Ca™ citosdlico.

En musculo esqueléuco ¢l mecamsmo es mis cspecializado y serd abordado mas
adelante ¢n el papel del RyR en ¢l acople excitacidn-contraceion que se lleva a cabo en
musculo, por ser parte fundamental de esta tesis

Estos mecanismos que conforman fa dindmica del Co™ intragelular pueden 1lustrarse
con el esquema siguicnte (Fig. 1. Clapham, [9935})

ra
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FIG. 1 (A) Sefiales de calewo en células no exertables, Las abreviaturas corresponden a R, receptor;
G, proteina G: PLC. fostfehipasa (' [nsP.. inositol 1.4.5-trifosfato: GTP. mfosfato de guanosina:
GDP, ditosfato de guanosina: DG. dacilgheerol, PMCA. bomba ATPasa de caleio de la membrana
plasmdtica: Iy, activacion de la liberacion de caleo por cornente; K, canales selectivos a potasio,
PR, receptor de mosutol, SERCA. bomba A T'Pasa Je ¢aleio de reticulo sarcoplismico de misculo.
El signo positive mdica estimulacion v ¢l signo negative indica inhibicidn.

(B) Senales de caleo en edlulas excitables Fl sisterna desento ¢n (A) coexiste con la presencia del
sistema de muchas células excitables, Cao indica canales de caleio dependientes de voltaje; RyR,
receplor a ryanodina (sensible a calei), DHPR, receptor a dthidropindinas.,

et



El Receptor de Ryanodina .

Ya se ha mencionado la importancia del Ca’” comd mensajero intracelular, ahora es
necesario analizar al receptor de ryanodina {RyR) gque estd involucrado en la actividad
muscular y en general en el control de la homeostasis intracelular del Ca*".

El RyR, recibe su nombre debido a la gran afinidad que presenta por un alcaloide la
ryanodina (Ryanodol 3-{1H-pirrol-2-carboxilato]. figura 2) que se extrac de la Ryanmia
specipsa, un arbol originario de la regidn tropical del continente americano {Franzin-
Armstrong, 1997). Este alcaloide es soluble cn agua, etanol y cloroformo y es
practicamente msoluble en benceno vy éter de petrdleco (Index Merck, 1989). La ryanodina
fue aislada por E F. Rogers en 1948 v su estructura determinada en 19635 por Rabbin y
Santroch.

El RyR funciona como un canal liberador de calcio ubicade en el reticulo
endo(sarco)plasmico (RS) del misculo esquelético y otros tejidos. El RyR del muasculo
esquelético, es una proteina con estruciura homotetramérica de muy alto peso molecular
(450-560 kDa) por subunidad cuya estructura prnimana consta de 5037 aminodcidos,

En el misculo esquelético, la parte NH.-terminal del RyR se proyecta al citoplasma
como una estructura similar a un cuadrado, extendiéndose hacia las membranas de los
tibulos T donde se localizan los receptores a dimdropiridinas (DHPR) que zctian como
sensores de voltaje (Sauto er ul., 1984)

Por estudios de su estructura primaria, algunos autores sugieren que el dominio
transmembranal del RyR consta de cuatro segmentos que atraviesan la membrana
{Takeshima et a/., 1989 y Hakamata er «f.. 1992), y otros postulan que son al menos diez
{Sotrentino y Volpe, 1993 v Sensheva er af .1995) En cstos segmentos se localiza el poro
por donde permean los ones Ca’. Ambas posturas ubican estos segmentos
transmembranales hacia ¢l extremo carboxilo termminal del RyR (Figura 3).

Por medio de téenicas de biologia molecular se ha demostrado que la distribucion
del RyR es tejido cspecifica. La 1soforma RyR1 se expresa principalmente en masculo
csquelético, en algunas partes del cercbro, mis prominentemente en las células de Purkinje,
cn cséfago y algunos misculos hisos La isoforma RyR2 es una forma predominante cn
miusculo cardiaco y también la mas extensamente distribuida en cerebro La1soforma RyR3
sc expresa pobremente en cerebro v ¢s considerada la de menor expresion de las tres, pero
¢s ubicua en muchos tejidos (Sutko or ef., 1996).

En musculos de vertchrados no mamiferos como son aves, anfibios, reptiles y peces,
existen dos isoformas del RyR amcialmente llamadas o y (. Estudios moleculares
demostraron que la 1soforma [} del musculo esquelético de polio y rana es equivalente a la
isaforma RyR3, mientras que la isoforma « cs reconocida como homologa del RyRI
{Coronado er ¢f, 1994} En lo sucesno, s¢ hard referencia simplemente como RyR, ya que
no ebstante de las diferencias, todos fos RyRs muestran propiedades similares,
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Fig.2. Estructura molecular del alcaloide que da el nombre al RyR la ryanodina. Los asteriscos
indican la posicidn en dende se sustituyen los dtomos de hidrogeno por atomos de tritio.
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Fig3 Esguema del canal hberador de calaw (RvR). EL ntmero de seomentos os teatativo adn. A)
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La caracterizacidn de la actividad del canal liberador de Ca*del RS por medio de
téenicas electrofisicldgicas ha demostrado que el RyR puede modularse tanto positiva como
negativamente por una gran variedad de agentes con importancia farmacolégica yio
fisiologica, lista que afio con afio se incrementz {Ashiey er al., 1991).

El calcio en el rango nanomolar (nM) v los nucledtidos de adening, poliaminas y
esfingosinas, en concentraciones mlimolares {mM) han mostrado ser activadores
fistologicos. Mientras que la cafeina, doxorrubicina y agentes tiol, a concentraciones
mulimoiares (mM) son activadores farmacoldgicos,

El calcio a concentraciones micromolares (uM), el Mg™ v la calmodulina en
conceniraciones milimolares (mM) son 1inhibidores fisiclogicos. Algunos inhibidores
farmacolégicos incluyen al rojo de rutenio, el dantroteno, la neomicina, entre otros.

Dentro de la modulacion del RyR, es esencial mencionar que el aicaloide ryanodina
gjerce un efecto complejo sobre el receptor. Concentraciones de 10 a 50 nM activan al
canal, Concentraciones de 10 a 300 pM provoecan una nhibicién (cierre) del canal Y si se
uttlizan concentraciones intermedias a las va descritas, se observa un estado intermedio de
conductancia (Fleisher e [niu, 1989).

En 1990, Chu et al y Pessah er «f., 1987, demostraron que la unidn especifica de la
[*H]Ryancdina sirve como una prucba del estado funcional del RyR, de tal manera que, el
trabajar a concentraciones alrededor de la constante de disociacién (Kd 10 nM), permite
determinar el efecto de activadores o inhibidores del canal por métodos bioquimicos, sin
necesidad de medir directamente la actividad cléctrica del RyR.

Papel del RyR en el Acople Excitacién-Contraccidn.

El RyR ¢s ¢l responsable de la liberacidn ripida de Ca’ durante el proceso de
acople excitacion-contraccion (E-C) en ¢! musculo. Dicha contraceidén se induce por la
liberacidn de Ca’™ desde <l RS despuds de la despolarizacidn que sufre la membrana de los
tibulos transversos (Orlova er af, 1997). Este proceso se lleva a cabo cuando una sefal
cléctrica llega a las inervaciones del nervie en el musculo (placa neuromuscular),
provocando la liberacidn de un neurotransmusor (acetilcolina), gue es reconocido por su
receptor nicotinico permeable al sodio, ubicado en la membrana plasmatica. Esto trae
consigo una movilizacidn de tones Na a través de este canal y posteériormente una
despolarizacion provocando la activacién de diferentes canales de sodio sensibles a voltaje,
ubicados a lo largo de la membrana.

