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Introduccion

Los canales id6nicos activados por ligando (LGIC) son proteinas integrales de la
membrana plasmatica que forman un poro, el cual permite el flujo regulado de distintos
iones a través de la misma (Numa, 1987; Grenningloh et al., 1987; Schofield et al.,
1987; Hucho y Hilgenfeld 1989; Cockcroft et al., 1990; Le Novére y Changeux 1999).
Los canales se abren debido a la unién de un neurotransmisor que desencadena un
cambio conformacional que termina por favorecer un estado de conduccion. Estas
proteinas median la transmision sinaptica rapida (Yakel y Jackson, 1988), en una escala
de tiempo de milisegundos, tanto en el sistema nervioso como en la unidon
neuromuscular (Albuquerque y Oliveira, 1979), aunque la expresion de algunas de estas
proteinas en las células no excitables sugiere ademas posibles funciones adicionales.

Por convencion se clasifica a estos canales de acuerdo a su selectividad i6nica como
aquellos que son selectivos a cationes, tal es el caso del receptor nACh (nicotinico
acetilcolinérgico) (Millar y Gotti, 2009), 5-HT; (serotoninérgico) (Barnes et al., 2009),
receptores ionotropicos de glutamato (Lodge, 2009), y receptores P2X (Jarvis y Khakh,
2009), y por otra parte, aquellos que seleccionan aniones, como el receptor GABA A
(Olsen y Sieghart, 2008), y los receptores de glicina (Lynch, 2009). De estos ultimos, el
nACh, 5-HT;, GABA,, y los receptores de glicina (asi como un canal adicional
activado por Zn’"; Davies et al., 2003), conforman estructuras pentaméricas y son
denominados frecuentemente como receptores “Cys-loop” debido a la presencia de un
asa formada por una serie de residuos separados por un puente disulfuro constituido por
dos cisteinas en el dominio extracelular de sus subunidades constitutivas. No obstante,
los ancestros procariotas de estos receptores, aunque preservan un consenso de los
residuos que forman este dominio carecen de las cisteinas y por tal razén el término
canales 16nicos pentaméricos activados por ligando (pLGIC) comienza a ganar
aceptacion dentro de la literatura (Hilf y Dutzler, 2009).

Debido a la complejidad para expresar y determinar la estructura molecular de estas
proteinas se han realizado una serie de estudios exhaustivos buscando una buena
resolucion ultraestructural, tanto con el receptor nACh (Unwin, 2005), asi como con
quimeras de las fracciones solubles, o bien de proteinas homologas como la proteina de
unién a acetilcolina (AChBP, Brejc et al., 2001) o receptores homologos de bacterias
(ELIC y GLIC; Hilf y Dutzler, 2008; 2009; Bocquet et al., 2009). Aunque se conoce
con gran precision la estructura de algunas de estas proteinas las cuales sugieren una
enorme y conservada correspondencia constitutiva u homologia entre todos los
miembros de la familia, las complejas funciones especificas en las que estan
involucradas, asi como los mecanismos puntuales que ocurren mediando su activacion e
inactivacion siguen siendo actualmente motivo de estudio (Taly et al., 2009; Yang et al.,
2009; Zouridakis et al., 2009).

Muchos de estos estudios también tienen como objetivo la identificacion de moléculas
capaces de activar, inactivar, bloquear o modular eficientemente la respuesta de las
proteinas antes mencionadas en condiciones fisioldgicas normales (Friis et al., 2009;
Kasheverov et al., 2009), o bien en algunas enfermedades relevantes tanto neurologicas
como de otra etiologia, y donde éstas pueden estar ademas vinculadas (DeSimone et al.,
2004; Steinlein, 2007; Steinlein y Bertrand, 2008; Piao et al., 2009; Rahman et al.,
2008; Reid et al., 2009; Vernino et al., 2009). Considerando los avances logrados en el
descubrimiento de drogas mediante ensayo y error; si se conoce la estructura del
dominio principal involucrado en el reconocimiento del ligando especifico, o aquellos
dominios alostéricos capaces de modular la conduccion idnica, se puede llegar a realizar
un verdadero disefio racional de farmacos (Hogg et al., 2007; Lopez-Vera et al., 2007;



Maskos, 2007; Mudo et al., 2007; Romanelli et al., 2007; Taylor et al., 2007; Changeux
y Taly, 2008; D'hoedt et al., 2009; Gotti et al., 2009; Lape et al., 2008; Sharma y
Vijayaraghavan, 2008).

Uno de los neurorreceptores mas estudiado farmacologicamente por su relevancia en
funciones asociadas al sistema nervioso es el receptor GABA,, el cual se sabe ademas
tiene una participacion en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Huntington, la enfermedad de Alzheimer y la epilepsia (Nicholson et al., 1995;
Mizukami et al., 1998; Cope et al., 2009; Mohler, 2009; Moult, 2009). El enfoque de
este proyecto consiste en identificar algunos de los principales dominios alostéricos que
modulan la funcion de este tipo de receptores.

Generalidades del Receptor GABAA

El receptor GABA,4 esta conformado por un pentdmero de distintas subunidades, €stas
pueden ser una combinacion heteromérica de o -6, B 13, Y1-3, O, Pp1-3, & Ty 6, u
homomérica de a, B, v, p, en mamiferos (Korpi et al., 2002; Whiting, 2003; Sieghart,
2006; Olsen y Sieghart, 2008; 2009). La subunidad m hasta el momento s6lo se ha
identificado en células germinales (Hedblom y Kirkness, 1997). Muchos subtipos del
receptor GABA, contienen a las subunidades a,By y en una combinacion
estequiométrica comun, tipicamente 2a.2B.1y (Korpi et al., 2002; Fritschy y Briinig,
2003), el hetero-oligdbmero o,P,y2, por ejemplo constituye la poblacion més alta de
receptores GABA, en todo el SNC, seguido por las isoformas a;B3y2 vy asPsy2. Los
receptores que incorporan a las subunidades ou, os, os, Bi, Y1, ¥3, 0, € ¥ 6 son mucho
menos numerosos, sin embargo pueden tener funciones muy importantes; por ejemplo,
algunos receptores extrasinapticos que contienen una combinacion de las subunidades
a6 y 0, en células granulares del cerebelo; o la combinacion de a4 y O, en células
granulares del giro dentado, asi como neuronas del tdlamo median una corriente tonica
que no se desensibiliza y que es importante para la excitabilidad neuronal en respuesta a
concentraciones minimas de GABA (Mody y Pearse, 2004; Semyanov et al., 2004;
Farrant y Musser, 2005). Se sabe ademas que la interaccién de las subunidades o y B
contribuye en la formacion del sitio de union a GABA, y por otra parte la combinacion
de las subunidades a y yes importante en el reconocimiento y eficacia de unién a
benzodiacepinas (Mamalaki et al., 1987; Stephenson et al., 1990).

La clasificacion actual de receptores GABA, ha sido llevada a cabo por un comité
designado para la clasificacion de drogas y la nomenclatura de receptores de la Union
Internacional de Farmacologia basica y clinica, NC-IUPHAR (Barnard et al. 1998;
Olsen y Sieghart, 2008). Los criterios y pardmetros usados para la clasificacion se basan
en la estructura de las subunidades, farmacologia, y funcion del receptor. Existe sin
embargo un apartado en el que se ha destacado una entidad molecular particular, que
fue considerada por algin tiempo de manera independiente a los receptores GABA4,
debido a su farmacologia distintiva que incluye insensibilidad a benzodiacepinas y
barbitricos constituida por receptores homoméricos o heteroméricos de las
subunidades p;.3, a los cuales se les llamo receptores GABA(¢ (Zhang et al., 2001),
actualmente se clasifican como formas de los receptores GABA por la NC-IUPHAR
bajo los criterios antes mencionados (Barnard et al., 1998; Olsen y Sieghart, 2008;
2009). Esta propuesta es ademas fortalecida por la observacion de que la mutacion de
solo un aminoacido le puede conferir las caracteristicas tipicas comunes en la



modulacion farmacologica de los receptores GABA  (Belelli et al., 1999; Walters et al.,
2000).

Los GABAp son expresados de manera abundante en células horizontales y bipolares en
la retina de los vertebrados (Enz y Cutting, 1999; Greka et al., 2000; Shields et al.,
2000). Aunque se ha probado su participacion en la sinapsis (Boller et al., 2001), su
localizacion es mayoritariamente extrasinaptica (Ichinose y Lukasiewicz, 2002;
Kirischuk et al., 2003; Alakuijala et al., 2006; Hull et al., 2006), y al igual que otras
combinaciones de receptores extrasinapticos éstos generan corrientes tonicas que no se
desensibilizan. Su tiempo medio de apertura oscila en un rango que va de 150-200 ms lo
cual es 5 veces mas amplio que cualquier otra combinacion del receptor GABA, y su
dosis media de activacion (GABA ECsp) es de 0.8 a 2.2 uM en receptores
recombinantes homomeéricos GABApl y GABAp2; y 7.5 uM en GABAp3, por lo que
es alrededor de cinco veces mas sensible que la mayoria de combinaciones GABA 4
heteroméricas (Feigenspan et al., 1993; Amin y Weiss, 1994; Feigenspan y Bormann,
1994). Por muchos afios se pensd que su expresion estaba limitada a la retina, sin
embargo durante los ultimos afios se ha acumulado evidencia identificando a estas
subunidades ampliamente distribuidas a lo largo de todo el sistema nervioso, tanto
central como periférico, el sistema gastrointestinal, cardiovascular, e incluso en el
espermatozoide (Boue-Grabot et al., 1998; Wegelius et al., 1998; Enz y Cutting, 1999;
Zhu y Lo, 1999; Boller y Schmidt, 2001; Fletcher et al., 2001; Didelon et al., 2002;
Rozzo et al., 2002; Didelon et al., 2003; Schlicker et al., 2004; Lopez Chavez et al.,
2005; Jost et al., 2006; Gamel-Nakayama et al., 2006; Born y Schmidt, 2006; Rosas-
Arellano et al., 2007; Li et al., 2008).

Muchos estudios de diversa indole han utilizado como modelo al receptor GABAp1,
aprovechando varias de sus particularidades como su distintivo ensamble homomeérico
en sistemas heterdlogos, o su peculiar farmacologia. Muchos de estos trabajos se han
realizado utilizando como sistema de expresion al ovocito de Xenopus laevis tomando
ventaja de su relativa sencillez, tanto para su caracterizacion electrofisiolégica como
farmacoldgica (Miledi et al., 1982). Algunos de los datos obtenidos a través de estos
estudios han sido determinantes en la identificacion molecular de dominios funcionales,
e incluso residuos aminoacidicos puntuales que han resultado ser criticos para la
funcion de la proteina. Con base en lo anterior, este proyecto sera destinado al estudio
de dominios alostéricos capaces de modular la funcidn, considerando para ello la
posible estructura tridimensional de este receptor.

Propiedades electrofisioldgicas de los receptores GABAp

El primer reporte conocido de esta familia de receptores proviene de un trabajo original
utilizando al ovocito como modelo de expresion heterdloga. En este estudio se inyecto
RNAm extraido de retina de bovino y posteriormente, utilizando la técnica de fijacion
de voltaje con dos microelectrodos (Polenzani et al., 1991), se identificé que esta
preparacion tenia propiedades electrofisioldgicas distintas a las respuestas tipicas de los
receptores GABA, obtenidas de preparaciones provenientes de la corteza cerebral. La
ECs del receptor GABA, de retina resulto ser de 1.48 £ 0.32 uM, en contraste con el
de corteza de 84.6 £ 153 uM; y que a diferencia de ésta no se bloqueaba a
concentraciones de 100 uM del antagonista especifico bicuculina, utilizado para inhibir
la respuesta de los receptores GABA, (Fig. 1B) (Parker y Miledi, 1986; Barnard et al.,
1987; Smart et al., 1987; Parker et al., 1988). La diferencia en la desensibilizacion fue la
caracteristica mas evidente de este canal, los receptores generados por la expresion del



RNA de corteza presentaron una desensibilizacion caracteristica en la que la respuesta
disminuyo al 50 % de la respuesta mdxima aproximadamente a los 30 segundos
posteriores a la activacion, usando una concentracion de 1 mM de GABA; y llegando a
abolirse mas del 90 % después de 4 minutos. Por otra parte, los receptores generados
por el RNA de retina s6lo presentaron una disminucion del 12 % de la corriente maxima
después de 4 minutos de exposicion a la misma concentracion de GABA (1 mM) (Fig.
1A) (Polenzani et al., 1991). Este estudio se realizd con un potencial de mantenimiento
de -60 mV, y se produjo una corriente entrante (asociada en este caso a la salida de un
anion de la célula), y se obtuvo un potencial de inversién en un rango de -20 a -30 mV,
que de acuerdo a la ecuacion de Nernst coincidio con el potencial de inversion calculado
para el i6n Cl en el ovocito (-28 = 2 mV) (Kusano et al., 1977; 1982; Dascal, 1987). Se
realizd ademas una curva de corriente vs voltaje, en la que este canal presentd un
comportamiento parecido al ohmico, a diferencia de los receptores GABA 4 tipicos, que
presentan rectificacion saliente a potenciales mas negativos que -60 mV (Fig. 1C). Para
identificar con precision la especie ionica en transito a través del canal se realizaron
sustituciones eliminando del bafio al ién Na' sustituyéndolo, ya sea con Tris
(HOCH,);CNHa, o Colina (CH3)3N+CH2CHZOH, o incrementando la concentracion del
ion K™ de 2 a 20 mM sin que presentara un cambio significativo en el potencial de
inversion, demostrando asi que estos cationes no tienen una participacion durante la
generacion de la corriente. Esto a su vez tampoco se presentd al remover el Ca* de la
solucion extracelular o bien por la quelacion de éste, inyectando EGTA (C4H24N,010)
al ovocito (Miledi, 1982; Houamed et al., 1984; Oron et al., 1985; Parker y Miledi,
1986). También, a diferencia de las caracteristicas tipicas de los receptores GABA
expresados en la corteza, la expresion del receptor generado a partir del RNA de la
retina no presentd6 una modulacion significativa a concentraciones de 1-100 uM del
barbiturato pentobarbital, ni de las benzodiacepinas clorazepato a 1-100 uM, o
diazepam 1-10 pM (Parker et al., 1988; Sigel y Baur, 1988).

Fig 1. Respuestas generadas por el receptor GABAp. A, a) corriente generada por GABA 1 mM en
ovocitos inyectados con RNAm de corteza cerebral de bovino, b) corriente generada por GABA 1
mM en ovocitos inyectados con RNAm de retina de bovino. B, curva dosis vs respuesta a GABA
generada por la inyeccion de RNAm en ovocitos proveniente de corteza cerebral de bovino
(triangulos), corteza cerebral de rata (circulos claros), y retina de bovino (circulos oscuros). C,
Curva I/V de respuestas a GABA generadas en ovocitos por la inyeccion de RNAm proveniente de
corteza cerebral (circulos claros), y retina (cicrculos oscuros); Polenzani et al., 1991.



A partir de este estudio pionero se identificé posteriormente al gen responsable de las
respuestas funcionales particulares, y fue clonado a continuacion utilizando para ello
oligonucleétidos degenerados, diseiiados a partir de la secuencia conservada entre las
distintas subunidades del receptor GABA,, y glicina, correspondiendo al dominio de
poro (segmento transmembranal 2, TM2), y el segmento transmembranal 3 (TM3), a
partir de DNAc de una biblioteca de retina humana (Cutting et al., 1991). Al expresar
este gen en ovocitos se identificaron las mismas respuestas electrofisiologicas antes
mencionadas, demostrando que ésta era en verdad la identidad molecular detras de ellas
e identificando ademas, que al igual que en las combinaciones tipicas de los receptores
GABA,, éstos también son bloqueados por picrotoxina con una ICsy de 0.4 uM
(Cutting et al., 1991; Shimada et al., 1991).

Por otra parte, se ha estudiado también el papel que juegan distintos moduladores; se
sabe por ejemplo que los protones tienen un efecto en la excitabilidad del cerebro
(Tombaugh y Samjen, 1996), estos efectos se han estudiado también en el receptor
GABApl1 y se encontré que la corriente entrante inducida por GABA fue disminuida
considerablemente ante la coaplicacion de GABA, al mismo tiempo que se modificaba
el pH del medio extracelular del valor fisiologico, 7.4 a uno acido, 6.4 y casi en la
misma medida se vio un incremento notable en la magnitud de la corriente cuando se
cambio el pH extracelular del valor original de 7.4, a otro alcalino, 8.4. La acidificacion
disminuy6 la corriente total a un 52 + 5% de su valor original, mientras que la
alcalinizacion la llevo hasta un 124 + 4% de éste (Fig. 2). El coeficiente de Hill mostro
un incremento gradual, en la misma proporcion en que incrementaba el pH, fue de 1.4 £+
0.16 apH de 6.4, 1.8 £ 0.07 a pH de 7.4, y 2.8 + 0.40 a pH de 8.4. Esto indica que los
protones inducen un desacoplamiento del efecto alostérico generado por la asociacion
del ligando vinculado con su sitio de union. Es decir, visto a gran escala ocurre una
disminucién en la cooperatividad inducida por protones, durante el mecanismo de
activacion del receptor ante la union de GABA (Huang et al., 1999; Rivera et al., 2000;
Qian et al., 2006).

