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Resumen 
 
El TRPV1 es un canal polimodal que funciona como un integrador de estímulos 

ambientales, participando de forma importante en la detección de una gran variedad de 

estímulos químicos y termales que pueden ser nocivos. Dado que este canal ha sido 

ampliamente asociado a procesos de dolor, inflamación e isquemia, resulta un blanco 

interesante para la generación de posibles terapias para tratar estas afecciones. 

La actividad del canal TRPV1 puede ser modulada por moléculas de diversa naturaleza 

y entre ellas se encuentran algunos lípidos como el colesterol, que se ha sugerido puede 

ser importante para su función. Mediante el uso de técnicas de electrofisiología, biología 

molecular y bioquímicas, en esta tesis se ha logrado caracterizar el efecto del 

incremento del colesterol membranal sobre la función del canal TRPV1.  

Los experimentos que aquí se detallan demuestran que un incremento en los niveles de 

colesterol membranal puede modular de forma negativa la actividad del canal rTRPV1 

por medio de una interacción directa del colesterol con un motivo consenso de 

aminoácidos de reconocimiento del colesterol (CRAC). Los resultados muestran que 

este motivo CRAC se encuentra localizado en el segmento transmembranal S5 del 

canal, donde el residuo L585 es de vital importancia para la interacción entre el 

colesterol y el TRPV1. También se detalla el mecanismo biofísico que subyace a la 

modulación negativa del canal TRPV1 por el colesterol, mismo que se  debe a la 

estabilización del estado cerrado del canal que, a su vez, resulta en un cambio en el 

número de canales activables en la membrana celular enriquecida con colesterol, pero 

no en cambios ni en la corriente unitaria ni en la probabilidad de apertura del canal. 

Adicionalmente, se obtuvieron datos que sugieren que el efecto del colesterol sobre la 

función del canal TRPV1 es dependiente de la especie, ya que las dos variantes 

naturales del canal TRPV1 de humano en la posición 585 (I585 y V585), responden de 

forma distinta al lípido.  

Así, los resultados de este trabajo muestran que el colesterol, uno de los componentes 

mayoritarios de las membranas celulares de todos los vertebrados, puede modular la 

función del canal TRPV1. Esto es importante ya que contribuye a nuestro conocimiento 

de cuáles son las bases moleculares que podrían estar regulando la actividad canal bajo 

ciertos contextos fisiológicos donde las concentraciones de colesterol podrían verse 

afectadas. 
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Abstract 

 

The TRPV1 ion channel is a polymodal protein that functions as an integrator of 

environmental stimuli, participating in the detection of a great variety of potentially 

noxious chemical and thermal stimuli. Since this channel has been extensively 

associated to pain, inflammation and ischemic processes, it has become a target for the 

generation of possible therapeutic therapies.  

 

The activity of TRPV1 can be modulated by molecules of a very diverse nature, among 

which we find some lipids such as cholesterol that has been put forward as an important 

regulator of TRPV1 function. Through a combination of electrophysiological, molecular 

biology and biochemical techniques, in this dissertation we have characterized the 

effects of increasing membrane cholesterol on TRPV1 function.  

 

The experiments detailed here demonstrate that an increase in the levels of membrane 

cholesterol can negatively modulate rTRPV1’s function through a direct interaction 

with a cholesterol recognition amino acid consensus (CRAC) motif that we have located 

to the S5 transmembranal domain of the channel, and in which residue L585 seems to 

play a pivotal role in the interaction of the lipid with the channel.  Moreover, here we 

describe that the underlying biophysical mechanism responsible for the down-regulation 

of TRPV1’s activity by cholesterol is the stabilization of the closed state of the channel, 

that results in a decrease in the number of channels that can respond to a given stimulus 

with no change in the unitary conductance or in the open probability.   

 

Additionally, the experiments suggest that the effects of cholesterol on TRPV1 activity 

are species specific, since this lipid differently modulates two natural human TRPV1 

variants of residue 585, hTRPV1-I585 and hTRPV1-V585.       

 

Thus, the results shown in this study demonstrate that cholesterol, a major component of 

biological membranes, can modulate the function of TRPV1. This is an important 

observation because this lipid could possibly regulate the activity of the channel under 

conditions in which cholesterol concentrations in the organism are subject to change. 
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1.-Introducción 
 
En la actualidad el árbol filogenético está compuesto por tres dominios: Eukarya, 

Bacteria y Archaea; cada uno de estos dominios engloba a diferentes reinos con 

diferentes filos, los cuales se distinguen entre sí por diversos caracteres que son únicos 

para cada uno de ellos. Así, la diversidad de organismos existentes en la Tierra da como 

resultado también la existencia de una gran diversidad de mecanismos y/o procesos 

celulares que regulan la función de estos organismos1. Sin embargo, algunos de estos 

mecanismos son conservados entre los miembros de los tres dominios de la vida. Uno 

de estos, es el uso del flujo de iones a través de la membrana celular como un 

mecanismo que da origen a diferentes señales en las células2.  

 

Las membranas celulares funcionan como una barrera que impide que muchas 

sustancias atraviesen al interior (o exterior) celular libremente. Sin embargo, en la 

membrana celular existen proteínas específicas (canales, transportadores y bombas) que 

permiten que se lleven a cabo el transporte y el flujo de iones 3. 

 

Entre estas proteínas están los canales iónicos, que son proteínas transmembranales que 

permiten el flujo pasivo de iones a través de la membrana celular, direccionado por su 

gradiente electroquímico de una manera regulada y altamente eficiente (~107 iones s-1 

por canal) (Fig. I). Dado que son de vital  importancia fisiológica, estas proteínas se 

encuentran presentes prácticamente en todos los tipos celulares, en diversos tipos de 

organismos, que van desde animales y plantas hasta bacterias e incluso en virus como 

los de la influenza A y B4,5. 

 

Los canales iónicos son proteínas muy heterogéneas con diversas características 

estructurales que participan en numerosos procesos celulares. Su papel funcional puede 

variar dependiendo del tipo celular y tejido en el que se expresen dentro de un mismo 

organismo, además de que su distribución membranal también puede variar y, por si 

esto no fuera suficiente, pueden ser modulados por diversos estímulos y por una gran 

variedad de moléculas 3. 

 

En los animales multicelulares, los canales iónicos tienen un papel muy importante en 

diversos procesos, tales como: proliferación celular, transducción de señales, balance de 
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sales y agua, secreción hormonal, excitación muscular y nerviosa, memoria y 

aprendizaje, fertilización, muerte celular, sólo por citar algunos 3. Los defectos en la 

función de canales iónicos a menudo tiene profundos efectos fisiológicos, los cuales 

pueden dar como resultado distintos tipos de enfermedades, las llamadas “canalopatías”, 

lo cual hace de los canales iónicos un atractivo objeto de estudio3. 

 

Un enfoque para el estudio de los canales iónicos es la correlación entre la estructura y 

su función, la cual nos brindan la oportunidad de conocer de manera más detallada 

cuáles son los mecanismos moleculares que subyacen a la modulación de estas 

proteínas por parte de varios compuestos y estímulos a los que son sensibles e incluso 

por parte del microambiente que las rodea.  

 

Figura I. Los canales iónicos permiten el flujo pasivo de iones bajo su gradiente 
electroquímico. El esquema ejemplifica  un canal de sodio dependiente de voltaje que 
se abre o cierra en presencia de un estímulo (voltaje en este caso, línea sólida), lo cual 
da lugar al flujo de iones (esferas rojas) asociada a la apertura de un canal unitario (línea 
punteada). Después de la apertura el canal puede entrar en un estado inactivado (no 
conductor).  La apertura y cierre del canal es un evento estocástico, donde la frecuencia 
con la que ocurre cada uno de ellos, se ve influenciada por la presencia o ausencia de un 
estímulo, como por ejemplo el cambio en el voltaje o la presencia de un ligando 
(Modificado de Ashcroft 3).  
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Existe una gran variedad de canales iónicos, sin embargo, en esta tesis me centraré en 

hablar de una de las familias de canales que es de vital importancia para la sensación de 

una gran variedad de estímulos ambientales en los organismos. Estos son los receptores 

del potencial transitorio o TRP, por sus siglas en inglés. 

 

1.1.-La familia de los canales TRP 

 

La historia de los canales TRP comienza en el año de 1969, cuando Cosens y Manning 

identificaron una mutante visual de Drosophila melanogaster, en cuyos fotorreceptores 

la respuesta a la luz decaía a la basal de 10 a 15 segundos durante periodos de 

iluminación prolongada. Después del decaimiento en la corriente, las moscas 

permanecían ciegas, requiriendo de al menos un minuto de oscuridad antes de recuperar 

la sensibilidad a la luz6. Debido a este fenotipo que fue caracterizado en el 

electroretinograma de la mosca, la mutante fue llamada “transient receptor potential” o 

trp dado que “el potencial del receptor era transitorio”. Posteriormente, en el año de 

1982, Manning y Levy mapearon la posición del locus de trp en el tercer cromosoma 

del genoma de Drosophila 
7,8. 

 

En el año de 1989, veinte años después del hallazgo de la mutante de Drosophila, 

Montell y Rubin reportaron que el gen trp codificaba para una proteína de 1275 

aminoácidos9. En 1992, Hardie y Minke demostraron que en la mosca trp la relación de 

permeabilidad PCa/PNa estaba reducida aproximadamente 10 veces, lo cual sugirió 

fuertemente que el gen trp codificaba para un canal que era permeable a Ca2+.  Fue en 

1995 cuando la primera secuencia del homólogo humano de este gen fue reportado y se 

le llamó TRPC1. El gen trpc1 mostró un 37% de identidad con el gen trp de 

Drosophila
10. 

 

Existen dos principales clases de canales permeables a Ca2+: los conocidos como 

operados por voltaje y los operados por ligando8, donde los canales TRP se clasificaron 

como parientes distantes de los canales activados por voltaje10. Varios miembros de la 

familia de los canales TRP están directamente involucrados en la percepción sensorial, 

participando en la visión, gusto, olfato, audición, tacto, percepción térmica y 

nocicepción. Es un tema recurrente la idea de que los organismos multicelulares usan 
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vías dependientes de los canales TRP para detectar estímulos del ambiente que los 

rodea, y más a nivel celular, en el ambiente local en que se encuentran, los canales TRP 

permiten a las células responder a cambios en este microambiente. Algunos miembros 

de los canales TRP son termosensibles, ya que cambios en la temperatura son capaces 

de activar a estos canales. Esto se debe a que estas proteínas en particular, tienen un 

valor de Q10 (coeficiente de temperatura, que es el factor por el cual aumenta la 

velocidad de un proceso cuando la temperatura aumenta 10ºC, es decir, si el valor de 

ese factor es de 1, la velocidad del proceso no cambia, pero si es de 2 se duplica y si es 

de 3 se triplica), arriba de 30, para la activación del canal, mientras que el valor de Q10 

para otros canales iónicos es cercano a 211. 

 

Así, el papel crucial que juegan los canales TRP como sensores en la fisiología celular, 

hace de ellos un atractivo e increíble blanco de estudio10. Esta superfamilia de canales 

catiónicos se encuentra conservada a través de  cada metazoario que ha sido sujeto a 

análisis de secuencia12, encontrados así en invertebrados como Drosophila 

melanogaster, Caenorhabditis elegans, Apis mellifera, y en vertebrados como Danio 

rerio, Mus musculus, Xenopus laevis, Homo sapiens, sólo por mencionar algunos; 

también se pueden encontrar en levaduras como Saccharomyces cerevisiae, e incluso en 

algas7,13,14. En 2007, Christensen y Corey realizaron una revisión en la que reportaron 

un total de 33 genes que codificaban para canales TRP en mamíferos, cerca de 60 en 

pez cebra, 30 en miembros de la clase Ascidiacea, 24 en nemátodos, 16 en Drosophila y 

1 en levadura12. 

 

En una revisión publicada en el 2009 por Latorre y colaboradores se menciona que, 

hasta el año de 2005, existía una lista de al menos 85 canales dentro de la superfamilia 

de los canales TRP (combinando los reportados para invertebrados y vertebrados), 

organizados por su similitud de secuencia en siete subfamilias (Fig. II): 1) TRPC es una 

subfamilia que agrupa canales que presentan un gran número de modos de activación. 

Algunos son activados por liberación de Ca2+ de almacenes intracelulares y por 

estímulos mecánicos, mientras que otros son activados vía el receptor Gq/11 y activados 

por la producción de diacilglicerol o procesos redox. Los canales TRPC además 

controlan el crecimiento del cono axonal tanto en mamíferos como en modelos de 

anfibios. 2) TRPM, que contiene canales que tienen capacidad enzimática ya que su 

extremo carboxilo terminal contiene un dominio catalítico capaz de mostrar actividad de 
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proteína cinasa. Además, algunos de los miembros de esta subfamilia también juegan un 

papel muy importante en la detección de cambios en la temperatura. 3) TRPN, una 

subfamilia que tiene un único miembro encontrado en moscas, pez cebra y nemátodos, 

con un papel en la mecano transducción. 4) TRPA, otra familia que contiene sólo a un 

miembro, el TRPA1 el cual es activado por temperaturas frías en el grado nocivo y 

distintos compuestos químicos como el alilisotiocianato, que es el principal compuesto 

pungente del wasabi y del aceite de mostaza. 5) TRPML, que consiste de canales que 

parecen estar únicamente presentes en vesículas intracelulares y dos de sus miembros 

(TRPML1 y 2) han sido implicados en audición. 6) TRPP, que está formada por 

proteínas asociadas a la enfermedad del riñón poliquístico o policistinas. Los complejos 

heteroméricos de TRPP2-TRPP1 forman canales catiónicos no selectivos permeables a 

Ca2+. 7) La subfamilia TRPV, que tiene miembros activados por temperatura y algunos 

de ellos están también involucrados en detectar cambios en la osmolaridad y estímulos 

mecánicos10. 

 

En el extremo carboxilo terminal se encuentra la única región de secuencia conservada 

entre los canales TRPC, TRPM y TRPV, conocida como “TRP box” ó dominio TRP.  

El dominio TRP se caracteriza por el motivo consenso (E/I/L/V/Y/F)-W-(K/R)-(F/A/L)-

(A/Q)-(R/W/V), en donde W es el único residuo invariable y conservado entre estas 

subfamilias de canales TRP, en tanto que en la mayoría de los canales que presentan 

este dominio se encuentran aminoácidos cargados positivamente en las posiciones 3 y 6 

del motivo10,15.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II. Filogenia de los canales TRP. El árbol filogenético muestra la relación por 
homología de secuencia entre las 7 subfamilias de los canales TRP. Nótese que la 
subfamilia TRPN no se ha identificado en mamíferos y que el canal TRPC2 es un 
pseudogen en humanos, pero no en rata. (Modificado de Latorre, R. et al.

10) 
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En la siguiente sección y a lo largo de esta tesis, me enfocaré en el canal TRPV1, el cual 

es el miembro más estudiado de la familia de los canales TRP y objeto de estudio en 

nuestro laboratorio. 

 

1.2.-El canal TRPV1 

 

La subfamilia de los TRPV está comprendida por seis miembros (TRPV1-TRPV6). Fue 

en el año de 1997 cuando se clonó al primer miembro de esta subfamilia, el canal 

TRPV1, lo cual fue un evento significativo en el campo de estudio de la biología 

sensorial. El canal TRPV1 ha sido el miembro más estudiado de esta subfamilia en gran 

medida por las implicaciones que tiene en varios procesos fisiológicos y celulares, 

incluyendo de manera importante su capacidad para la detección de estímulos químicos 

y físicos nocivos y su participación en procesos de dolor, inflamación e isquemia16,17 

 

1.2.1-Características generales y expresión del TRPV1  

 

El canal TRPV1 es un canal catiónico no selectivo, el cual no discrimina entre cationes 

monovalentes, aunque exhibe una notable preferencia por cationes divalentes, 

presentando la siguiente secuencia de permeabilidad: Ca2+ > Mg2+ > Na+ ≈ K+ ≈ Cs+. 

Tiene una alta permeabilidad a iones calcio (PCa/PNa = 9.60 ; PMg/PNa = 4.99) y su 

relación corriente-voltaje muestra una prominente rectificación saliente18.En presencia 

de sodio como el único ion acarreador, el canal presenta una conductancia unitaria de 

76.5 pS a potenciales positivos y de 35.4 pS a potenciales negativos18. 

 

El TRPV1 es expresado en el sistema nervioso central y periférico. Se expresa 

prominentemente en ganglios sensoriales como el trigeminal y los de la raíz dorsal, 

principalmente en neuronas sensoriales primarias de diámetro pequeño y medio. El 

ganglio vagal (nodoso y yugular) es otro de los tejidos donde se expresa el TRPV1 y en 

las fibras C y Aδ donde la activación del canal permite la elevación del Ca2+ intracelular 

y las subsecuente liberación de neuropéptidos como sustancia P y del péptido 

relacionado al gen de la calcitonina (CGPR)18–20. En neuronas de los ganglios de la raíz 

dorsal (DRG) se ha detectado la expresión de TRPV1 en retículo endoplásmico, donde 

su activación es capaz de inducir movilización de Ca2+ desde almacenes intracelulares21.  
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En el cerebro, el TRPV1 es expresado en neuronas hipotalámicas, cerebelo, estriado, 

bulbo olfatorio, en neuronas piramidales del hipocampo, en la amígdala central, en la 

habénula media y lateral, en el núcleo talámico paraventricular y centromedial, en 

neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra, en la formación reticular, en la oliva 

inferior y en la tercera y quinta láminas del la corteza parietal 22,23. Se ha sugerido que 

en el cerebro, el canal TRPV1 participa en la termoregulación24.  