Posteriormente, ocurre una hiperpolanzacion mediante la introduccién de iones K°
al interior celular por canales de K7 selectuves. Este mtercambio de iones genera un
potencial de accidn que se propagd por ¢l sarcolema hasta lus invaginaciones de los tubulos
T. que presentan una gran shundancia de canales de calcio denominados receptores a
diludropindinas (DHPR), los cuales funcionan como sensores de voltaje en el musculo
csquelético (Fig. 4 Block or . 1988}
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Fig.4. Esquema del procese de acople excitacién-centraccidn en musculo, ademas se ilustra
l1 organizacién estructural de la tnada. N, neurona motora; t, tibules transversos: aldo,
aldolasa, C3PDH, gheeraldehido-3-fostuto deshidrogenasa; P, bomba de calcio; DHPR,
receptor a ditlndropindinas, RyR, receptor de rvanodina; SR, reticulo sarcoplasmico
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Esta despolarizacién del DHPR resulta en un desplazamiento de dipolos en la
subunidad o 1 (175kd) propiciande un cambio conformacional en este canal, que se

propaga directamente ai RyR, dando lugar a que éste 1itimo se active y libere calcio hacia
el citoplasma celular,

Por otro lado, los estudies de microscopia electrénica indican que los DHPR forman
grupos de cuatro entidades (tétradas) que estdn localizados en exacta correspondencia con
las cuatro subunidades de los RyR (Franzini-Armstrong et al 1983, 1994). Suginendo un
mecanismo de acople E-C del tipo postulado por Schneider y Chandler (Block et af 1988,
Ruos er @/ 1991} en el cual la deteccion det voltaje por los DHPR resulta en la apertura de
los RyR, por alguna interacc1on molecular directa entre estas dos proteinas.

La propuesta de interaccidn directa, sugiere que el acoplamiento puede ocurrir a
través de una proteina adicional de 95 kDa localizada entre los DHPR vy los RyRs (Franzini-
Ammstrong C. y Protasi F., 1997).

En contraste con la situacién anterior, en corazén y en todo muisculo Hso la
liberacidén de Ca’™ ocurre por el mecanismo de liberacién de calcio inducida por calcio
(LCIC). Esto significa que cuando ocurre la despelanizacién de la membrana, los DHPR se
abren y permiten ia entrada de ones Ca’" procedentes del exterior celular por lo que se
incrementa la concentracion de Ca® intracelular y ello provoca la liberacién de Ca’ por
parte del RyR. En corazdn al igual que en el misculo esquelético el RyR es el encargado de
la liberacién de Ca™ zl citoplasma, mientras que en el musculo liso esta responsabilidad se
comparte con el [PsR (Ashley e al, 1990y

También se ha reportado la cxistencia de una diferencia {isiologica en el mecanismo
de acople E-C entre el musculo esquelético y el musculo cardiaco, Esta diferencia se refleja
en el arreglo anatémico de los DHPR (Protas: et af, 1998).

En musculo cardiaco los DHPR, a comparacidn con los del masculo esquelético
mencionados con anteriortdad, sc localizan en las proximidades de los RyR, sin estar
agrupados cn tetradas y s cstar anclados a los RyR (Sun et af., 1995 y Protasi ez al., 1996
y 1998}, Esto apoya la hipétesis mencionada amba del mecanismo de LCIC como el
responsabie del acople E-C en musculo cardiaco. La figura 5 itustra estos mecanismos de
acople.
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Fig.5. Sistema hipotético de la Iiberacion de calcio de RS por los RyRs. Ambos (a) v ()
RyRs, estan armreglados en senes v los signos (v} y (-) en cada isoforma corresponden a los
sitios de unién en los cuales el ¢alcio s¢ une para activar ¢ inhibir al canal. (¢)RyR os
activade por ¢l acople directo de Ly interacceidn de el asa entoplismica de la subumdad a, del
DHPR. (B)RyR ¢s activado por [a liberaeidn de calero por la soforma (o) RyR y/o por ¢!
caleio liberado por ¢l DHPR Ambos procesos resultan en la liberacién de caleio por parte
delas isoformas RyR



Estudios de Alta Resolucion def RyR.

Uno de los primeros estudios {levados a cabo para dilucidar la cuestién de ¢émo y
dénde el Ca™ es hiberado del RS, consistié en la observacién de células aisladas del RS de
miusculo esquelético en 1970 por Franzini-Armstrong, aproximandose a este problema por
medio de sus estudios de microscopia electronica donde reporté que existian pequefias
proyecciones las cuales denomind pies del RS.

Asi mismo Saito y col. en 1984 estudiaron vesiculas enriquecidas y aisladas del RS
de misculo esquelético por microscopia electrénica para visualizar la organizacion de la
estructura del pie de la cistema terminal, combinande técnicas de criofractura y tincidn
negativa (Fig. 6a).

Posteriormente Block y col. en 1988 visualizaron la arquitectura de la conexidn de
las membranas del RS y los tabulos T, y la morfologia de las proteinas embebidas en estas
dos membranas: ¢l pie o RyR y ¢l DHPR. Estos estudios compararon las imagenes de
criofractura de ambas membranas Lo anterior se ilustrar con la figura (6b).

En los afios 90, el aislamiento y purificacién del RyR como una sola entidad,
permutid aplicar nuevas técnicas de imagen por computadora que lograron la reconstruccidn
de la estructura tridimensional del RvR.

[nicialmente los estudios de reconstruccidn fueron realizados con la técruca de
tinci6n negativa donde reportaron la estructura nativa del canal liberador de Ca™” del RS de
misculo esquelético {Wagenknetcht y Radermacher, 1995). Posteriormente, con el
surgimiento de nuevas técmcas en microscopia se estudio al RyR con la técnica de Crio-
Microscopia.

La técnica se basa en que ¢f RyR es embebido en hielo y analizado por microscopia
clectrdnica utihzando una cémara especial para realizar vacio y evitar asi la descongelacion
del material. En estd técnica se aplica la aproximacion para reconsteunr la imagen ¢n tres
dimensiones con una resolucién de aproximadamente 3 nm, lo cual detalla el dominio
citoplasmico y algunos datos de la regidn transmembranat (Serysheva er al., 1995,
Wagenknecht er ¢f., 1996 y 1997, y Orlova er al., 1997).

Estos cstud:os han reportado la estructura tetramérica que se habia togrado dilucidar
por los primeros estudios realizados del RyR., teniendo una aproximacion en su forma a un
prisma cuadrado de 27 x 27 nm.

Por otro lado, se reportd que ¢i dominio citoplasmico tiene una altura de 12 a2 15 nm.
Este valor s suficiente para atras esar la distancia entre 1a membrana del RS y la membrana
de los tibulos T, estableciéndose asi una posible continuidad entre las dos. Los dominios
intramembranales son claramente delineados del ensamble citopldsmico pero se mucstran
en poco detalle, va gue estos se calculan matemiticamente y dependen de 1a preparacion de
ta muestra y de los modelos propuestos Lo anterior s¢ ilustra con la Fig. 7.
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Fig.6. Iméigenes del RyR estudiado por nucroscopia de transmision (TEM) y de bamido
(SEM). a)Vesicula de la cisterna termunal observada en uncion negativa Las cabezas
ncgras de flechas (ndican la estructura pic del RyR que se proyecta 16 nm de la superficie
de la membrana con una separacion repetida de 40 am (flechas). b) Scparacidn entre la
membrana de los tibulo t v la membrana de la cistena termunal de ia triada. ¢)
reconstruccion de la vesicula del inciso a) donde se 1lustra al pie del RyR. TC, cisterna
terminal, TT, wibulos transversos; JFM, pre de membrana.
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Fig.7. Reconstruccion por computadora del cstado abierto y cerrado del RyR en tres
diferentes vistas. C, doninie de sbrazadera, H, dominio llamade manija; CY. dominio
citeplisntico, T™, regidn transmembranal



Microscopia de Fuerza Atémica.

El nombre del microscopio se atribuye a que diversas fuerzas interatémicas
interaccionan para crear las imagenes tridimensionales, entre éstas se tienen a los enlaces de
hidrégeno, las fuerzas electrostdticas, las de captlandad v las de Van der Waals. Pero la
fuerza mds cominmente asociada a este microscopio es la fuerza de Van der Waals.

Principio de Operacién.