Fig 2. Modulacion de la respuesta de GABA ante cambios en el pH. A, efecto del
pH sobre las corrientes generadas por la aplicacion de GABA 20 puM en células
HEK-293 transfectadas con DNAc de GABApl humano. B, curva dosis vs
respuesta a GABA modulada por la actividad del pH extracelular 4cido (6.4)
tridngulos, o alcalino (8.4) cuadros, con respecto al pH fisiologico (7.4) circulos;
Huang et al., 1999; Rivera et al., 2000.



Entre los elementos que modulan fisiolégicamente a los receptores GABAp es notable
el efecto del Zn®", un metal de transicion abundante en algunas regiones del cerebro, asi
como en la retina. E1 Zn*" bloquea al receptor de manera dosis dependiente (ECsg de 25
uM), es independiente del voltaje aplicado pero por otra parte, la magnitud del bloqueo
es inversamente proporcional con la disminucion del pH. Se encontrd que una histidina
(His 169), localizada en el gran dominio amino extracelular coordina en conjunto con
otros residuos una unidon estable con este metal, tal como ocurre con algunas
metaloenzimas, desacoplando de esta manera las interacciones alostéricas que llevan a
la distorsion del poro y a la activacion del canal. De esta misma manera, la disminucion
del pH a valores 4cidos disminuye en gran medida también la transferencia de
electrones capaces de interactuar formando enlaces a nivel de la cadena lateral de la
histidina, impidiendo asi la coordinacion del Zn** y el desacoplamiento conformacional
del canal (Fig. 3A) (Wang et al., 1995; Wang et al., 2001).

Respecto a la cinética de activacion se ha propuesto un modelo compuesto por cinco
estados:

Cuando se retira el agonista se generan aparentemente dos distintos indices de
disociacion de GABA, uno rdpido (t~5.6 s), producido por los receptores que no
alcanzan directamente el estado abierto (principalmente AR y AjR); y uno lento
(t~28.9 s), generado por los receptores unidos por completo al ligando
(fundamentalmente AzR y A3;R*). En este proceso, el indice mas rapido es el indice de
disociacion microscopico real del sitio de union a GABA en los receptores unidos a una
o dos moléculas de ligando; por otra parte, el indice mas lento ocurre en los receptores
activados, debido a que mientras el receptor se estd abriendo, la disociacion del agonista
es inhibida. El agonista queda atrapado mientras el cambio alostérico distorsiona la
estabilidad del poro de las subunidades relacionadas y la afinidad del sitio de union por
el ligando en ese momento se vuelve infinita (Chang et al., 1999). Ademdas se han
realizado experimentos con elementos capaces de modificar el estado de conduccion del
canal como es el caso de los lantanidos, como el Lantano (La*"), Gadolinio (Gd*"), y el
Lutecio (Lu’"), los cuales son cationes trivalentes y a diferencia de los cationes
divalentes como el Zn** potencian el efecto del agonista llevandolo a un estado de
mayor conduccion. Se ha propuesto la naturaleza alostérica que tienen los lantanidos en
el receptor GABA, (Calvo et al., 1994; Narahashi, 2000). En el caso especifico del
receptor homomérico GABAp1 se ha sugerido un segundo estado de apertura asi como
un nuevo estado de desensibilizacion en funciéon del modelo cinético propuesto
previamente (Chang y Weiss, 1999).



Fig 3. Modulacion de la respuesta de GABA por Zn®" o La’". A, curva dosis vs.
respuesta mostrando el efecto del Zn®" sobre las corrientes generadas por la
aplicacion de 5 uM GABA en ovocitos inyectados con RNAc de GABAp1 humano
silvestre (circulos claros), o un mutante (His 156Tyr, circulos oscuros). La respuesta
fue normalizada como el porcentaje de la corriente generada por GABA 5 uM
(I)/GABA 5 uM coaplicando Zn** (Iy). B, curva dosis vs respuesta a GABA
(cuadros), o bien GABA coaplicando La’" 100 puM (circulos), en ovocitos
inyectados con RNAc de GABAp1 humano. Calvo et al., 1994; Wang et al., 1995.

El efecto de los lantanidos fue independiente del potencial de membrana, lo cual
sugiere que no hay un censado eléctrico a través de la membrana de tal manera que es
improbable que éstos se unan a nivel del poro; por otra parte tienen un efecto modulador
desplazando la curva dosis/respuesta a la izquierda, es decir requiriendo menores
concentraciones de GABA en coaplicacion con 100-300 uM del lantanido (La®", Gd*" o
Lu3+) para su activacion (Fig. 3B) asumiendo que los lantanidos disminuyen la barrera
energética para la union de GABA al receptor, o bien modulan la transicion entre el
primer estado abierto A;R” y el estado cerrado AsR, llevandolo a un nuevo estado de
mayor conduccion AsRL a través de dos posibles modelos (Goutman et al., 2005).
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Estructura cuaternaria de los receptores pentaméricos activados por ligando

Actualmente no se tiene informacion ultraestructural derivada de estudios como
resonancia magnética nuclear, o difraccion de rayos X a partir de cristales obtenidos por
alta resolucion, o inclusive criomicroscopia electronica de menor resolucion generada a
partir de los receptores GABAp, ni otras combinaciones homoméricas o heteroméricas
de receptores GABA4. Los datos estructurales mas relevantes de esta familia de
receptores fueron obtenidos del receptor de nACh mediante criomicroscopia electronica
de una preparacion de membranas del 6rgano eléctrico del pez Torpedo marmorata
(Fig. 4A, D) (Miyazawa et al., 1999; 2003; Unwin N, 2005). Aunque también han
resultado de mucha utilidad los estudios realizados por difraccion de rayos X de la
fraccion soluble extracelular de la subunidad o del receptor nicotinico del raton, unida a
la a-bungarotoxina (Fig. 4B) (Dellisanti et al., 2007); asi como los estudios realizados
usando la proteina de union a acetilcolina de tres especies de caracoles, Lymnaea
stagnalis (Brejc et al., 2001), Aplysia californica (Hansen et al., 2005; Ulens et al.,
2009), y Bulinus truncatus (Fig. 4E) (Celie et al., 2005); y por ultimo los canales
16nicos pentaméricos activados por ligando obtenidos también por difraccion de rayos X
de dos bacterias distintas, la y-proteobacteria Erwinia chrisantemi (Fig. 4F) (Hilf y
Dutzler, 2008), y la cianobacteria Gleobacter violaceus (Fig. 4C) (Bocquet et al., 2009;
Hilf y Dutzler, 2009), las cuales han sido utilizadas como moldes especificos para
realizar estudios in silico y construir modelos por homologia (Campagna-Slater et al.,
2007; Speranskiy et al., 2007; Bisson et al., 2008; Haddadian et al., 2008; Cheng et al.,
2009; Parthiban et al., 2009).

Fig 4. Estructuras utilizadas en la construccion de un modelo por homologia del
receptor GABAp1. A, poro del receptor nicotinico resuelto a 4 A por criomicroscopia
electronica. B, dominio extracelular del receptor nicotinico unido a a-bungarotoxina
resuelto a 1.94 A por dfraccion de rayos X. C, canal iénico pentamérico abierto por
ligando de Erwinia chrisantemi resuleto a 3.3 A por difraccion de rayos X. D, receptor
de acetilcolina nicotinico resuelto a 4 A por criomicroscopia electronica. E, proteinas
de union a acetilcolina resueltas a 2.7 A, 2.02 A, y 2 A respectivamente por difraccion
de rayos X. F, canal i6nico pentamérico abierto por ligando de Gleobacter violaceus
resuelto a 2.9 A por difraccion de ravos X.



Con estos ultimos se pueden realizar estudios de “docking”, identificando potenciales
ligandos y/o moduladores, o bien interacciones proteina-proteina y asi su posible
interaccion imitando las condiciones nativas del receptor embebido en la membrana
mediante estudios de dinamica molecular (Hansen et al., 2005; Grazioso et al., 2009;
Liu et al., 2009; Luttmann et al., 2009; Ulens et al., 2009).

Todas las estructuras antes mencionadas forman complejos pentaméricos, con una
simetria dextrohelicoidal con respecto a un eje localizado en el centro del poro y un
angulo de inclinacion de 10° (Fig. 5B) (Unwin, 2005; Auerbach, 2009; Cederholm et
al., 2009). Los receptores GABAp comparten tres grandes dominios principales con
todos los miembros de esta familia, el primero de ellos es un gran dominio N-terminal,
el cual tiene una localizacion extracelular. Consta de 10 laminas [, 2 hélices a, y una
hélice 359 (Unwin, 2005; Rucktooa et al., 2009; Yakel, 2009). Este dominio es muy
similar a la conformacion tipo sandwich B que presentan las inmunoglobulinas, su
funcién es compleja, se destaca principalmente la localizacion del sitio de union al
ligando y el Cys-loop (Chang y Weiss, 1999; Unwin, 2002; Sedelnikova et al., 2005;
Law et al., 2009). Ademas, por si mismo conforma también un vestibulo que contribuye
en la preseleccion extracelular de iones a través de un potencial electrostatico conferido
por la superficie polar de la proteina, la cual se encuentra accesible al solvente (Unwin,
2005; Hansen et al., 2008).

El segundo gran dominio de suma importancia es el poro mismo, formado por la
segunda (TM2), de cuatro hélices a transmembranales (TM1-TM4), mientras que las
hélices remanentes (TM1, TM3, TM4), conforman una ‘“abrazadera hidrofobica”, que
protege e incorpora al poro en la membrana plasmatica (Miyazawa et al., 2003; Paas et
al., 2005; Unwin N, 2005). El poro contiene ademas varios subdominios de gran
importancia funcional tales como una “compuerta”, la cual esta asociada a residuos
hidrofébicos localizados en la regidon media de la hélice, y que se distorsionan
estructuralmente una vez que el receptor es activado llevando asi a cambios
conformacionales globales (Chang et al., 1998; Martinez-Torres y Miledi, 2004; Cymes
y Grosman, 2005; 2008) otro de estos subdominios consiste en un “filtro estricto de
selectividad” el cual restringe de manera tanto estérica como electrostatica a los iones y
recae en la region mas estrecha e intracelular del poro en el estado abierto (Le Novere y
Changeux, 1995; Wotring et al., 1999; Miyazawa et al, 2003; Wotring et al., 2003; Sine
et al., 2006). Esta conformado por residuos cargados eléctricamente, y cuya carga de
manera distintiva es contraria a la carga del i6n para el cual permea, por ejemplo la
arginina (Arg 313) es el residuo que confiere la selectividad a aniones en las
subunidades de los receptores GABAp (Wotring et al., 2003; Filippova et al., 2004; Xiu
et al., 2005; Peters et al., 2010).

El altimo de los grandes dominios comunes consiste en una gran asa de localizacion
intracelular que conecta a las hélices o transmembranales 3 y 4 (TM3-TM4) y tiene una
longitud variable, siendo uno de los dominios menos conservados a lo largo de toda la
familia de receptores (Unwin, 2005); esto le confiere asimismo caracteristicas
funcionales muy importantes a cada subunidad y dependen a su vez de sus propiedades
estructurales especificas, tales como el anclado o interaccion con proteinas del
citoesqueleto (Hanley et al., 1999), estabilizacion (Koulen et al., 1998), modulacion y
sefalizacion intracelular (McCall et al., 2002; Song et al., 2005), localizacion (Vaquero
et al.,, 1999; Pattnaik et al., 2000), internalizacion (Swope et al., 1992), trafico, y
probablemente juegan un papel clave en la conductividad i6nica (Miyazawa et al., 2003;
Unwin, 2005). Ademas constituye a un subdominio accesorio a la membrana a través de
una hélice a (MA), cuya localizacion es también intracelular de manera inmediata
anterior a la hélice transmembranal 4 (TM4), y forma una estructura parecida a un
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embudo, la cual constituye un vestibulo intracelular “trabeculado” en espacios o
ventanas regulares por las cuales los iones son forzados a moverse a través de la
membrana de acuerdo a su fuerza electromotriz (Fig. 5A, C) (Unwin, 2005; Carland et
al., 2009).

Algunos de los dominios antes mencionados seran revisados a mayor detalle debido a su
participacion crucial en los procesos de modulacion alostérica. Se consideraran
posteriormente también diversas propuestas basadas en datos experimentales que los
han involucrado en mecanismos puntuales de activacion e inactivacion.
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Fig 5. Diagrama de los principales dominios del receptor humano GABAp1 usando el
modelo generado en este trabajo. A, subunidad representativa del receptor GABAp1
de un modelo generado por computadora; son resaltados con nimeros cada una de las
laminas 3 del dominio N-terminal extracelular asi como las a-hélices
transmembranales, y un dominio intracelular accesorio a la membrana (MA). B,
configuracion pentamérica del receptor GABApI1 representada alrededor de un eje
paralelo al plano de la membrana. C, pentamro representado en un eje perpendicular
al plano de la membrana resaltando los tres dominios principales, extracelular (EC),
transmembranal (TM), y accesorio a la membrana (MA).
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Dominio de union a ligando

Uno de los dominios mas estudiados en el receptor GABApI es el de unién a ligando;
actualmente se han realizado varios modelos por homologia, utilizando como molde las
diferentes estructuras reportadas de la proteina de union a acetilcolina (AChBP)
(Sedelnikova et al., 2005; Harrison y Lummis, 2006; Abdel-Halim et al., 2008;
Osolodkin et al., 2009); sin embargo, el acoplamiento entre los diferentes residuos clave
que desencadenan la apertura del poro requieren la adicion de elementos mas complejos
y dinamicos en el sistema. La informacién es insuficiente si s6lo consideramos a las
estructuras antes mencionadas. Por algin tiempo se lograron obtener aproximaciones
interesantes afiadiendo dominios homdlogos de otras proteinas para la construccion de
un modelo preliminar (Trudell y Bertacini, 2004), no obstante, éste no explicaba por
completo muchos de los datos experimentales hasta entonces conseguidos.
Recientemente, nuevas estructuras proteicas obtenidas por alta resolucion han arrojado
resultados interesantes que pueden ayudar a entender mejor el complejo mecanismo de
activacion que conecta al sitio de unién de ligando con la distorsion estructural del poro
(Bocquet et al., 2009; Hilf et al., 2008).

Fig 6. Esquema representativo del sitio de union de ligando del receptor
GABApI1 en la interfase del gran dominio extracelular de dos subunidades, la
principal (+), y la accesoria (-), la primera contribuye conformando las asas A,
B, y en mayor medida C (representada en color magenta), mientras que la
segunda mediante las asas D, y E. Son resaltados algunos residuos criticos como
Tyr 219, Tyr 262, y Tyr 268 (en color verde), Arg 125, Arg 179, Arg 191 (en
color azul). Osolodkin et al., 2009.
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En un pentdmero homomérico constituido por la subunidad GABAp]1 existen cinco
potenciales sitios de union a ligando, localizados en las interfases de dos subunidades
entre las asas A, B y C de una subunidad (principal, 6 +), y las asas D, y E de otra
(accesoria, 0 -) (Fig. 6). Una diferencia importante respecto al receptor nicotinico es que
en el receptor GABAp1 el asa F no parece contribuir de manera importante al sitio de
unién de ligando (Amin et al., 1994; Torres y Weiss, 2002; Sedelnikova et al., 2005;
Harrison y Lummis, 2006). Se ha propuesto que cinco tirosinas (Tyr 123, Tyr 219, Tyr
221, Tyr 262, Tyr 268) tienen un papel fundamental estabilizando al extremo amino de
GABA polarizandolo en una configuracion estable por accion de uno de varios posibles
enlaces a través de la polaridad parcial ejercida por los electrones conjugados
deslocalizados en el anillo bencénico de la cadena lateral de las multiples tirosinas
generando una interaccion llamada cation—x (Dougherty, 2007), donde la asociacion
parcial con Tyr219 localizada en el asa B, el cual conecta a las laminas -7 y -8
parece ser particularmente estable (Fig. 6) (Galvez-Ruano et al., 1995; Harrison y
Lummis, 2006; Melis et al., 2008; Osolodkin et al., 2009). Por otra parte, el extremo
carboxilo de GABA forma puentes salinos estables con los residuos polares Arg 125,
Ser 189, y Ser 264, dada la orientacion de la molécula respecto a su interaccion
particular (Sedelnikova et al., 2005; Abdel-Halim et al., 2008; Osolodkin et al., 2009).
En general, los agonistas del receptor GABAp1 son en su mayoria andlogos a GABA en
su extremo carboxilico, el cual puede variar incorporando un grupo isoxazol, o 4cido
sulfinico. Los antagonistas por su parte son derivados del acido fosfinico y metil
fosfinico, cuyas estructuras son mas grandes que las de los agonistas en general (Chen
et al., 2006; Harrison y Lummis, 2006; Ci et al., 2007; Clayton et al., 2007; Abdel-
Halim et al., 2008; Hinton et al., 2008; Zhang et al., 2008). Actualmente se cree que el
asa C se repliega en el sitio de union al ligando sobre la molécula unida, oprimiendo asi
el sitio de union, tal como ocurre en la proteina de union a acetilcolina de (Hansen et al.,
2005; Chupakhin et al., 2006; Gao et al., 2006; Ulens et al., 2006, Babakhani et al.,
2009). A partir de estudios en los cuales se realizaron mutaciones puntuales se han
encontrado algunos residuos criticos asociados a la funcion de la proteina, actuando de
manera cooperativa al sitio de union, entre ellos Trp 154, Pro 156, Phe 160 en el asa A;
Gly 184, Arg 179, Leu 187 y Ser 189 en el asa E. Por otra parte, los residuos Asp 157,
Phe 159, y Val 161 en el asa A y Val 176, Met 177, Val 180, Ser 189, y Arg 191 en el
asa E son reclutados ante la union del ligando, cambiando de conformacion y actuando
como potenciales donadores de electrones para la formacion de puentes de hidrégeno
(Fig. 6) (Amin et al., 1994; Lummis et al., 2005; Harrison y Lummis, 2006; Zhang et
al., 2008; Adamian et al., 2009; Cederholm et al., 2009).