 

La distribución y expresión del canal TRPV1 va más allá de los tejidos del sistema 

nervioso central y periférico, ya que se ha confirmado su expresión en otros tejidos 

como el epitelio de la laringe funcionando como nociceptor, arterias mesentéricas y 

células endoteliales participando en el proceso de vasorelajación, en preadipocitos y 

tejido adiposo donde juega un papel en la adipogenesis, en queratinocitos epidermales 

funcionando como nociceptor químico, en el urotelio de la vejiga participando en la 

liberación de ATP evocada por cambios de volumen, en el epitelio y endotelio de la 

córnea participando en la sensación de temperatura y en la secreción de mediadores 

inflamatorios, en células mononucleares participando en la respuesta inflamatoria, en 

sinoviocitos jugando un papel en los cambios patológicos en la inflamación artrítica, en 

músculo liso de las arterias pulmonares y músculo liso vascular participando en 

vasoconstricción, en líneas celulares derivadas de células β pancreáticas incrementando 

la secreción de insulina, en células del músculo liso arteriolar provocando 

vasoconstricción, en el endotelio vascular nasal y glándulas submucosas estimulando la 

secreción epitelial 24–38.  

 

1.2.2.-Estructura del canal TRPV1 

 

En cuanto a su estructura, el canal TRPV1 está formado por seis segmentos 

transmembranales (S1-S6), donde el asa que conecta a los segmentos S5 y S6 forma el 

poro o vía de conducción iónica y contiene regiones amino y carboxilo intracelulares 

(Fig. III). 

 

La región amino cuenta con seis dominios de unión a anquirina donde se localizan sitios 

de unión para ATP, CaM/Ca2+ y para alicina, compuesto pungente encontrado en el ajo 

y la cebolla18,20,39,40. En la región carboxilo terminal se localiza el dominio TRP, 

formado por los residuos IWKLQR y contiene sitios de unión para CaM/Ca2+, PIP2 y 
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LPA15,41.  El TRPV1 forma preferencialmente homotetrámeros, pero también llega a 

formar heterotetrámeros, asociándose con el TRPV3 y con el TRPA1 en la membrana 

plasmática42–46. En la parte intracelular del canal se localizan dos constricciones que 

impiden el acceso de iones: una constricción en la región cercana al residuo L681 

impide el acceso de iones del tamaño del 2-(trimetilamonio)etil metanotiosulfonato o 

MTSET (5.85Å) y otra constricción que representa la compuerta de activación del canal 

TRPV1 y se encuentra en la región aledaña al aminoácido Y671 que controla el flujo de 

iones permeables (~2Å)47. 

 

Figura III. Representación esquemática del canal TRPV1. A la izquierda se muestra 
una subunidad del canal TRPV1 que está formada por 6 segmentos transmembranales 
(S1-S6), las regiones amino (N) y carboxilo (C) intracelulares, 6 dominios de unión a 
anquirina en la región N-terminal y el poro o vía de conducción iónica formada por el 
asa que conecta a los segmentos S5 y S6. En el esquema se marcan algunos de los sitios 
importantes para la interacción con activadores y moduladores del canal. A la derecha 
se muestra un esquema de la proteína tetramérica formada por subunidades como la que 
se muestra a la derecha y que da lugar al canal funcional (Modificado de Ho K.W. et 

al.
20).  

 

1.2.3.-Agonistas y moduladores del canal TRPV1  

 

El canal TRPV1 es un canal polimodal, es decir que es capaz de responder ante una 

gran variedad de estímulos. Entre los agonistas del canal TRPV1 se encuentran 

compuestos presentes en algunas plantas como la capsaicina, el principal ingrediente 

pungente presente en los chiles del género Capsicum
18, y la resiniferatoxina (RTX) que 

es un compuesto aislado de la planta Euphorbia resinifera
48, la alicina presente en 
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plantas del género Allium como la cebolla y el ajo49, la piperina, la zingerona50 y el 

alcanfor51. Otros agonistas del canal son endocanabinoides como la anandamida y la N-

araquidonil dopamina (NADA)52 así como los productos de las lipooxigenasas como el 

ácido 12-hidroperoxi-eicosatetraenoico(12-HPETE)53. El canal también puede ser 

activado por temperaturas en el grado nocivo >42 °C18, por pH ácido extracelular ≤5.9 y 

pH básico intracelular ≥8 54,55, por voltaje (aunque débilmente)56, por lípidos como el 

ácido lisofosfatídico41 y por vanilotoxinas (VaTx1, VaTx2 y VaTx3) presentes en 

algunos venenos como el de la tarántula Psalmopoeus cambridge o el de la araña 

Ornithoctonus huwena
57. 

 

De la misma forma en la que el TRPV1 es activado por múltiples estímulos, este canal 

también es modulado por múltiples moléculas y vías de señalización. Algunas de estas 

moléculas y vías incluyen a las que se mencionan a continuación.  

 

La CaMKII (cinasa II dependiente de Ca2+/calmodulina) es capaz de fosforilar a los 

residuos S502 y T704, modulando positivamente la activación por compuestos de tipo 

vaniloide en el canal TRPV158. 

 

La fosforilación por PKC (Proteína cinasa C) juega un papel muy importante en la 

modulación de la función de TRPV1 ya que es capaz de sensibilizar al canal. Esta 

fosforilación no es capaz de activar al canal TRPV1 por sí sola59
; sin embargo lo 

sensibiliza reduciendo el umbral de activación del canal por temperatura, ya que el canal 

puede activarse incluso a temperatura ambiente en ausencia de cualquier otro agonista60. 

El péptido pro inflamatorio bradiquinina, el ATP y la anandamida, logran inducir e 

incrementar respectivamente la actividad de TRPV1 de una forma dependiente de 

PKCε60,61.  

 

El ATP puede potenciar a TRPV1 a través de su acción en receptores metabotrópicos de 

ATP de una forma dependiente de la PKC en neuronas DRG62. Adicionalmente el ATP 

intracelular es capaz de sensibilizar y unirse directamente al canal, interactuando con 

residuos localizados en los dominios de unión a anquirina en el extremo N-terminal del 

canal, este sitio de interacción se traslapa con el sitio de unión a la CaM/Ca2+ 39. 

 



  15 

La activación del receptor TrkA por el factor de crecimiento neuronal (NGF), provoca 

la fosforilación en un residuo de tirosina (Y200) del canal, lo que conlleva la 

sensibilización del canal TRPV161. Mediadores inflamatorios de tipo lipídico tales como 

las prostaglandinas E2 e I2 (PGE2 y PGI2 respectivamente) juegan un papel importante 

en la sensación de dolor e hiperalgesia y además modulan positivamente a TRPV163. 

 

Existen otros lípidos que pueden modular la actividad de TRPV1. Uno de ellos es el 

fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), el cual se une a la región proximal del C-terminal 

del canal y es necesario para que el canal pueda ser activado por capsaicina15.  

 

1.2.4.-Desensibilización del canal TRPV1 

 

Una característica del canal TRPV1 es que presenta dos tipos de desensibilización, la 

desensibilización aguda dependiente de Ca2+ y la taquifilaxis. La primera se caracteriza 

por una rápida pérdida de la función del canal aún en presencia del agonista; esto se 

debe a la calmodulina (CaM) que actúa como un sensor de Ca2+ para el canal y provoca 

un decremento en su actividad en respuesta a un aumento en la concentración de Ca2+ 

intracelular, llevándolo a un estado cerrado16,40. La segunda se refiere a la pérdida o 

disminución gradual de la función del canal en respuesta a estimulaciones repetidas con 

agonista64. Se ha reportado que la exposición prolongada de TRPV1 a agonistas induce 

endocitosis y degradación lisosomal del canal TRPV1 en neuronas sensoriales y en 

sistemas de expresión heteróloga65. 

Este tipo de respuestas de desensibilización permiten que el sistema en el cual se 

expresa el canal pueda regular su actividad ya que, por ejemplo, un influjo continuo de 

Ca2+ a la célula por medio de este canal podría llevar a la muerte de la célula. Más aún, 

como se menciona a continuación, el TRPV1 se encuentra relacionado a diversos 

procesos dolorosos, y la desensibilización es un mecanismo que también permite 

terminar con el dolor producido por la activación de este canal.  

 

1.2.5.-El papel de TRPV1 en el dolor e inflamación. 

 

Varios miembros de la familia de los canales TRP, entre los que se encuentra TRPV1, 

contribuyen de manera importante a la génesis de la señalización del dolor inflamatorio 

a través de mecanismos periféricos (sensibilización periférica) y a través de mecanismos 
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en la médula espinal (sensibilización central)66. Así, el TRPV1 tiene un papel central en 

la iniciación de la respuesta inflamatoria neurogénica y en la transducción del dolor, ya 

que, como se ha mencionado anteriormente, este canal se distribuye en sitios donde se 

liberan neuropéptidos pro-inflamatorios que pueden iniciar una cascada bioquímica que 

conlleva procesos de inflamación y de dolor neuropático. Siendo el canal TRPV1 un 

canal polimodal, es capaz de funcionar también como un integrador molecular de varios 

mediadores inflamatorios. 

 

Las neuronas de ratones TRPV1-/- pierden la capacidad de responder a capsaicina, pH 

ácido y temperaturas elevadas y los ratones “knockout” de TRPV1 dejan de presentar 

comportamiento doloroso inducido por vaniloides y tampoco presentan hiperalgesia 

termal bajo condiciones de inflamación o daño. Sin embargo, siguen exhibiendo una 

respuesta normal a estímulos mecánicos nocivos y a estímulos termales nocivos. Lo 

anterior deja en claro que el TRPV1 es requerido para la sensibilización inflamatoria a 

estímulos termales nocivos; sin embargo también muestra que existen mecanismos 

alternativos que son suficientes para la sensación normal de temperaturas elevadas 

nocivas67,68.  

 

Debido al papel que juega TRPV1 en los procesos que se han mencionado, no es de 

extrañar que la búsqueda de antagonistas de TRPV1 sea de gran interés, ya que 

representa una nueva estrategia para mitigar el dolor, ya que a diferencia de los 

analgésicos tradicionales que bloquean la respuesta inflamatoria, la propagación y 

transmisión del dolor, los antagonistas de TRPV1 pueden prevenir el dolor al inhibir 

este importante transductor de estímulos nocivos en diversos tipos celulares69. 

 

2.-Planteamiento del problema 

 

Como ya se mencionó anteriormente, el canal TRPV1 es una proteína polimodal cuya 

actividad es modulada por varios tipos de moléculas entre las cuales se encuentran 

algunos tipos de lípidos. Dado que las membranas biológicas son complejos 

moleculares, formados por una diversa variedad de lípidos que forman una bicapa, no es 

de extrañar que el ambiente lipídico de estas estructuras no sólo confieran un ambiente 

ideal para la correcta función de un diverso número de proteínas de membrana70,71, sino 



  17 

que es enteramente posible que afecten la función de las proteínas que se encuentran 

embebidas por medio de interacciones especificas de los lípidos con los aminoácidos de 

las proteínas o por efectos relacionados a las propiedades físicas de las membranas 

como son la curvatura y la rigidez71.  

 

La bicapa lipídica que forma las membranas celulares está en su mayoría compuesta de 

fosfolípidos, que se orientan con los grupos polares que conforman su cabeza hidrofílica 

viendo hacía el medio acuoso, en tanto que sus cadenas alifáticas forman un núcleo 

hidrofóbico al interior de la membrana70, lo cual permite que estos lípidos sean 

importantes moduladores de la estructura y función de las proteínas que se encuentran 

embebidas o asociadas a la membrana plasmática. 

 

Otra molécula lipídica que se encuentra en la membrana plasmática y que actualmente 

se sabe que interactúa directamente con numerosas proteínas es el colesterol72. El 

colesterol es uno de los principales componentes de las membranas celulares de los 

mamíferos, que juega un papel crucial en la organización, dinámica y función de la 

membrana y las proteínas que hay en ella. El colesterol representa cerca del 30-40% de 

los lípidos celulares totales, distribuido desigualmente entre las membranas celulares, 

siendo la membrana plasmática más rica en colesterol comparada con las otras 

membranas celulares72. 

 

El colesterol es una molécula predominantemente hidrofóbica, que puede ser dividida 

estructuralmente en tres partes: el grupo 3β hidroxilo, un esqueleto rígido de anillos 

esteroides y una cadena alquil flexible. El grupo 3β hidroxilo provee al colesterol su 

carácter anfifílico que le ayuda a orientarse, anclarse a la membrana y a permanecer 

próximo al enlace éster de los fosfolípidos. La base del esqueleto hidrocarbonado del 

colesterol y de otros esteroides encontrados en los eucariotas es el esterano, el cual es 

resistente a ataques microbianos y altamente estable por largos periodos de tiempo (Fig 

IV) . La ausencia de grupos polares en los anillos que conforman este esqueleto facilita 

el contacto entre el núcleo esteroide y las cadenas de los fosfolípidos71. Así, el colesterol 

está orientado en la bicapa en un eje perpendicular al plano de la membrana70.  

 

Como resultado de su estructura rígida, el colesterol decrece la movilidad de las cadenas 

de acil de los fosfolípidos lo cual a su vez tiene efectos en las propiedades mecánicas de 
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la bicapa lípidica tales como la fluidez, curvatura y elasticidad, lo que puede proveer 

una explicación de los efectos del colesterol en la función de algunas de las proteínas de 

membrana.  

 

De las características expuestas arriba se derivan, por lo menos, dos posibilidades que 

podrían afectar la función de algunos canales iónicos: el colesterol puede interactuar 

directamente con dominios transmembranales de los canales iónicos o bien puede 

funcionar por medio de una vía indirecta a través de la alteración de las propiedades 

físicas de la membrana y/o por la asociación de los canales iónicos con dominios de 

membrana ricos en colesterol, comúnmente llamados balsas lipídicas71,73.  

 

El papel regulador del colesterol en los diferentes tipos de canales iónicos es altamente 

heterogéneo. El efecto más común es el decremento en la actividad del canal que puede 

incluir un decremento en la probabilidad de apertura, conductancia unitaria y/o el 

número de canales activos en la membrana. Este efecto ha sido observado en algunos 

tipos de canales de K+, canales de Na+ y Ca2+ operados por voltaje y en canales 

aniónicos regulados por volumen al adicionar colesterol de la membrana plasmática73–

76. Sin embargo, se ha observado también que varios tipos de canales iónicos tales como 

los canales epiteliales de Na+ (eNaC) y algunos miembros de la familia de los TRP tales 

como TRPC1, TRPC4, TRPC5 son inhibidos por la remoción de colesterol de la 

membrana. Otro caso es el del TRPM8 que ha sido localizado dentro de balsas lipídicas 

y donde se ha visto que las respuestas mediadas por mentol o por temperatura son 

incrementadas cuando el canal se encuentra fuera de estas balsas73. 

 

Dado que moléculas de carácter lipídico (LPA, PIP2, prostaglandinas, ácidos grasos 

poliinsaturados omega 3 y 6 y las resolvinas)15,41,63,66,77,78 activan y modulan al canal 

TRPV1, era probable que otros lípidos como el colesterol también pudieran influenciar 

la actividad de TRPV1. De hecho, Liu et al. han mostrado que el colesterol es necesario 

para la correcta función del canal TRPV179. Mediante registros hechos con la técnica de 

fijación de voltaje en microáreas de membrana (patch-clamp) en la configuración de 

célula completa, estos autores encontraron que las corrientes inducidas por capsaicina 

en células DRG son reducidas por el tratamiento con el quelante de colesterol, metil-

beta-ciclodextrina (MβCD) (Fig. IV). Sin embargo, los autores de este trabajo también 

señalaron que el tratamiento con MβCD modifica el tráfico de colesterol a la membrana 
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plasmática, por lo cual no pudieron discernir si el efecto del colesterol sobre las 

corrientes del TRPV1 era debido a cambios en el número de canales que alcanzaban la 

membrana79. 

 

Por estas razones fue del interés de nuestro laboratorio enfocarnos a estudiar y 

determinar los efectos que el colesterol pudiera tener sobre la función del canal TRPV1. 

Los estudios que aquí se muestran se llevaron a cabo usando la técnica de patch-clamp 

en su configuración de parche de membrana escindido para poder aislar al canal del 

complejo ambiente celular que lo rodea y así estudiar interacciones especificas lípido-

proteína y determinar con detalle cómo el canal TRPV1 es regulado por el colesterol.  