La operacion del MFA es anélogo a un tocadisco. Es decir, una punta fina del orden
de micras y menor a 100 A de didmetro se localiza al final de un muelle tipo resorte de unas
100 o 200 pm de longitud. Esta pieza es la que interactia directamente con la superficie de
la muestra. De tal manera que las fuerzas existentes entre los dtomos de la punta y los
&tomos de la muestra interaccionen causando en el muelle una defleccidn que se detecta por
técnicas Opticas. Estas consisten en reflejar un léser de Néon, en direccidn angular al final
del muelle {inicio de la punta). donde los cambios que sufre 1a punta al barrer la superficie
de la muestra en el plano (XY} v ¢n la posicién vertical {Z) son monitoreadas vy a su vez
controladas por un piezoeléctrico XY Z-scanner.

Todos estos cambios o defleeciones son una medida de las fuerzas detectadas por el
muelle en las tres cocrdenadas. Por lo cual, 1a reflexidn del laser se captura vy se convierte
en una sefial eléctrica por medio de un fotodetector sensible de posicidn (PSPD) y lievadas
a una computadora para generar un mapa de la topografia de la muestra, creando asi las
imdgenes tridimensionales (Fig.8).

Usando un sistema apropiado de retroalimentacion, la defleccién del muclle puede
mantenerse constante o quedar libre como respucsta a las fuerzas sensitivas. El radio de [z
via cxtendida cntre ol muclie y ¢l detector produce una amplificacion mecdnica y como
resultado ef sistema puede detectar movimientos verticales en sub-angstroms en la punta.

Una técnica nueva consiste cn utilizar muglles de un material piezoresistivo, asi que
¢ste pucde detectar su defleccion clécinca. Esto es debido a que la piezoresistividad da una
ventaja para detectar la alincacién del rayo laser con el muelle y el PSPD. Una vez que la
defieccidn del muelle es detectada se pueden generar datos topograficos en varias vias.

Una primera via es ¢l de “Defleccién Constante”, también llamado de fuerza
constante, donde la retroalimentacion cambia la altura de la muestra (manteniendo
constante la defleccidn) por ajustar ¢l voltaje aplicado para la porcion Z del scanner XYZ-
piczoeléetrico

La suma de los cambios corresponde a Z, para |2 altura topoldgica de la mucstra cn
cada punto del rastreo (NY) Al mantener la defleccion constante, el total de fuerzas
aplicadas a la muestra es constante y la velocidad de barrido esta limitada por ¢l ticmpo de
respuesta del circuito de retroalmientacion, El wotal de fuerzas Jo controla ¢l usuario.
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Fig.8. Esquema del principio de operacion del microscopio de fuerza atémica (MFA). El
cantaliver es traducide come mucile en 1L parte mtroductora,



Una segunda via es la de “Defleccién Variable” o de altura constante: aqui la
retroalimentacidn es abierta, de tal forma que el muelle se mueve bajo una defleccién
proporcional para el cambio de la micraccion punta-muestra.

La superficie de la imagen se construye a partir de la informacién de la defleccion,
esto es llamado de altura constante, porque el componente Z del mezoeléctrico no cambia
apreciablemente. Este proceso es usualmente inapropiado para muestras con superficies
corrugadas como células, debido a que la fuerza fluctiia y entonces la defleccion det muelle
es enorme, resultando en {a hberacién de la interaccién punta-muestra.

La 4ltima via es lz operacion del Modo de Error, la cual remedia las imperfecciones
en la altura minimizando {a sefal necesaria para la retroalimentacién cuando se opera en el
mode de defleccidn constante. La sefial de error amplifica el contomeo de la informacidn en
el plano Z. En este modo la retrozlimentacién redne la Informacién de alta frecuencia
normalmente no adquirida en el modo de defleccidn constante. Esta informacion de alta
frecuencia provee detalles de los cambios del contormo en la muestra. La mayor ventaja de
esta via, es que [as imagenes se oblienen sin ¢jercer una fuerza sobre la muestra.

En el MFA existen varias modahdades entre las cuales estan.

a) El MFA en la modalidad de no contacto, la punta se encuentra oscilando a una distancia
finita (grande o a unos nandmetros) de la superficie de la muestra, La ventaja mds grande
que se tiene es que no perturba a la muestra. Sin embargo los errores por humedad hacen de
¢sta modalidad muy pobre en resolucion y ¢s raramente utilizado por los bidlogos.

b) El MFA en su modalidad de contacto intermitente o tapping, en la gual la punta oscila 2
una alta frecuencia para barrer la superficic de la muestra. La oscilacién amplifica los
cambios en la superficte y esta sefial es utilizada para crear las imagenes. La desventaja es
que la fuerza vertical puede ser muyv grande, incrementando la posibilidad de danar a la
muestra y ademas cualquier ruido en el intervalo de la frecuencia puede alterar la lectura ¢
ntroducir errores.

¢) En el MFA en modalidad de contacto. la punta puede ser llevada lo suficientemente cerca
de la superficie de la muestra para yue este en contacte directo con clla, En el sigwiente
punto sc abordard con tedo detalle esta varcdad del microscopio, ya que ¢s la mas utilizada
cn las cicncias bioldgicas



Modalidad de Coatacto (MFA-C).

Esta modalidad también se conoce como repulsiva. Para examinar este escenario en
mas detalle, hay que empezar con la curva de fuerza de Van der Waals (Fig. 9)

En el lado derecho de la curva, los atomos estin separados por una distancia larga y
conforme los dtomos son gradualmente llevados a estar juntos, se atracn débilmente unos
con otros. Esta atraccion se incrementa hasta que los electrones empiezan a repelerse
electrostaticamente, v esta repulsion progresiva disminuye la fuerza atractiva asi como la
separacion inter-atomica, que contintia decreciendo hasta que la fuerza llega a cero. Esto
sucede cuando la distancia entre los dtomos alcanza ¢l nivel de angstroms, cerca de la
longitud del enlace quimico.

Cuando el total de fuerzas de Van der Waals se vuelve positiva (repulsiva), los
dtomos estan en contacto y es de aqui de donde el MFA-C recibe su nombre.

Ademas de la fuerza repulsiva de Van der Waals descrita arriba, otras dos fuerzas
estdn generalmente presentes durante la operacién del microscopio en la variedad de
contacto: la fuerza de capilandad, ejercida por pequefias capas de agua frecuentemente
presente en un ambiente experimental, y la fuerza ejercida por ¢l muelle mismo.

La fuerza de capilaridad se incrementa cuando la humedad se encuentra alrededor de
la punta, aplicando una fuerte fuerza atractiva cercana a los 10 N, que sostiene la punta en
contacto con la superficie. La magnitud de la fuerza de capilaridad depende de la separacion
que existe entre la punta y la muestra.

La fuerza gjercida por el muelle es parecida o igual al de un movimiento compresor.
La magnitud y sefial (repulsiva o atractiva) de la fuerza del muelle depende de la defleccién
del muelle y de la constante prezoeléctnca.

La fuerza total que la punta ejerce sobre la muestra es la suma de la fuerza de
capilaridad maés la fuerza del muelle, y debe ser balanceada por la fuerza repulsiva de Van
der Waals. La magnitud de la fuerza total gjercida sobre la muestra varia de 10 N hasta el
mas tipico rango de operacion de 107 a 10® N.
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Fig % (A) Grafico que muestra la relacion de 1 fuerza de Van der Waals contra la
separiaeon punta-muestra durante un barmide con ¢l MFA, (B) Comparacion de los dos tipos
de operacion del MFA con hase a la grafica antenior (1) corresponde a la regién de no
canticlo y (2) pertencce a4 ki region de contacto.



Resolucién Espacial

El limite de la resolucidon espacial para el MFA no esta bien defimda en lo que
respecta a las ciencias bioldgicas (Binnig et al., 1986).

Con e] MFA, las imégenes se forman por reconstruccién del contorno de las fuerzas
gjercidas entre [a muestra ¥ 1a punta. Al seleccionar una area pequefia de barrido y una
condicién aprepiada de trabajo, se puede distinguir dos estructuras adyacentes que son
menores de 1 nm.

La sefial de un MFA es suficientemente grande para no requerir de una sefial
promedio y del andlisis de imdgenes que es a menudo necesaria para un microscopio
electrénico y algunas otras técnicas.