La longitud de la molécula de GABA que parte desde el atomo de nitrégeno en un
extremo y el carbono carboxilico del otro es igual a 3.58 A, y corresponde a la
conformacion plegada energéticamente mas estable. El tiempo medio de asociacion esta
dado por la formacion de puentes de Hidrdégeno en el extremo amino y la estabilizacion
por la dispersion electronica de Tyr 219 en un momento determinado y la unién del
grupo carboxilato de GABA por la formacion de puentes de Hidrogeno con el esqueleto
amida o el grupo hidroxilo de Ser 189, o bien la formacion de un puente salino con Arg
125 (Padgett et al., 2007; Lummis, 2009; Osolodkin et al., 2009). La interacciéon con
Tyr 219 se lleva aproximadamente un 23.8 % del tiempo total, Ser 189 un 14 % y con
Arg 125 13.2% de éste. La interaccion con las otras tirosinas y demds residuos
asociados con el dominio de uniéon consumen el 49% del tiempo restante. Estas tirosinas
conforman una “caja aromatica” que mantiene fuertemente acoplada a la molécula; sin
embargo, en un momento determinado la molécula cambia de conformacion de plegada
a extendida de manera estocastica, desacoplandose asi de la caja y posteriormente de la
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interfase de subunidades, regresando a una conformacion disociada estable (Osolodkin
et al., 2009; Lummis, 2009).

Asa C

El asa C es un dominio clave en la interaccion con el ligando, no sélo en los receptores
GABA 4 sino en todos los canales i6nicos pentaméricos activados por ligando. En todos
los casos se encuentra conservado al menos un residuo hidrofébico, cuya cadena lateral
contiene un anillo bencénico (tipicamente tirosina, y fenilalanina, y en menor medida
triptofano), que se sabe interacta estabilizando de manera importante tanto al ligando
endogeno como a varios moduladores (Corringer et al., 2000; Unwin N, 2005; Melis et
al., 2008). Su conformacién en presencia del ligando favorece la entrada a la cavidad
conformada por el conjunto de asas en la interfase atrapando de esta manera al ligando y
a su vez cambiando de conformacion (Chang y Weiss, 1999). El asa C se conecta
directamente con la primer hélice a transmembranal (TM1) a través de la [dmina -10,
y por tanto puede propagar el cambio conformacional que ocurre después de la unién
del agonista, uniendo la interfase entre los dominios extracelular y transmembranal (Xiu
et al., 2005; Purohit et al., 2007; Auerbach, 2009; Bartos et al., 2009). Durante la
activacion el o los dominios aromaticos rompen o desestabilizan un puente salino
formado por dos residuos polares localizados entre las laminas B-7 yf-10
(Mukhtasimova et al., 2005). El movimiento de esta asa parece ser el cambio inicial que
subyace a la activacion del canal dada la union del ligando (Fig. 7), sin embargo, es
importante destacar que la cinética de apertura requiere de la participacion de todas las
asas extracelulares antes mencionadas como una compleja red de interacciones
acopladas conformacionalmente (Cederholm et al., 2009; Taly et al, 2009; Zhu y
Hammer, 2009).

Fig 7. Representacion del movimiento medio (0.42 nm) ocurrido en el asa C,
inducido conformacionalmente por la union de un ligando en el sitio de union,
ya sea GABA atrapando a éste, A; o TPMPA en la direccion contraria, B; de
manera diferencial, C. Abdel-Halim et al., 2008; Osolodkin et al., 2009; Chang
et al., 2009.

16



Existe ademas evidencia de que en esta familia de canales pentaméricos se encuentra
un residuo conservado en el “Cys-loop”, cuya cadena lateral consiste en un grupo polar
(asparagina, o glutamina en canales cationicos y treonina en los anidnicos) que es parte
de un grupo consenso de glicosilacion. La cadena del oligosacarido enlaza al “Cys-
loop” con la parte posterior del asa C, sugiriendo que puede tener una participacion
acoplando la unién del agonista a la apertura del poro. Esta hipdtesis es soportada por
estudios experimentales que muestran que la remocién del carbohidrato afecta las
propiedades funcionales; no obstante, es improbable que todo el peso en el mecanismo
de apertura caiga en sélo unos pocos residuos; la evidencia en los ultimos afios sugiere
que los movimientos de dominios acoplados al sitio de uniéon son propagados a través
de las mismas ldminas {3, las cuales desencadenan rearreglos en la interfase extracelular-
transmembranal desestabilizando en su conjunto algunos residuos clave cerca del
dominio de poro (Nishizaki, 2003; Dellisanti et al., 2007), las propuestas de activacion
seran analizadas a detalle mas adelante.

“Cys-loop”

Localizada casi en la interfase entre el espacio extracelular y la membrana, conectando a
las laminas -6 y [B-7 se encuentra el asa distintiva de esta familia de receptores
conocida como “Cys-loop”, y como previamente se menciond es llamada asi por el
enlace disulfuro formado entre dos cisteinas separadas por una cadena polipeptidica que
en muchas subunidades consta de 13 residuos, y que sin embargo estas cisteinas no
existen en las proteinas homologas ancestrales de procariotas (Cockcroft et al., 1990;
Smith y Olsen, 1995; Tasneem et al., 2005). El Cys-loop se introduce entre la region pre
M1 (cerca del extremo C-terminal) y el asa extracelular que conecta las hélices
transmembranales TM2-TM3 (cerca del extremo N-terminal). Este dominio es esencial
para el ensamblado del receptor. Su papel crucial en la apertura del canal ha sido
ampliamente demostrado para todos los miembros de esta familia (Fig. 8). En el
receptor GABAp]1 existe un residuo cargado eléctricamente (Asp 208) que durante la
activacion y la consecuente apertura del poro interactiia con otro residuo con carga
contraria (Lys 342), localizado en el asa que conecta TM2-TM3 estabilizdndose
mediante la formacion de un puente salino transitorio (Xiu et al., 2005).

Fig 8. Dominios acoplados durante el mecanismo de activacion del receptor. A, se
resalta una subunidad dentro del complejo pentamérico de la proteina, son apreciados
los dominios transmembranales (en color rojo), y el dominio extracelular (en color
amarillo). B, detalle de la interfase del acoplamiento de los dominios extracelular y
transmembranal, se identifican los dominios Cys-loop (en color verde), asa TM2-TM3
(en color azul), asa B8-B9 (en color gris), segmento Pre TM1 (en color magenta), asa
B1-B2 (en color naranja). Bouzat et al., 2008.



La interaccion especifica de pares i6nicos es critica para la conexion en la interfase; en
este caso ocurre un mecanismo integral que puede involucrar a mas de un par idnico
(Absalom et al., 2003; Wang et al., 2007; Tierney et al., 2008). Estos cambios
conformacionales intermediarios requieren una baja energia de activacion, y son ademas
espontaneos termodindmicamente. Ademas se ha identificado a estos residuos altamente
conservados en todos los miembros de la familia de receptores, y su funcion es
fundamental acoplando dominios; cuando éstos son sustituidos por residuos con carga
contraria producen receptores no funcionales, los cuales a su vez pueden restablecer su
funcién al sustituir al residuo de interaccion en el asa TM2-TM3 por otro residuo
equivalente capaz de interactuar, formando asi el o los puentes transitorios (Jha et al.,
2007; Purohit et al., 2007). Por otra parte, se ha encontrado ademés que esta asa
interactia con algunos de los residuos del C-terminal en TM4, tal como se ha
corroborado que ocurre en el receptor nACh y en algunas quimeras de éste (Pons et al.,
2004). Al parecer, el mecanismo esencial de interaccion se conserva en todos los
miembros de la familia, sin embargo los detalles precisos involucrando a residuos
particulares varia de sistema a sistema.

Asa B8-19

El papel del asa que conecta a las laminas B-8 y B-9 es pobremente entendido, sin
embargo la evidencia sugiere que estd involucrada en el proceso de activacion del canal,
esta asa es variable en su longitud, en la mayoria de los casos es extensa y es uno de los
dominios con menor conservacion a lo largo de todos los miembros de esta familia de
proteinas. A pesar de su variabilidad se ha encontrado un glutamato conservado (Glu
241), el cual experimenta cambios inducidos por la unidn del ligando, particularmente
de los agonistas pues los antagonistas no lo inducen. Es un movimiento especialmente
asociado a las subunidades en cuya asa C se encuentra unido un agonista, y se ha
propuesto como un posible dominio involucrado en los cambios conformacionales
globales que llevan a la desestabilizacion estructural del poro (Bouzat et al., 2004;
2008).

Dominio transmembranal TM2 (Region de poro)

Diversos estudios tanto moleculares como electrofisioldgicos (Xu et al., 1993; 1996)
han mostrado que el poro i6nico se forma esencialmente por los dominios
transmembranales TM2 de cinco subunidades alineadas en la parte central de la proteina
conformando asi una estructura parecida a un anillo. El alto nivel de conservacion de
aminoacidos en este dominio respecto a todos los miembros que integran a la familia de
canales i0nicos pentaméricos activados por ligando pueden asociarlo directamente a la
estructura ya conocida del receptor nicotinico reportada previamente, conservando un
marco tridimensional y sus funciones asociadas de acuerdo a un patréon general que
preserva los mismos principios fisicoquimicos (Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005).
El poro presenta una marcada reduccion en su diametro, que se proyecta a lo largo de
toda la membrana y se debe a una inclinacion radial de las hélices o (TM2) hacia el eje
principal hasta alcanzar la mitad de la membrana (Fig. 9B). En contraste, las hélices
externas (TM1, TM3, y TM4) se inclinan, tanto radial, como tangencialmente alrededor
del eje principal en el centro del poro. Las hélices se separan entre si al nivel de la
superficie extracelular de la membrana (de 12.5-15 A). El conjunto de hélices internas y
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externas se aproximan entre si hacia la mitad de la membrana, creando un hueco que se
extiende hasta el espacio intracelular, donde en el estado abierto alcanza un diametro de
5.3 a6 A (Fig. 9D) (Bormann et al., 1987; Fatima-Shad y Barry, 1993; Wotring et al.,
1999). Esto sugiere que existen dos componentes estructurales esenciales, un anillo
interno, que interactia directamente con el paso central de los iones, y un revestimiento
que resguarda y protege a este anillo del ambiente lipidico de la membrana integrandolo
con ¢sta. Es notable que a diferencia de los receptores GABAp, en otras combinaciones
de receptores GABA 4, y receptores de glicina se haya identificado un dominio de union
a alcoholes y anestésicos el cual parece encontrarse en una cavidad llena de agua,
localizada en el punto que conecta el poro con su revestimiento, entre la hélice a
transmembranal TM2 y el conjunto de hélices TMI1, TM3, y TM4. Los residuos
involucrados son una serina (Ser 270), de naturaleza polar y localizada en TM2
orientada al espacio accesible al solvente en la cavidad, y una leucina (Leu 232), de
naturaleza hidrofobica orientada en la misma direccion que la anterior, pero con una
localizacion mas interna e hidrofobica dentro de la cavidad. Debido a la naturaleza
anfifilica espacial, moléculas polares y moderadamente hidrofobicas (como los
alcoholes) pueden tener un importante efecto ortostérico (Mihic y Harris 1996; Ueno et
al., 1999; Jung y Harris, 2006; Santhakumar et al., 2007). Un detalle interesante a
considerar en el receptor GABAp]1, en funcidon de la estructura conocida del poro del
receptor nicotinico es la naturaleza misma del control de su permeabilidad,
aparentemente no resulta indispensable que éste se encuentre fisicamente obstruido para
impedir el paso de los iones (Roth et al., 2008). Al parecer, la geometria del poro (es
decir su radio, forma, y longitud) y la naturaleza quimica de la hélice a que lo conforma
tiene una gran influencia sobre sus propiedades de conduccion tanto para iones como
moléculas de agua (Fig. 9B). Respecto a su funcion, los datos reportados sugieren que
la mitad extracelular del poro es mas dindmica que la interior, posiblemente debido a
que contiene un mayor numero de residuos polares capaces de interactuar con el
solvente respecto a la parte interior (Wilson y Karlin, 2001; Goren et al., 2004).

La estructura original producida a partir del receptor nicotinico fue procesada en
ausencia del ligando; entonces se presume que el canal se encuentra en un estado
cerrado funcionalmente. Sin embargo, la zona mas estrecha del poro es lo
suficientemente amplia para permitir el paso de tres moléculas de agua, o bien de un i6n
monovalente acomplejado con dos moléculas de agua flanquedndolo a ambos extremos
(Fig. 9D) (Paas et al., 2005; Beckstein y Sansom, 2006; Corry, 2006). Esto produciria
aparentemente una paradoja pues sugiere que el poro en el estado cerrado no se
encuentra totalmente ocluido, una posible respuesta a esta aparente contradiccion yace
en el concepto de una barrera energética, pues se requeriria una gran cantidad de energia
para su desolvatacion (-340.7 kJ mol ™' para el i6n CI', Ichikawa et al., 2001), asi el paso
del 16n se encontraria energéticamente desfavorecido y por lo tanto bloqueado.

Compuerta en el canal

El poro tiene justamente algunas propiedades particulares a la mitad de la membrana
que sugieren un mecanismo que consta de una barrera energética. En el estado libre de
ligando (no conductor) ésta es la region de mayor constriccion fisica, y es producida por
una separacion minima de las hélices o transmembranales TM2 debido a la presencia de
residuos con cadenas laterales hidrofobicas, generando asi una ligera restriccion estérica
(Fig. 9A) (Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005). Ademas esta region tiene una
arquitectura simétrica debido a interacciones adyacentes, de una cadena lateral a otra
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ocurriendo en superficies equivalentes, de manera transversal a través de residuos
homologos, valina, leucina, isoleucina y alanina. Estas interacciones estrechan a las
hélices o vecinas generando un cefiido cinturén hidrofobico alrededor del poro; de
hecho, la barrera de desolvatacion antes mencionada sélo es efectiva si en su
arquitectura el i6n hidratado es incapaz de sustituir temporalmente a una de sus
moléculas de agua por grupos hidroxilo provenientes de las cadenas laterales de
aminoacidos polares o bien del esqueleto polipeptidico (Fig. 9A) (Beckstein y Sansom,
2006; Corry, 2006; Ivanov et al.,, 2007). La constriccion debe ser producida
especificamente por las cadenas laterales de los residuos hidrofobicos, de tal manera
que sus grupos metilo no participen desolvatando al i6n. En el estado cerrado, la
distancia radial minima desde el eje hasta la primera superficie de van der Waals es de
aproximadamente 3 A, y corresponde a Leu 322 en el receptor GABAp1, donde el poro
es mas estrecho. Tal como se menciond, este calibre es demasiado restringido para
permitir el paso de un i6n CI con su primera capa de hidratacion, pues éste es incapaz
de perder parte de su cubierta hidrica en ausencia de superficies polares. El cinturén
crea por tanto una fuerte restriccion energética a través de la bicapa lipidica (Fig. 9A).
Por ser la Unica barrera identificada a través de la via de conduccion idnica, ésta se
asocia de manera especifica con un mecanismo de compuerta en el poro (Corry, 2006).
La sustitucion de estos residuos hidrofébicos a través de mutagénesis,
intercambiandolos por residuos polares altera las propiedades de permeabilidad a causa
de una perturbacién en los contactos hidrofobicos que debilitan al cinturén e
incrementan la estabilidad relativa en el poro durante el estado abierto (Pan et al., 1997,
Chang y Weiss, 1998; Martinez-Torres y Miledi, 2004).