 

Figura IV. Estructuras del colesterol, epicolesterol y la MββββCD. Se esquematiza la 
estructura del colesterol (izquierda), la cual es similar a la su análogo quiral, el 
epicolesterol (centro) que varían en la orientación del grupo –OH en la posición 3 y que  
fue usado en este estudio debido a que esta molécula tiene efectos similares al colesterol 
sobre las propiedades físicas de la membrana plasmática. También se esquematiza la 
estructura de la metil-beta-ciclodextrina (derecha), un oligosacárido cíclico, que se usó 
como agente quelante de colesterol de las membranas plasmáticas y también como 
vehículo para incrementar los niveles de colesterol en las membranas en este estudio, 
mediante la formación de complejos MβCD:Colesterol. 
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3.-Hipótesis 

 

El colesterol afecta la actividad del canal TRPV1 a través de una interacción directa con 

la proteína y no a través de un efecto sobre la membrana plasmática, ni por un 

mecanismo que involucra el tráfico celular.   

 

 

 

4.-Objetivo general 

 

Elucidar los mecanismos por medio de los cuales el colesterol afecta la actividad del 

canal TRPV1. 

 

 

 

5.-Objetivos particulares 

 

1) Caracterizar los efectos del colesterol sobre la función del canal TRPV1 en parches 

escindidos de membrana.  

 

2) Determinar si el colesterol interactúa con una región específica del canal TRPV1. 

 

3) Establecer las determinantes estructurales de la interacción del colesterol con el 

TRPV1.  
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6.-Métodos  

 

6.1.-Reactivos 

 

Colesterol (Avanti Polar Lipíds, Alabaster, AL), epicolesterol (Steraloids Inc., Newport, 

RI), MβCD (Sigma-Aldrich). Todos los reactivos fueron almacenados siguiendo las 

indicaciones del proveedor.  

 

6.2.-Mutagénesis dirigida 

 

Se identificaron las regiones de interés y se diseñaron oligonucleótidos para introducir 

las mutaciones correspondientes por medio de una reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) en la secuencia de ADN silvestre del rTRPV1 y hTRPV1, así como un sitio de 

restricción nuevo y específico (Tabla I). 

Tabla I 
Mutante Oligonucleótidos 

 
R575Q 

 
DIR-ATGATCCTCCAAGACCTGTGC 
COM-GCACAGGTCTTGGAGGATCAT 

 

 
R575D 

 
DIR-GAGAAGATGATTCTAGACGACCTGTGCCGGTTTATGTTCGTC 
COM-GACGAACATAAACCGGCACAGGTCGTCTAGAATCATCTTCTC 

 

 
R579Q 

 
DIR-CTCAGAGATCTGTGCCAGTTTATGTTCGTC 
COM-GACGAACATAAACTGGCACAGATCTCTGAG 

 

 
R579D 

 
DIR-GAGAAGATGATCCTCAGGGACCTGTGCGACTTTATGTTCGTCTACCTCGTG 
COM-CACGAGGTAGACGAACATAAAGTCGCACAGGTCCCTGAGGATCATCTTCTC 

 

 
F582Q 

 
DIR-AAGATGATCCTACGTGACCTGTGCCGGTTTATGCAGGTCTACCTCGTGTTCTTG 
COM-CAAGAACACGAGGTAGACCTGCATAAACCGGCACAGGTCACGTAGGATCATCTT 

 

 
L585I 

 
DIR-GATGATCCTCAGGGACCTGTGCCGGTTTATGTTCGTCTACATCGTGTTCTTGTTTGGATTTTCCACAGC 
COM-GCTGTGGAAAATCCAAACAAGAACACGATGTAGACGAACATAAACCGGCACAGGTCCCTGAGGATCATC 

 

 
F589Q 

 
DIR-GTCTACCTCGTGTTCTTGCAGGGATTTTCCACCGCGGTGGTGACACTG 
COM-CAGTGTCACCACCGCGGTGGAAAATCCCTGCAAGAACACGAGGTAGAC 

 

 
F589A 

 
DIR-GTCTACCTCGTGTTCTTGGCTGGATTTTCCACCGCGGTGGTGACACTG 
COM-CAGTGTCACCACCGCGGTGGAAAATCCAGCCAAGAACACGAGGTAGAC 
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Posteriormente, se llevó a cabo una segunda PCR usando otro par de oligonucleótidos 

para amplificar la secuencia de ADN en donde ya había sido insertada la mutación de 

interés junto con el nuevo sitio de restricción. El sitio de restricción nuevo fue utilizado 

para identificar a la secuencia de ADN modificada una vez que ésta fue introducida en 

un vector para expresión en células de mamífero (pcDNA3) por medio de una reacción 

de ligación y de que se replicara el ADN en bacterias. Finalmente, la presencia de la 

mutación insertada se confirmó también con la secuenciación del ADN. 

 

6.3.-Cultivo celular 

 

Los experimentos para determinar los efectos del colesterol y epicolesterol sobre el 

TRPV1 fueron realizados en un modelo de expresión heteróloga, las células HEK293.  

 

Los protocolos usados para el cultivo de células HEK293 se describen a continuación. 

Las células HEK293 fueron cultivadas en cajas p100 con 10 ml de medio DMEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino, 1% de glutamina y 0.5% de penicilina-

estreptomicina. Posteriormente se sembraron 0.75-1.5x105 células sobre cubreobjetos de 

vidrio previamente cubiertos con poli-D-lisina (1mg/ml, Sigma-Aldrich) en cajas 

pequeñas con 2 ml de medio y fueron incubadas a 37ºC con 5% de CO2 durante 24 

horas antes de ser transfectadas. 

 

6.4.-Transfección transitoria 

 

Las células HEK293 fueron cotransfectadas con 800 ng de ADN que codifica para el 

canal TRPV1 silvestre (WT) de rata o humano (rTRPV1.pcDNA3 o hTRPV1 pcDNA3) 

según fuese el caso, o con las distintas mutantes de este, junto con 800 ng de un 

plásmido que codifica para la proteína verde fluorescente (GFP), para identificar a 

aquellas células que fueron transfectadas exitosamente. La transfección se realizó 

utilizando lipofectamina (Invitrogen) o JetPEI (PolyPlus). 

El procedimiento usado para la transfección con lipofectamina fue el siguiente: 

 

1.-El día de la transfección se removió el medio de las células y se remplazo con 

0.8 ml de DMEM sin suero y libre de antibiótico.  
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2.-Para cada caja de células que fue transfectada, se mezclaron 800ng de DNA 

que codifica para TRPV1 o las diferentes mutantes y 800ng del DNA que 

codifica para la GFP en 100 µl de DMEM sin suero y libre de antibiótico en un 

tubo Eppendorf de 1.5ml (a) y en otro tubo (b) se mezclo 0.5µl de lipofectamina 

en 100µl de DMEM sin suero y libre de antibiotico. Después de 5 minutos de 

incubación a temperatura ambiente, se mezclaron suavemente el tubo a y el tubo 

b y se incubaron por  15-20 minutos a 37ºC para formar los complejos DNA-

Lipofectamina 

3.-Después de los 15-20 minutos de incubación se adicionaron los 200µl del 

complejo DNA-Lipofectamina a cada caja de células con 0.8 ml de DMEM con 

suero y libre de antibiótico y se mezclo suavemente. Se incubaron las células a 

37ºC en una incubadora con 5% de CO2 por 6 horas.  

4.-Después de las 6 horas, se cambio el medio por DMEM con suero y 

antibiótico. Se incubaron las células por 24-48 horas.   

 
Para la transfección con JetPEI el procedimiento fue el siguiente:  

 

1.- El día de la transfección se removió el medio de las células y se remplazo con 

1.8 ml de DMEM con suero y antibiótico. 

2.- Para cada caja de células que fue transfectada, se mezclaron 800ng de DNA 

que codifica para TRPV1 o las diferentes mutantes y 800ng del DNA que 

codifica para la GFP y se diluyeron en un volumen total de 100µl de 150mM de 

NaCl estéril en un tubo Eppendorf de 1.5ml (a) y en otro tubo (b) se mezclo 6µl 

de JetPEI en 94µl de 150mM de NaCl estéril para un volumen total de 100 µl. 

Ambos tubos a y b se mezclaron en vortex por 10 segundos. 

3.-Se tomo el contenido del tubo b que contiene JetPEI y se agrega al tubo a y se 

mezclo por vortex por 15 segundos. Se incubo la mezcla por 20-30 minutos a 

temperatura ambiente.  

4.-Después de los 20-30 minutos de incubación de la mezcla, se adicionaron los 

200µl del complejo DNA-JetPEI a cada caja de células con 1.8 ml de DMEM 

con suero y antibiótico y se mezclo suavemente. Se incubaron las células a 37ºC 

en una incubadora con 5% de CO2.  

5.-Las células fueron utilizadas de 24-48 horas después de la transfección para la 

realización de registros electrofisiológicos.  
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6.5.-Preparación de la solución de MββββCD:Colesterol (10:1) 

 

La solución de MβCD:Colesterol (10:1) se realizó basándose en el protocolo 

establecido por Christian et al. (1997)80, el cual consiste en los siguientes pasos: 

 

1.-Preparar una solución que contenga 2.5 mM de MβCD, mediante la 

disolución de 334.5 mg de MβCD en 100 ml de solución de registro y burbujear 

con nitrógeno por al menos 10 minutos.  

2.-Preparar una solución madre de 50 mg/ml de colesterol en una mezcla de 

cloroformo: metanol (1:1). 

3.-Tomar 160 µl de la solución madre de colesterol y colocarla en un tubo 

Falcon de 15 ml. 

4.-Evaporar el solvente mediante un ligero flujo de nitrógeno, de tal forma que el 

colesterol quede impregnado en las paredes del tubo hasta que desaparezca todo 

el solvente.  

5.-Colocar 10 ml de la solución 2.5 mM de MβCD al tubo Falcon que contiene 

 colesterol y sonicar hasta que el colesterol quede disuelto y totalmente 

desprendido de las paredes del tubo (aprox. 10-15 min).  

6.-Agregar el colesterol disuelto en el tubo Falcon a la solución de MβCD 

conservando los 100 ml de volumen.  

7.-Incubar la solución de MβCD: colesterol a 37°C en agitación toda la noche.  

 

La solución madre de colesterol debe ser almacenado en un desecador a -20°C y la 

MβCD en desecador a temperatura ambiente. El protocolo para la preparación de la 

solución que contenía MβCD:Epicolesterol (10:1) fue el mismo que para la preparación 

de la solución de MβCD:Colesterol (10:1). 

 

Para todos los experimentos la concentración final de MβCD fue de 3.34 mg/ml y la 

concentración final de colesterol y epicolesterol fue de 0.08 mg/ml.  
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6.6.-Registros Electrofisiológicos  

 

Los registros se realizaron mediante la técnica de fijación de voltaje en microáreas de 

membrana (patch-clamp), en la configuración “inside-out” y “outside-out”, por lo cual 

los diferentes químicos fueron aplicados en la cara intracelular del canal que se 

encuentra expuesta a las soluciones del baño o en la cara extracelular de la membrana 

respectivamente y se midieron los efectos de incubar los parches a distintos tiempos en 

presencia de diferentes químicos sobre la amplitud de la corriente máxima generada por 

4 µM de capsaicina.  

 

Se usaron soluciones isométricas bajas en iones divalentes compuestas de: NaCl 130 

mM, HEPES 3 mM (pH 7.2) y EDTA 1 mM, ajustado a pH 7.2 con NaOH. Los parches 

de membrana de células HEK293 fueron expuestos durante 60-120 minutos a alguna de 

las siguientes soluciones dependiendo del experimento: una solución de MβCD disuelta 

en solución de registro con una concentración final de 3.3mg/ml, otra solución de 

MβCD: epicolesterol (10:1) y una de MβCD: colesterol (10:1), las cuales fueron 

preparadas de acuerdo al protocolo seguido por Christian et al. descrito en la sección 

anterior.  

 

Para la construcción de curvas corriente a voltaje (I-V), se usaron pulsos de voltaje de 

100 ms de duración para despolarizar desde -120 mV a 120 mV, con incrementos de   

10 mV entre cada pulso y un potencial de mantenimiento de 0 mV. 

Para construir curvas dosis-respuesta se aplicaron concentraciones crecientes de 

capsaicina de 10 nM a 4 µM. Los datos se normalizaron a la corriente máxima obtenida 

con capsaicina 4 µM para obtener la fracción total de corriente activada. Las curvas 

dosis-respuesta se ajustaron a la ecuación de Hill:  

 

     
Hn

Kcap

cap

I

I









+
=

2/1max ][

][
   (Eq.1) 

 

Para así obtener la constante de disociación aparente (K1/2 ó KD), la cual es una medida 

de afinidad del canal por el agonista, y el coeficiente de Hill (n), el cual nos dice el 

número aproximado de moléculas requeridas para activar al canal. 
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Se usaron pipetas de vidrio de borosilicato con una resistencia de entre 3 y 11 MΩ 

dependiendo del nivel de expresión de nuestro canal en las células que se registraron. 

Las corrientes fueron filtradas a 2 kHz y muestreadas a 10 kHz con un amplificador 

EPC 10 (HEKA Elektronik), las gráficas y trazos mostrados en este  trabajo fueron 

analizadas con Igor Pro 6.22A (Wavemetrics Inc.). 

 

6.7.-Registro de canales únicos 

 

Los experimentos de canales únicos, fueron llevados a cabo en la configuración inside-

out, a temperatura ambiente en parches de membrana de células HEK293. Se usaron 

pipetas con una resistencia de 20-30MΩ y se registraron células transfectadas entre 18-

24 horas antes de comenzar el registro. Las corrientes fueron filtradas a 2 kHz y 

muestreadas a 5 kHz. 

 

Se obtuvieron de 30 a 50 pulsos, cada uno de ellos con una duración de 500 ms a 60 mV 

cada 200 ms, en presencia de capsaicina antes y después de la incubación con MβCD: 

colesterol. 

 

6.8.-Registros con Temperatura y Voltaje 

 

Para la activación con temperatura se usó una cámara de registro con control de 

temperatura, Bipolar Temperature Controller TC-202, Medical Systems Corp, 

Greenvale, NY, con la cual se elevó la temperatura del baño a 52ºC, en donde se tomó 

un registro inicial de la activación del canal, para después reducir la temperatura del 

baño a 24ºC aproximadamente y después incubar el parche de membrana durante 60 

minutos con MβCD: colesterol; al termino del tratamiento se volvió a elevar la 

temperatura a 52ºC y se midió una vez más la corriente activada. 

 

Para los registros de activación por voltaje se usó la solución de registro previamente 

descrita, aumentando la fuerza iónica elevando la concentración de NaCl a 200mM, 

HEPES 3 mM (pH 7.2) y EDTA 1 mM, ajustado a pH 7.2 con NaOH. Para la 

construcción de curvas I-V, se usaron pulsos de voltaje de 50ms de duración para 

despolarizar desde -120mV a 200mV, con incrementos de 20mV entre cada pulso y un 

potencial de mantenimiento de 0mV. 
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6.9.-Análisis de ruido 

 

Para determinar el valor de la probabilidad de apertura (Po), el número de canales en el 

parche (N) y la corriente unitaria (i), se realizó análisis de ruido estacionario de 

corrientes macroscópicas activadas por capsaicina a un voltaje de 100mV. Para cada 

parche, la media (I) y la varianza (δ2) fueron determinadas a partir de 50-80 trazos de 

corriente usando el algoritmo de Heinemann y Conti81. Los trazos fueron registrados al 

incrementar gradualmente las concentraciones de capsaicina a partir de 0.01, 0.025, 

0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 4 µM con lo cual la probabilidad de apertura fue cambiando al 

variar la concentración de capsaicina antes y después de la incubación con MβCD: 

colesterol.  

 

Los valores graficados de media versus varianza fueron ajustados a la función:  

 

%

I
iI −=2δ      (Eq.2) 

 

La probabilidad de apertura fue calculada mediante la siguiente ecuación:  

 

i%

I
Po =      (Eq.3) 

 

6.10.-Análisis estadístico 

 

La comparación estadística fue hecha con un análisis de varianza, donde una p<0.05 fue 

considerada como estadísticamente significativa. Todos los datos son mostrados como 

la media ± el error estándar.  
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7.-Resultados  

 

El objetivo original de esta tesis fue el de estudiar los efectos del colesterol sobre la 

función del canal TRPV1, mismos que se describen en esta sección y que se encuentran 

ya publicados en el artículo incluido en el apéndice 1 y cuya cita es: Picazo-Juárez G, 

Romero-Suárez S, Nieto-Posadas A, Llorente I, Jara-Oseguera A, Briggs M, McIntosh 

TJ, Simon SA, Ladrón-de-Guevara E, Islas LD, Rosenbaum T.  “Identification of a 

binding motif in the S5 helix that confers cholesterol sensitivity to the TRPV1 ion 

channel”. The Journal of Biological Chemistry 286, 24966–76 (2011).  

 

7.1.-El colesterol reduce de forma reversible las corrientes del canal rTRPV1  

 

Como una primera aproximación para determinar los efectos del colesterol sobre el 

canal rTRPV1 se realizaron experimentos en parches escindidos de membrana de 

células HEK293 que contienen al canal rTRPV1 expresado heterólogamente. Para 

identificar la presencia del canal TRPV1 en parches de membrana en la configuración 

inside-out, se aplicó una concentración saturante de capsaicina (4µM), y posteriormente 

se expuso el parche a la solución de MβCD:Colesterol durante 60 minutos, lo cual 

produjo una reducción de las corrientes macroscópicas generadas por capsaicina (Fig. 