En el MFA ta resolucién puede dividirse en dos categorias:
1) Resolucion instrumental:

La resolucion iateral es ~ 0.1 nm y se determira por la limitacién del hardware. La
resolucion vertical es de 0.01 nm y por tanto puede introducir pequefias perturbaciones
sobre la superficie de la muestra.

2) Resolucidn en muestras biolégicas:

Para muestras bioldgicas la resolucién que se tiene es relativamente pobre, pero mas alta
que la microscopia de luz y que el microscopio electrénico de barride. Ademas, la
resolucién depende de las caracteristicas de la punta y del ambiente de operacion.

En una muestra bioldgica donde la densidad de particulas, como las proteinas de
membrana, es alta y su movihdad limitada, la resolucién puede ser comparable con una
muestra cristalina logrando alcanzar hasta una resolucién de ~ 0.1-0.2 nm.

Se ha reportade una resolucidén para la polimerizacién de lipidos en Langmuria-
Blodgett (LB) de 0.3 nm, y usando multicapas de LB se tienen imagenes individuales de
lipidos asi como resoluciones moleculares de lipidos reconstituidos en vesiculas y
membranas (Bustamante C. y Keller D., 1995).

La resolucion de imdgenes moleculares de proteinas de membranas se estin
obteniendo recientemente gracias a esta técmica y los estudios sugieren que la naturaleza de
la muestra asi como ¢l método de preparacidn de la misma, juegan un papel importante en
la determinacion de la reselucidn del MFA,



Resolucion Temporal

Muy poco se sabe sobre la resolucidn temporal en ¢l MFA debido a que ésta es
limitada por la velocidad méxima en la cual una muesira biologica puede ser explorada y la
exactitud que tiene la punta al barrer la superficie.

Estudios recientes sugieren que, para muestras con superficies duras, la resolucién
que se puede lograr en las 1magenes es de ~ (.1 nm con una velocidad de barrido de < 2.2
pmy's. Para materiales bioldgicos que en genera} son suaves y deformables una resolucién
espacial de 1 nm se puede lograr con una velocidad de barrido de < 0.1 um/s.

Reduciendo el drea del barrido se puede incrementar 1a resolucion temporal por lo
cual es posible tener informacion espacial aun en pequefios intervalos de tiempo.

La resolucién temporal en muestras bioldgicas depende del material y del
movimiento molecular que presentan las macromoléculas correlacionado con su constante
de difusion lateral. Un gjemplo de ello son los lipidos en una bicapa, los cuales tienen una
constante tipica de difusién lateral de 10 cm'/s, correspondiendo a un promedio de
velocidad de ~ 2 pm/s.

Por otro lado, las proteinas embebidas en biomembranas naturales tienen una
constante de difusién lateral menor. Por ejemplo el receptor nicotinico de acetilcolina
(AChR) estudiado en parches de mioblastos tiene una constante de difusion de < 3.0 x 107"
cm’/s, por 1o tanto, es posible obtener excelentes imagenes de macromoléculas que estin
bien adheridas como en una bicapa lipidica o inmovilizadas sobre un substrato (Bertazzon
et al, 1992).

El factor que limita la resolucion temporal depende del ambiente de operacién
(solventes, viscosidad, elasticidad, etc ), de la naturaleza de las interacciones punta-muestra
y del modo de operacion: En ¢l modo de altura constante, la velocidad de barrido es
limitada por fa rapida defleccion del muelle, mientras que en el modo de defleccién
constante, la velocidad de barrido es timitado por la rapidez con que el piezoelécirico barre
y puede cambiar el componente en Z.

Por ultimo, la resolucién temporal estd limitada por el filtro electrénico de pasa-
bajos, utilizado para eliminar el ruido de la muestra. Este filtro tipico tiene un corte de
frecuencia del orden de 15 kHz, correspondiente a un tiempo de resolucién de 67 us.

Para entender mejor ¢l alcance en la resolucién de la téenica de microscopia de
fuerza atdmica, se presentaran algunos ejemplos obtenidos con muestras biolégicas.



Aplicaciones del MFA en ¢l Area Biolégica.

En afios recientes ¢l MFA ha sufnde un rapido desarrollo comeo método de
obtencién de imdgenes en las ciencias bicldgicas por su gran resolucion espacial y
temporal.

La MFA ha sido aplicada al estudio estructural de células, como los gldbulos rojos,
para entender su funcion en el transporte de oxigeno y del dioxido de carbone (Fig. 10,
Mikrut er af,1994)

Fig 10. Célula sanguinea estudiada por MFA ¢n su modalidad de contacto. El glébulo rojo
fue depositado sobre substratos de nica v fjado con glutaraldehido.



También la MFA se ha utilizado para estudiar los complejos de la envoltura nuclear
(NPC) de 12 cara citoplasmica de los ovocitos de Xenopus Cada NPC csia compueste de
ocho subunidades que se encuentran rodeando of canal central a través del cual ocurre ¢l
transporte de ciertos wnes y macromoleculas (Fig 11)

g 1T Imagen de Lo cata cuoplasimica de un ovocito de Xenopus leavis, donde se puwde

observar Lla gran densidad de compleios de paros nueleares



Por otro lado, el MFA ha permitdo el estudio de proteinas de membrana con gran
éxito. Un estudio de este tipo es la caracterizacidn estructural del receptor nicotinico de
acetilcolina (AChR), el cual fue expresado en ovocitos de Xenopus. El MFA permitic
determinar la estructura pentamérica del AChR en la cara de la membrana celular que da
hacia el espacio extracelular, detecténdose un poro c¢entral rodeado por las cinco
subunidades (Fig. 12).

Fig.12. a) Imagen de alta resoluctdn por MFA de la superficie det ovocito de Xenopus
expresundo el canal de acenleoling (AChR) b} Tmagen de un solo canal de AchR visto
desde la parte superor donde son marcadas las cmeo subunidades respectivamente, su

altora relativa esta en 033, 0,42, 047, 0,50 y 0.35 nm para cada subumdad. ¢) AchR
resaltando su contorno, donde se aprecian las subumidaes v ¢l canal central.

ta
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Dadas las dimensiones calculadas y reportadas para el canal liberador de Ca’™
{RyR), sera posible obtener una resolucion de la superficie del dominio citoplasmico y de la
estructura cuaternana de este canal al ser analizade por la técnica de Microscopiz de Fuerza
Atdmica (MFA).

El uso de la MFA permutira observar cambios estructurales en la region del dominio
citoplasmico del RyR debido a la accion de diversas concentraciones de moduladores,
permitiendo diferenciar el estado abierto y cerrado de este canal.



Con base en los antecedentes y la hipdtesis anteriormente presentados se¢ proponen
los siguientes objetivos.

Generales :
1) Se utilizara el MFA como herramienta para conocer vy estudiar la estructura del canal
liberador de Ca?* (RyR) embebido en su membrana nativa de RS de musculo rapido de

€onejo.

2} Se detectara el cambio conformacional det RyR asociado a la presencia del alcaloide
ryanodina a concentraciones activadoras (100 nM) e inhubidoras (100 uM).

Particulares :

1) Alslar el reticulo sarcoplasmico pesado a partir del misculo esquelético rapido de
congjo.

2) Identificar al RyR por medio de MFA, en membranas nativas de RS de musculo rapido
de conejo.




Reactivos.
Sigma:

CaCl,, grado 1, 99%, PM = 147

MOPS, sigma ultra, 99.5%, PM = 209.3
PMSF, PM = 174.2

Sacarosa, sigma ultra, 99.5%, PM = 342.3
Pepstatina A, 75%, PM = 685.9
Aprotinina, 4 TIU/mg

Benzamida, 97%, PM = 156.6
Leupeptina, 68%, PM =475.6

Reactivo de Folin y Ciocalteus, 2N

BSA, 98-99%

Baker:

KC1, R.A., 99%, PM = 74.55

Calbiochem:

Ryanodina, 98.5%, PM = 493.5




METODOS.

OBTENCION DEL MUSCULO ESQUELETICO RAPIDO.