Filtro de selectividad

El poro contiene un filtro de selectividad, es decir una estructura que determina que tipo
de iones pueden pasar a través del canal. Muchos estudios han sido orientados a la
localizacion de este dominio; se sabe que existe homologia en la o hélice
transmembranal 2 (TM2) de esta familia de proteinas, especialmente entre los
receptores que son permeables a los iones de la misma polaridad (Adcock et al., 1998;
Keramidas et al., 2002). Existen tres residuos criticos cargados eléctricamente, los
cuales se encuentran conservados en los canales permeables a aniones y que tienen una
carga contraria con respecto a los canales que permean cationes, por ello han sido
implicados directamente en el mecanismo de selectividad ionica (Keramidas et al.,
2002). Estos tres residuos tienen las posiciones -2°, -1°, y 13’ en el sistema de
numeracion Universal para el dominio TM2 en los canales i6nicos pentaméricos
activados por ligando (Galzi et al. 1992; Keramidas et al. 2000; Gunthorpe et al., 2001;
Jensen et al. 2002; 2005). Algunas mutaciones puntuales realizadas en la héice a
transmembranal TM2 le dan soporte a la propuesta de que éste se encuentra entre las
posiciones —2" a 2', siendo asi los determinantes principales de selectividad en todos los
miembros de esta familia. Los receptores GABAp contienen un consenso de tres
residuos que se extienden desde el limite en la region intracelular hasta el inicio de la
hélice a TM2, que conforma al poro, y son prolina, alanina, arginina. Se ha propuesto
que la prolina siendo un residuo hidrofébico puede restringir y orientar la direccion de
la cadena lateral de Arg 313, cargada positivamente hacia el interior del poro a través de
Ala 312, cuya estructura puede servir a manera de bisagra, debido al minimo
impedimento estérico de su cadena lateral (Fig. 9C) (Keramidas et al., 2002; Lee et al.,
2003). La enorme carga positiva de la arginina tiene un papel muy importante pues
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conforma un anillo de cargas que se localiza en la porcion mas interna del canal, casi al
limite intracelular de la membrana, y que en funcion del cambio conformacional que
ocurre a nivel del poro, desencadenado por la unioén del ligando, se convierte en la
region mas estrecha restringiendo estrictamente el paso de iones cargados
negativamente (Fig. 9C) (Sankararamakrishnan et al., 1996). En un estudio se realizd
sistematicamente una serie de mutaciones puntuales y se demostré que el receptor
GABApl homomérico cambié de selectividad pasando de anidnico a catidnico al
cambiar sélo a dos residuos (en las posiciones -2’ y -1’), e incluso el mismo efecto se
puede encontrar al cambiar un residuo vecino al residuo critico (Arg, -1’) en la posicién
equivalente de los canales cationicos, introduciendo asi un residuo extra (Glu, -1’
considerando la posicion equivalente de Arg, en este caso Lys, 0”) y generando un poro
preferentemente cationico. Por otra parte, la mutacion en la posicion conservada 13’ no
tuvo ningin efecto perceptible sobre la selectividad o la permeabilidad en general,
sugiriendo que al menos en este receptor dicho residuo no confiere de manera
determinante elementos estructurales que impacten la funcién del canal a nivel
electrostatico (Wotring et al., 2003).

Fig 9. Esquema de todos los dominios acoplados a la via permeable. A. Dominio de
poro, las hélices azul y magenta representan el movimiento requerido para desplazar
el o los residuos hidrofobicos que impiden el paso de los iones (compuerta). B,
sobreposicion de hélices esquematizando los estados cerrado (en color magenta) y
abierto (en color azul) del canal idnico. C, representacion del filtro de selectividad
ionica del receptor GABAp1 como un anillo electrostatico (Arg 313), localizado en
el limite inferior del dominio de poro, en la interfase citoplasmica. C, diametro
estimado del poro a nivel del filtro de selectividad en el estado conductor (abierto).
Hansen et al., 2008; Chang et al., 2009.



Una vez que se ha acumulado suficiente informacion funcional se pueden realizar
entonces estudios computacionales que permiten conocer la dindmica por la cual estos
iones se mueven puntualmente a través del poro de manera selectiva (Adcock et al.,
1998; Sansom et al., 2000; Amiri et al., 2005; Benfenati y Ferroni, 2009).
Esencialmente se traza un modelo atomico ideal que contenga la proteina-canal ya sea
en el estado abierto o cerrado, las moléculas de agua como solvente universal ocupando
el poro, un contorno de lipidos que rodean a la proteina, y una porcidon de agua libre a
ambos lados del canal (Gordon et al., 2009; Pezeshki et al., 2009). A continuacion se
colocan unos cuantos iones en el solvente polar, se fija la temperatura, y se aplica un
gradiente de potencial eléctrico o de concentracion. Luego, se mide directamente el
flujo i6nico en funcidn del tiempo a medida que el programa en la computadora calcula
la dindmica atomica del modelo (Cheng et al., 2009; Khalili-Araghi et al., 2009; Law y
Lightsone, 2009). En cada paso de la simulacion se calculan todas las fuerzas que
actlian sobre cada atomo (cargas fijas, dipolos, etc.) y el 4&tomo se mueve bajo estas
fuerzas durante un lapso de tiempo lo suficientemente pequefio como para considerar las
fuerzas constantes, pero lo suficientemente grande al menos para observar como un i6n
atraviesa el canal (Tai et al., 2008; Ollila et al., 2009). El parametro mas importante a
considerar en la proteina es la carga interior del poro, donde los iones se distribuyen
para formar una doble capa eléctrica o doble capa difusa en el estado conductor
(Adcock et al., 1998). Este reordenamiento es una consecuencia del equilibrio entre las
tendencias opuestas de difusion térmica e interaccion electrostatica con la pared.
Posteriormente se pueden considerar todos los elementos estructurales que alejan al
poro de su estado ideal, y en que medida afecta el desvio de esta forma cilindrica ideal
de una seccidon del poro, supuesta en el modelo estdndar de la carga espacial. Esta
correccion incluye ademas las cargas fijas de los residuos ionizados (Arg 313) que al
interactuar con iones de distinta polaridad eléctrica dan lugar a un momento dipolar que
afecta el transporte a través de la membrana (Bezanilla, 2008; Forney et al., 2008;
Huang et al., 2008; Aguilella-Arzo et al., 2009; Burada et al., 2009; Portella y de Groot,
2009).

Dominio transmembranal TM4

La interfase extracelular-transmembranal es un elemento clave para el acoplamiento
entre la union del agonista y la apertura del canal, asi como para mantener estabilizada
esta conformacion por un tiempo determinado, generando asi en algunos casos un
mecanismo de insensibilizacion (Pons et al., 2004; Gee et al., 2007; Lee et al., 2009).
Este dominio es asociado entonces de manera directa con el inicio, estabilidad, y
periodo refractario de la respuesta sindptica. El dominio TM4 es el menos conservado
de todos los dominios transmembranales y es el mas hidrofobico. La region C-terminal
que se encuentra justo al final del dominio TM4 se localiza precisamente en la interfase
antes mencionada; en esta porcion ocurren interacciones entre los residuos de este
segmento de la a-hélice y algunos residuos en el domino extracelular, incluyendo al
Cys-loop, y que es sustentando con evidencia experimental, no solo en los receptores
GABAp, sino en varios miembros de esta familia (Lee et al, 1994; Lasalde et al., 1996;
Ortiz Miranda et al., 1997; Tamamizu et al, 1999; Jenkins et al., 2002; Miller et al.,
2004; Mitra et al., 2004; Adamian et al., 2005; Lobo et al., 2006; Roccamo y Barrantes,
2007; Bouzat et al., 2008; Butler et al., 2009; Villmann et al., 2009), mostrando que este
segmento contribuye directamente a la cinética de apertura del canal, y que éste se
pliega durante dicha apertura. Recientemente se publico un trabajo en el que se pone de
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manifiesto el valor que tiene el dominio C-terminal de TM4 en el receptor GABAp1 al
realizar una serie de deleciones sistematicas en este ultimo, y expresandolas a su vez en
ovocitos. Las corrientes generadas evidenciaron cambios interesantes tanto en la
cinética de apertura y cierre, asi como en su magnitud. Los resultados mostraron que el
receptor permite la remocion de varios residuos en el dominio TM4 hasta llegar a un
punto critico, Trp 475 a partir del cual el dominio pierde por completo sus propiedades
funcionales (Fig. 10) (Reyes-Ruiz et al., 2010). Otro de los estudios mas significativos
que ha resaltado la importancia de este dominio comprende la creacion de una quimera
que contiene el extremo N-terminal del receptor nicotinico a7, y el C-terminal del
receptor SHT3,a, de tal manera que ante la generacidon sucesiva de mutantes puntuales
que eliminan uno a uno los residuos del extremo carboxilo disminuye también
progresivamente la afinidad por la a-bungarotoxina, un antagonista especifico del
receptor nicotinico a.7.

Al eliminar el sitio correspondiente a un residuo aromético hidrofobico (Tyr 448) se
eliminé también por completo la interaccion con esta molécula, que a su vez fue
restituido al sustituir esta posicion por los residuos triptofano o fenilalanina, mostrando
que el caracter aromatico e hidrofobico del residuo era un elemento clave en la
interaccion, y ademas que esta seccion del dominio C-terminal se localiza en la interfase
del gran dominio N-terminal extracelular y el limite extracelular de la membrana
sugiriendo asi que éste interactia con un dominio hidrofébico conservado en el “Cys-
loop” (FPF), mostrando que la interaccion entre Tyr 448 y el “Cys-loop” sujetaria a los
dominios N-terminal y C-terminal estabilizando a la molécula en una conformacion que
es la adecuada para la union del ligando, actuando a manera de sujetador
conformacional (Fig. 11A) (von Heijne y Gavel, 1988; Ippolito et al., 1990; Fonseca et
al.,1992; De Planque et al., 2002; Pons et al., 2004; Draheimet al., 2005).

A +Deletions a
WT Phe-Leu-Tyr-lle-Trp-Ser-lle-Phe-Ser S479X Phe-Leu-Tyr-lle-Trp-Ser-lle-Phe  F478X Phe-Leu-Tyr-lle-Trp-Ser-lle-
Tau
Tau ‘mn—’
=
1pA 10A

QeBs 50s 50s
D s E
1477X Phe-Leu-Tyr-lle-Trp-Ser S476X Phe-Leu-Tyr-lle-Trp-

Fig 10. Expresion funcional de mutantes de delecion en el C-terminal de TM4. A,
respuesta caracteristica de la cinética del receptor silvestre (WT). B, Ser 479A, aumento
en la magnitud de la corriente y en la t de inactivacion. C, Ser 479-Phe
478A, disminucion en la magnitud de la corriente y en la T de inactivacion. D, Ser 479-
Phe 478-Ile 477A, disminucion en la magnitud de la corriente y en la t de activacion asi
como la t de inactivacion. E, Ser 479-Phe 478-lle 477-Ser 476A, disminucion
importante en la magnitud de la corriente y en la t de activacion y aumento draméatico de
la t de inactivacion. A partir de la delecion Ser 479-Phe 478-Ile 477-Ser 476-Trp 475A,
los receptores no fueron funcionales. Reyes-Ruiz et al., 2010.



Asa intracelular TM3-TM4 (dominio accesorio MA)

El dominio TM3-TM4 continuado por el dominio accesorio MA constituye un vestibulo
intracelular que contiene residuos cargados -eléctricamente, con una polaridad
mayormente positiva, como ocurre en el dominio de filtro selectivo a nivel del poro.
Esta polaridad electrostatica afecta a los iones en transito en un microambiente que los
estabiliza, y lo cual incrementa su acumulacion con respecto a los cationes cerca del
acceso intracelular del poro, promoviendo asi el transporte eficiente de manera
bidireccional a través de todo el canal i6nico (Fig. 11B) (Unwin, 2005). Es probable
que estos vestibulos contribuyan de manera importante a una preselectividad en la
polaridad de la carga eléctrica, favoreciendo al filtro de selectividad estricto
deslocalizando asi parcialmente su funcion, pero al mismo tiempo incrementando su
eficacia. Los vestibulos estan separados entre si por espacios que asemejan ventanas por
las cuales los iones “preselectivamente” pueden acceder. A través de distintas
evidencias experimentales se ha probado que estos dominios no son precisamente
fundamentales para la funcion de la proteina como un canal i6nico (Jansen et al., 2008),
sin embargo, incrementan la conductancia en algunos casos hasta mas de 40 veces,
potenciando significativamente asi su funcion (Fig. 11B) (Kelley et al., 2003; Kracun et
al., 2008; Carland et al., 2009; Peters et al., 2010). Por otra parte respecto a la conocida
funcion de asociacidon con otras proteinas, se sabe que este receptor se une de manera
especifica con la proteina asociada a microtibulos 1B (MAP-1B), la cual no interactiia
con otras subunidades del receptor GABA 4, esta asociacion (GABAp1-MAP-1B) se ha
identificado en las sinapsis de la capa plexiforme interna de la retina y sugiere que tiene
un papel importante en la localizacion subcelular del receptor incorporandolo
directamente al citoesqueleto (Hanley et al., 1999). Es interesante que la secuencia
consenso que consta de 12 residuos en la tltima seccion del asa intracelular sea aquella
que interactie con MAP-1B y asimismo coincida con la del dominio accesorio MA, lo
cual sugiere una compleja asociacion proteica que ademas de conferirle una localizacion
particular al receptor en la célula, también podria potenciar su actividad de
permeabilidad i6nica conformando un vestibulo intracelular (Billups et al., 2000). Otras
proteinas que se han asociado directamente con este dominio son por ejemplo ZIP3
(Croci et al., 2003), una variante generada por “splicing” alternativo correspondiente a
una familia de proteinas que interactuan con la isoforma C de la proteina cinasa C
(PKC-{), se sabe que esta cinasa modula la respuesta del receptor a través de
fosforilaciones que lo internalizan (Kusama et al., 1995; 1998; Filippova et al., 1999).
Un caso mas es el de la interaccion intracelular con la proteina de unidon al acido
retindico, lo cual sugiere un papel nuevo participando como mediador en el control de la
expresion de genes neuronales tanto en el cerebro como en la retina (Song et al., 2005).
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Fig. 11. A, Interaccion hidrofobica entre los residuos que forman el C-terminal del
dominio trasmembranal 4 (TM4), y el “Cys-loop”, Se resaltan algunos residuos
hidrofobicos (en color rojo) en TM1 (Pro, Leu, Phe, Tyr) que favorecen la interaccion
entre dominios en a), de tal manera que los residuos Trp 443, Trp 446, y Tyr 448 (en
color azul) del C-terminal de TM4 pueden interactuar con el grupo de residuos
conservados del “Cys-loop” Phe 135, Pro 136, x (Leu, Met, Phe) 137 (en color verde)
en b). B, dominio accesorio a la membrana de los canales i6nicos pentaméricos abiertos
por ligando, con una esfera representando a un 16n estabilizado en el centro. Pons et al.,
2004; Unwin, 2005.

Mecanismo de activacion

Actualmente muchos estudios se han enfocado en determinar a las estructuras que
enlazan al sitio de unién a ligando y al poro i6nico, debido a que la distancia que las
separa es de mas de 40 A. Se ha encontrado ademas que son cuatro asas en el dominio
extracelular los elementos mas importantes que actuan en forma de un acoplamiento
consecutivo que lleva a la apertura y estabilizacion del canal en ese estado. Estas son, el
asa B1-B2, el “Cys-loop”, la regiéon inmediata anterior a la hélice o transmembranal
TM1 (pre-TM1), y el asa que conecta las hélices oo TM2 y TM3. Su importancia dentro
del mecanismo general ha sido también validada a través de distintas técnicas
experimentales. La hipotesis mas aceptada actualmente propone que la unidén del
ligando inicia la rotacion de una ldmina B interna alrededor de un eje que pasa a través
del “Cys-loop”. A nivel de la interfase el “Cys-loop” y el asa B1-f2 son desplazados
debido a la rotacion de las ldminas $9-B10; el asa 2 y la region pre-M1 se conectan a
través de un puente salino formado por Glu 113 en el asa 31-f2 y Arg 279 en la region
pre-M1 (Price et al., 2007). El “Cys-loop” interactua directamente con el asa que separa
a las hélices transmembranales TM2 y TM3, desplazando en este proceso a la hélice
TM2, llevando asi a la separacion de las hélices y distendiendo el cinturén hidrofobico.
Respecto al fendomeno de distorsion en la hélice TM2, los detalles precisos en el
reacomodo de todo el dominio son aun poco entendidos. Distintos estudios realizados
tanto en los receptores nicotinicos asi como a partir de simulaciones dindmicas de las
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estructuras homologas de bacterias (ELIC y GLIC) han sugerido mecanismos que
involucran por una parte un giro de toda la hélice (Miyazawa et al., 2003; Unwin,
2005); o bien una inclinacién angular como todo un cuerpo rigido (Hilf y Dutzler;
2009); se ha sugerido por ultimo un replegamiento que involucra a las dos propuestas
anteriores sin distorsionar dramaticamente la estructura como ocurriria en cualquiera de
ellas de manera independiente (Cheng et al., 2009), esto significaria en cambio un
movimiento menor y energéticamente mas viable. De una u otra manera, una vez esto
ocurrido el canal se encuentra abierto y permite el paso de los iones de un lado al otro
de la membrana. Es oportuno, sin embargo enfatizar que todo este fenomeno sélo puede
explicarse mediante un mecanismo alostérico que involucra una serie de pasos
secuenciales intermediarios, propagados en forma de una “fluctuacion conformacional”
que son representados en funcion de un cambio en la relacion de energia libre lineal,
derivada de las constantes de apertura y cierre del canal, y representadas como un factor
cuya pendiente es igual a @ (Cymes et al., 2008; Chang et al., 2009). Se ha probado que
los cambios alostéricos ocurren en forma de una red discontinua conformada como una
serie de conglomerados cuyas pendientes @ son similares, de tal manera que los
residuos encontrados en cada conglomerado influencian de manera similar la apertura
del canal. Dicho en otras palabras cada conglomerado se mueve de manera
independiente, pero a través de un movimiento comun y en el cual todos los residuos se
encuentran sincronizados como un bloque. Esto también significa que todos los residuos
en un mismo conglomerado estan estrechamente acoplados entre si, y que los cambios
conformacionales entre distintos conglomerados estan menos estrechamente acoplados
entre ellos, de tal manera que el cambio conformacional inducido por la unioén del
agonista debe propagarse secuencialmente hacia el poro a través de mddulos discretos
(Lape et al., 2008). Se encontrdé que al principio de este proceso un par de residuos
tienen un papel fundamental Arg 179 y Asp 225, los cuales forman un puente salino
interdependiente el cual es estabilizado en ausencia del ligando. Debido a la union del
ligando el puente se rompe dada la extraordinaria movilidad del asa C y esto
desencadena mecanismos secuenciales energéticamente acoplados. La region pre-TM1
conecta a la ldmina -10 del asa C con el dominio TM1, la incorporacion de esta region
acoplando la unién del ligando a la apertura del canal ha sido estudiada utilizando
mutagénesis sitio dirigida. Esta region es rica en residuos catidnicos incluyendo a una
arginina que esta altamente conservada a lo largo de todos los miembros de esta familia
proteica, al eliminar la carga de esta arginina se elimina también la funcion del canal,
sin afectar no obstante la unidn del ligando, mostrando que este residuo juega un papel
critico acoplando la union de GABA a la activacion del canal. En la interfase
extracelular y transmembranal tanto el asa 2 como el “Cys-loop” se encuentran por
encima del canal i6nico y el asa que conecta a las hélices o TM2 y TM3; de esta manera
el asa 2 puede introducirse en este complejo que forma una bolsa hidrofébica
constituida por los residuos mas extracelulares de TM2 de una forma parecida a como
se conecta un dispositivo conector a su contacto “pin-into-socket” (Kash et al., 2004).
Por otra parte, el asa que conecta a las hélices a TM2 y TM3 es fundamental para
realizar este acoplamiento, y su importancia es respaldada por una gran cantidad de
estudios realizados durante la ultima década que se han enfocado en este dominio
(Grosman et al., 2000; Hales et al., 2006; Law et al., 2009; O'Shea et al., 2009). Los
residuos cargados son criticos para una correcta interaccion entre asas que permiten la
apertura del canal, de tal manera que se requiere un microambiente electrostatico
particular para lograr dicha apertura coordinada. Previamente se menciond una
interaccion especifica que ocurre con el Cys-loop debido a la unién con el ligando y que
se genera entre Asp 208 y Lys 342 formando un puente salino que se mantiene estable
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mientras la molécula (GABA) se encuentra unida (Xiu et al., 2005), este evento
fortalece ain mas la teoria de interaccion electrostatica.