1A-B). Esta reducción no se asocia a la duración del experimento, ya que la exposición 

de parches de membrana a solución salina durante 120 minutos no causa por sí sola una 

reducción de las corrientes generadas por capsaicina (Fig.1B).  

 

La reducción de las corrientes evocadas por capsaicina podría deberse a que el 

colesterol modificara la afinidad de la capsaicina por el canal. Debido a esto se 

realizaron curvas dosis respuesta a capsaicina antes y después de aumentar los niveles 

de colesterol mediante la exposición del parche de membrana a la solución de 

MβCD:Colesterol. Los resultados obtenidos muestran que no parece haber cambios 

aparentes en la KD, ni en la pendiente (n) (Fig. 1C), ya que si todas las curvas son 

normalizadas al valor máximo se superponen perfectamente, indicando que la 

disminución de la magnitud de la corriente no conlleva un cambio en la afinidad por el 

agonista. De igual forma las curvas I-V obtenidas muestran que la característica de 

rectificador saliente del canal TRPV1 no se modifica después de 60 minutos de 
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exposición de los parches de membrana a MβCD:Colesterol, ya que si las curvas I-V 

también son normalizadas al valor máximo inicial, éstas se superponen, indicando que 

esta característica intrínseca del canal permanece sin cambios (Fig. 1D).  

Figura 1.- El colesterol causa la reducción de corrientes macroscópicas evocadas 
por capsaicina del canal rTRPV1. A) Trazos representativos de corrientes a 120mV. 
Corriente inicial evocada por 4µM de capsaicina, antes del tratamiento con 
MβCD:Colesterol (negro) y a los 30 (gris) y 60 minutos (rojo) después de la exposición 
al tratamiento. B) Promedio de la fracción de corriente activada por 4 µM de capsaicina 
a 120mV después de 30 (gris; 0.50 ±0.03, N=38) y 60 minutos (rojo; 0.28 ±0.02, N=31) 
de exposición del parche de membrana al tratamiento con MβCD:Colesterol y 120 
minutos (blanco; 0.92 ±0.01, N=5) de exposición a solución salina, normalizadas con 
respecto a la activación inicial (Negro; 1 ±0 N=38). C) Curva dosis respuesta a 
capsaicina normalizada respecto a la corriente inicial obtenida a 120mV antes (negro; 
KD=317± 33.3 nM y pendiente n= 1.6 ±0.05) y después de 30 (gris; KD=349 ± 35 nM y 
pendiente n=1.5 ±0.1) y 60 minutos (rojo; KD=323 ±23 nM y una n=1.5 ±0.3) de 
exposición a MβCD:Colesterol. Las líneas representan el ajuste de los datos a una 
ecuación de Hill y se muestran como el promedio ± error estándar de la media (N=5 
para todos los tiempos). D) Curvas corriente-voltaje (I-V) obtenidas en presencia de 4 
µM de capsaicina a diferentes tiempos de incubación con MβCD:Colesterol: inicial 
(negro), 30 (gris) y 60 minutos (rojo). La línea punteada (rojo) representa la 
normalización de los datos obtenidos a los 60 minutos respecto al valor máximo inicial. 
* denota una diferencia significativa entre la fracción inicial y los 30 minutos (p<0.01) y 
** denota diferencia significativa entre 30 y 60 minutos (p<0.01) obtenidas por medio 
de una prueba de ANOVA. 
 

El TRPV1 es un canal polimodal, esto nos hizo preguntarnos si el colesterol también era 

capaz de causar una reducción de las corrientes del canal evocadas por otros estímulos 
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tales como la temperatura y el voltaje. Experimentos activando el canal tanto a 52ºC 

como con voltaje antes y después de 60 minutos de tratamiento con MβCD: colesterol, 

muestran que el colesterol también reduce las corrientes del canal generadas por estos 

estímulos (Fig.2 A-D).  

 
Figura 2.- El colesterol causa la reducción de corrientes evocadas por temperatura 
y voltaje. A) Trazos representativos de corrientes a 120mV. Corriente inicial evocada a 
52°C de temperatura, antes del tratamiento con MβCD:Colesterol (negro) y a 60 
minutos después de la exposición al tratamiento (rojo). B) Promedio de la fracción de 
corriente activada a 52ºC con un pulso de 120mV, en la en la configuración inside-out 
después de 60 minutos de exposición del parche de membrana a MβCD:Colesterol 
(rojo; 0.25 ±0.08, N=5). C) Familias de corrientes representativas evocadas por voltaje, 
antes (negro) y después de 60 minutos de tratamiento con MβCD:Colesterol (rojo) . D) 
Curva corriente voltaje (IV) promedio obtenida a diferentes tiempos: inicial (negro) y  
60 minutos (rojo). La línea punteada (rojo) representa la normalización de los datos 
obtenidos a los 60 minutos respecto al valor máximo inicial. * denota una diferencia 
significativa entre la fracción inicial y los 60 minutos (p<0.01) obtenidas por medio de 
una prueba de ANOVA. 
 
Una vez que se estableció que el colesterol puede reducir las corrientes del canal 

generadas por varios estímulos, se generó la pregunta de si este efecto del colesterol es 

reversible, por lo cual se realizaron experimentos donde primero se causó la reducción 

de las corrientes evocadas por capsaicina del canal rTRPV1 por tratamiento con 

MβCD:Colesterol durante 60 minutos y posteriormente se expuso el mismo parche de 

membrana a 1mM de MβCD entre 10 -30 minutos. Los resultados obtenidos muestran 

que las corrientes reducidas por colesterol se pueden recuperar significativamente por 

tratamiento con el quelante de colesterol (Fig.3A-B). Cabe destacar que la exposición de 
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parches de membrana únicamente a 1mM de MβCD no tiene ningún efecto sobre las 

corrientes macroscópicas evocadas por capsaicina (Fig. 3C). 

 

Figura 3.-El efecto del colesterol es reversible. A) Trazos representativos obtenidos a 
120 mV. Corriente inicial (negro), después de 60 minutos de con MβCD:Colesterol 
(rojo) y 10 minutos después del tratamiento con 1mM de MβCD (gris) B) Promedio de 
la fracción de corriente activada por 4 µM de capsaicina a 120mV después de 60 
minutos de exposición del parche de membrana a MβCD:Colesterol (rojo; 0.18 ±0.07) y 
posterior a 10-30 minutos de tratamiento con 1mM de MβCD (gris; 0.83 ±0.08) (N=5); 
la línea punteada denota la corriente inicial. C) Trazos representativos de corrientes a 
120 mV. Corriente inicial (negro) evocada por 4µM de capsaicina y corriente obtenida 
después de 60 minutos de tratamiento con 1mM MβCD (rojo). * denota una diferencia 
significativa entre los 60 minutos de tratamiento con MβCD:Colesterol y el tramiento 
1mM de MβCD (p<0.01) .  
 

7.2.-El colesterol reduce el número de canales activables 

 

El mecanismo biofísico por el cual el colesterol causa una reducción de las corrientes 

del canal rTRPV1, puede ser debido a cambios en alguno de los siguientes parámetros: 

cambios en la corriente unitaria (i), en la probabilidad de apertura (Po) o en el número 

de canales activos (%). Para dilucidar cual es el mecanismo relacionado con el efecto del 

colesterol sobre el canal, se realizó análisis de ruido en estado estacionario y registros 

de canal único.  
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De los experimentos de análisis de ruido se obtuvo que la probabilidad de apertura 

permanece sin cambios antes y después de colesterol (Pomax=0.95 ± 0.17 y 0.89 ± 0.33 

respectivamente). De la misma forma la corriente unitaria no muestra cambios antes y 

después del tratamiento con colesterol (i=6.85 ± 1.41 pA y 7.96 ± 1.75 pA, 

respectivamente). Sin embargo la %, que es el número de canales activos en el parche, 

se redujo cerca de un 70% respecto del número de canales activables que existían al 

inicio del experimento (%después/%antes=0.32 ±0.06) (Fig. 4A-B). Estos resultados indican 

que el efecto del colesterol es debido a la reducción del número de canales activos en el 

parche, lo cual fue confirmado mediante registros de canal único, en donde se observa 

que la corriente unitaria y la probabilidad de apertura permanecen sin cambios a través 

del tiempo, hasta que súbitamente el canal desaparece del registro después del 

tratamiento con MβCD:colesterol y ya no es capaz de activarse en presencia de 

capsaicina (Fig. 4C-D), lo cual probablemente es debido a la estabilización del estado 

cerrado del canal, que se refleja como un cambio en el número de canales activables. 

 
Figura 4. Análisis de ruido y registro de canal único sobre el efecto del colesterol 
en las corrientes del canal rTRPV1. A) Se muestra la relación media-varianza de 
parches de membrana a 120 mV antes (negro) y después de la incubación con MβCD: 
colesterol (rojo). Los ajustes fueron obtenidos usando la ecuación 2 y son mostrados 
como curvas sólidas; arrojan los siguientes parámetros: antes de colesterol la corriente 

%

I
iI −=2δ  
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unitaria fue de i=6.4 pA, el número de canales funcionales en el parche fue %=88 y la 
probabilidad de apertura Po= 0.67. Después de la incubación con MβCD: colesterol la 
corriente unitaria fue de i = 6.5 pA, la %= 15 y la Po = 0.7. B) Gráfica de barras que 
muestra el cambio en los parámetros anteriormente mencionados como resultado de la 
aplicación de MβCD: colesterol (N=5). C) Trazos de corriente consecutivos obtenidos a 
60 mV, antes (1) y después de 2 minutos (2), 4 minutos (3) y 5 minutos (4) de 
aplicación de MβCD: colesterol. La corriente unitaria (i) antes y después de MβCD: 
colesterol fue 5.96 ± 1.2 pA y 5.75 ± 1.4 pA respectivamente. D) Probabilidad de 
apertura obtenida de registros de canales únicos en función del tiempo. El tratamiento 
con MβCD: colesterol fue aplicado por 2 minutos en tres ocasiones antes de que el canal 
desapareciera del registro. Los números en los recuadros corresponden a los trazos en C. 
 

7.3.-El epicolesterol no afecta las corrientes del canal rTRPV1 

 

Existía la posibilidad de que el efecto del colesterol sobre el canal rTRPV1 pudiera 

deberse a una interacción directa entre esta molécula y el canal o bien debido a los 

efectos que tiene el colesterol en la regulación de las propiedades físicas de la 

membrana.  

 

Para determinar si el efecto del colesterol sobre rTRPV1 se debe o no a una interacción 

directa con el canal, como una primera aproximación se realizaron experimentos de 

exposición de parches de membrana a epicolesterol, un análogo quiral del colesterol. Si 

bien ambos esteroles tienen efectos muy similares sobre las propiedades biofísicas de la 

membrana, su efecto sobre el canal rTRPV1 es muy diferente, ya que a diferencia del 

colesterol, el epicolesterol no causa reducción de las corrientes macroscópicas evocadas 

por capsaicina en el canal rTRPV1 (Fig. 5A-C). Esto indica que la modulación de la 

actividad del canal rTRPV1 por colesterol se debe probablemente a una interacción 

directa entre el canal y el esterol. 

 

Figura 5.- El epicolesterol no tiene efecto sobre las corrientes del canal rTRPV1. A) 
Trazos representativos de corrientes a 120mV. Corriente inicial antes del tratamiento 
con MβCD:Epicolesterol (negro), a los 30 minutos (gris) y 60 minutos después de la 
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exposición al tratamiento (azul). Cerca del 96% ±0.008% (N=5) de la corriente se 
conserva a los 60 minutos respecto de la inicial. B) Curva dosis respuesta a capsaicina 
normalizada respecto a la corriente inicial obtenida a 120mV antes (negro; KD=263 ± 
9nM y pendiente n= 1.6 ±0.1), después de 30 (gris; KD=260 ± 16 y pendiente n=1.5 
±0.4 nM) y 60 minutos (Azul; KD=234 ±34 nM y una n=1.6 ±0.11) de exposición a 
MβCD:Epicolesterol (N=5 para cada caso). C) Cursos temporales de los tratamientos 
con MβCD:Colesterol (rojo, τ= 27 ±5 min. ) y MβCD:Epicolesterol (azul). Cada punto 
representa el valor promedio obtenido a 120mV en presencia de 4µM de capsaicina en 
tanto que la línea roja representa un ajuste con una exponencial simple (N=6). 
 

7.4.-Mutaciones en el S5 transmembranal de rTRPV1 afectan la respuesta a 

colesterol 

 

El siguiente objetivo después de determinar que el efecto del colesterol sobre el canal 

rTRPV1 se debe a una interacción directa, fue el de identificar cuál era el sitio de 

interacción entre este esterol y el canal. Se examinó la secuencia del canal rTRPV1 en la 

búsqueda de motivos de unión a colesterol, localizándose un motivo CRAC 

(Cholesterol recognition/interaction amino acid consensus, por sus siglas en inglés) en 

el segmento transmembranal 5 (S5) del canal rTRPV1 (Fig.8). El motivo CRAC está 

definido por una secuencia como la que sigue -(Leu/Val-(X)1–5-Tyr-(X)1–5-Arg/Lys)-
82. A partir de ello se decidieron llevar a cabo diferentes mutaciones en el segmento que 

contenía el motivo en S5 y probar el efecto del tratamiento con MβCD: colesterol en 

parches de membrana que expresaran estos canales mutantes. Entre las mutaciones que 

se produjeron y estudiaron se encuentran las siguientes: R575Q, R575D, R579Q, 

R579D, F582Q, L585I ,F589Q y F589A.  

 

Los canales con las mutaciones R579Q, R579D y F582Q presentaron una reducción 

parcial en la respuesta a colesterol; la mutante R579Q presento una respuesta a 

colesterol ligeramente menor respecto al control, en tanto que los canales mutantes 

R579D y F582Q respondieron menos a colesterol que el canal mutante R579Q y el 

control (Fig. 6A-C.).  

 

Se realizaron curvas dosis respuesta para verificar si se modificaba la unión de 

capsaicina al canal en los canales mutantes, ya que era importante corroborar que los 

resultados obtenidos no eran debidos a cambios en la sensibilidad a la capsaicina, es 

decir, que la curva de activación a capsaicina no esté corrida ya sea hacia el lado 

izquierdo (más sensible) o hacia el derecho (menos sensible) respecto de la curva dosis-
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respuesta reportada para el canal silvestre. Es necesario asegurarse de que no haya 

variaciones en las curvas, ya que de ser así significaría que ocurrió un cambio alostérico 

debido sólo a la mutación y que las conclusiones que se puedan derivar a partir de estos 

experimentos no sean correctas. Los resultados muestran que no hay cambios aparentes 

en la KD, ni en la pendiente (Figura 6D), así que se concluyó que las mutaciones no 

producían cambios alostéricos apreciables en la respuesta a capsaicina. 

 
Figura 6.-Mutaciones en el motivo CRAC de rTRPV1 reducen parcialmente la 
respuesta a colesterol. Trazos representativos de corrientes a 120mV. A) Corrientes 
evocadas por 4µM de capsaicina en R579Q, antes (negro) y 60 minutos (rojo) después 
de la exposición al tratamiento con MβCD: colesterol. B) Corrientes evocadas por 4µM 
de capsaicina en R579D, antes (negro) y 60 minutos (rojo) después de la exposición al 
tratamiento con MβCD: colesterol. C) Corrientes en F582Q, antes (negro) y 60 minutos 
(rojo) después de exposición al tratamiento con MβCD: colesterol. D) Promedio de la 
fracción de corriente activada por 4 µM de capsaicina a 120mV antes (negro) y después 
de 60 minutos (rojo; R579Q=0.44 ±0.09, R579D=0.72 ±0.09 y F582Q=0.70 ±0.06) de 
tratamiento con MβCD: colesterol (N=5 para todos los casos) E) Curva dosis- respuesta 
a capsaicina normalizada respecto a la corriente inicial, antes (negro; KD=192± 14 nM y 
pendiente n= 1.6 ±0.25 y KD=237± 49 nM y pendiente n= 1.7 ±0.3 para R579D y 
F582Q respectivamente) y después de 60 minutos (rojo; KD=218 ± 32 nM y pendiente 
n=1.5 ±0.15 y KD=250± 32 nM y pendiente n= 1.7 ±0.23 para R579D y F582Q 
respectivamente) de tratamiento con MβCD: colesterol . Las líneas representan el ajuste 
de los datos a una ecuación de Hill y se muestran como el promedio ± error estándar de 
la media (N=5). * denota una diferencia significativa entre la fracción inicial y los 60 
minutos (p<0.01) y ** denota diferencia significativa entre R579Q y R579D (p<0.01) 
obtenidas por medio de una prueba de ANOVA. 
 