El tejido requerido para este estudio se obtiene de 1a espalda baja y patas traseras de
conejos adultos jévenes machos, de la raza Nueva Zelanda albino {Qryctolagus yniculus),
de aproximadamente 4 kg de peso.

Antes de sacrificar al ammal se le myecta, via intrapentoneal Anestesal (25 mg/kg
peso), producido por Smitch Kline Beechman Una vez dormido, se aplica un corte ¢n la
yugular del conejo v se deja desangrar. Posteriormente, se elimina la piel y se extrae el

tejido con ayuda de matenal quirargico. Finalmente, se envuelve el tejido en secciones con
papel aluminio y se congela en un ultrarefrigerador a -70°C.

PROCEDIMIENTO PARA EL  AISLAMIENTO DEL. RETICULO
SARCOPLASMICO PESADO (RSP).

El procedimiento se siguio con base a lo reportado por Hamilton et f., 1989,
Homogenizado.
a) Colocar 150 g de tejido finamente cortado en 150 mi de buffer A (sacarosa 0.3 M, tris-
malato 20 mM, pH 7 e inhibidores de proteasas: Fioruro de Femilmetilsulfonlo (PMSF),
100 uM; benzamida, 100 uM; pepstatina A, 1| uM; leupeptinz. 1 ug/mi; aprotinina, 1
ug/ml),

b} Licuar a alta velocidad dos veces durante 30 seg. cada una.

¢) Adicionar 400 ml de buffer A y licuar otros 30 seg,

Fraccionamiento.

d) Centrifugar el homogeneizado en un rotor GSA a §500 rpm (3000 g), durante 30 min.
¢) Fiitrar el sobrenadante a través de una gasa procurando exprimir bien.

f) Centrifugar la fraccién liquida con un rotor GSA a 9800 rpm (10,000 g), durante 30 min.
£) Filtrar el sobrenadante a través de una gasa

h) Adicionar KCl hasta alcanzar una concentracion de 0.5 M (3.7 /100 ml).

1} Ultracentrifugar ¢on rotor 45Ti, a 41.000 rpm (130,000 g) durante 45 min.




j} Resuspender el sedimento en 400 ml de buffer (sacarosa 0.3 M, KCl 0.6 M, acido 3-[N-
morfolino]propan sulfénico (MOPS)} 10 mM v pH 7.4 y homogenizar (homogenizador
Caframa tipo RZRI).

k) Ultracentrifugar con rotor 45Ti a 41,000 rpm (130,000 g) durante 30 min.

1) Resuspender el sedimento en un buffer que contenga sacarosa 0.3 m, KC1 0.4 M, MOPS
10 mM a pH 7.4 y homogeneizar en 20-25 ml.

Gradiente.

m) Depositar la fraccidn separada en un gradiente discontinuo de sacarosa constituido por
soluciones al 20% (superficie), 25%, 30%, 35% vy 40% (fondo inferior). Cada solucion
contiene ademas KC1 0.4 M, MOPS 10 mM, pH 7.4,

n) Ultracentrifugar con un rotor SW 28 a 27,300 rpm (130,000 g) durante [4 horas.

o) Dilurr la interface obtenida entre 35 y 40 % de sacarosa en 3-4 volumenes de MOPS 10
mM pH 7.4

p) Ultracentrifugar con un rotor 60T1 a 42,800 rpm (130,000 g) durante 30 min.

q) Resuspender el sedimento en una solucidn que contenga sacarosa al 10%, KCl 0.1 M,
MOPS 10 mM, pH 7.4,

r) Separar alicuotas de aproximadamente 30 ul y congelar a -70°C. Esta fraccidén se
denomina reticulo sarcoplasmico pesado (RSP).

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA EN LA
FRACCION AISLADA.

La determinacidén de la concentracién de proteina en la fraccidn aislada de RSP, se
realizd espectrofotométricamente por la técnica de Lowry (Lowry et al., 1951). La lectura
de la absorbancia se hace a 660 nm y la curva estandar se construye con 5, 10, 20, 50, 100 y
300 pg/pl de una solucidn stock de seroalbimina de bovino (BSA).
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PREPARACION DE MUESTRA Y PROCESO DE ANALISIS DE IMAGEN POR
MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (MFA).

Para el analisis de [a muestra de RSP se usaron los procedimientos descritos en la
literatura relacionada con ia utilizacién del MFA en ¢l 4rea bioldgica. Se utilizaron discos
de mica, de vidrio y de cuarzo amorfo, de 5 mm de diametro, donde se deposité la fraccidn
aislada de RSP, pero todos fueron descartados por no mostrar una buena adherencia con la
membrana.

Para e} estudio, se implementd un substrato de silicio monocristalino de alta pureza
¥ con orientancion (1,1,1), de aproximadamente de 1 cm de diametro, el cual se iimpid con
acido fluorhidrico (HF) en solucidn al 30 % para evitar el dxido superficial y obtener una
superficie limpia.

La fraccion aislada de RSP se deposité en el substrato colocando 5 plf que
corresponden a 38.3 pg de proteina/ul presentando una Bmax. de 12.3 pmol/mg de
proteina. Esto con el fin de obtener imagenes de la membrana de RSP y del estado basal del
RyR. Para determinar el estado activado y blogueado del receptor de ryanodina, la fraccion
aislada de RSP se incubo durante 3 h. con ryvanodina fria a una concentracién que
favoreciera ambos estados conformacionales (100nM v [00uM). Posteriormente las
muestras se deshidrataron por medio de un vacio dindmico, que exirajo las moléculas de
agua presentes en el medio muy lentamente, evitando el burbujeo que preduce un vacio
normal. Con esto se contribuye al reacomodo de la membrana con respecto al substrato
(Murray et al., 1995),

Se trabajo en el analisis de las muestras con un MFA-C (modalidad de contacto),
Auto Probe CP “Park Scientific Instrument” (Sta. Barbara California, USA). El proceso de
adquisicion de datos para analizar ia topografia de la membrana de RSP se llevd a cabo a
fuerza constante y aplicando la fuerza desde un intervalo de 1 a 10 nN. La rapidez del
barrido es del orden de 1Hz y con una ganancia en Z (altura} de 1.2 x 10* pmstep. Las
imagenes se filtran utilizando la comrelacion de transformada de Fourier para valores
promedios, para quitar el ruido generado por el aparato.
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Las primeras sesiones que se efectuaron en el microscopio de fuerza atdmica (MFA)
se dedicaron por entero a conocer todas y cada una de sus partes. Esto, con el objeto de
familiarizarse con el equipo y el programa de adquisicién de datos, para reconocer y
analizar los efectos del ruido generade en los alrededores del laboratorio, para considerarios
y descartarlos de los datos adquindos durante las exploraciones topograficas de la
membrana de RS,

Substratos de Mica, Vidrio, Cuarzo Amorfo y Monocristal de Silicio.

La membrana de RS fue depositada en diferentes substratos y explorada con el

sacanner de 100 micras (um), con el objeto de empezar a establecer los pardmetros en el
MFA.

Los primeros barridos correspondieron a los discos de mica. En estas imagenes se
puede observar que durante el barmdo existié dificuitad en lograr una buena resolucion de la
membrana. Esto es debido a una baja adherencia de la membrana con respecto al substrato
utilizado, reflejando la fuerte interaccidn punta-membrana durante la exploracion de la
muestra con ] MFA.

Al ser arrastrada la muestra por la punta, se falsea la informacion de la superficie de
la membrana, ya que conforme la punta regresa al inicio de partida, ésta contendra
pequefias cantidades de membrana que pueden interferir con la medicidn.

Cuando la fraccidon de membrana de RSP se deposita sobre porta objetos de vidrio,
se mejora la resolucidn, perc aun la adherencia del substrato es inadecuada. Ademas, la
membrana se presenta en forma de grumos dificultando la exploracion topografica, debido a
las grandes deflecciones que debe sufnr el muelle para ajustar la topografia de la muestra.
Este hecho evita una dptima interaccidn punta-membrana por lo accidentado de la
superficie y porque en este caso s¢ tuvo que aumentar la fuerza del barrido asi como la
velocidad para poder registrar la topografia de la muestra. Esta practica trajo desgracias en
cuanto a la preservacion de la muestra y de la punta.