HIPOTESIS

Es posible predecir importantes dominios de neurorreceptores basados en estudios
experimentales efectuados recientemente, como los que se han realizado en el C-
terminal del dominio TM4 del neurorreceptor humano GABApI, asi como de otros
dominios en el mismo, y éstos pueden ser utilizados para la validacion de un modelo
estructural de este receptor, que expone las interacciones que alli ocurren para asi
comprender mejor el impacto que tienen sobre su funcion, y pronosticando también
algunos de los eventos que ocurren durante su activacion.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la integridad estructural de un modelo del receptor GABAp1, el cual se genero
utilizando estructuras de proteinas homologas a alta resolucion y que fueron empleadas
como moldes para su elaboracion, para posteriormente contrastarlo con los resultados
experimentales realizados mediante distintas aproximaciones metodologicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Generacion de un modelo estructural del receptor GABApl que pueda ser
contrastado con los datos funcionales a la fecha reportados de manera consistente.

2.- Identificar los cambios conformacionales necesarios para la activacion del receptor
ante la union del ligando usando el modelo anteriormente descrito.

3.- Predecir los elementos estructurales que sugieren la participacion de componentes no
descritos en el dominio TM4, como un nuevo modulo en la activacion del receptor.

4.- Probar la integridad de este modulo.

METODOLOGIA

Generacion de la estructura secundaria

Para la generacion del modelo se realizaron una serie de alineamientos sistematicos
utilizando la secuencia aminoacidica de GABA p1 y otros miembros representativos de
la familia de receptores “Cys-loop” usando el programa ClustalW (Fig. 12) (Larkin et
al., 2007), y posteriormente generando un consenso de estructuras similares usando las
secuencias reportadas en distintas bases de datos, y que corresponden a subunidades
distintivas de la misma familia de proteinas. Este consenso origina un patron
conservado que sirve como base para la prediccion de una estructura secundaria comun,
y que es comparado a su vez con las diferentes estructuras conocidas y reportadas en el
Protein Data Bank a través de distintos métodos de resolucion ultraestructural, y
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asignando un valor arbitrario que indica el grado de conservacion del consenso con el
programa Jpred (Fig. 13) (Cole et al., 2008).

Generacion de un archivo PDB

Se utilizaron tanto la secuencia polipeptidica del receptor silvestre, o bien algunas
mutaciones puntuales derivadas de éste, asi como los consensos generados a través de
los alineamientos expresados en formato FASTA para la realizacion de modelos por
homologia a través de una serie de sistemas de ajuste de los esqueletos polipeptidicos
respetando parametros fisicoquimicos de estabilidad, respecto a estructuras conocidas y
previamente reportadas en el Protein Data Bank. Estos sistemas utilizan entre otras
herramientas una serie de algoritmos conocidos como “Threading”, los cuales
reconocen la orientacion tridimensional de una estructura secundaria ajustdndose a un
patrén conocido de plegamiento (Levitt, 1983). Los programas y bases de datos
utilizadas fueron, 3Djigsaw, CPHmodels, SWISS-MODEL, ESyPred3D, y Geno3D
(Bates et al., 2001; Combet et al., 2002; Lambert et al., 2002; Lund et al., 2002; Kiefer
et al., 2009). Cada uno de estos programas genera un archivo con extension .PDB y
puede ser representado en programas de visualizacién molecular, el archivo contiene las
coordenadas tridimensionales de la nueva proteina expresada como un mondémero, en
funcién de las coordenadas requeridas por la o las proteinas utilizadas como molde.
Entonces cada archivo PDB generado corresponde al modelo de s6lo una subunidad.

Generacion del pentamero

1.- Se selecciond uno de los modelos generados por SWISS-MODEL (Swiss Institute of
Bioinformatics, University of Basel) que se ajustd mejor a la mayoria de estudios
experimetales criticos que han resultado determinantes para la validacion funcional del
receptor GABApI. 2.- A partir de esta subunidad, se generaron cinco copias, las cuales
fueron montadas considerando una simetria axial que se aplico en funcion de las
coordenadas tridimensionales del receptor nicotinico de (2BG9) (Unwin, 2005),
utilizando el programa UCSF-Chimera (Pettersen et al., 2004), y posteriormente, 3.-
armonizadas respecto a la simetria homopentamérica del receptor homoélogo de
Gleobacter violaceus (3EAM) (Bocquet et al., 2009), utilizando el programa ICM-Pro
(ICM v3.5 ©, MolSoft L.L.C).

Refinamiento, validacion, y representacion tridimensional del modelo

1.- Se realizaron pruebas de minimizacion energética utilizando el sistema GROMOS96
(parte del software DeepView/Swiss-Pdb Viewer v4.0.1) (Guex y Peitsch, 1997),
redefiniendo algunos puntos distorsionados geométricamente en la estructura
cuaternaria considerando la estabilidad termodindmica dada por la interaccion entre las
cadenas laterales vecinas durante el plegamiento. 2.- Para corregir la orientacion y/o
distorsion de residuos se utilizaron las herramientas de correccion del programa Swiss-
PDBViewer. 3.- El modelo fue posteriormente validado mediante el sistema ProSA-web
(Wiederstein y Sippl, 2007). 4.- Para la generacion de figuras se utilizé la herramienta
de “rasterizacion” de imagenes del programa PyMOL (PyMOL v0.99 DeLano Scientific
LLC software), asi como Yasara ® (Krieger et al., 2002).
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Fig 12. Alineamiento general de secuencias originado en ClustalW
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Fig 13. Consenso de dominios generado por Jpred
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RESULTADOS

La longitud del modelo generado en este trabajo fue de 155 A, correspondiendo a ~80 A
del dominio extracelular, ~40 A en los dominios transmembranales y ~35 A del
dominio de la hélice asociada a la membrana. La estructura presentd una disposicion
pseudosimétrica debido a una repeticiéon pentamérica de subunidades pl. La mayor
resolucion de la estructura completa es estimada a partir del molde del receptor
nicotinico consistente en 4 A, sin embargo para algunos dominios la resolucién puede
ser mas precisa debido al uso de moldes mas refinados. Debido a que el receptor
nicotinico fue resuelto en un estado inactivo, el modelo GABA p1 por consiguiente se
asocia mas a un estado no conductor (cerrado).

Una caracteristica a destacar es que en los alineamientos previos entre subunidades se
identific6 una diferencia importante en relacion a residuos cargados, y cuya polaridad
eléctrica es contraria a la existente en el receptor nicotinico, tal es el caso de Arg 313
cuyo papel asociado a la selectividad anidnica sera analizado a detalle.

El modelo computacional del receptor GABAp1 generado en este estudio proporciona
un prototipo compatible con los diferentes datos experimentales que corresponden a
distintos dominios del receptor, e incluso con residuos puntuales que por su importancia
funcional seran analizados mas delante de manera minuciosa.

Alineamientos.

Los resultados entre alineamientos de las diferentes secuencias que componen esta
familia de proteinas muestran una enorme similitud en el patron basico estructural.
Existe una tendencia en ciertos residuos individuales (criticos) a formar patrones
comunes correspondientes a dominios conservados (Fig. 12). Algunos de estos residuos
resultan de gran interés, pues su naturaleza quimica sugiere una preservacion funcional
asociada. Las reglas de energia libre que predicen la formacion de estructuras
secundarias sugieren también que por el alineamiento multiple los patrones basicos se
encuentran homogéneamente distribuidos y altamente conservados (Fig. 13). Es
necesario destacar sin embargo que existen dominios cuyo indice de conservacion
disminuye significativamente; un ejemplo es el asa que conecta las a-hélices
transmembranales 3 y 4 (TM3-TM4), cuya longitud es variable y la preservacion de la
similitud es muy pequefia en las distintas secuencias; asociado a esto la longitud precisa
y mayormente el grado de hidrofobicidad de la cuarta a-hélice transmembranal (TM4)
se vuelve también moderadamente variable (Fig. 13). El mapa generado por ClustalW
muestra algunos de los residuos criticos mas importantes conservados en las secuencias
representativas de cinco receptores, el receptor GABApI, el receptor de Glicina, El
receptor GABAal, el receptor de Serotonina (5HT;a) y el receptor de Acetilcolina
nicotinico (nAChR) (Fig. 13); por otra parte el mapa de Jpred incorpora la prediccion
asociada de estructuras secundarias a la secuencia (Fig. 12). En relacion a la polaridad
de la carga eléctrica podemos identificar diferencias importantes en los residuos
asociados tanto al filtro de selectividad estricto en el poro como al patrén de dispersion
de cargas en el vestibulo, y que contrastan entre si los receptores de selectividad
anionica con respecto a los de selectividad catidénica. Debido a su importancia en las
propiedades funcionales del poro cada uno de los elementos anteriormente descritos
sera retomado posteriormente realizando un andlisis mas profundo.
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Generalidades de la estructura cuaternaria.

A nivel general el receptor nACh resultd ser un molde apropiado para depositar las
coordenadas tridimensionales del receptor GABApl, existen sin embargo
particularidades que fue necesario retomar para modelar algunos dominios especificos.
Algunas de las mas importantes discrepancias entre el modelo GABApI y la estructura
del receptor nACh consistieron en la longitud y orientacion especifica en las laminas 3
que componen el gran dominio N-terminal en el que se encuentra el sitio de unién al
ligando. Las ldminas 37, B9 y B10 que son fundamentales en la activacion del poro y se
encuentran limitando tangencialmente al asa C son mas pequeias respecto a las mismas
estructuras encontradas en el receptor nicotinico, lo que sugiere que el asa C puede
adoptar potencialmente una mayor flexibilidad durante la unién al ligando o a otras
moléculas moduladoras (Fig. 14). Es notable también que muchas de las asas que
conectan las laminas [ en el mismo dominio parezcan encontrarse en una disposicion un
poco menos laxa respecto a sus contrapartes del receptor nicotinico y puede deberse
bien a pequefias divergencias conformacionales del modelo o bien a interacciones
especificas guardadas entre el esqueleto polipeptidico o las cadenas laterales de los
residuos que las integran con otros residuos en dominios distantes en el pentamero. En
el caso de las a-hélices que conforman los dominios transmembranales la similitud con
el receptor nicotinico incrementa significativamente, con excepcion del pequefio
segmento que conecta a las a-hélices 2 y 3 (TM2-TM3) justo en el dominio relacionado
al filtro de selectividad en que debido a la inclusion de una Prolina (Pro311) en el limite
inferior de la hélice, ésta parece extenderse un poco formando un pliegue mas rigido
que puede asociarse a la orientacion que debe tener el residuo cargado con polaridad
positiva, en este caso una Arginina (Arg 313) para asegurar su funcion (Fig. 14). Por
ultimo, a pesar de ser un poco mas especulativa la a-hélice asociada a la membrana en
la region intracelular seguida por la a-hélice transmembranal 4 (TM4) han mostrado ser
consistentes en el impacto que tienen a nivel funcional varios de los residuos
pertenecientes a estos dominios, ya que estos ultimos son elementos comunes respecto a
las estructuras homologas del receptor nicotinico.

Fig 14. Comparacion de la estructura del receptor nicotinico, A. (Unwin, 2005.,) en
contraste con el modelo de GABAp1, B.



Dominio de union a ligando.

La conformacion de una “caja aromatica” (Osolodkin et al., 2009) integrada por
tirosinas (Tyr 219 y Tyr 221 en el asa B; y Tyr 262 y Tyr 268 en el asa C) en la
subunidad principal (+), y residuos polares (Arg 125 en B-2, y Ser 189 en B-6) que
promueven la formacion de enlaces transitorios en la intefase en la subunidad accesoria
(-) resulta ser muy consistente en el presente modelo (Fig. 15C, D). Se ha propuesto
también que existe cierta elasticidad en este dominio dada la interaccion con el ligando
para llegar a una conformacion mas estable; dicha propuesta es también congruente con
el modelo pues varias de las laminas B (-2, B-6, B-9, B-10) que contienen distintos
residuos criticos capaces de interactuar con el ligando son conectadas por asas mas
grandes y flexibles respecto a las encontradas en el receptor nACh (Fig. 15B, E).
Ademas, se ha probado que otros residuos son criticos pues favorecen de manera
alostérica la entrada del ligando hasta el sitio de unién, y a su vez tienen un fuerte
impacto al resaltarlos en el modelo. Algunos residuos (Trp 154, Pro 156, Asp 157, en el
asa A; Phe 159, Val 161 en B-4) en la subunidad primaria (+); y otros (Arg 179, Gly
184 en el asa E; y Leu 187, Ser 189 en [-6) en la subunidad secundaria (-) pueden
formar puentes salinos entre ellos y mediante enlaces de Van der Waals y puentes de
hidrégeno pueden formar enlaces transitorios con la molécula del ligando, orientandola
hasta adquirir su conformacion mas estable en el sitio de union (Fig. 15A).

__________

__________

__________

__________

Fig 15. Esquema del sitio de uniéon a GABA en el modelo de GABApI. A, se resaltan
las interfases en una representacion pentamérica dextrohelicoidal paralela al plano de la
membrana. B, representacion de una interfase perpendicular al plano de la membrana en
la que se identifica el sitio de unién y algunos de los residuos mas importantes que
participan en el reconocimiento de GABA. C, ampliacion de la interfase y la
representacion de los residuos en una configuracion de espacio ocupado a manera de
esferas. D, esquema de los residuos identificados en el sitio de union interactuando en la
interfase con una molécula de GABA. E, representacion del dominio extracelular del
modelo de GABArhol de manera perpendicular al plano de la membrana en la que se
identifican las asas mas importantes que participan en su funcion, asi como las a-hélices
y laminas 3 que lo componen.



Asa C

El asa C en el modelo de GABA pl presenta una discrepancia interesante respecto a la
estructura homologa del receptor nACh (Unwin, 2005). En este ultimo su longitud es
35% menor respecto al modelo. En ambos casos dicha asa se encuentra flanqueada por
las laminas B-9 y B-10 que conforman estructuras moderadamente rigidas; ambas
laminas son por consiguiente menores en el modelo y de esta manera la estructura
adoptada se adiciona como parte del asa sugiriendo asi que adquiere una conformacion
mas flexible (Fig. 16B). Se puede identificar también un puente de hidrégeno formado
por dos residuos entre las ldminas B-7 y B-10 (Ser 213 B-7, Asn 274 -10), mismo que
se rompe como parte del desplazamiento del asa C debido a la union del ligando (Fig.
16B). En el asa C se encuentran también los residuos Tyr 262 y Tyr 268, que estabilizan
el extremo amino de GABA como parte del sitio de unién al ligando; respecto a lo
anterior se piensa que este dominio debe tener cierto movimiento significativamente
mayor respecto a otros dominios de la proteina; este movimiento es el inicio de distintos
plegamientos internos que desencadenan los cambios conformacionales en la proteina
que llevan a la distorsion estructural del poro y al paso de los iones a través de la
membrana (Fig. 16B).

A B

Fig 16. Representacion de los residuos criticos que participan en el reconocimiento del
ligando en el asa C y algunos dominios asociados. A, residuos que participan en el
reconocimiento de GABA para estabilizar la molécula en el sitio de unioén al ligando.
B, identificacion de los residuos criticos que act@ian en sincronia durante los primeros
eventos durante la unidon del ligando, a nivel del asa C y las ldminas beta 7 y 10
asociadas a ésta.
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“Cys-loop”

A diferencia del asa C, la posicion y distribucion del “Cys-loop” es bastante similar
entre el modelo y la estructura reportada del receptor nACh. En los alineamientos es
también uno de los segmentos con mayor similitud en toda la familia de receptores
(excepto en las estructuras homologas de bacterias), lo cual alude a una importante
funcién asociada. Cerca del punto intermedio del asa se encuentran tres residuos
criticos, Pro 206, Leu 207, y Asp 208 que conforman un consenso altamente conservado
(PxD, donde x representa a un residuo hidrofébico, tipicamente Leu, Met o Phe). La
correlacion de estructuras en otros modelos es también uno de los puntos que vale la
pena destacar, debido al angulo diédrico de la prolina y a que ésta esta asociada a otro
residuo hidrofobico que parece conformar un “repliegue hidrofébico” cerca de la mitad
del asa (Fig. 17A), lo cual ocurre en todos los miembros de la familia; los residuos
involucrados con este repliegue en la interfase extracelular-transmembranal del receptor
seran retomados posteriormente como elementos de discusion.