Por otra parte la mutación L585I de rTRPV1 es suficiente para eliminar el efecto del 

colesterol sobre las corrientes del canal, después de 60 y 120 minutos de tratamiento 
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con MβCD:Colesterol (Fig.7A-B). Las curvas dosis respuesta del canal mutante L585I 

no muestran  cambios aparentes en la Kd, ni en la pendiente (Figura 7C). 

 

Figura 7.- La mutación L585I es suficiente para eliminar la respuesta a colesterol. 
A) Trazos representativos de corrientes a 120mV. Corriente inicial evocada por 4µM de 
capsaicina (negro), después de 60 y 120 minutos (rojo y gris respectivamente) de 
exposición al tratamiento con MβCD:Colesterol. B) Promedio de la fracción de 
corriente activada por 4 µM de capsaicina a 120mV, después de 60 minutos (rojo; 1 
±0.07, N=10) y 120 minutos (gris; 0.91 ±0.02, N=5) de tratamiento con 
MβCD:Colesterol. C) Curva dosis respuesta a capsaicina normalizada respecto a la 
corriente inicial obtenida a 120mV antes (negro; KD=382 ±16 nM y pendiente n= 1.6 
±0.03) y después de 60 minutos (rojo; KD=396 ± 5 nM y pendiente n=1.5 ±0.02) de 
tratamiento con MβCD:Colesterol. Las líneas representan el ajuste de los datos a una 
ecuación de Hill y se muestran como el promedio ± error estándar de la media (N=4 en 
ambos casos).  
 

7.5.-El colesterol tiene distintos efectos en las variantes I585 e I585V de hTRPV1 

 

Se ha reportado la existencia de algunas variaciones en la secuencia de aminoácidos que 

hay entre el canal rTRPV1 y hTRPV1. Una de estas diferencias se encuentra en el S5 

del canal y consiste en la sustitución de un residuo de leucina en la posición 585 de 

rTRPV1 por una isoleucina o una valina también en la misma posición pero en 

hTRPV183 (Fig. 8). Lo anterior es de gran interés puesto que, como se mostró en la 

sección anterior, la mutación L585I en rTRPV1 elimina la respuesta a colesterol del 

canal. 

 
 
 
 
 
Figura 8. Alineación de secuencias del S5 de rTRPV1 y de dos variantes de 
hTRPV1. La línea sólida indica la posición del motivo CRAC en S5. En rojo destaca el 
residuo 585, el cual es esencial para la respuesta a colesterol.  
 



  37 

Debido a lo anterior se decidió investigar el efecto del colesterol sobre la variante I585 

de hTRPV1 y realizar una mutación puntual en este aminoácido, la mutación I585V, 

correspondiente a otra de las variantes de hTRPV1 existentes. Los parches de 

membrana que expresaban a la variante I585 que fueron tratados con MβCD:Colesterol 

durante 60 minutos no muestran una reducción en las corrientes macroscópicas 

evocadas por capsaicina (Fig. 9B y C), lo cual concuerda con el resultado obtenido en la 

mutante L585I de rTRPV1 en donde se pierde la respuesta del canal a colesterol.  

 

En el caso de la mutación I585V de hTRPV1 existe un decremento de las corrientes 

evocadas por capsaicina después de 60 minutos de tratamiento con MβCD:Colesterol. 

Este decremento es significativo respecto a la fracción inicial de esta mutante y respecto 

a la fracción correspondiente a los 60 minutos de tratamiento con MβCD:Colesterol en 

I585 (Fig. 9B y C), pero con una menor intensidad que en el canal silvestre rTRPV1 con 

L585. Se realizaron curvas dosis respuesta a capsaicina en I585 y en I585V, los 

resultados no mostraron cambios aparentes en la KD, ni en la pendiente (Fig. 9D). 

 

Figura 9.-Respuesta diferencial a colesterol en tres distintas variantes del residuo 
585 en TRPV1. A-B) Trazos representativos de corrientes a 120mV de I585 y de I585V 
respectivamente. Corriente inicial (negro) y 60 minutos después del tratamiento con 
MβCD:Colesterol (rojo). C) Fracción de la corriente activada por 4 µM de capsaicina en 
las variantes I585 (0.97 ±0.05; N=9), I585V (0.65 ±0.04; N=8) de hTRPV1 y L585 
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(0.28 ±0.02; N=31) en rTRPV1 después de 60 minutos de exposición a 
MβCD:Colesterol. D) Curva dosis respuesta a capsaicina normalizada respecto a la 
corriente inicial, antes (negro) y después de 60 min de exposición  a MβCD:Colesterol 
(rojo). Para h-I585 inicial (negro, KD=217± 28 nM y n= 1.4 ±0.08), y para h-I585V 
inicial (negro, KD=232 ±26 nM y n=1.4 ±0.07); después de 60 minutos para h-I585 
(rojo, KD=185 ±30 nM y n=1.5 ±0.08) y para h-I585V (rojo, KD=204 ±37 nM y n=1.4 
±0.09) (N=5 para todos los casos). * denota una diferencia significativa entre la fracción  
de corriente activada en h-I585 y respecto a la mutante h-I585V (p<0.05) después de 60 
minutos de exposición a colesterol;  ** denota diferencia significativa entre  h-I585, de 
h-I585V  y rTRPV1 (p=0.05). 
 

7.6.-La mutación de I585L en hTRPV1 confiere  sensibilidad a colesterol 

 

Tanto la variante I585 de hTRPV1 como la mutación L585I en rTRPV1 no responden a 

colesterol, así que se llevó a cabo la mutación puntual I585L de hTRPV1 con la 

finalidad de investigar si el cambio puntual de este residuo es capaz de conferir al canal 

hTRPV1 sensibilidad a colesterol. El tratamiento de parches de membrana que 

expresaban canales hTRPV1con la mutación I585L con MβCD:Colesterol durante 60 

minutos, exhiben una reducción de las corrientes macroscópicas evocadas por 

capsaicina (Fig. 10A-B). Al igual que en los casos anteriores parece no haber cambios 

aparentes en la KD, ni en la pendiente correspondientes a la curva dosis respuesta en esta 

mutante (Fig. 10C). 

 

Figura 10.-La mutación I585L confiere al canal hTRPV1 sensibilidad a colesterol . 
A) Trazos representativos de corrientes a 120mV . Corriente inicial (negro) y después 
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del tratamiento con  MβCD:Colesterol a los 30 (gris) y 60 minutos (rojo). B) Cursos 
temporales de los tratamientos con MβCD: colesterol en hI585 (gris), hI585L (rojo; τ= 
32 ±7) y  L585 de rTRPV1  (Negro; τ= 27 ±5 min.) (N=5). Cada punto representa la 
corriente  obtenida a 120mV en  presencia de 4µM de capsaicina. C) Curva dosis 
respuesta a capsaicina antes (negro; KD=195± 36 nM y pendiente n= 1.5 ±0.3), después 
de 30 (gris; KD=225 ±41 nM y n=1.4 ±0.09) y de 60 minutos de exposición a 
MβCD:Colesterol (rojo; KD=202 ±34 nM y n=1.5 ±0.3) (N=5 para todos los casos). 

 

8.-Discusión 

 

En este trabajo se incrementó la concentración de colesterol en parches escindidos de 

membrana de células HEK293 que expresaban heterólogamente al canal rTRPV1. Los 

resultados demuestran que el colesterol, uno de los componentes estructurales 

mayoritarios de las membranas celulares en los vertebrados, es capaz de  modular de 

forma negativa a la actividad del canal polimodal TRPV1, causando una reducción de 

las corrientes del canal evocadas por capsaicina, temperatura y voltaje (Fig. 1-2). Más 

aún, se encontró que el efecto del colesterol es reversible por el tratamiento con MβCD, 

un agente quelante de colesterol (Fig. 3A-B).   

 

Los resultados obtenidos contrastan con los publicados previamente por Liu et al
79, 

quienes reportaron que el colesterol es necesario para la función del canal rTRPV1, ya 

que la incubación de células DRG con MβCD, que disminuye los niveles de este lípido 

en las membranas celulares, resultaba en la reducción de las corrientes del canal 

rTRPV1 evocadas por diversos estímulos en registros de célula completa.  

 

De forma similar Szőke et al.84, reportaron que en experimentos de medición de Ca2+ 

intracelular, la depleción del colesterol de las membranas de neuronas del ganglio 

trigeminal disminuían las corrientes generadas por capsaicina y resiniferatoxina, en 

tanto que en células CHO sólo se reducían las corrientes evocadas por capsaicina, pero 

no las generadas por resiniferatoxina o por protones. Los autores de este trabajo 

sugirieron que la diferencia en la respuesta a la reducción de colesterol obtenida entre 

tipos celulares puede ser debida a la diferente composición lipídica de las membranas en 

las que se encuentra embebido el canal.   
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Así, los estudios reportados por Liu et al. y Szőke et al.84, sugieren que el canal 

rTRPV1 es únicamente funcional cuando se encuentra dentro de regiones de la 

membrana plasmática ricas en colesterol como lo son los microdominios mejor 

conocidos como “balsas lipídicas”. Sin embargo, es importante mencionar que los 

experimentos de depleción de colesterol en los estudios de Liu et al., no sólo muestran 

que ocurre una reducción de las corrientes del canal, sino que también muestran que hay 

una disminución de los niveles de proteína del canal rTRPV1 en la membrana 

plasmática. Debido a esto, es difícil distinguir si los efectos observados se deben a si el 

rTRPV1 se encuentra en balsas lipídicas o a si hay alteraciones en los mecanismos de 

tráfico celular. Ambos reportes sugieren que el canal rTRPV1 se encuentra en balsas 

lipídicas79,84. Sin embargo, en experimentos de aislamiento de membranas resistentes a 

detergentes (DRMs) y membranas solubles en detergentes (DSMs) realizados en células 

HEK293 que fueron llevados a cabo por nuestros colaboradores en la Universidad de 

Duke (y publicados en nuestro trabajo), se demuestra que en células sin tratamiento y 

tratadas tanto con MβCD como con MβCD:Colesterol, la proteína rTRPV1 no fue 

detectada por Western blot en fracciones pertenecientes a DRMs en donde las 

concentraciones de colesterol son elevadas. Es decir, estos experimentos demuestran 

que la señal del canal rTRPV1 se localiza en  regiones DSMs que son pobres en 

colesterol (Fig. suplemental 4 en Picazo-Juárez et al.), proporcionando una fuerte 

evidencia a favor de que el canal rTRPV1 no se encuentra localizado dentro de balsas 

lipídicas, lo cual también ha sido reportado para otros canales TRP como el TRPC3, 

TRPC685 y TRPM786.  

 

Experimentos realizados durante nuestra investigación donde se agotaron los niveles de 

colesterol mediante el tratamiento con MβCD, demuestran que la reducción de la 

concentración de este lípido en la membrana no modifican sustancialmente la función 

del canal TRPV1 en los parches escindidos (Fig. 3C). Estos resultados también 

contrastan con los reportados por Liu et al.79  y Szőke et al.84 ya que, como se menciona 

arriba, en estos estudios usando células completas, las corrientes del canal TRPV1 

disminuyen79.  

 

Una diferencia fundamental entre ambos estudios es justamente la configuración del 

patch-clamp que se usó para estudiar los efectos del colesterol. Nuestros datos no 

descartan que puedan estar involucrados componentes celulares en los efectos del 
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colesterol sobre la función del canal, pero nuestros experimentos nos permitieron 

estudiar los efectos de este lípido sobre el canal aislándolo de los complicados procesos 

celulares.  

 

Por otro lado, nuestros datos son consistentes con otro estudio donde se ha reportado la 

ausencia de efectos de la disminución de los niveles de colesterol sobre la actividad del 

canal rTRPV1, en donde la remoción de este lípido no causa cambios en las corrientes 

evocadas por temperatura en el rango de 44 a 50ºC, en tanto que en este mismo estudio,  

el aumento de los niveles de colesterol eleva el umbral de activación del canal por 

temperatura en experimentos realizados en célula completa87.  En el caso del canal 

TRPM8 se ha demostrado que la remoción de colesterol con MβCD provoca una 

disminución de la localización dentro de balsas lipídicas, lo cual potencia las corrientes 

generadas por mentol y temperatura, cambiando el umbral de activación por 

temperatura hacia temperaturas más cálidas cuando este canal tiende a activarse por 

temperaturas templadas88. En un estudio posterior, Veliz et al. demostraron que  el canal 

TRPM8 se encuentra dentro de estructuras vesiculares unidas a la membrana 

plasmática, y que la remoción de colesterol con MβCD estabiliza al canal en la 

membrana plasmática, lo cual provoca un aumento en el número de canales funcionales 

y, por tanto, un aumento en las corrientes evocadas por temperatura89.   

 

Después de que en el presente estudio se caracterizaron los efectos del colesterol en 

registros de corrientes macroscópicas y que se estableció que el rTRPV1 no se localiza 

en balsas lipídicas, se procedió a determinar que el incremento de los niveles de 

colesterol que causa la reducción de las corrientes del canal rTRPV1 sensibles a 

capsaicina no se debe a que el colesterol provoca cambios aparentes en la afinidad de la 

capsaicina por su sitio de unión en el canal. Esto se concluye a partir de los resultados 

que muestran que la forma de las curvas dosis-respuesta al agonista no cambia y a que 

el valor de KD obtenido en cada curva dosis-respuesta llevada acabo antes y después del 

tratamiento con colesterol (Fig. 1C) tampoco se modifica sustancialmente.  

 

Más aún, tampoco se observaron modificaciones en la forma de la relación corriente-

voltaje, ya que la característica de rectificador saliente del canal rTRPV1 se conserva, 

antes y después de colesterol (Fig. 1D), definiendo también que el efecto del colesterol 

no es dependiente del voltaje ya que ocurre tanto a voltajes negativos como positivos. 
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Para fundamentar aún más nuestras conclusiones, decidimos realizar experimentos de 

análisis de ruido y de registro de canales únicos para tratar de dilucidar cual es el 

mecanismo biofísico que subyace a la disminución de las corrientes del canal rTRPV1.  

 

El análisis de ruido no muestra cambios en los parámetros correspondientes a la 

corriente unitaria (i) y a la probabilidad de apertura (Po) después del incremento de la 

concentración de colesterol en membrana. Sin embargo, sí se presenta una disminución 

en el número de canales activables en el parche (%), los cuales ya no logran responder a 

capsaicina después del tratamiento con MβCD:Colesterol (Fig. 4A-B). Esto es 

consistente con los resultados obtenidos mediante registros de canal único donde 

tampoco se modifica la Po ni la i durante el experimento, hasta que súbitamente el canal 

desaparece del registro debido a que el colesterol probablemente provoca que el canal 

entre a un estado no conductor dando como resultado que se vuelva “silente”. Este 

mismo fenómeno ha sido documentado para otros canales como es el caso de los Kir2, 

donde la elevación de los niveles de colesterol también estabiliza su estado cerrado73,90.  

Es interesante notar que aunque el resultado final es el contrario, Veliz et al. observan 

un fenómeno similar mediante análisis de ruido en células HEK293 transfectadas con el 

canal TRPM8,  donde la disminución de colesterol aumenta la corriente media evocada 

por temperatura, a través de un aumento en el número de canales funcionales, sin afectar 

la Po ni la i89.  

 

Apoyándonos en nuestros resultados de análisis de ruido y registros de canal único, 

concluimos que, como se ha reportado en experimentos de análisis de ruido en el canal 

Kir2.190, el colesterol se une al canal rTRPV1 y produce un cambio conformacional que 

estabiliza al canal en el estado cerrado.  

 

Hasta este punto,  los resultados obtenidos no nos permitían distinguir si el efecto del 

colesterol sobre el canal rTRPV1 era debido a una interacción directa con el canal o 

bien debido a una consecuencia indirecta de los efectos de esta molécula en las 

propiedades físicas de la membrana plasmática.  

 

Como una primera aproximación para resolver este punto, se realizaron experimentos 

con epicolesterol, un análogo quiral del colesterol donde solo el grupo hidroxilo cambia 

de posición  β-3-OH a  α-3-OH (Fig.4). Este análogo quiral, tiene efectos similares en 
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la modificación de las propiedades físicas de la membrana y ha sido usado para 

descartar efectos membranales o efectos directos del colesterol en diversos estudios91–93.  

 

Los resultados obtenidos con el epicolesterol muestran una ausencia de efecto del 

mismo sobre las corrientes y la afinidad de la capsaicina por su sitio de unión en el 

canal rTRPV1 (Fig. 5). Esta es una fuerte evidencia a favor de que los efectos no son a 

través de las propiedades de la membrana, sino mas bien un efecto directo al interactuar 

con el canal rTRPV1 en algún sitio específico. Un resultado similar  se ha observado en 

los canales BKCa
93, en miembros de la subfamilia de canales de K+ rectificadores 

entrantes Kir2.191,  KirBac3.194 y KirBac1.192 . 

 

Una vez llevada a cabo la caracterización de los efectos del colesterol y del 

epicolesterol,  nos dedicamos a la búsqueda  del posible sitio de unión del colesterol en 

el canal rTRPV1.  