Por ultimo, las exploraciones topograficas de la membrana depositada en discos de
cuarzo amorfo presentd una mejor adherencia, pero la interaccién de la punta con respecto a
la muestra es todavia ineficiente, debido a que la rmuestra todavia es arrastrada en pequertas
zonas. Lo anterior, impide continuar con los barridos, ya que muchas veces se termina por
romper la punta por la friccién existente entre los componentes debido al incremento de la
fuerza que causa la defleccién en el cantilever conforme se aumentan los intervalos de
registro.

Lo comuiin ¢n ias anteriores observacioncs, son fas rayaduras ficilmente reconocibles
como arrastre y desgarramientos de la membrana de RSP ilustradas con la figura 13.

En resumen, la falta de adherencia entre la membrana y los substratos de vidrto,
cuarzo amorfo y mica impidié Ja obtencion de imagencs. De esto se puede inferir que es de
vital importancia optimizar algan material como substrato que cumpla con los sigulentes
requisitos :




Fig. 13, Arrasires y desgarramientos de la membrana de RSP por la falta de adherencia
mostrada por los diferentes substratos utilizados (a) muca, () vidrio, (¢} cuarzo amorfo .



1) Qué el substrato permita una buena adherencia de la muestra.

2) De ser posible, que la interaccién substrato-muestra induzca una orientacién topografica,
es decir, que la muestra no se aglomere o que presenten regiones con grumos,

3) Que la interaccién de la punta del MFA en el proceso de barrido no afecte ni la
morfologia de la muestra m su adherencia al substrato. Esto para poder efectuar
multiples barridos usando una misma muestra,

Por ende, los problemas técnicos que se tuvieron que resolver y que fueron en
comun encontradoes en la investigacion se pueden desglosar en tan sélo una pregunta, ;Cual
es el tipo de substrato que permita una buena interacci6n con la membrana para lograr la
resotucion con el MFA que se necesita en la visualizacién del RyR?.

La respuesta, aunque un poco empirica en cuanto a la decision del substrato a elegir
se basd en una colaboraciéon multidisciplinaria. Esta colaboracién aprovechd la experiencia
de los investigadores del area de ciencia de matenales, principalmente en el campo de
estudio de peliculas delgadas a base de nanoparticulas; donde es necesario un substrato que
induzca un arreglo asi como la existencia de una buena adhsrencia para que la técnica de
MFA permita obtener la morfologia tridimensional.

En consecuencia se optd por utilizar como substrato a un monocristal de silicio de
alta pureza con crientacidon cristalografica (1,1,1), que tiene las siguientes propiedades:
superficie lisa (acabado tipo espejo), matenal duro, resistente al rayado y no adsorbe agua
(Fig. 14).
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Fig.14. Topografia superficial del substrato de silicio monocristalino.



Exploracion de la Membrana de RSP depositada en substrato de Silicie
Monocristalino.

La decisién de utilizar al monocristal de silicio para visualizar la membrana del RS
por MFA, nos lleva a discutir ampliamente su estructura recordando que las membranas
bioldgicas se presentan en todas las células ya sea animal o vegetal.

Esta envoltura lejos de ser inanimada, permite muchas interacciones selectivas,
desempefiando maltiples funciones:

- Regula el paso de materiales hacia dentro o hacia afuera de la célula.

- Mantiene el medio intracelular en virtud de su capacidad de permeabilidad selectiva y
mecanismos de transporte.

- Regula el metabolismo determinando las concentraciones de los cofactores enzimaticos y
substraios intracelulares.

- Capta y transduce sefiales quimicas extracelulares mediante moléculas receptoras externas
v moléculas localizadas en la membrana.

- Conduce mensajes, sefiales eléctricas y/o regula el transporte de sustancias a través de
ella.

- Mantiene relaciones estructurales y quimicas con células vecinas.
- Protege a la célula y participa en su mowvimniento o secrecion.
- Permite la compartamentalizacion celular

Pero los mecanismos moleculares precisos que estan involucrados en las variadas
funciones de la membrana son pocos conocidos, debido a que la integridad estructural y
funcional de 1a membrana se pierde cuando se aislan y purifican sus componentes, lo que
provoca importantes limrtaciones en los estudios sobre la organizacion y subestructura de
cste tipo de organelos.

En cuanto a su estructura se puede hablar de una arquitectura fundamental de las
membranas, la cual fue propuesta por Singer y Nicholson en 1972, y que es conocida como
¢l modelo de mosaico {lutdo de la membrana,

Dicho modelo aborda la estructura como una bicapa lipidica, en la que las cabezas
hidrofilicas de las moléculas de fosfolipidos miran hacia el exterior y las colas lipofilicas
{hidréfobas) miran hacia el interior, donde ademas las proteinas estan integradas en la
bicapa lipidica, con algunas meléculas de proteinas penetrando por compieto 1a bicapa, y
otras haciéndole parcialmente. Este modclo parece ofrecer la imagen cstructural mds
aceptable de la membrana (Fig.15).
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Las proteinas intrinsecas de la membrana desempefian funciones esenciales,
gjemplos de estas proteinas incluyen a: los canales idnicos, transportadores, bombas
metabolicas, moléculas receptoras y de reconocimiento (Ekert y Randall, 1994). Sin
embargo, en la actualidad la informacién estructural y !a organizacidén de las membranas
biolégicas procede principalmente del desarrollo de los métodos de corte ultrafino de
tejidos fijados quimicamente para la microscopia electrénica, y mas recientemente, de los
métodos de criofractura combinados con la microscopia electrénica que han permitido la
visualizacion de la estructura fina de la superficie de la membrana.

La arquitectura topografica de la membrana del RS en tres dimensiones que se
presenta en la figura 16, 1fustra una gran densidad de proteinas insertadas en la membrana,
Io cual concuerda con la propuesta del modelo del mosaico fluido de membrana. Por otro
tado, al realizar un acercamiento de una pequefia area, se puede distinguir ia textura lipidica
de la bicapa del RS como pequeiias granulosidades o estructuras esféricas, los fosfolipidos.

El arreglo lipidico de la membrana es uniforme y se aprecia una orientacién en el
plano {XY) adoptada cuando la membrana es depositada en el substrato de silicio. Tal
orientacion puede ser fundamentada debido a2 que los soportes pueden ser modificados
ajustando su hidropaticidad, su densidad de carga y/o su polaridad (Lal et ai., 1994 y
Sackmann E., 1996).

El lograr una adecuada resolucion espacial de la superficie de [a membrana de RS, el
siguiente paso fue la localizacién del RyR, el cual esta enriquecido en esta preparacion.
Para ello se realizaron barridos con mayor resolucidn espacial.

Clucoimdon Eateror calular Glugsforna

Cabezes
otk

Fig.15. Seccidén de la membrana plasmdtica, ¢n la que se puede observar su aspecto tipico
¢n doble capa hipidica.
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Fig. 16. Superficic de la membrana de RSP donde se ilustra la densidad de proleinas
insertadas en clla y a su ves una imagen de la textura lipidica de la misma,



Caracterizacion Estructural y de los Cambios Conformacionales asociados al RyR.

Los estudios estructurales realizados al RyR, se basaron en la estructura tetrameérica
cuando el receptor es purificado completamente cuyo valor varia desde 21 x 21 nm hasta 27
x 27 nm por lado; y ¢l tamafio caracteristico del pie o regién citoplasmica cuando se
localiza en la membrana cuyo valor de altura varfa desde 12 nm hasta 15nm. Ambos
pardmetros se han valorado en una gran varedad de misculos de vertebrados e
invertebrados por estudios de muicroscopia electronica, a base de simulacion de imagen.

Para obtener diversas imagenes de RyRs localizados en una misma area de bamdo
es necesario explorar diferentes zonas de la membrana durante los barridos realizados por
MFA. A su vez, es necesario realizar acercamientos para tratar de evaluar la regidn
citoplasmica teniendo en cuenta que es uno de los marcos estructurales importantes para
estudiar y evaluar al RyR por MFA.