Asa [8-p9

Poco se puede elucidar aun acerca de este dominio, excepto que guarda también
similitud significativa con el receptor nACh, y que el glutamato conservado (en este
caso Glu 241) se puede identificar con gran detalle (Fig. 17B).

A B

Fig 17. Representacion de los dominios “Cys-loop” y el asa B7-8. A, dominios de
interaccion en la interfase (“Cys-loop”) y asa TM2-TM3, asi como los residuos mas
importantes que participan en la constitucion de puentes salinos transitorios durante
la activacion del receptor. B, identificacion del asa B7-8, cuya participacion ha sido
discutida en la activacion del receptor, aunque su funcion exacta ain sigue siendo
poco entendida.
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Dominio transmembranal TM?2 (region del poro)

A pesar de que en todos los receptores de esta familia el dominio de poro se genera por
el ajuste de los TM2 en la parte central de la proteina, al comparar los poros mismos
resultan bastante distintos. El elemento mas evidente es la distribucidon de las cargas,
mientras que en el receptor nACh las cargas negativas se distribuyen en ambos
extremos del poro, la distribucién cambia en el modelo del receptor GABA pl; parece
existir una dispersion de cargas positivas en la parte superior del mismo conformando
un primer vestibulo, mientras que en la region mas interna hay una Arginina (Arg 313)
cuya orientacion se ha mostrado que puede cambiar dada la activacion del receptor y a
la reestructuracion del poro (Fig. 18). En este caso la carga importante del residuo
aunada a la restriccion estérica en el estado activo promueve una fuerte selectividad
anidnica. Se forman pues dos vestibulos que deben estar hidratados la mayor parte del
tiempo; éstos son un poco mayores en el receptor nicotinico respecto al de GABA pl
(Fig. 18). En ambos casos los vestibulos son potenciales depdsitos de iones y se pueden
asociar a las diferencias particulares que ocurren entre las cinéticas de respuesta para los
distintos canales i6nicos (Fig. 19).

Fig 18. Esquema de comparacion de los dominios de poro del receptor nicotinico y el
correspondiente del modelo de GABApl. Las figuras representan un mapa
electrostatico de los poros respectivos, los grupos carboxilo (en color rojo) contrastan
con los grupos amino (en color azul). Las geometrias sugieren una mayor constriccion
en el poro del receptor GABAp1.



Fig 19. Esquema del dominio de poro resaltado (en color rojo) en diferentes
configuraciones en el canal pentamérico abierto por ligando. A, en una conformacion
dextrahelicoidal paralela al plano de la membrana, separando a una de las subunidades
del conglomerado. B, en una conformacion perpendicular al plano de la membrana. C, y
D, pentameros completos.
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Compuerta

En el dominio de compuerta, o la barrera energética conferida por residuos hidrofébicos
a la mitad del poro, se identifico una leucina (Leu 322) como el residuo mas importante
que coincide con la posicion equivalente en el nACh (Fig. 20A, B); sin embargo cuando
en este ultimo es el principal y Unico residuo asociado a la compuerta, en el receptor
GABA pl parecen estar asociados algunos otros residuos, como Val 321 y Met 324, que
pueden en pequefia magnitud aumentar la barrera energética y asi también extender la
compuerta en direccion al interior de la membrana (Fig. 20C). El radio de hidratacion
también disminuye lo cual coincide con los estudios realizados con el tamafio de
moléculas que pueden permear a través de los poros anionicos (Haddadian et al., 2008).

Fig 20. Dominio de compuerta. A, esquema del efecto de los residuos hidrofobicos
que juegan el papel de barrera energética o compuerta que impide el paso de los iones
en el estado no conductor del canal, en una representacion del poro en un plano
paralelo a la membrana plasmatica. B, esquema de dos subunidades en un plano
perpendicular a la membrana identificando el dominio de poro (en color rojo)
embebido en los dominios transmembranales (color amarillo), respecto a los dominios
intra y extracelulares (color azul). El residuo hidrofobico mas importante relacionado
con la compuerta (Leu 322) se resalta también en la parte central del dominio de poro.
C, esquema de la densidad electronica y el efecto de barrera estérica que juegan los
residuos hidrofobicos a la mitad del dominio de poro. Se pueden generar dos
vestibulos llenos de agua en ambos extremos del poro y separados entre si por la
compuerta hidrofobica.



Filtro de selectividad

El filtro de selectividad en los canales anidnicos de la familia de receptores
pentaméricos activados por ligando parece ser una marca distintiva que los pone en
contraste respecto a los canales cationicos (Fig. 21A). Mientras que en estos ultimos
existe un consenso que incluye a los residuos Gly-Glu-x (siendo x un residuo con
polaridad positiva, Arginina o Lisina), en las posiciones -3,-2,-1 de acuerdo a la
nomenclatura Universal del poro, en los canales anidnicos tanto en otras subunidades
del receptor GABA A, como en el receptor de Glicina el consenso es Pro-Ala-Arg. El
residuo glutdmico tendria el papel del filtro en los canales catiénicos, mientras que la
arginina por su parte lo haria con los anidnicos. Debido a que el receptor nicotinico fue
resuelto en un estado no conductor y éste se utiliz6 como molde, la orientacion del
residuo glutdmico ligeramente distante y orientado ~15° de manera dextrohelicoidal
sugiere una posicion similar para su contraparte (Arg 313) (Fig. 21B, C). Sin embargo,
como se destacd previamente, es evidente en este punto la diferencia pues la posicion de
la prolina (Pro 311) y la flexibilidad de la alanina (Ala 312) modifican la hélice en su
inclinacion hacia el extremo intracelular. La posicion adquirida al momento de la
activacion debe orientar a Arg 313 al interior del poro; esa posicion puede mantenerse
precisamente por la rigidez de la prolina que actiia como un sujetador, y la flexibilidad
de la alanina, que actia como bisagra. Un caso similar ocurre en el dominio TM4 el cual
se mencionara a continuacion.

A

Fig. 21. Filtro de selectividad. A, residuos en el modelo de GABApI cuya disposicion
accesible al solvente y polaridad eléctrica los convierte en elementos importantes para
la selectividad anionica. La flecha representa el filtro de selectividad estricto en el
dominio de poro. B y C, diferentes disposiciones representando al filtro de
selectividad en el poro, la orientacion se modifica ante la distorsion estructural que
¢éste experimenta debido a los cambios conformacionales inducidos por la union del
ligando.



Dominio transmembranal TM4

La a-hélice transmembranal 4 (TM4) es el dominio més hidrofébico de toda la proteina;
una de sus caracteristicas principales es que hacia el extremo C-terminal, casi en el
limite extracelular de la membrana, se encuentran altamente conservados un residuo
aromatico (tirosina o fenilalanina) seguido por un residuo altamente hidrofobico
(triptofano, leucina o metionina); la disposicion tridimensional de este segmento lo sitia
justamente en la interfase que comunica con el dominio amino terminal, muy cerca del
“Cys-loop” (Fig. 22B) que también contiene un residuo hidrofébico y que lleva a este
ultimo a formar un “repliegue” a la mitad del asa. Se ha probado que el residuo Tyr 474
asi como Ile 477 interactian de tal manera que crean una especie de sujetador
conformacional (Fig. 22A, D). La orientacion de los residuos en la hélice del modelo
del receptor GABAp1 tiene una disposicion tal que Tyr 474 e Ile 477 siendo
hidrofobicos se orientan en el plano de la membrana, y Ser 476 polar, reactivo, y con
bajo indice estérico acta como una bisagra que deja expuesto a Trp 475 para
interactuar de manera hidrofobica con Leu 207 (Fig. 22C, D) en el “Cys-loop”, que a su
vez se orienta por la rigida posicion que ocupa en el asa debido al dngulo diédrico
conferido por Pro 206, ambos como parte del consenso extraordinariamente conservado
(PxD) mencionado previamente.

GABAp1
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Fig 22. A, detalle de las interacciones hidrofobicas que ocurren en el dominio TM4 y el
“Cys-loop”, que por su orientacion y su geometria juegan un papel importante durante el
mecanismo de activacion; aparecen representados los residuos especificos de TM4 (en
color azul); que interactian con una leucina (en color amarillo) en el Cys-loop. B,
esquema de la interfase entre la membrana y el residuo extracelular respecto al receptor
completo. C, detalle de la interaccion hidrofobica planar entre Trp 475 y Leu 207. D, Las
argollas representan un mecanismo de contencion conformacional entre el C-terminal de
TM4 como sujetador y el Cys-loop siendo restringido. Cada residuo critico es
identificado, los soportes del sujetador (en color azul palido), la bisagra (en color
amarillo), y los puntos de interaccion entre sujetador y asa (en color rojo).



Para entender mejor esta interaccion nosotros realizamos una serie de modelos basados
en un estudio que elimina consecutivamente los ultimos cinco residuos del dominio
TM4 (Reyes-Ruiz et al., 2010) y encontramos una distorsion dramatica en la delecion
de Ser 479-Phe 478-1le 477-Ser 476-Trp 475A no sdlo para este dominio, sino en toda la
subunidad embebida en la membrana, lo cual sugiere que esta delecion impacta
seriamente en su arquitectura y como consecuencia en la estabilidad de toda la proteina
asi como en su funcion asociada (Fig. 23). Con base en lo anterior, y debido a la
importancia de dicha posicion en la arquitectura de la proteina, realizamos para este
trabajo varias mutaciones puntuales in silico (Trp 475Ala, Trp 475Asp, Trp 475Phe, Trp
475Gly, Trp 475Leu, Trp 475Arg, Trp 475A), asi como la eliminacion de los residuos
inmediatos anterior y posterior en la secuencia polipeptidica (Tyr 474A, Ser 476A) en el
modelo del receptor GABAp]1 (Fig. 24). En el analisis de estas estructuras encontramos
que el segmento comprendido entre los residuos Tyr 474, Trp 475, Ser 476, lle 477 que
preservan la arquitectura estable de la hélice se disponen conformando una estructura
triangular elastica, parecida a un gancho en la interfase extracelular, de manera que las
cadenas laterales de Tyr 474 e lle 477 se orientan hacia la region hidrofobica en la
membrana, mientras que Trp 475 parece orientarse hacia el gran dominio N-terminal, de
tal manera que por su cercania a Leu 207, localizado en la parte media del Cys-loop
(Fig. 24), originan una interaccion por fuerzas hidrofobicas; esta interaccion justificaria
en gran medida tanto los experimentos realizados hasta la fecha en este dominio
estructuralmente conservado en la familia de receptores, asi como su importante papel
en la secuencia conformacional que lleva a la distorsion del poro y a la permeabilidad
i6nica debido a que mantiene estable la disposicion accesible al ligando del receptor al
mantener sujetos a los dominios Cys-loop en el estado no conductor mediante
interacciones hidrofobicas (Fig. 24).

LBD LBD LBD LBD
T™3 T™M3 T™3 T™M3
= - = - = = = =
z S g S g g £ g
™A1 ™1 ™1 ™1
MA MA MA
GABA p1

Ser 479-Phe 478-lle 477-Ser 476-Trp 475A

GABA p1 GABA p1
GABA p1 WT Ser 479-Phe 478-lle 477A Ser 479-Phe 478-lle 477-Ser 476A

Fig. 23. Comparacion de los modelos de las deleciones seriales del C-terminal de una
subunidad GABAp1. A, subunidad silvestre (WT). B, Ser 479-Phe 478-Ile 477A. C, Ser
479-Phe 478-Ile 477-SerA. D, Ser 479-Phe 478-Ile 477-Ser 476-Trp 475A. El recuadro
resalta la interaccion en la interface extracelular-transmembranal.
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Asa intracelular TM3-TM4 (dominio accesorio MA)

En el modelo del receptor GABAp1 se pueden identificar algunos residuos con carga
positiva, tales como argininas y lisinas (Lys 419, Arg 422, Arg 433, Arg 438) cuya
orientacion sugiere que son elementos que promueven una preselectividad ionica (Fig.
25) que puede potenciar los efectos del filtro de selectividad estricto (Fig. 21A). Al
analizar dichas posiciones en los alineamientos no coinciden del todo respecto a las
posiciones de aquellos residuos cuya polaridad de carga pudiese dirigir parcialmente a
un i6n a través del poro de otros canales i6nicos pentaméricos activados por ligando,
tanto canales catidnicos como anionicos, y es debido a que es precisamente el dominio
en donde la conservacion de la similitud es menor. Sin embargo debe aplicarse el
mismo rigor de andlisis en cada uno de estos receptores de manera individual para
valorar la posible orientacion que tienen respectivamente, tanto en las cadenas laterales
de los residuos integrales una vez modelados o incluso resueltos estructuralmente por
alguna metodologia experimental como lo es la cristalografia por rayos X, o la
Resonancia Magnética Nuclear para poder aseverar por completo dicha posibilidad
antes de generalizarla. Otro problema ain por resolver es identificar con toda claridad
las estructuras remanentes que deben ser también importantes para las multiples
funciones que cumple esta proteina en la membrana ademas de la permeabilidad i6nica,
ya sea de manera independiente o bien en complejos con las distintas proteinas con las
que se asocia en la membrana y el citoplasma circundante.

Fig. 25. Representacion de la geometria y de los residuos criticos cuya polaridad
eléctrica puede influir en la preseleccion intracelular de aniones en el dominio accesorio
a la membrana (MA) del receptor GABAp1. La orientacion de los grupos amino (en
color azul) de estos residuos (argininas y lisinas) expuestos al solvente sugiere
fuertemente su participacion funcional.
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DISCUSION

El presente estudio resalta algunos de los elementos funcionales de distintos dominios
del receptor GABAp]1, los cuales fortalecen la validez de un modelo estructural que
pretende representar e integrar muchos de los experimentos electrofisiologicos
realizados a la fecha en este receptor. Otra de las metas fue identificar los elementos
clave involucrados en la activacion del receptor, es decir de los eventos asociados como
parte de una “fluctuacion conformacional global” que lleva a la apertura del poro y al
paso de los iones de un lado a otro de la membrana. Aunque a lo largo de esta discusion
se retomaran muchos de estos eventos para analizarlos detalladamente podemos
enumerarlos secuencialmente como diez sucesos puntuales concatenados temporal y
espacialmente de la siguiente manera.

l.- La unién de ligando. Aunque muchos residuos estdn asociados de manera
inespecifica con el reconocimiento de GABA se han identificado de manera
fundamental a los residuos Tyr 219, Tyr 221, Tyr 262 y Tyr 268, en la subunidad
principal (+); y Arg 125 y Ser 189 en la subunidad accesoria (-).

2.- El desplazamiento asociado inducido por la union al ligando del asa C y el asa B en
direccion al extremo amino de éste, en funcion de la orientacion de GABA como parte
del proceso de interaccion cation—r.

3.- La formacion de un puente salino en el dominio amino de interfase entre dos
subunidades, conformado por los residuos Asp 225 en la subunidad principal (+) y Arg
179 en la subunidad accesoria (-), generada por el desplazamiento de las asas antes
mencionadas.

4.- El acoplamiento y desplazamiento distal antiparalelo de las laminas -7, 3-9, y B-10.
5.- La ruptura de un puente salino formado entre Ser 213 en la ldmina -7 y Asn 274 en
la ldamina -10 ante el desplazamiento de estas Ultimas.

6.- La ruptura de un puente salino formado entre Lys 342 (localizada en el asa TM2-
TM3) y Glu 113 (localizado en el asa B-1-B-2) debido a la interaccién tangencial
asociada a manera de pivote con las laminas B-7, B-9 y B-13, y la interfase con la
membrana.

7.- La formacion de un puente salino transitorio entre Arg 279 en la seccion previa
inmediata a la o-hélice transmembranal 1 (Pre-TM1) y Glu 113 en el asa B-1-p-2,
asociado a la estabilizacion polar de este ultimo residuo por la ruptura del puente salino
mencionado anteriormente.

8.- El desacoplamiento hidrofobico entre los residuos Trp 475 (localizado en la a-hélice
transmembranal 4, TM4) y Leu 207 (localizada en el “Cys-loop”), y el desplazamiento
asociado de “Cys-loop” en la interfase anfifilica de la membrana y la region extracelular
debido a la interaccion dipolo-dipolo entre Asp 208 en el “Cys-loop” y Lys 342 en el
asa TM2-TM3, a su vez para su estabilizacion.

9.- La formacion de un puente salino transitorio entre Lys 342 en el asa TM2-TM3 y
Asp 208 en el “Cys-loop™.