 

En 1998, Li y Papadopoulos describieron un sitio de unión a colesterol en la proteína 

translocadora de la membrana mitocondrial externa (TSPO), anteriormente conocida 

como proteína de unión a benzodiacepinas de tipo periférico. Dicho sitio de unión a 

colesterol estaba formado por la secuencia: VLNYYVWR (los resididos subrayados 

indican el motivo CRAC). Basados en la similitud observada con el motivo en otras 

proteínas que unen colesterol, los autores propusieron la existencia de un motivo CRAC 

(Cholesterol Recognition Amino acid Consensus), definido por el siguiente patrón de 

secuencia: Leu/Val-(X)1-5-Tyr-(X)1-5-Arg/Lys, donde (X)1-5 indica la posibilidad de 

tener de uno a cinco residuos cualesquiera95. Este motivo CRAC también ha sido 

identificado en proteínas de tipo viral como las M1 y M2 del virus de la influenza A y 

en el intercambiador cardíaco humano Na+/Ca2+96.  

 

Se ha descrito que el colesterol interactúa con el motivo CRAC de las proteínas 

mediante fuerzas de van der Waals entre superficies hidrofóbicas y a través de 

interacciones electrostáticas entre los residuos cargados positivamente y el grupo -OH 

del colesterol82,97,98. Además, se ha reportado para la estructura cristalográfica del 

receptor β2-adrenérgico humano, un receptor acoplado a proteínas G (GPCR), que es 

capaz de asociarse con dos moléculas de colesterol por receptor. Además tiene un sitio 

de unión situado entre las α-hélices I, II, III y IV, donde las interacciones de van der 
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Waals entre el colesterol y residuos aromáticos, y las interacciones electrostáticas con 

residuos cargados de las hélices, son las que promueven la estabilidad térmica del 

receptor. Esto definió la presencia de motivos consenso a colesterol (CCM), 

conservados entre GPCRs clase A de humanos que es de tipo: Arg/Lys-(X)7-10-Trp/Tyr-

(X)4-Ile/Val/Leu99.  

 

La unión de colesterol en otros sitios que no son motivos CRAC o CCM, se ha 

mostrado también en la proteína precursora amiloide que une colesterol de manera 

directa en un motivo VGSNK, similar al motivo CRAC. Esta interacción es necesaria 

para que la proteína pueda localizarse dentro de balsas lipídicas, para poder ser cortada 

por la α-secretasa y seguir su camino en la formación del péptido β-amiloide, que es 

importante en la enfermedad de Alzheimer100,101.  

 

El estudio que aquí se presenta, indica que existe un motivo CRAC ubicado entre los 

residuos 579 a 586 del segmento S5 transmembrana del canal rTRPV1 (Fig. 8), donde 

el residuo L585 juega un papel fundamental en la respuesta a colesterol, ya que la 

mutación L585I elimina por completo la respuesta a colesterol (Fig. 7). La  importancia 

de este residuo y la presencia de un motivo CRAC en el segmento S5 del canal fueron 

confirmadas además en experimentos llevados a cabo con diferentes variantes del canal 

hTRPV1 (Fig. 9), donde la variante I585 de hTRPV1 tampoco responde a colesterol, lo 

cual es consistente con los datos obtenidos con la mutante L585I de rTRPV1, en tanto 

que la variante V585 de hTRPV1 sí presenta una respuesta al colesterol, pero menos 

acentuada que la que presenta el canal silvestre rTRPV1. 

El hecho de que la mutación de L585I en rTRPV1 elimine la respuesta a colesterol y 

que la mutación inversa I585L de L585I en rTRPV1 elimine la respuesta a colesterol y 

que la mutación inversa I585L en hTRPV1 confiera la sensibilidad a colesterol, muestra 

que las interacciones hidrofóbicas son importantes y también refleja la importancia de 

factores estéricos en la interacción entre el colesterol y el canal.  

 

Otros dos aminoácidos de importancia dentro del motivo CRAC del segmento S5 del 

canal rTRPV1 son los residuos R579 y F582. La mutación R579D reduce la respuesta 

del TRPV1 a colesterol, esto sugiere que el cambio de carga de positiva a negativa en 

esa posición altera las interacciones electrostáticas entre el grupo –OH del colesterol y 

el residuo R579 lo suficiente para desestabilizar la interacción entre el colesterol con el 
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canal, pero no logra eliminar por completo la sensibilidad a colesterol como en el caso 

de la mutante L585I. La importancia de esta interacción se confirma en los 

experimentos con la mutación R579Q donde solamente se neutralizó la carga del 

residuo y que resultó en canales cuya respuesta al colesterol es mayor que comparada 

con la de los canales con la mutación R579D, pero menor que la respuesta de los 

canales silvestres. 

 

Finalmente, los canales con la mutación F582Q muestran una respuesta similar a la de 

los canales con la mutación R579D, hecho que también resalta la importancia de este 

residuo en las interacciones hidrofóbicas entre este aminoácido y el colesterol.  

 

Adicionalmente a estos resultados, en colaboración con el M. en C. Ernestro Ladrón y el 

Dr. León Islas de la Facultad de Medicina, se realizó la construcción de un modelo del 

sitio de unión a colesterol en el segmento S5 del canal rTRPV1 (Fig. 9 en Picazo-Juárez 

et al.). En este modelo el grupo –OH del colesterol apunta hacia el residuo R579 

posiblemente estableciendo interacciones electrostáticas. En concreto, la cara α del 

colesterol, la cual es esencialmente plana, establece interacciones hidrofóbicas de tipo 

π-alifáticas con el residuo F582, en tanto que la cola alifática del colesterol ocupa una 

pequeña cavidad en la cual interactúa con el residuo L585 y otros residuos hidrofóbicos 

del canal rTRPV1. Cuando se producen canales con la mutación L585I , se propone que 

el tamaño de la cavidad se reduce, lo cual podría explicar  la perdida del efecto del 

colesterol en esta mutante y en la variante I585 de hTRPV1.  

 

Este mismo modelo se realizó en presencia de epicolesterol, donde se mantiene la 

interacción con el residuo L585, pero el hecho de que la posición del grupo –OH cambie 

de β a la posición α podría incrementar su volumen de van der Waals, comparado con el 

colesterol, lo que podría dificultar la interacción del residuo F582 con la cara α del 

epicolesterol. En síntesis, esto provoca que la interacción con los tres residuos 

importantes dentro del motivo CRAC del segmento S5 sea más desfavorable 

energéticamente comparada con la interacción con colesterol.  

 

La existencia de una interacción directa entre el canal rTRPV1  y el colesterol a través 

de un motivo CRAC fue confirmada por tres distintos tipos de experimentos: 1) por los 
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experimentos usando epicolesterol, que no tiene ningún efecto sobre la actividad del 

canal rTRPV1; 2) por experimentos de medición de las corrientes evocadas por 

capsaicina en mutantes del segmento S5 donde se encuentra ubicado el motivo CRAC y 

3) por los experimentos realizados en las variantes I585 y V585 de hTRPV1 que 

responden pobremente al colesterol.   

 

En los canales BKCa se ha determinado la presencia de siete motivos CRAC en el 

carboxilo terminal de la subunidad Slo1, donde el motivo CRAC4 adyacente a la 

membrana es el que provee la sensibilidad a colesterol. En esta subunidad se encuentran 

los residuos V444, Y450 y K453 que son requeridos para la interacción con el colesterol 

y la formación de puentes de hidrógeno. Además, se ha propuesto que las interacciones 

hidrofóbicas participan en el reconocimiento y localización del colesterol en estos 

canales102. 

 

Estudios llevados a cabo por Rosenhouse-Dankster et al. y Epshtein et al. arrojan 

resultados similares a los nuestros para el canal Kir 2.1 donde la mutación de residuos 

del dominio C-terminal, como la L222I elimina la respuesta a colesterol del canal, en 

tanto que las mutaciones N216D y K219Q  afectan la respuesta a colesterol del canal 

Kir2.1.103,104 También reportan que la mutación I214L en el canal Kir2.3 confiere 

sensibilidad al colesterol104. Así, mediante experimentos electrofisiológicos, de 

mutagénesis y modelado, estos estudios muestran que la sensibilidad a colesterol en 

Kir2.1 está controlada por un cinturón de residuos  que están posicionados alrededor del 

poro citosólico del canal, afectando la apertura del canal en una forma en la que se 

estabiliza el estado cerrado103.  

 

En estudios realizados con la proteína gp41 del VIH, se ha encontrado también que la 

mutación del residuo L679 a I679 dentro de un motivo CRAC (LWYIK a IWYIK) 

resulta en una interacción reducida con el colesterol, afectando la interacción de esta 

proteína con balsas lipídicas y reduciendo la fusión de membranas y la formación de 

sincicios97.  

 

La existencia de dos alelos muy comunes del canal hTRPV1  (V585 e I585) fue descrita 

en un principio por Hayes et al.83, quienes observaron que un polimorfismo en el 

nucleótido 1753, con la substitución de una guanina por una adenina, resulta en un 
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cambio de una valina a una isoleucina en la posición 585 de la proteína. Además, 

reportan que ambos alelos son comunes en humanos, con una  proporción del 51% de 

los individuos son heterocigotos (Ile/Val), un 34% son homocigotos de Ile/Ile y un 15% 

son homocigotos de Val/Val. Según los experimentos de otros grupos de investigación, 

las variantes I585 y V585 de hTRPV1 no presentan diferentes respuestas funcionales a 

capsaicina, pH  y temperatura mediante experimentos de imágenes de calcio y registros 

electrofisiológicos en la modalidad de célula completa83. Sin embargo, sí existen 

estudios que han descrito que estas variantes podrían estar implicadas en procesos de 

tipo patológico.  Por ejemplo, Cantero-Recasens et al. reportan, en un estudio realizado 

en niños, que el 61% de la población presenta el alelo correspondiente a TRPV1-Ile-

585. También demuestran que la variante V585 de hTRPV1 está asociada a una 

modesta pero significativa disminución del riesgo de  presentar ciertos síntomas en el 

asma infantil, como tos y sibilancia. La presencia de estas variantes podría explicar la 

heterogenicidad clínica del asma infantil105.  

 

Otro estudio muestra que quienes son homocigotos para Ile/Ile y por lo tanto presentan 

la variante I585 de hTRPV1, presentan una baja sensibilidad al dolor producido por 

temperaturas altas, lo cual se ha asociado con un bajo riesgo de sintomatología de 

osteoartritis en rodillas106.   

 

Adicionalmente,  Kim et al. muestran que mujeres americanas de descendencia europea 

y que presentan el alelo homocigoto para Val/Val exhiben menores tiempos de 

tolerancia a bajas temperaturas, es decir que un incremento en la sensibilidad a bajas 

temperaturas les induce dolor107. Así, aunque se han reportado al menos seis 

polimorfismos en el gen del canal hTRPV1, no se han realizado estudios sistemáticos 

para caracterizar sus consecuencias funcionales108.  

 

Nuestros resultados revelan una respuesta diferencial al incremento de los niveles de 

colesterol membranal entre el canal rTRPV1 que responde fuertemente al colesterol en 

comparación con las dos variantes del canal hTRPV1, lo cual nos sugiere que el efecto 

del colesterol es dependiente de la especie y de la identidad del aminoácido en la 

posición 585 de cada variante.  Sin embargo, hasta el momento nosotros desconocemos 

las implicaciones fisiologicas de la respuesta diferencial entre estas variantes del canal 

hTRPV1. Pensamos que quizá la expresión de las variantes Val/Val o Ile/Ile en 
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diferentes tipos celulares con diferentes concentraciones de colesterol pudiera estar 

regulando la actividad del canal TRPV1.  

 

Diferencias en la sensibilidad a colesterol, como la que muestran nuestros resultados 

entre rTRPV1 y hTRPV1 han sido observadas en otros canales. Tal es el caso de los 

canales KATP que son regulados por hipercolesteremia in vivo
73, pero  el modo de 

regulación aun es controversial debido a que la sensibilidad a colesterol es diferente 

entre un modelo porcino comparado con un model en conejo. En este caso, en el modelo 

porcino se sugiere una activación funcional en condiciones de hipercolesteremia109 en 

tanto que en el modelo de conejo se suprime la actividad del canal KATP bajo 

condiciones de hipercolesteremia110.   

 

La respuesta diferencial a colesterol entre el canal rTRPV1 y hTRPV1 no es la  única 

existente entre estos canales, ya que con anterioridad se han reportado diferencias  

farmacológicas entre los canales rTRPV1 y hTRPV1. Por ejemplo, se ha reportado que 

la capsazepina y el rojo de rutenio bloquean con más potencia las corrientes evocadas 

por capasaicina en hTRPV1 que en rTRPV1. Adicionalmente, la capsazepina  bloquea 

las corrientes generadas por protones en hTRPV1 pero no en rTRPV1, al igual que la 

capsazepina inhibe más efectivamente las corrientes evocadas por temperatura en 

hTRPV1 que en rTRPV1111. Estas respuestas disímiles ante estos compuestos se deben 

probablemente a diferencias estructurales entre los canales de humano y rata (Figura V). 

 

Figura V. Diferencias estructurales entre los segmentos transmembrana de los 
canales hTRPV1 y rTRPV1. Del lado izquierdo se muestra un modelo donde se 
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sobreponen las estructuras de los segmento transmembrana de un monómero del canal 
hTRPV1 y rTRPV1, en el modelo destacan lo residuos que varían entre el TRPV1 de 
rata (azul) y humano (rosa). Del lado derecho se muestra un acercamiento al segmento 
transmembrana S5 donde el único residuo que varia entre rata (leucina) y humano 
(isoleucina) esta en la posición 585. El modelo presentado fue realizado en SWISS-
MODEL versión 8.05. 
 

En resumen, dado que el canal TRPV1 es un detector importante de estímulos 

ambientales, tanto de estímulos térmicos y químicos nocivos, que además participa en  

varias condiciones patológicas donde ocurren procesos de dolor e inflamación, es  

fundamental saber como se regula bajo varias condiciones. Por ejemplo, será interesante 

saber en un futuro cómo el canal TRPV1 puede ser regulado por situaciones de 

hipercolesteremia in vivo. En experimentos in vitro será importante extender los 

estudios a otras especies pero también, dentro de una misma especie, será interesante 

saber si hay diferencias en la regulación de la actividad del canal por colesterol dentro 

de los diferentes tipos celulares en los que se expresa.  
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9.-Conclusiones 

 

• El incremento de la concentración de colesterol en la membrana regula 

de forma negativa y reversible la actividad del canal TRPV1. 

 

• El colesterol ejerce su efecto mediante su interacción directa con un 

motivo CRAC ubicado en el segmento S5 transmembrana del canal 

TRPV1 que estabiliza al estado cerrado del canal, provocando una 

reducción en el número de canales activables .  

 

• El residuo L585 dentro del motivo CRAC es de vital importancia para la 

interacción del colesterol con el canal, ya que el solo mutar este residuo a 

L585I es suficiente para eliminar por completo la respuesta del canal 

TRPV1 al colesterol. 

 

• La respuesta del canal TRPV1 a colesterol parece ser dependiente de la 

especie. El canal rTRPV1 responde mejor al lípido mientras que las 

variantes de hTRPV1 (V585 e I585) o no presentan respuesta al lípido o 

la respuesta se encuentra disminuida. 
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10.-Perspectivas 

 

El colesterol además de ser uno de los principales componentes de las membranas 

plasmáticas es de vital importancia para otros procesos, ya que a partir de esta molécula 

se sintetizan muchas de las hormonas presentes en los mamíferos. Entre las hormonas 

que se sintetizan a partir del colesterol se encuentran la pregnenolona, la 

dehidroepiandrosterona (DHEA), así como las hormonas sexuales femeninas 

progesterona y 17β-estradiol y hormonas masculinas como la testosterona. Existen 

reportes de que algunas de estas hormonas son capaces de regular diferentes tipos de 

canales iónicos, entre los que se encuentran CatSper, GABAA, receptores NMDA, de 

glicina y el 5-HT3
112,113.  

 

Los canales TRP no son  la excepción ya que se ha demostrado que algunos de ellos son 

regulados por hormonas y otros compuestos esteroides, tal es el caso de TRPM3, 

TRPC3, TRPC4, TRPC5 y TRPC6114–116.  

 

Para el TRPV1, Chen et al. reportaron que en estudios realizados con la técnica de patch 

clamp en la configuración de célula completa en neuronas DRG, esteroides como el 

DHEA y del 17β-estradiol, son capaces de modular la actividad del canal TRPV1, 

probablemente a través de una interacción directa con el canal117. 

 

De estos antecedentes surge la pregunta de si otras moléculas con núcleo esteroide, 

tanto de origen natural como sintético pueden regular algún aspecto de la función del 

canal TRPV1 o bien de la respuesta eléctrica de las células que expresan a este canal. 