El estado nativo del receptor, asi como sus cambios asociados al ponerlo en contacto
con ¢l modulador (ryanodina) y promover el estado activado y el estado cerrado se
muestran en tres dimensiones, donde se visualizan sus dominios citoplasmicos. Su aspecto
se distingue como una estructura cuadrada detallada por las subunidades que estan
circundando al vestibulo dei canal central marcado como PC (Fig. 17).

En el estado abierto y cerrado, el dominio citoplasmico se ve afectado por la
interacei6n de la ryanodina a su receptor. La concentracién utilizada de 100 nM favorece la
probabilidad de apertura del canal y la concentracion de 100uM favorece la probabilidad de
bloquear al canal.

Para determinar y relacionar los cambios conformacionales presentes en la
estructura del receptor con respecto al estado basal cuando [a fraccién de membrana fue
incubada con la ryanodina, se evaluaron los siguientes parametros: el dizmetro del canal, la
profundidad del mismo, la aitura del dommio citoplasmico y los didmetros de la silueta del
mismo. Los valores estan resumidos en la Tabla | e tlustrados en la fig.18.

El diametro del canal central se ilustra como (DPC). Los valores nos indican el
promedio de la apertura o cierre del canal asociade a la unién del modulador. Los
porcentajes de cambio del DPC en relacion al estado basal del RyR, nos indica que el valor
para ¢l DPC en el cstado abierto s¢ incrementa un 39 %, mientras que en el estado cerrado
disminuye un 33 %. Estas medidas son ficilmente interpretadas como un cambio de estado
conformacional favorecido del RyR, v puede distinguirse con claridad al comparar las tres
imagenes.

Las mediciones de la profundidad del canal central (PPC), se pueden explicar mejor

como la longitud o punto maximo hasta donde la punta puede llegar a penetrar en la
apertura del canal, esta apertura corresponderia al vestibulo del canal.
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BASAL

"

CERRADO

Fig.17. Imdgencs en plano y ¢n tres dimensiones del dominio citoplasmico del RyR cn sus

tres cstados conformacionaies. basal, activade (100 nM de ryanodina) y comrado (100 M
de ryanodina)
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La decision de evaluar si estamos en el vestibulo o en el filtro de selectividad es por
lo siguiente:

1) En la ilustracion de la medida de profundidad se puede uno dar cuenta que la regién
evaluada se localiza de la parte de la membrana hacia la parte superior del canal, 1a cual
cormresponde al vestibulo del canal del RyR.

2) Es evidente que si la punta llegara a la parte mas estrecha del poro idnico que
corresponde al filtro de selectividad, se podria causar una petforacién o cambio en la
estructura del RyR por tratar de bajar la punta de bamdo.

o 0
nN
o-04
120.01
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40,0
00% 100 200 300 A .

Pero estos valores por si musmos no nos dicen si el RyR sufre un cambio estructural
y por ende, se evaluaron los diametros de la silueta del dominio citoplasmico definidos
como (D1) y (D2).

Como se puede ver en {a Tabla 1, los diametros del ¢stado abierto comparado con el
estado basal, cambian considerablemente y se puede tomar como un movimiento de la masa
de cada una de las subunidades que conforman al dominio citopldsmico, para permitir ¢l
flujo de los iones calcio a través del canal, que se traduce como la liberacién de calcio
desde las pozas intracelulares del RS.

En contra parte, los diametros del estado cerrado comparade con ¢l estado basal,
cambian drasticamente y nos indica que la masa de cada subumdad que conforma al
dominio citoplasmico se estd replegando. Este replicgue de la proteina debe de ser
soportado por la accidén directa de la membrana y ademds debe involucrar a la regién
transmembranal. Este cambio conformacional evita el flujo de los iones calcio desde las
pozas intracelulares.

Lo anteriormente descnito asocia la concentracidén de la ryanodina con posibles

cambios estructurales en su receptor. Pero para complementar estos estudios se midieron
también las vanaciones en la altura del dominio citoplasmice.
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Al comparar la altura de los dominios citoplasmicos del estado activado y cerrado
con respecto al basal, se observan cambios significativos que fundamentan ¢l cambio que
sufre el RyR. Cuando el RyR se encuentra favorecido en su estado activado, la altura del
pie se incrementa un 6.2 % mientras, la altura del pie en el estado cerrado disminuye en un
14 %. Esto sugicre que la ryanodina esta induciendo un cambio conformacional en el pie
- del RyR.

Tabla-1. Se resumen los valores obtenidos de las mediciones de los cambios
estructurales del dominio citoplasmico del RyR por la técnica de MFA.

ZONA  BASAL (A) ACTIVADO (A) CERRADO (4)
D1 178 £22 134 +£27 6816
D2 161 + 30 126 =19 79 = 20
DPC 18 + 4 254 12£2
p 23+3 277 143
h 128 + 19 136 £ 9 110+ 15
{n =50)
P
DPC
D,
D2

Fig.18. Esquema que ilustra las reglones que se evaluaron del dominio citopliasmico del
RyR por MFA ¢n sus tres estados conformacionales.
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La MFA mostrd ser una técnica muy poderosa para el estudio estructural del RyR en
membranas nativas.

Los factores mas importanies de esta nueva herramienta experimental son los
siguientes’ pueden procesarse 1méagenes tndimensionales a temperatura ambiente, a presidn
atmosférica, bajo condiciones fisiologicas i sin, en ambientes acuoses v la posibilidad de
observar o registrar procesos bioquimicos y fisiclogicos en tiempo real, {Shao, er of,
1995). Ademas la técnica ne necesita un recubnmiento con maternales conductores para
poder explorar a la muestra bioldgica. ni de un sistema especial de vacio.

Por otro lado, el MFA no pucde cvaluar s1 la muestra es un material cristalino
siendo una desventaja con respecto a la microscopia TEM, donde por difraceién uno puede
evaluar al tipo de matenal explorado. Otra desventayya pere que se comparte con las técnicas
de alta resolucién es que depende de la preparacidn de la muestra.

La dificuitad técnica mas sobresaliente fue la adherencia de la fraccion de
membrana aislada de RS al depositaria sobres los diferentes substratos.

Los métodos mas comunes para deposiiar o ensamblar membranas sobre superficies
sdlidas es la transferenca directa de los lipidos y. 0 en vesiculas aisladas. En ambos casos la
continuidad de la membrana deposiada depende eriticamente de la superficie lisa del
substrato y ademas de su carga atractina. repulsiva o neutra. Esto uitimo dicta el papel de la
adherencia para lograr ia resolucién necesana para visualizar una estructura broldgica.

Por otro lado, el depositar membranas sobre diferentes tipos de substratos tiene un
nterés practico y cientifico por varas rasones Permute ia biofuncionaiizacion en solidos
inorganicos y polimeros Ello prosee un ambiente natural para la immovilizacion de
proteinas (lales como receplores y anticucrpos) bajo condiciones no desnaturalizantes y en
una bien definida oricntaciéon Esto permute 1a preparacidn de bicapas ultra-delgadas, de una
alta resistencia cléetrica sobre substratos conductores y, la incorporacion de receptores para
detectar la unidn de ligandos ¥ o anticuerpos asi como los cambios estructurales asoctados a
las proteinas

Tomando en cuenta lo anterior, ¢l monocristal de silicio ticne una superficie muy
lisa, ordenada, neutea y cuya rugosidad determinada por MFA es de 4 A. Esto nos perminé
obtener la arquitectura superticral de Tas vesiculas de membrana aislada de RS al depositarla
cn ¢l substrato de silicio por MFA Las umigenes de la Fig.16 comparadas con otros
estudios de bicapas artificiales por MFA, contnbuyen a la resolucidn cspacial.

La desventaja prominente del estudio es que s¢ rcalizd en condiciones de
deshidratacion, lo cual podria afectar 1a integndad de la membrana de RS.