10.- El desplazamiento asociado de la a-hélice transmembranal 2 (TM2), o dominio de
poro, como parte de la interaccion polar anterior y la consecuente modificacion en la
permeabilidad ionica a través de la membrana (Fig. 26).
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Fig. 26 Secuencia de eventos en la activacion del neurorreceptor

Recientemente se ha propuesto que el dominio de poro en lugar de rotar como se habia
planteado previamente (Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005) parece que se inclina de
manera sincronizada ante la secuencia de eventos anteriormente descritos. Dicha
propuesta sugiere que TM2 y TM3 se mueven en conjunto como un cuerpo rigido (Hilf
y Dutzler, 2009) en la transicion de apertura con un movimiento total de 12°
perpendicularmente al plano del poro en la membrana, mientras que entre estas o-
hélices la variacion maxima es menor a 1.7°. En contraste, el angulo formado entre TM1
y TM2, o TM1 y TM3 varia alrededor de 8° durante la transicion (Zhu y Hummer,
2009). La magnitud en la rotacion para cada hélice se ha calculado no mayor a 6°, la
cual es mas bien pequena para justificar el mecanismo de apertura (Cheng et al., 2009).
Aunado a esto se habia propuesto previamente, realizando mutaciones puntuales
sistematicas en el dominio de poro, introduciendo residuos ionizables (Cymes y
Grosman, 2005; 2008), que los cambios conformacionales asociados al mecanismo de
activacion consistian en un reacomodo sutil, un cambio adecuado considerando la
rapida cinética de apertura-cierre del canal inducida por el ligando que presenta esta
familia de receptores (Fig. 27).
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Fig 27. Diferentes propuestas de apertura de un canal i6nico pentamérico abierto por
ligando. A, rotacidn sincronizada de la a-hélice TM2. B, inclinacion perpendicular de 12
grados respecto al plano del poro en la membrana. Miyazawa et al., 2003; Unwin, 2005;
Hilf y Dutzler, 2009.
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Al recapitular en los elementos que son capaces de modular de manera alostérica al
receptor y como podrian impactar éstos elementos en el modelo encontramos que el pH
puede modificar la respuesta significativamente, de tal manera que al llevarlo a niveles
mas alcalinos que el pH fisioldgico (un cambio en el pH de 7.4 a 8.4), la respuesta
incrementa significativamente (hasta un 124 + 4% del valor total); mientras que a
niveles acidos (un cambio en el pH de 7.4 a 6.4) disminuye atin en mayor proporcion
(hasta un 52 + 5% del valor original) (Huang y Dillon, 1999; Rivera et al., 2000). Si
bien es cierto que el pH podria modificar la estructura zwitterionica de GABA hidratado
a distintos conféormeros menos estables pero mas reactivos en el sitio de union al
ligando, el cambio también puede aplicarse al dominio mismo a través de cambios en el
pKa de los residuos criticos, y se puede extender de manera inespecifica a todo el
vestibulo extracelular pues en gran medida éste se encuentra expuesto al solvente
(Carlier et al., 2002). Los cambios inducidos por acidez disminuyen potencialmente la
afinidad de unién de tipo cation—z (Lummis et al., 2005) en los residuos aromaticos
aumentando la estabilidad del estado protonado en el extremo carboxilo de GABA, y el
efecto contrario ocurre en la induccion generada a valores alcalinos. Otra explicacion
sugiere que la modificacion global en el pKa de los residuos cargados con polaridad
positiva en el vestibulo externo (extracelular) promueve una disminucién en su afinidad
por aniones ante valores de pH acido, disminuyendo también la formacion de enlaces
generados por los electrones libres (Nagy et al., 1997; Carlier et al., 2002); el mismo
caso se puede extrapolar a los dominios relacionados con el filtro de selectividad en el
poro modificando las propiedades normales de permeabilidad una vez que el receptor
fue activado (Nonner et al., 1998).

Respecto al bloqueo ejercido por Zn** (Wang et al., 1995; Wang et al., 2001)
encontramos que His 169 asociada a este efecto se localiza puntualmente cerca del asa
E, que conecta a las ldminas 3 5 y 6 y donde se han localizado residuos (Arg 179, Gly
184) que ayudan en la estabilizacion de GABA formando puentes de Hidrégeno y
enlaces de Van der Waals en la interfase en la subunidad secundaria (-) permitiendo asi
su interaccion progresiva posteriormente con el sitio de union. Si el grupo imidazol de
la cadena lateral de His 169 forma un enlace estable con Zn*" debido a su gran
accesibilidad al solvente, la rigidez de éste generaria un efecto estérico impidiendo el
acceso de GABA, aunado al desacoplamiento conformacional que este nuevo enlace
ejerce en los residuos polares vecinos. Por otra parte, el efecto de potenciacion ejercido
por cationes trivalentes como los lantanidos (La’*, Gd*" o Lu®") (Calvo et al., 1994;
Narahashi, 2000) atin no ha sido completamente esclarecido, se infiere que no ocurre a
nivel del poro debido a que éste no es voltaje dependiente, sin embargo los detalles
estructurales relacionados con su interaccion y modulacion requieren atn de estudios
mas precisos.

Haciendo un andlisis puntual de cada uno de los dominios que constituyen al receptor
GABApI, en relacién con los estudios funcionales y ajustando éstos al modelo aqui
generado encontramos algunas caracteristicas interesantes para resaltar. Es necesario
también contrastar estos datos con los datos obtenidos a partir de otros modelos del
receptor por grupos distintos (Sedelnikova et al., 2005; Harrison y Lummis, 2006;
Abdel-Halim et al., 2008; Adamian et al., 2009; Osolodkin et al., 2009). Muchos de
estos modelos son valiosos en relacion a los datos aportados puntualmente por el gran
dominio N-terminal (que incluye el sitio de unidn al ligando, el “Cys-loop”, y varias de
las asas que interactian para desencadenar los cambios conformacionales que llevan a la
apertura del poro), debido a que fueron realizados a partir de las estructuras cristalizadas
de las distintas isoformas homologas de la proteina de union a Acetilcolina, generadas a
muy alta resolucion. No obstante, un panorama mas completo del receptor que pueda
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integrar a su vez muchos de los mecanismos que ocurren en cada uno de sus dominios
es aun motivo de especulacion. Uno de los primeros modelos generados propone que las
asas A y E, pero no F son importantes en la formacioén del sitio de unién al ligando
(Sedelnikova et al., 2005); nuestros resultados sefialan que los residuos Trp 154, Pro
156, Asp 157, Phe 159, y Val 161 en el asa A de la subunidad principal (+), y Arg 179,
Gly 184, Leu 187, y Ser 189 en el asa E de la subunidad accesoria (-), si bien no
constituyen estrictamente al sitio de union, si se encuentran en la via accesible de
GABA vy contribuyen potencialmente para su estabilizacion, y no asi el asa F, que se
encuentra poco accesible y distal a dicho sitio. Un estudio més reciente puntualiza al
sitio de uniéon mayormente influenciado por los residuos Tyr 219 en el asa B, y Tyr 268
en el asa C de la subunidad principal (+), y el residuo Arg 125 en la subunidad
accesoria (-) (Harrison y Lummis, 2006), lo que coincide con nuestros propios datos, a
los que se ha incorporado también Tyr 262 en la subunidad principal (+), y Ser 189 en
la subunidad accesoria (Abdel-Halim et al., 2008), y en conjunto con Tyr 221 en el asa
B de la subunidad principal (+) se conforma la caja aromatica que se ha postulado
indispensable para la activacion del receptor (Osolodkin et al., 2009). Por Gltimo, un
modelo recientemente reportado sefnala la importancia que tienen los residuos Asp 225
en la subunidad principal (+) y Arg 179 en la subunidad accesoria (-) estabilizando el
plegamiento del receptor para su correcta expresion en la superficie de la membrana, asi
como la formacién de un puente salino entre ambos residuos que favorece el estado
conductor del canal debido a la uniéon del ligando (Adamian et al., 2009); ambos
residuos se encuentran en posiciones consistentes en nuestro modelo, capaces de formar
dicha interacciéon. Tomando todo lo anterior encontramos una gran concordancia
estructural respecto a los datos conocidos tanto del sitio de union al ligando como de los
distintos dominios asociados para la estabilizacion y acoplamiento conformacional que
permiten la permeabilidad i6nica del canal.

Seccionando uno a uno los distintos dominios para contrastarlos con los datos
funcionales a la fecha conocidos encontramos que en el asa C existen cuatro residuos
aromaticos (Phe 261, Tyr 262, Trp 267, Tyr 268), de los cuales solo las tirosinas
interactian de manera importante con el ligando (Lummis, 2009; Melis et al., 2008). Se
sabe que en el proceso de activacion ocurre la ruptura de un puente salino formado entre
las laminas B-7 y B-10 (Mukhtasimova et al., 2005); puntualmente se puede localizar
dicho puente en el modelo entre los residuos Ser 213 y Asn 274. La perturbacion ocurre
debido a la distorsion estructural acarreada indirectamente por el repliegue que tiene el
asa C y vinculando un deslizamiento paralelo con la [damina -10 asociada, debido a la
afinidad que gana esta asa (particularmente las tirosinas) por el extremo amino de
GABA y que en conjunto con el asa B retienen a dicha molécula con gran afinidad en el
sitio de union. También existe evidencia de que el asa C puede conectarse con el “Cys-
loop” transduciendo directamente algunos de los cambios conformacionales a través de
un carbohidrato que se conecta en residuos especificos que son glicosilados (Dellisanti
et al., 2007). En el modelo los residuos Thr 211 localizado en el “Cys-loop”, y Leu 259
en el asa C cumplen con los requisitos de dicha adaptacion y se encuentran orientados
de tal manera que permiten esta posibilidad. El “Cys-loop”, por otra parte es un dominio
critico en la interfase; su papel es fundamental pues acopla los eventos que ocurren en el
dominio extracelular con el poro a través de la formacion de un puente salino transitorio
(entre Asp 208 en este dominio y Lys 342 en el asa TM2-TM3), pero que a su vez es
consecuencia de la formacion y ruptura de otros pares idnicos que ocurren previamente
en la secuencia légica de eventos desencadenados por la unién del ligando (Campos-
Caro et al., 1996; Xiu et al., 2005). En el modelo la disposicion y orientacion que
presentan ambos residuos sugiere fuertemente su participacion en la formacion de dicho
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puente; sin embargo debido a que éste fue realizado respecto a la estructura del receptor
nicotinico en un estado no conductor el poro se mantiene parcialmente ocluido, y bajo
estas condiciones las distancias entre éstos no asegura la formacion del puente. No
obstante si puede validar los pares i6nicos formados en el estado cerrado, los cuales son
los eventos inmediatos anteriores a la formacion del puente transitorio que estabiliza el
estado conductor en el canal. Tal es el caso de Lys 342 (localizada en el asa TM2-TM3)
y Glu 113 (localizado en el asa B-1--2), un puente salino que debe romperse mediante
la activacion del receptor (Law y Lightstone, 2009). Ante este evento Glu 113 puede ser
estabilizado formando un nuevo puente interactuando con Arg 279 en la seccidon previa
inmediata a la a-hélice transmembranal 1 (Pre-TM1), dejando asi libre a Lys 342 que es
atraida por la carga de Asp 208 localizado en el “Cys-loop”, desplazando parcialmente a
este dominio y desacopldndolo de su conformacién retenida por interacciones
hidrofébicas con residuos especificos en el extremo carboxilo del dominio TM4; esta
interaccion desplazaria al menos 12° al conjunto de hélices conectadas por el asa
intermembranal, es decir las a-hélices TM2 y TM3, y por tanto al dominio de poro.

Es precisamente el dominio de poro uno de los elementos mas estudiados en toda esta
familia de receptores. Especificamente en el receptor GABApI se han generado una
serie de mutantes que han ayudado a determinar aspectos finos relacionados con la
permeabilidad i6nica. Por ejemplo la posicion 2’ (Fig. 28) ocupada por Pro 315 cerca
del limite intracelular del poro es la causa de la menor conductancia (0.2 pS)
caracteristica en comparacion con la del receptor GABAp2 (3.5 pS) cuya posicion es
ocupada por una serina, un residuo polar y con menor efecto estérico (Zhu et al., 2007).
Al contrastar esta posicion en el modelo encontramos que dada su conformacién en el
estado abierto, este residuo quedaria posicionado justamente en la via permeable de los
iones lo cual asevera fuertemente dicho resultado.

Esta posicion se ha vinculado también con la sensibilidad a Picrotoxina; la mutacion
antes mencionada incrementa la potencia de bloqueo de esta molécula, mientras que una
mutacion en la posicion 6’ en el poro (Fig. 28) (Thr 319) cambiando a este residuo por
una metionina reduce su potencia (Carland et al., 2008). Si bien estas posiciones no
estan exactamente alineadas en el modelo en un estado no conductor, si pueden
encontrarse accesibles debido a su activacion. Se sugiere que el papel de la treonina
consiste en aportar electrones libres para la formacion de puentes de hidrogeno a través
del poro que permiten el acceso de la picrotoxina hasta su interaccion final con Pro 315,
y su consiguiente efecto de bloqueo. Un cambio mas dramdtico consistid en sustituir por
completo a esta a-hélice por la correspondiente del receptor GABA al (Martinez-
Torres et al., 2000). La magnitud de la corriente fue alrededor de cien veces menor; sin
embargo, contrario a lo esperado, la cinética tanto de apertura como de cierre asi como
su desensibilizacion no cambiaron significativamente. El intercambio de dominios logra
reestructurar parcialmente la naturaleza geométrica del dominio de poro. Los cambios
puntuales ocurren de la siguiente manera, Val 314/Thr, Pro 315/Val, Leu 316/Phe, Ile
318/Val, Ser 325/Thr, Ile 327/Leu, Ile 328/Ser, Thr 329/Iso, Gly 330/Ser, Val 331/Ala,
Asn 332/Arg. Siendo los cambios mas significativos Val 314/Thr, Ile 328/Ser, Thr
329/Iso, Asn 332/Arg (Fig. 28), de los cuales los primeros tres cambios modifican la
naturaleza quimica del residuo de polar a hidrofébico y viceversa, mientras que el
ultimo altera a un residuo eléctricamente neutro, cambidndolo por uno cuya carga tiene
polaridad positiva.
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Fig 28. Esquema de la geometria guardada por tres dominios de poro de distintos
canales pentaméricos activados por ligando. A, la subunidad al del receptor GABA 4
heteromérico humano. B, la subunidad p1 del receptor GABA s humano. C, subunidad
al del receptor nACh de Torpedo marmorata. Unwin, 2005. D, Alineamiento de los
dominos TM2 anteriores identificando su posicion relativa de acuerdo al sistema de
numeracion universal del dominio de poro en esta familia de proteinas.
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En su conjunto estas modificaciones pueden en alguna medida desacoplar las
interacciones especificas asociadas con el dominio original, de tal manera que el
movimiento del dominio de poro ante la activacion del receptor podria verse seriamente
comprometido, sin embargo la geometria estructural esencialmente similar entre
dominios conserva la cinética intacta. Los detalles relacionados con la disposicion
helicoidal de los residuos que forman el poro en la subunidad GABA al ya han sido
descritas (Xu y Akabas, 1996), utilizando para ello una técnica que consiste en sustituir
cada uno de los residuos que conforma a este dominio por una cisteina a la vez, y
debido a que éstas contienen un grupo tiol en su cadena lateral son capaces de
reaccionar con metil-metano-tiosulfonatos generando enlaces covalentes (substituted-
cysteine accessibility method, SCAM). Los residuos expuestos a lo largo del poro en
estado conductor fueron, Val 2’ (315), Thr 6’ (319), Thr 7° (320), Leu 9’ (322), Thr 10’
(323), Thr 13° (326), Arg 19’ (332) (Xu y Akabas, 1996; Pascual y Karlin, 1998;
Wilson y Karlin, 2001; Bera et al., 2002). En su mayoria coinciden con los residuos
equivalentes en el receptor GABApI, con excepcion de la posicion 315 (Pro 2°) y 332
(Asn 19’), encontradas en ambos extremos del poro. No obstante, los residuos
encontrados en las posiciones 314 (Val 1°), 328 (Ile 15°), y 329 (Thr 16’), orientados a
regiones mas hidrofobicas de la proteina requieren un pequefio repliegue (un giro
aproximado de 2-3° en sentido dextrahelicoidal) en la o-hélice para lograr una
conformacion termodindmicamente estable. Esta distorsion puede impedir las
interacciones con los dominios acoplados en el desplazamiento del poro para llegar al
estado permeable, lo cual justifica la disminucién en la corriente.

En contraste con todo lo anterior, el dominio de poro del receptor nicotinico asi como el
serotonin€rgico aunque conservan una geometria similar revelan en la porcion superior
de la membrana un vestibulo predominantemente hidrofébico que lo hace menos
accesible para la formacion de puentes de hidrégeno como ocurre en los receptores que
forman poros de selectividad anionica (Panicker et al., 2002). Por otra parte se ha
calculado que el poro en el estado conductor de los canales anidnicos se encuentra en el
rango de 0.5-0.6 nm, siendo este ultimo limite (0.61 nm) el diametro estimado para el
receptor homomérico GABAp1 (Wotring et al., 1999), en contraste se ha deducido que
el diametro del receptor nicotinico es de 0.74 nm (Wang e Imoto, 1992), estos valores
son dificiles de contrastar pues el modelo se limita a identificar las caracteristicas
definidas por el estado no conductor.