   

Por ende, el trabajo presentado en esta tesis referente a la determinación de los efectos 

del colesterol sobre la función del canal TRPV1 constituye la antesala para el  estudio 

del efecto de otras moléculas con núcleo esteroide sobre la función del canal TRPV1. 
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12.-Apéndice  

En la presente sección se muestra el artículo publicado que derivó del proyecto 

presentado en esta tesis, así como un artículo adicional que se obtuvo durante la 

realización de mis estudios de posgrado.   
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>?@ABCDEFGHIJKLMIHLNOJPQRKLLJOKLKOSIHIGTURJQRGOJIUJVGOJTTJQUGLWXYZ[Q\VVJLUI]̂ _̀abcbdefdghdeibgbjd̀hkelahmkncbcogdebmd̀iabld̀ pqr
csobnkgbtuvwxyzde{dǹbgpr|p}+~�|iakjbl̀bgkjdmmjhb{nkg�rchet��w�zE�abnh̀l�lhe�C��d̀hkeq�e{bg�C�mbghcbe d̀j�gkib{�gbl�dgblak�edl��v��
x�����de{�hfb àbnkjjk�he�mdgdc b̀ bgl|obnkgbiakjbl̀bgkj�lhe�jbiadeebji�ggbe �̀�� �E�m��e�cobgknn�eìhkedjiadeebjlhe àbmd̀ia��� ���kmbe
mgkodohjh̀�t��} idmldhihez���� rE��E�ǹbgiakjbl̀bgkj��� �E�m���� p��de{��� rE�E�_odg�gdma{bmhìhe� àbnkj{ iade�bhe àblbiadeebjmdgdc b̀ bgl
dldgbl�j̀kn}+~�|iakjbl̀bgkjdmmjhid̀hkenkg�� �md̀iablE¡�ikelbi�̀ hfbi�ggbe`̀gdiblobnkgbt¢z�dǹbgqchet£z��chet¤z�de{�chet¥zkn}+~�|iakjbl̀bgkj
dmmjhid̀hkeE�abiadeebjmdgdc b̀ bgldgbek̀ dj̀bgb{o�iakjbl̀bgkj�e h̀j̀abiadeebjideekjke�bgobkmbeb{o�idmldhiheE�ablhe�jbiadeebji�ggbe �̀¦_obnkgb
de{dǹbg}+~�|iakjbl̀bgkjdgb�E§�¨ pEqde{�E��¨ pE�m��gblmbìhfbj��dlbl̀hc d̀b{ngkc àbdjjmkhè lahl̀k�gdcE©�lhe�jb iadeebjkmbemgkodohjh̀�dld
n�eìhkekǹhcbidji�jd̀b{ngkc bdiai�ggbè g̀dibd̀ �rcsEpr|p}+~�|iakjbl̀bgkj�dldmmjhb{nkgqchehe àgbbkiidlhkelobnkgb àbiadeebj�dl�edojb k̀kmbe
he àbmgblbeibkn��} idmldhiheE�ab��ªu�����u�«��ikggblmke{ k̀ àb g̀diblhe¡¬

>?@ABC�E­®HQRGOJIUJVGŌK°P±P²³ MHKIUJVGHIG´ JVGTQRGOJIUJVGŌMGJILGÚ H́ HQURJJTTJQUIGTQRGOJIUJVGOGLWXYZ[Ṕ JMHKUJMQ\VVJLUI]̂ �gbmgblbe  ̀
d̀ hfbi�ggbe` g̀diblngkc helh{b k�̀ b�ihlb{ md̀iablbjhih̀b{ dl{blighob{ he àbjb�be{ k̀ >h�EqE�abuvwxyµ�wx�gbmgblbe l̀ àbheh̀hdji�ggbe`obnkgb àb
dmmjhid̀hkeknpr|p}+~�|bmhiakjbl̀bgkjtrEr�c�¶cjznkgDrchet��w�µ�wx�zde{�rchetuv��µ�wx�zE�_odgiadg̀kndfbgd�bkni�ggbe l̀bjhih̀b{o���} idmldhihe
obnkgbtuvwxy��� �z�dǹbgDrt��w�·rE§�¨ rErr���� �zde{�rchetuv���rE§�¨ rErr���� �zkn}+~�|bmhiakjbl̀bgkjb�mkl�gbE�d̀d�bgbekgcdjḩb{ k̀ àb
heh̀hdji�ggbe l̀ko d̀heb{he àbmgblbeibkn��} idmldhihetuvwxyuw�zE¡_̀hcbik�glblnkgi�ggbe g̀b{�ìhkeo� g̀bd̀c be �̀h̀a}+~�|iakjbl̀bgkjt���x��xv��zde{
}+~�|bmhiakjbl̀bgkjtuv���¹�w���zE>kg}+~�|iakjbl̀bgkj�̀ab��v��x����gbmgblbe l̀dlhe�jbb�mkebe h̀djnh̀�h̀ad h̀c bikel̀de k̀nº� q�¨ �che��� �nkg
bdiaidlbE©_{klb gblmkelbi�gfbl k̀idmldhiheobnkgbtuvwxy�»p¶q� q�D¨ §e}��¼ � pE�¨ rEpzde{dǹbghei�od̀hke�h̀a}+~�|bmhiakjbl̀bgkjnkgDrche
t��w��»p¶q� q�r¨ p�e}��¼� pE�¨ rE�z�de{nkg�rchetuv���»p¶q� qD�¨ D�e}��¼� pE�¨ rEppzd̀ pqrcsE�d̀d�bgbekgcdjḩb{ k̀ àbi�ggbe k̀o d̀heb{
he àbmgblbeibkn��} idmldhiheE�ab��v��x�����dgbnh̀lkǹ ab{d̀d�h̀a àb¼hjjb��d̀hke��� �nkgbdiaidlbE
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l̀ m̂̀ _]\nopqrstruvr wxyzu{ru|}~|�r �� |�wuq{r{��wur qrz{ru|}~
��T���wu�|�}v}{{}u��T����w�ywu|q��w�ywu|����y|�Qxr���wu��w�ywu|
����y|��wx���W��r�T�� {}|y~yqu}|r�W��r�������yz�xyz�|qw{yu}wvy�
���WTr��rqru|w|y�rvt��ru||�wvrq~�}{ yuqy�r�}t|r�vyqr��w|v�rqrxyvy|r���
� �� vw�qwyvyu �r~}�r �� ¡¢£¤wu� w~|r�¥¦ {yu ����¤yuvt�w|y}u �y|� �¦§�
���¨§v�}xrq|r�}x~}�©p��T����Q����wu� ªp��T����Q����W«p�w�v�w�|}~
w�r�wzrvt��ru|qrxyvy|r������ w~|r�¥¦{yu}~r��}qt�r|}���¨§v�}xrq�
|r�}x~}���T����Qxr����¦W¬V­ ¦W¦��®¯ ¬¤wu���T����Q�����¦W¥�­ ¦W¦��®¯
�¤�w�ywu|qwu� ��T����¦W��­ ¦W¦��® ¯ °�¤W���¨§v�}xrq|r�}x�w|w�r�r
u}�{wxy±r�|}|�ryuy|ywxvt��ru|q}�|wyur�yu|�r��rqruvr}~���W²�ru}|rq
qyzuy~yvwu|�y~~r�ruvrq�y|��rq�rv||}��T����Qxr����³´ ¦W¦�¤wu�²²�ru}|rq
w �y~~r�ruvr }~��T��� �y|� �rq�rv||} �}|� �t{wu �w�ywu|q�³ ´ ¦W¦�¤W
µpvw�qwyvyuqruqy|y�y|yrq�r~}�r�� ¡¢£�¶�·�¯ ��V­ ��u��®̧ ¯ �W�­ ¦W¦�wu�
�°�­ �¥u��®̧ ¯ �W�­ ¦W¦V~}���T����Qxr���wu���T����Q������rq�rv�
|y�rx�¤wu�w~|r�|�rw|{ru|�y|����¨§v�}xrq|r�}x����p¶�·�¯ ���­ °¦u��
®̧ ¯ �W�­ ¦W¦�wu� �¦�­ °Vu��®̧ ¯ �W�­ ¦W¦¬~}���T����Qxr��� wu�
��T����Q����¤W®¯ �~}�rwv�vwqrW¹wu�º�vt��ru||}�}x|wzr�rxw|y}uq�y�q
~}���T����Qxr���wu���T����Q�����w�ywu|q��rq�rv|y�rx���r~}�r�� ¡¢£»¼½¾
�� »¤wu� w~|r�����»¼½�� »¤w¥¦�{yu ���¨§v�}xrq|r�}x|�rw|{ru|W«�¿¿��
¢À�Á�»w�r|�r�w|ww~|r�v�}xrq|r�}xw��xyvw|y}uu}�{wxy±r�|}|�ry�{w�y{wx
�wxtrW
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;<=>?@ABCDEFGHGIJKLJMNMKMNOPNPDCQRSTUEPVEUJMDEWDXPPEYWDOYEJMEUOYZJEPJNMN[E\] _̂̀ a_̀ b̀ cdedfg̀ hi__̀ cdd_eh̀ bj_kl fcbfm ǹkid̀ ohfb̀ maedhp b̀
q j̀k_̀ rstuvwxecmejd̀ _fchiqedfkcyfdpz{|z}~��|hpk�̀bd̀ _k�jk_�{r��u�xecm�{lfcr���xB�̂ dfl`hki_b̀ jk_ j̀j̀hdbkjhpk�̀bd̀ _k�B�aa�fhedfkckj}~��|
hpk�̀bd̀ _k�jk_�{lfcdkdp`p�?��zn<�̀�A�ge_fecdmfmckdm h̀_̀ eb̀ dp`hi__̀ cdr��u�v��vt����� �xB�p`p�?��zn<�A��lidecd_̀ bakcm m̀dkhpk�̀bd̀ _k�yfdp
e�kj��� �lfcr���v��vt����� �x�bflf�e_dkdpedkjdp`_ed�?��zrstuvw���u������ ��� �lfc��� �xB�edey _̀̀ jfddkebfc��̀ òakc c̀dfe�B� ĥeabefhfc
b̀ cbfdfgfd�kjp�?��zn<�A��q j̀k_̀ rstuvw��z �� z¡�� ��c} ecm�¢ � zB�� {B�xecmejd̀ _hpk�̀bd̀ _k�r�����z �� �{�� �£c} ecm�¢ � zB�� {B�xB�� �jk_
èhpheb̀ B

;<=>?@¡B¤ OVEY¥OUWDOYEJMEUOYLNPVNP¦MO§GNPCQRST\�p`q b̀djfg̀ hkcjk_ledfkcbkjhpk�̀bd̀ _k�mkḧ m̀ dkdp`©�kjdp`�?��zlkm �̀B�p b̀̀ e_̀ dp`
�ky b̀d c̀ _̀��hkcjk_ledfkcbrq d̀y`̀ cª�Bz�ecmª�B{� ḧe� lk�xdë c̀j_kl dp`h�ibd̀ _kj��bflf�e_mkḧ fc�bB<cdpfbqfcmfc�hkcjk_ledfkc�hpk�̀bd̀ _k�
khhiaf̀be�_kkg̀ jk_l m̀q d̀y`̀ c©�ecmdp`aidedfg̀ gk�de� ǹb̀ cbfc�mklefckjdp`em«eh̀ cdbiqicfdB�p`qi�̈�~njeh̀ kjhpk�̀bd̀ _k�akfcdbeye�j_kl dp`
©�p �̀fo�dp`¬¢ �_kia r���ecm ­®�̄�xakfcdbdkye_m �_���¡r��tt°­x�akbbfq�� b̀deq�fbpfc� ec �̀̀hd_kbdedfhfcd̀ _ehdfkcB�p`±njeh̀ kjhpk�̀bd̀ _k��ypfhpfb
b̀b̀ cdfe���j�ed�l ë b̀ep�m_kapkqfh²ne�fapedfhfcd̀ _ehdfkcyfdp�p`�A�r�����xB�p`e�fapedfhdef�fchpk�̀bd̀ _k�khhiaf̀beble��hegfd�fcypfhpfdfcd̀ _ehdbyfdp
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JKLMNOPQRSTNORUTSOUTMSSKLTOVPJLTPLOKWOTPMTPQJTUJLXMKYTYZY[
PJWTMLTOYTOTLJYK\PTMVT]RYJOYJYTYKSQTOYTWK\PRN\JTYS\JLMYRYTOU]T
YPLM̂ J_T̀PTRYTaKRPJTSMWWMUTOWMUbTPQJTQKWOUTNMNK\OPRMUT

OU]TRUS\K]JYTYZWNPMWYTYKSQTOYTSMUPRUKMKYTcKLURUbTNORUdTO\\M]ZUROT
OU]TQZNJLO\bJYROe_
fQJTLJ\JOYJTMVTSJLPORUTcRMOSPRXJT\RNR]YTSMUPLRcKPJYTPMTPQJTbJUJLOPRMUT

OU]TWORUPJUOUSJTMVTUJKLMNOPQRSTNORU_TgMhJXJLdTWOUZTMVTPQJTWM\JSK[
\OLTPOLbJPYTMVTPQJYJTWM\JSK\JYTLJWORUTKÛ UMhU_TiWMUbTPQJTWM\JSK\JYT
VMLThQRSQTOTLM\JTRUTUJKLMNOPQRSTNORUTQOYTcJJUT]JYSLRcJ]TRYTjkie_
jkiTRYTVMKU]TRUTYJLKWTOU]TN\OYWOThQJLJTRPTRYTYZUPQJYRlJ]TWORU\ZT

cZTPQJTJUlZWJTOKPMPOmRUTVLMWTNLJSKLYMLT\ZYMNQMYNQM\RNR]YdThQRSQT
RUTPKLUTOLJTNLM]KSJ]TcZTNQMYNQM\RNOYJYTieTOU]TinToLJV_Tnp_TiSPRXOPJ]T
N\OPJ\JPYqTOU]TMPQJLTSJ\\TPZNJYTYKSQTOYTWRSLMb\ROrTYPRWK\OPJTjkiTNLM[
]KSPRMUdT\JO]RUbTPMTOSSKWK\OPRMUTMVTWRSLMWM\OLTSMUSJUPLOPRMUYTMVT
PQJT\RNR]TKNMUTPRYYKJT]OWObJq_
jkisYTOSPRMUYTOLJTWJ]ROPJ]TcZTtTNLMPJRUuSMKN\J]TLJSJNPMLYTPQOPT

OLJTYNJSRVRSTPMTjkiTojkieujkivp
wTOU]TRUS\K]JTPQJTLJbK\OPRMUTMVTYMWJT

RMUTSQOUUJ\YTPQLMKbQTPQJTOSPRXOPRMUTMVTNOPQhOZYT]MhUYPLJOWTMVTPQJT
LJSJNPMLY_TxVVJSPYTMVTjkiTMUTfykTSQOUUJ\YTQOXJTO\YMTcJJUTLJNMLPJ]vdz_T
{MLTJmOWN\JdTQRbQTSMUSJUPLOPRMUYTMVTjkiToe||T}~ pTYPRWK\OPJT�On�T
WMcR\RlOPRMUTRUT�[\ZWNQMc\OYPTSJ\\T\RUJYTcZTLJbK\OPRUbTPQJTOSPRXRPZTMVT
OTfyk�TSQOUUJ\v_Ti\PQMKbQTPQJZT]MTUMPTJmNJLRWJUPO\\ZT]JWMUYPLOPJT
RPdTPQJYJTOKPQMLYTYKbbJYPTPQOPTjki[RU]KSJ]T�On�TWMcR\RlOPRMUTSMK\]T
cJT]KJTPMT]RLJSPTSQOUUJ\TOSPRXOPRMUTOYTPQJTNLMSJYYThOYTUMPTYJUYRPRXJT
PMTtR�MTNLMPJRUTMLTkj�TRUQRcRPRMU

v_T�UTPQJTMPQJLTQOU]dTjkiT]JSLJOYJYT
fyk~ zTOSPRXRPZTRUTVRcLMc\OYPY_T�JSOKYJTPQJYJTSJ\\YTJmNLJYYTPQJTjkiqT
oO\YMTSO\\J]Tx�t[zpTLJSJNPMLdTPQJTOKPQMLYTYKbbJYPTPQOPTLJbK\OPRMUT
MVTfyk~ zTcZTjkiTSMK\]TcJT]KJTPMTOSPRXOPRMUTMVTPQJTta[OYYMSROPJ]TT
YRbUO\RUbTNOPQhOZz_
fQJTfyk�eTRMUTSQOUUJ\TRYTOSPRXOPJ]TcZTOTXOLRJPZTMVTYPRWK\RTYKSQT

OYTQRbQTPJWNJLOPKLJ�d�dT\MhTNgTOU]TNKUbJUPTSMWNMKU]Y�_Ti\YMdTWK\[
PRN\JTYRbUO\YTPQOPTMLRbRUOPJTVLMWTRUV\OWWOPMLZTNLMSJYYJYTSMUXJLbJT
MUTfyk�edThQMYJTOSPRXOPRMUTRUTYJUYMLZTUJKLMUYTQOYTPQJTVRUO\TSMU[
YJaKJUSJTMVTNORUTNJLSJNPRMU_
�JSOKYJTfyk�eTLJSJNPMLYTRUTUJKLMUYTSMUPLRcKPJTPMTQZNJLO\bJYROdT

OTSMUUJSPRMUTcJPhJJUTfyk�eTOU]Tjki[RU]KSJ]TUJKLMNOPQRSTNORUT
QOYTcJJUTQZNMPQJYRlJ]e_TiTLJSJUPTYPK]ZTYKbbJYPYTPQOPTNORU[LJ\OPJ]T