D¢ lo antenor s¢ puede resunur que ¢sto nos lleved a realizar un trabajo original en la
investigacion estructural del RyR, v que no existen trabajos similares cn cuanto a
¢studiarlo embebido 1anto en membranas nativas de RS como ¢n bicapas por técmeas de
alta resolucion,
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Los estudios estructurales por técnicas de alta resolucidn (Crio-microscopia
electrénica) han realizado un esfuerzo por dilucidar en tres dimensiones (3D) at RyR. Las
contribuciones del microscopio ¢lectrdnico y de los métodos de procesamiento de imagen a
la estructura 3D del receptor mencionan que ¢l RyR tiene dos partes principales: un
dominio citoplasmico que es casi el 80 % de la masa del receptor con una forma similar a
un prisma cuadrado (28x28x12 nm) y una parte mas pequeila del 20 % de la masa que
corresponde a la regidn transmembranal y que sobresale de la anterior unos 7 nm. Ademas
localizan una pequefta proteina conocida como FKBP12, un domimo estructuralmente
importante para diferenciar entre el estado ablerto y cerrado, llamado abrazadera (C) v,
también mencionan una mamja (H) la cual conecta ¢l domino C con la parte central del
lado citoplasmico del tetrdmero (Fig. 7).

Una desventaja del antenor cstudio es la utilizacidn de la reconstruccion y de la
aproximacion por computadora de alrededor de unas 3500 a 5700 imagenes obtenidas en
diferentes dngulos para poder obtener una imagen del RyR en cualquiera de sus estados
conformacionales. La necesidad de embeber al RyR purificado en hielo y depositar una
capa delgada de carbdn gue sirve como recubrimiento para que el haz de electrones pueda
tener acceso al RyR puede alterar [a estructura del receptor

La comparacion entre los valores determinados por MFA del dominto citoplasmico
del RyR en su estado basal (ver Tabla 1), respecto a diametro del canal central, didmetros
de la silueta y altura del dominio citoplasmico, concuerdan con estudios de microscopia
electrénica donde los valores reportados para la altura es de 120 nm, la silueta de 200 nm y
la apertura del canal de 2 nm (Franzini-Armstrong ef «l., 1970, Saito et al., 1984).

Por otro lado, la técnica de MFA tiene una ventaja sobre los antenores estudios 3D
del RyR al perminr detectar, medir v registrar los cambios estructurales en el domimo

citopidsmico del RyR embebido en su membrana nativa de RS, que no ha sido posible de
ser detectada por técnicas de microscopia TEM y SEM.

Para interpretar las medidas del pie del RyR como un movimiento de la masa de
cada subumdad cuando ¢! RyR sufre un cambio conformacional, nos apoyamos ¢n los
valores obtenidos por MFA del estado basal y ¢n lo reportado por Saito en 1984, Este
movimiento que sufre en posicion vertical la silucta -valores D1 y D2- puede explicarse
como un repliegue de la masa que hace evidente la flexibilidad que tiene el RyR en su
dominio citoplasmico.

Ahora bien, algo que es perceptible y relevante en lag alwras de los dominios
citoplasmicos del RyR cn sus estados conformacionales, ¢s que aunque exisien diferencias
significativas al compararlos, parecen mantenerse constantes dentro de un intervalo. Ambos
parametros evaluados nos levan a retomar of papel funcional que jucga el receptor en el
proceso de acople excitacion-contraceion en muscule.
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Como se menciond en la introduccién en el proceso de acople excitacion-
contraccion, las membranas de los tibulos t sufren una despolanzacion gue activa a los
DHPR propiciandole un cambio conformacional que se propaga al RyR por un acople
directo entre estas dos proteinas.

Se propone en los DHPR el desplazamiento de una subunidad o que interactia con
¢l pie del RyR. Podria pensarse que el incremento de un 6.2 % en la altura del dominio
citoplasmico, es para garantizar que el acople directo entre el DHPR y el RyR se lleve a
cabo con mayor eficacia, garantizando asi la activacion gue resulta en la liberacion de Ca™
desde las pozas intracelulares hacia el citoplasma. El incremento podria ser necesario y
fundamentado al existir un espacio de 16G A (16 nm) reportado por estudios de microscopia
electrénica de ambos sistemas membranales

Por otro lado, la disminucién en un 14 % de la altura del dominio citoplésmico asi
como del repliegue que sufre en su silueta disminuiria la eficiencia del acople de la
subunidad & del DHPR con el RyR. nhibiendo la salida de Ca*" hacia el citoplasma y con
ello la contraccién muscular.

Es evidente que este dominio equivalente al 80 % de la masa del RyR, es de vital
importancia en tal proceso.

Los cambios en la estructura del pie del RyR inducidos por ryanodina sugieren una
gran flexibilidad de esta estructura lo cual se puede asociar a la propiedad que tienen los
canales 19nicos en su cinélica rdpida para que su cambio conformacional de un estado
funcional a otro sea lo bastante modesto para poder ser reversible y no perder su estructura
Lo anterior podria representar el estado energético mas favorable para el RyR en su forma
activada ¢ inhibida por ryanodina.

Al comparar ¢l cstudio del RyR por MFA con uno de lo trabajos proneros que
aborda la estructura pentamérica del receptor de acctileolina nicotinico (AChR) expresado
cn ovocitos de Xenopus (Fig. 12), se aprecian notables ventajas en cuanto a la resolucidén
espacial obtenida al resolver la parte que sobresale de la membrana. Pero cabe mencionar
que el RyR es uno de los receptores intracelulares mas grandes hasta ahora reportados.
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Las conclusiones a las que se ha llegado en este estudio son:

- El procedimiento seguido para aslar fracciones de membrana del reticulo sarcoplasmico
es adecuado para obtener fracciones ennguecidas en RyR.

- La adherencia se optimizé utihzando como substrato el monocristal de silicio

- El monocristai presenta un patron superficial adecuado para aplicar la técnica de MFA en
su modalidad de contacto.

- La arquitectura estructural de la fraccidn de membrana de muisculo esquelético se
caracterizé por MFA, permitiendo visualizar su textura y densidad macromolecular.

- S¢ identificd la parte mas importante del RyR “el dominio citoplasmico” en membranas
nativas de RS

- Se determiné el estado conformacional del domunio citoplasmico del RyR en condiciones
basales, de activacion y de inhibicion,

- La MFA permitio caracterizar, medir y evaluar los cambios estructurales asociados a la
modulacién en el dominio citoplasmico por la ryanodina.

- La MFA permite caracterizar, distinguir v visualizar la estructura cuaternaria de receptores
de membrana sin necesidad de cristalizacion.

- La técnica es una alternativa poderosa para realizar estudios estructurales en el area
bwologica. Y que podria hacer posible en un futuro la caracterizacién de arreglos
intermoleculares e interacciones, tales como ligando-receptor y/o el complejo anticuerpo-
receptor.
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Este trabajo ha abierto la posibilidad a nuevos experimentos los cuales permitiran
profundizar en el conocimiento de la estructura tridimensional del RyR. Algunas de las
metas a seguir en un futuro de este proyecto:

A Corto Plazo.

- Caracterizar cambios asociados a diferentes moduladores del RyR en la misma fraccién de
RSP depositada en substratos de silicio.

- Determunar los cambios inducidos por la cafeina como un agente activador del canal y
rojo de rutenio como un antagomista del canal.

A Mediano Plazo.

- Implementar y establecer los parametros de la técnica de MFA en su modalidad de
contacto, bajo condiciones acuosas.

- Evaluar las propiedades mecanicas (clasticidad y viscocidad) de bicapas lipidicas por
MFA.

- Realizar fusiones de vesiculas aisladas de RSP con bicapas para caracterizar al RyR bajo
condiciones in situ.

A largo Plazo.
- Expresar el cDNA que codifica para el RyR en células de insecto.

- Producir mutantes insensibles a activadores o inhibidores del RyR como control para
comprobar los cambios asociados a diferentes moduladores en el dominio citoplasmico.

- Purificar las mutantes y ¢l RyR silvestre de las membranas de células de insecto e

incorporarlas a bicapas lipidicas para garantizar que la estructura identtficada por MFA
corresponde al RyR.
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