En el estado anteriormente descrito, el poro conserva una leucina en la parte media de la
hélice; dicho residuo altamente hidrofobico se encuentra conservado en todos los
distintos miembros de la familia de receptores pentaméricos, por lo que ha sido
asociado con el control de la permeabilidad i6nica y comunmente se le ha llamado
dominio de compuerta. En el receptor nicotinico se realizaron distintos estudios cuyo
objetivo fue generar mutaciones puntuales sustituyendo a dicho residuo por otros, cuya
naturaleza quimica desencaden6 la  generacion de respuestas alteradas
significativamente, desde cambios en la magnitud de la corriente, asi como en la
cinética de activacidon e inactivacion, hasta la capacidad de interaccidbn o modulacion
por moléculas que en condiciones silvestres no lo hacian (Revah et al., 1991; Bertrand
et al., 1992; Filatov y White, 1995; Weiland et al., 1996). Aproximaciones similares han
sido realizadas en el receptor de SHT-34 (Yakel et al., 1993), y GABA heteromérico
(Chang et al., 1996). En el caso del receptor homomérico GABAp]1 se han realizado
también mutaciones puntuales con resultados distintos, desde la generacion de canales
constitutivamente abiertos al sustituir por residuos polares como alanina (Pan et al.,
1997), glicina, serina y treonina, o bien cambios en las propiedades de sensibilizacion e
inactivacion sustituyendo por tirosina, fenilalanina, e isoleucina (Chang y Weiss, 1998),
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e incluso puede incrementar el efecto de modulacion por Taurina al sustituir a la leucina
anteriormente descrita por el residuo aspartato (Martinez-Torres y Miledi, 2004). En su
conjunto los datos sugieren que este residuo es critico para la permeabilidad i6nica; la
estructura del receptor nicotinico puede establecer esta posicion como el punto de
oclusién maxima en el estado no conductor con un didmetro no mayor a 0.6 nm que
llega hasta poco menos de 0.8 nm en Val 13°, un limite que un i6n Na" o K* con su
primer capa de hidratacidon no podria superar (Corry, 2006; Haddadian et al., 2008). La
posicion asi como la orientacion de este residuo se conserva consistentemente en el
modelo de GABApl, con la excepcion de que la hélice se inclina ligeramente
produciendo una oclusion menor a 0.5 nm, y en este caso impidiendo el paso a Cl” con
su primer capa de hidratacion. Una discrepancia mas con el receptor nicotinico es el
papel que jugarian algunos residuos hidrofobicos (Val 321, Met 324) que precisamente
debido a la inclinacion de la hélice y a su disposicion de accesibilidad en el estado no
conductor parecen crear una barrera energética mas pronunciada, que es capaz de
separar el poro en dos vestibulos fisicos llenos de agua.

Respecto a los residuos en el poro, que por su polaridad eléctrica han sido relacionados
con la selectividad i6nica, podemos resaltar algunas caracteristicas interesantes. En una
primera aproximacion se cambi6 el dominio de poro completo del receptor nicotinico
a7 por el dominio equivalente del receptor de Glicina al (Galzi et al., 1992); sin
embargo el resultado de esta quimera no produjo receptores funcionales, y este fracaso
fue explicado por la perturbacion de la estructura terciaria y cuaternaria de este dominio
impactando asi a la estructura global del receptor; con base en estos resultados se realizo
una segunda aproximacion en la cual se identificé que la posicion -1’ del dominio de
poro en los canales catidonicos ocupada por un residuo glutamico es importante para su
selectividad; se realizo una estrategia que modificd6 de manera mas fina la arquitectura
de este dominio en el receptor nicotinico homomeérico a7 tanto a nivel geométrico como
eléctrico, introduciendo una prolina entre las posiciones Gly, -2°, y Glu, -1’ (un residuo
que en los canales anionicos no tiene equivalente) (Fig. 28), de tal manera que esta
prolina ocupa la nueva posicion -1°’; a su vez Glu, -1’ fue sustituido por alanina, y Lys
0’ (cuya posicion correspondiente en los canales anionicos es -1’) toma el papel de
arginina que por sus caracteristicas de polaridad eléctrica similares a las de los
receptores GABA y Glicina puede admitir esa disposicion; por ultimo, la posicion 13’
fue modificada de Valina en el receptor silvestre por Treonina, emulando finalmente al
poro caracteristico de los canales anionicos (Fig. 28) (Galzi et al., 1992; Corringer et al.,
1999). Los resultados mostraron un cambio dramatico en la selectividad ionica del canal
ante el mismo ligando; esta inversion en la selectividad ha sido replicada en diferentes
casos con otros receptores, utilizando la misma estrategia en el receptor 5-HTsa
(Gunthorpe et al., 2000); o bien la estrategia inversa, eliminando a la prolina (-3’ en los
canales anidnicos), y cambiando Ala, -2’ por un residuo glutdmico, y Thr por Val en la
posicion 13’ en el receptor de Glicina al (Fig. 28) (Keramidas et al., 2000), GABAp1
(Wotring et al., 2003), y GABAa«2p3,2) (Jensen et al., 2005), también mostrando una
consistente inversion en la selectividad idnica.

Todos estos datos en su conjunto demuestran que es necesaria tanto la naturaleza
geométrica de los residuos criticos antes mencionados, como la interaccion dipolo-
dipolo entre un residuo con una polaridad eléctrica particular, asi como el 16n especifico
en interaccion durante el proceso de conduccion, ya que la mayor parte del dominio de
poro en este estado en ambos tipos distintos de receptores presenta caracteristicas
topoldgicas similares. Por otra parte, es dificil contrastar la posicion de este residuo en
el modelo, pues soélo se conocen los detalles estructurales del receptor nicotinico en el
estado no conductor. En este estado la posicion de Glu, -1’ es tal que su cadena lateral
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se encuentra parcialmente obstruida en el extremo inferior de la hélice, cerca del
citoplasma. La posicion que adopta el residuo Arg, -1’ equivalente del modelo de
GABAplI tiene una disposicion similar (Fig. 26); el grado de accesibilidad de este
residuo al solvente, en funcion del desplazamiento de todo el dominio al que pertenece
debe cambiar su orientacion y asi también modificar las propiedades biofisicas del canal
en un momento determinado.

La a-hélice TM4, siendo el dominio mas distal al centro del poro, ademés de formar un
revestimiento que incorpora al canal idnico en la membrana tiene otras propiedades
interesantes; la interfase entre este dominio y las hélices TM1 y TM3 se encuentra
conectada por residuos altamente hidrofobicos que conforman un centro muy compacto.
Recientemente se demostro la interaccion que juega TM4 con las a-hélices TM1 y TM3
en el receptor de Glicina al cambiar uno a uno los residuos que conforman a estas
hélices por alaninas (Haeger et al., 2010), determinando asi que eran criticos algunos de
ellos en las posiciones de TM1: Tyr 228, Val 235, Trp 239, Phe 242, Trp 243; de TM3:
Trp 286, Phe 293; y de TM4: Phe 395, Pro 396, Tyr 406, Trp 407. La mayor parte de
estos residuos son aromaticos, ayudan a estabilizar los dominios transmembranales para
su adecuada funcion en la membrana a través de interacciones hidrofobicas. Muchas de
estas interacciones son estructuradas por el apilamiento de grupos aromaticos conocida
como -t (Dougherty, 2007). Todos estos residuos se encuentran altamente
conservados al ser contrastados con los alineamientos realizados para los receptores que
forman canales anionicos.

En nuestro modelo encontramos interacciones hidrofobicas entre Phe 282, Leu 285, Tyr
289, Ala 292, Met 295, Val 296, Trp 300, Trp 304, en TM1; Tyr 347, Val 350, Val 353,
Leu 360, Ala 364, Leu 368, en TM3; e lle 450, Ala 454, Lys 457, 1le461, Pro 464, Ala
465, Ile 468, y Leu 472, en TM4, consistentemente los mismos residuos criticos se
conservan en una disposicion similar. Ademas se probd la integridad funcional de este
dominio utilizando una estrategia distinta a través de la expresion de quimeras en
ovocitos que independientemente eliminaban al dominio TM4 y un fragmento del asa
intracelular que conecta TM3-TM4 (del extremo N-terminal al residuo 325) (Haeger et
al., 2010). Estas quimeras no fueron funcionales de manera independiente, a pesar de
que tenian la capacidad de llegar a la membrana. Por otra parte se expresé el dominio
TM4 acoplado a un fragmento del asa TM3-TM4 también de manera independiente,
conteniendo a su vez parte del asa intracelular (del residuo 376 al C-terminal); esta
construccion generd fundamentalmente agregados en la célula que tampoco fueron
funcionales. Sin embargo, al coexpresar ambas construcciones quiméricas se logrod
rescatar la funcion del receptor, atin cuando ambos dominios no estaban conectados por
una misma cadena polipeptidica. La interpretacion de estos datos propone que el
empaquetamiento entre las hélices que componen a los dominios transmembranales en
una subunidad, y entre subunidades en el pentamero, ocurre a través de una vasta red de
interacciones hidrofobicas acopladas entre si por su posicion espacial a nivel de la
membrana. Esta conjetura habia sido realizada previamente utilizando sondas
hidrofobicas para identificar la naturaleza de los residuos que se encontraban expuestos
a los fosfolipidos en la membrana (Adamian et al., 2005), identificando esencialmente
residuos como isoleucina, leucina, fenilalanina, y valina en las regiones mediales de las
hélices, mientras que residuos como lisina, arginina, y triptofano se encuentran
expuestas comunmente en las interfases, en los limites polares de ésta. Se han realizado
también algunos estudios que tratan de identificar los sitios de modulacion de farmacos
como alcoholoes o anestésicos volatiles en los receptores GABAA heteroméricos en
general, y que difieren estructuralmente de GABApl homoméricos, los cuales no son
modulados significativamente por estas moléculas. Algunas de las principales
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diferencias entre ambos receptores han sido identificadas en residuos relacionados al
dominio de poro (TM2) pero cuya localizacion tiene una orientacion contraria al canal
i6nico, es decir hacia la interfase polar formada entre las hélices TM1 (Leu 232), TM2
(Ser 270), y TM3 (Ala 291), y que en el receptor GABAp1 corresponden a residuos
hidrofébicos con un importante efecto estérico (Mihic et al., 1997). No obstante, se
identificéd que la interfase entre los dominios TM1, TM3 y TM4 es también importante
para la actividad de estos moduladores como lo demostré un estudio de mutagénesis en
el que se modifico la posicion de cada uno de los residuos que conforman al dominio
TM4 (GABA,) sustituyendo cada residuo por un triptofano a la vez, produciendo asi
una modulacion positiva o negativa de acuerdo a la posicion ocupada (Jenkins et al.,
2002). Otra caracteristica importante del dominio TM4 es su extremo C-terminal, que
aunque en los diferentes miembros de la familia de receptores pentaméricos presenta
una moderada divergencia en la secuencia, en todos los casos invariablemente conserva
al menos dos o tres residuos aromaticos mas alla del limite superior de la membrana,
hacia la interfase que conecta con el gran dominio N-terminal extracelular, lo que lo
hace estructuralmente similar.

Un interesante estudio propone que su papel funcional es imprescindible para el
receptor (Pons et al., 2004); éste fue realizado en una quimera del receptor nicotinico
homomérico a-7, el cual es bloqueado selectivamente por la a-bungarotoxina.
Sucesivamente se fueron eliminando uno a uno los residuos que componen el extremo
C-terminal en el dominio TM4 encontrando que, aunque con capacidad de llegar a la
membrana, conforme mas residuos perdia el receptor habia cada vez menos moléculas
de la toxina unida, de tal manera que uno de los ultimos residuos (Trp 443) cuya
posicion se localiza en la interfase y tiene naturaleza aromadtica resulto ser fundamental
para la conformacion funcional del receptor durante el reconocimiento de la toxina. En
base a esto se propuso que el extremo C-terminal, a través de la interaccién con este
residuo, asi como Tyr 448 interactian con el dominio N-terminal a nivel del “Cys-
loop”, atrapandolo en un estado conformacionalmente disponible para la union de
moduladores. Un estudio similar utilizando un radioligando fue realizado en el receptor
5-HTss y sus resultados fueron similares (Butler et al., 2009); en este caso dicha
posicion correspondid con el residuo hidrofobico Ala 455, lo cual no ocurrié con Gln
453 y Tyr 454 y al realizar mutaciones puntuales en este residuo sustituyendo por
glicina, valina, o isoleucina, recuperd6 su funcion en un 24%, 32%, y 88%
respectivamente, evidenciado asi la importancia de la hidrofobicidad para su interaccion
y correcta funcioén en la membrana. Estos resultados fueron bastante contundentes, mas
sin embargo a la fecha no se habia registrado el impacto en la funcion de este dominio a
nivel electrofisiologico.

Las deleciones sistematicas del C-terminal en el dominio TM4 del receptor GABApl
(Reyes-Ruiz et al., 2010) han servido como un elemento preliminar fundamental detras
de los modelos in silico aqui presentados (Fig. 24), pues son las primeras pruebas
electrofisiologicas que respaldan la arquitectura tridimensional de este dominio.
Nuestros mutantes puntuales impactan al modelo a distintos niveles, por ejemplo la
arquitectura se preserva en las sustituciones por los residuos alanina, fenilalanina y
leucina que por su naturaleza hidrofobica permiten una interaccion similar a la del
triptofano en el receptor silvestre; sin embargo, aspartato y glicina no distorsionan
significativamente esta arquitectura, en el primer caso por la posible formacion de un
puente salino entre las posiciones Pro 206 y Leu 207, siendo el enlace polipeptidico que
conecta a ambos residuos en el “Cys-loop” con Asp 475 la fuente de electrones
potencial; mientras que en la sustitucion por glicina sélo la geometria de TM4 y la
ausencia de residuos polares criticos puede mantener parcialmente la estabilidad. Por
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otra parte la mutacion que elimina a esta posicion (Trp 475A) asi como la sustitucion
por arginina, distorsionan la arquitectura de la hélice e impiden una correcta interaccion
hidrofébica que podria comprometer la estabilidad de la estructura y asi también su
funcion. Un caso interesante son las deleciones puntuales de los residuos que flanquean
la posicion de Trp 475, es decir Tyr 474A, y Ser 476A, donde la primera altera la
posicion del triptofano a una orientacion distinta en la membrana, perturbando asi su
interaccion con el “Cys-loop”, y exponiendo en su lugar a un residuo polar (Serina), que
es incapaz de estabilizar el dominio y la arquitectura se asemeja a la de Trp 475A,
sugiriendo que impacta también significativamente la funcion del receptor. La segunda
delecion modifica las posiciones de los ultimos residuos en la hélice, pero atn asi se
preserva una arquitectura similar a la del receptor silvestre debido a que Trp 475
mantiene su posicion e interaccion hidrofobica permitiendo que Ile 477 y Phe 478 se
reestructuren formando una triada similar a la triada original (Fig. 24).

El ultimo dominio por ser analizado es el asa intracelular TM3-TM4, seguido del
dominio accesorio a la membrana (MA). La informacién estructural es alin escasa y en
gran medida los resultados conocidos son controversiales. No es posible contrastar por
ejemplo los datos estructurales del modelo con las proteinas que se encuentran
asociadas tanto en la membrana como en el citoplasma debido a la baja resolucion, y a
que una parte importante del mismo todavia se desconoce a detalle. Algunos
experimentos realizados por distintos grupos sefalan que, aunque moderadamente, los
residuos cargados en este dominio pueden impactar si bien no la selectividad idnica
(Jansen et al., 2008), si la magnitud de las corrientes (Carland et al., 2009), invirtiendo
la polaridad de carga de los ocho residuos bdasicos localizados en el dominio
mencionado del receptor de Glicina ol por residuos con carga contraria (residuos
glutamicos cargados negativamente), y fue determinada en el caso mas dramatico la
pérdida de la funcién, lo que ocurri6 al incluir todas las mutaciones acumuladas en un
mismo receptor, o bien una importante disminucion en la conductancia al incluir s6lo
cuatro de estos cambios. La reduccion consistié en una modificacién que partié de los
92.2 + 2.8 pS en el receptor silvestre, hasta 60.0 £ 2.2 pS en el mutante que contenia a
los residuos glutdmicos en las posiciones 377, 378, 385 y 386. Cuando estas mismas
posiciones fueron s6lo neutralizadas en la polaridad de su carga sustituyéndolas por
alaninas se encontrd una reduccion mas modesta en la conductancia, llegando a 80.5 +
2.3 pS, lo cual sugiere que este dominio realmente auxilia favoreciendo al filtro de
selectividad estricto, generando asi un vestibulo de preseleccion ionica. En contraste, al
determinar la posicion de estos residuos en la secuencia, y posteriormente en la
estructura del modelo de GABAp1 no encontramos una buena correlacion, de hecho
este dominio es el menos conservado entre los miembros de la familia lo cual sugiere,
por otra parte, que su arquitectura especifica a este nivel les confiere propiedades
distintas por la capacidad para interactuar también con diferentes proteinas en la
membrana dado el caso. Los residuos cuya carga eléctrica y disposicion en el modelo
pueden tener interaccion con la permeabilidad i6nica son Lys 419, Arg 422, Arg 433,y
Arg 438, que aunque son sugerentes, su funcion real ain deberd ser validada
experimentalmente.
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Conclusiones

El desarrollo y optimizacion de un modelo por homologia del receptor GABAp1 nos ha
permitido identificar al menos una unidad funcional, la cual se desconocia su existencia
hasta hace muy poco.

A falta de una estructura completa de alta resolucion que explique muchos de los
elementos estructurales detras de las funciones de este receptor, los modelos por
homologia bien contrastados y validados por la informacion bioldgica y experimentos,
pueden ser de gran utilidad para los estudios de estructura-funcion de este tipo de

proteinas.
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