LJYNMUYJYTRUT]MLYO\TLMMPTbOUb\RMUTo�ytpTUJKLMUYTVLMWTOTLOPTcMUJT
SOUSJLTWM]J\TOLJT]KJTPMTJUQOUSJ]TJmNLJYYRMUTOYThJ\\TOYTNMPJUPROPRMUT
MVTPQJTSONYORSRUTOU]TPQJLWO\TLJYNMUYJYTMVTfyk�eTRUTPQRYT]RYJOYJ_T
fQJYJTSQOUbJYTRUTfyk�eTJmNLJYYRMUTOU]TVKUSPRMUThJLJTYKbbJYPJ]TPMT
cJTSOKYJ]TcZTPQJTOSPRXOPRMUTMVTPQJTNLMPJRUT̂RUOYJT��Tok���pTNOPQhOZT
]MhUYPLJOWTMVTPQJTjkieTLJSJNPML

e|_
�JSOKYJTjkiTRYT\RÛ J]TPMTNORUVK\TNLMSJYYJYTRUXM\XRUbTNORUTbJUJL[

OPRMUT]KLRUbTPRYYKJTRU�KLZTOU]T]OWObJTOU]TcJSOKYJTMPQJLT\RNR]YTYKSQT
OYTk k̀nTOLJT̂UMhUTPMTRUPJLOSPT]RLJSP\ZThRPQTfyk�eToLJVY_TeeueqpdThJT
YJPTMKPTPMT]JPJLWRUJThQJPQJLTjkiTSMK\]TWM]RVZTfyk�eTVKUSPRMUT
PQLMKbQT]RLJSPTcRU]RUbTPMTPQJTSQOUUJ\_
fQJTNLJYJUPTYPK]ZTYQMhYTPQOPTjkiT]MJYTRUTVOSPTOSPRXOPJTfyk�eT

cZTOSPRUbT]RLJSP\ZTMUTRPYT�[PJLWRUO\TLJbRMUdTOU]TPQRYTJVVJSPTSMUPLOYPYTT
hRPQTO\\TMPQJLTJmOWN\JYTMVTjkiTOSPRMUTMUTRMUTSQOUUJ\YTOYTRPTRYTT
RU]JNJU]JUPTMVTjki[LJSJNPMLTOSPRXOPRMU_
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fMTRUXJYPRbOPJTPQJTOSKPJTJVVJSPYTMVTjkiTMUTfyk�e[WJ]ROPJ]TNORU[
LJ\OPJ]TcJQOXRMLdThJTOYYJYYJ]TSONYORSRU[TOU]TQJOP[J\RSRPJ]TNORUT
cJQOXRMLTcZTWJOUYTMVTPQJTNOh[\RŜ RUbTOU]TNOh[hRPQ]LOhO\TOYYOZYTRUT
SMUPLM\TOU]T\RPPJLWOPJTWRSJT\OŜ RUbTJmNLJYYRMUTMVTjkkqTo§̈ ©̈ª�ªdTMLT
«̈ ¬̈ ­®ª�ªpdTOUTJUlZWJThQRSQT]JbLO]JYTjkierdTRUTPQJTUJLXMKYTYZYPJW_
¯ JTWJOYKLJ]TPQJTNOh[\RŜ RUbTPRWJTRWWJ]ROPJ\ZTOVPJLTRU�JSPRMUT

MVTPQJTPJYPTYM\KPRMU_T̄ QJLJOYTcMPQThR\][PZNJTOU]T§̈ ©̈ª�ªTOURWO\YT
YQMhJ]TOTbLJOPJLTNORUVK\TLJYNMUYJThQJUTRU�JSPJ]ThRPQTSONYORSRUT
PQOUT]R]TPQMYJTRU�JSPJ]ThRPQTYO\RUJdT§̈ ©̈ª�ªTWRSJTYQMhJ]T\MUbJLT
NOh[\RŜ RUbTPRWJYTOVPJLTSONYORSRUTRU�JSPRMUTPQOUT]R]TSMUPLM\TOURWO\YT
o°±²³́µ¶p_T̄ QJUTNORUTcJQOXRMLThOYTOYYOZJ]TcZTPQJTNOh[hRPQ]LOhO\TT
OYYOZdThJTO\YMTMcYJLXJ]TOTQZNJLO\bJYRSTLJYNMUYJTPMTRUSLJOYJ]TPJW[
NJLOPKLJTRUT§̈ ©̈ª�ªTWRSJTo°±²³́µ·p_TiYTJmNJSPJ]dŢ ¹̈ º»ª�ªTWRSJT
YQMhJ]TUMT]RVVJLJUSJYThRPQTLJYNJSPTPMTSMUPLM\TOURWO\YdTSMUYRYPJUPT
hRPQThQOPTQO]TcJJUT]JWMUYPLOPJ]TVMLT\Mh[RUPJUYRPZTow_wTipTYPRWK\O[
PRMUewTo°±²³́µ·p_TfMTSMUVRLWTPQOPTPQJTNORUVK\TLJYNMUYJYTPMTSONYORSRUT
OU]TPJWNJLOPKLJTRUTPQJT§̈ ©̈ª�ªTWMKYJTWM]J\TOLJT]KJTPMTfyk�edThJT
NLM]KSJ]Ţ ¹̈ º»ª�ªT§̈ ©̈ª�ªTWRSJTOU]TPJYPJ]TPQJRLTLJYNMUYJYTPMTNORU[
VK\TYPRWK\R_TfQJYJT]MKc\J[̂ UMŜ MKPTOURWO\YTYQMhJ]TUMT]RVVJLJUSJYTT
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UVWXYZU[W[Z\]̂ V\Z\WX̂WXYZWUV_Z̀ XÛVŴaW\bcUVZŴ[Ẁb]\bÙUVW\̂ cdXÛV\eW
bVfWXYZU[W[Zb̀ XÛVWX̂ ẀYbVgZ\WUVWXZh]Z[bXd[ZWi]bjWjUXYf[bjbckWjZ[ZW
\UhUcb[WX̂WXŶ \ZWUVWlmnopqrqWbVfẀ V̂X[̂ cWh ÙZWistuvwxyezk{
|UVbcc}eWjZWb\\b}ZfWjYZXYZ[WUV_Z̀ XÛVŴ aW~��WUVX̂WXYZW]bj\Ŵ aW

jUcf�X}]ZWbVfWlmnopqrqWh ÙZWZcÙUXZfW]bUV�cU�ZW�ZYb�Û[{W� ZWâdVfW
XYbXW~��W][̂ fd̀ Z\WbW[̂ �d\XWi�W��{��kWUV̀ [Zb\ZWUVW]bj�cÙ�UVgWXUhZWUVW
jUcf�X}]ZWbVUhbc\Ẁ̂ h]b[ZfWX̂ Ẁ̂ VX[̂ c\WUV_Z̀ XZfWjUXYW\bcUVZWistuvwx�k{WW
�WVZb[c}W���WfZ̀ [Zb\ZWUVWXYZW[Z\]̂ V\ZWX̂W~��Wjb\Ŵ �\Z[�ZfWUVW
lmnopqrqWh ÙZẀ ĥ]b[ZfWX̂WjUcf�X}]ZWbVUhbc\eWbcXŶ dgYWbW[Zh�
VbVXŴ aWXYZW[Z\]̂ V\ZWX̂W~��Wjb\Ŵ �\Z[�ZfWUVWlmnopqrqWh ÙZẀ ĥ �
]b[ZfWX̂WXŶ \ZWUV_Z̀ XZfWjUXYW\bcUVZWistuvwx�k{W|d[XYZ[h [̂ZeWjZW
b̀ dXZc}WUVYU�UXZfWXYZW�����Ẁ YbVVZcW�}WUV_Z̀ XUVgWXYZW�����W
UVYU�UX̂[Ẁb]\b�Z]UVZWX̂gZXYZ[WjUXYẀb]\bÙUVŴ[W~��WUVWjUcf�X}]ZW
h ÙZWbVfWhZb\d[ZfW]bj�cÙ�UVgWXUhZ{W� V̂\U\XZVXc}eẀ b]\b�Z]UVZW
[Zfd̀ ZfWXYZW]bUV�b\\̂ ÙbXZfW[Z\]̂ V\Z\WX̂W�̂ XYẀb]\bÙUVWbVfW~��W
i����������y��w��������W����������y��wstuvwxyk{
�YZ\ZWfbXbW\Ŷ jWXYbXWh [̂ZWXYbVWYbcaŴ aWXYZW[Z\]̂ V\ZWX̂Wb̀ dXZW

~��WfZcU�Z[}WU\WhZfUbXZfW�}W�����{W�Yd\eWXYZW�dZ\XÛVWb[U\Z\Wb\WX̂W
Ŷ jW�ZYb�Û[bcW]YZV̂ X}]Z\W[ZcbXZWX̂W[Z\]̂ V\Z\WbXWXYZẀZccdcb[WcZ�Zc{W
� ZWaU[\XW\̂ dgYXWX̂WbV\jZ[WXYU\W�dZ\XÛVW�}Wb]]c}UVgW~��WX̂WUV\UfZ�
d̂XWhZh�[bVZW]bX̀YZ\Wa[̂ hWfU\\̂ ÙbXZfWjUcf�X}]ZWh d̂\ZW �¡W
VZd[̂ V\{W~��WZcÙUXZfẀd[[ZVX\Wa[̂ hWhZh�[bVZW]bX̀YZ\eWbVfWXYU\W
ZaaZ̀ XWjb\W�ĉ �̀ZfWUVWbccWZ¢]Z[UhZVX\W�}W£�W¤¥ Ẁb]\b�Z]UVZWb]]cUZfW
X̂gZXYZ[WjUXYW¦W¤¥ W~��Wistuvwx§keW\dggZ\XUVgWXYbXW�����Whb}W
UVfZZfW�ZWbWXb[gZXŴaW~��{
�̂ WZ\Xb�cU\YWXYZW]Y}\ÛĉgÙbcW[̂ cZŴ aW�����WUVWXYZW[Z\]̂ V\ZW

âW �¡WVZd[̂ V\WX̂W~��eWjZW]Z[â[hZfWjŶ cZ�̀ZccẀd[[ZVX�̀cbh]W
[Z̀ [̂fUVg\WUVWjUcf�X}]ZWbVfWlmnopqrqWh ÙZ{W�]]cÙbXÛVŴ aW¦W¤¥ W
~��WX̂W �¡WVZd[̂ V\Wa[̂ hWjUcf�X}]ZWh ÙZWZcÙUXZfWbWfZ]̂ cb[U�b�
XÛVWUVWXYZW[bVgZŴaẄ©ª�Wh�WbVfW\d�\Z�dZVXWb̀ XÛVW]̂ XZVXUbcWaU[UVgWW
istuvwx�k{W �¡WVZd[̂ V\WXYbXW[Z\]̂ VfZfWX̂W~��Wbc\̂ W[Z\]̂ VfZfWX̂W
b̀]\bÙUVWi«ŴdXŴaW«k{W¬VẀ V̂X[b\XeẀZcc\WXYbXWfUfWV̂ XW[Z\]̂ VfWX̂ Ẁb]�
\bÙUVWfUfWV̂ XW[Z\]̂ VfWX̂W~��WZUXYZ[Wi��Ŵ dXŴ aW��k{W�cXŶ dgYWV̂ W
[Z\]̂ V\ZWX̂W~��WUVWlmnopqrqWVZd[̂ V\Wjb\Ŵ�\Z[�ZfeWbẀcZb[W[Z\]̂ V\ZW
X̂WbccÙUVWijYÙYWU\Wbc\̂ WhZfUbXZfW�}W�����ẀYbVVZc\kWjb\W][Z\ZVXeWW
`̂ VaU[hUVgWXYbXW~��Wjb\Wb]]cUZfWX̂WXYZẀ [̂[Z̀ XW\d�\ZXŴ aW\hbcc�W
fUbhZXZ[W �¡WVZd[̂ V\Wistuvwx­kWbVfWUVfÙbXUVgWXYbXW�����Ẁ V̂�
X[U�dXZ\WX̂WXYZWZcZ̀ X[ÙbcW[Z\]̂ V\ZWX̂W~��WUVW �¡WVZd[̂ V\{

F®<Ā°±²³̄ ±́ µA¶́ ±́ ·̧ ¹̧ º̧ »µ¹¼Á½¾·́ µµ́ ¿A=?®ÀÁA°¶̄ ÂẤ ¹µ
~��Wb]]cUZfWX̂ WUV\UfZ�̂ dXW]bX̀YZ\Wa[̂ hW������X[bV\aZ̀ XZfW
ÃÄÅªÆ£W Z̀cc\WUVfd̀ ZfW [̂ �d\XW ỲbVVZcW b̀ XU�bXÛVW bXW �̂ XYWW

Y}]Z[]̂ cb[U�UVgWbVfWfZ]̂ cb[U�UVgW�̂ cXbgZ\WicZaXWbVfW[UgYXW âWW
stuvwÇyeW[Z\]Z̀ XU�Zc}k{W|d[XYZ[h [̂ZeW~��Wb̀ XU�bXZfWbW\UhUcb[WW
a[b̀ XÛVŴaẀd[[ZVXWjUXYW[Z\]Z̀ XWX̂ WXYZWhb¢UhbcW[Z\]̂ V\ZWX̂ WÈW¤¥ W
b̀]\bÙUVWjYZVWb]]cUZfWX̂ W]bX̀YZ\Wa[̂ hW������Z¢][Z\\UVgWÃÄÅW
Z̀cc\Ŵ[WjUcf�X}]ZWh d̂\ZW �¡WVZd[̂ V\Wi�{Æ£WÉW�{�ÆWâ[W �¡WbVfW
�{Æ£WÉW�{�£Wâ[WÃÄÅẀZcc\�W�ª�Wh�eWÊWËW��k{W¬VẀ V̂X[b\XeWÃÄÅẀZcc\W
Z¢][Z\\UVgŴ Vc}Wg[ZZVWacd̂ [Z\̀ZVXW][̂ XZUVWi¡|��W������� ���y��w
stuvwxzkWfUfWV̂ XW[Z\]̂ VfWX̂ W~��eWbVfWXYZW�ZYÙcZWd\ZfWX̂ WfZcU�Z[W
~��WfUfWV̂ XW][̂ fd̀ ZW�����ẀYbVVZcWb̀ XU�bXÛVWi������� ���y��w
stuvwx�k{W¥ [̂Ẑ �Z[eWjZWhZb\d[ZfWXYZW[Z\]̂ V\ZWX̂ W~��WUVWYZXZ[̂ �
ĉ ĝ d\c}WZ¢][Z\\ZfW����ªeW����£WbVfW�����ẀYbVVZc\eWjYÙYW
UVWhbV}Ẁb\Z\Ẁ ĉ̂ b̀cU�ZWjUXYW�����WUVWVbXU�ZẀZcc\eWbVfWâdVfW
XYbXWb]]cÙbXÛVŴaW~��WX̂ WXYZ\ZẀYbVVZc\WfUfWV̂ XW][̂ fd̀ ZẀd[[ZVXW
b̀ XU�bXÛVWi������� ���y��wstuvwx§k{
~��Wb̀ XU�bXZfWbWcb[gZ[Wa[b̀ XÛVŴ aẀd[[ZVXWjYZVWUXWjb\Wb]]cUZfW

UVX[b̀ Zccdcb[c}WXYbVWjYZVWUXWjb\Wb]]cUZfWZ¢X[b̀ Zccdcb[c}WistuvwÇyezk{W
�YZWXUhZẀ V̂\XbVX\Ŵ aWb̀ XU�bXÛVWistuvwÇ�kWUVfÙbXZWXYbXW~��WU\WW
h [̂ZWZaaZ̀ XU�ZWa[̂ hWXYZWUV\UfZWXYbVWa[̂ hWXYZŴ dX\UfZWbVfWXYbXWW
~��Wb]]cUZfWZ¢X[b̀ Zccdcb[c}Whb}Ẁ[̂ \\WXYZWhZh�[bVZWX̂Wb̀ XŴVWXYZW
UVX[b̀ Zccdcb[W\UfZ{
�YZŴ�\Z[�ZfW�����Ẁd[[ZVX��̂ cXbgZW[ZcbXÛV\YU]Wjb\ŴdXjb[fc}W

[Z̀ XUa}UVgWjUXYWbW[Z�Z[\bcW]̂ XZVXUbcŴ aWVZb[W�Wh�WUVWXYZW][Z\ZV̀ ZW
âWZUXYZ[Ẁb]\bÙUVŴ[W~��WistuvwÇ§k{W� X̀U�bXÛVŴaW�����W�}W~��W
^̀ d̀[\WUVWbWf̂ \Z�fZ]ZVfZVXWab\YÛVeWjUXYWbVWb]]b[ZVXWfU\\̂ ÙbXÛVW
`̂ V\XbVXWiÌ kŴaẄ¦ÈWV¥ WbXW�ª�Wh�WistuvwÇ�k{
� ZWXYZVW][̂ �ZfWjYZXYZ[W�����W[Z\]̂ VfZfWX̂Wh ĉZ̀ dcZ\WjUXYW

\UhUcb[W\X[d̀ Xd[Z\WX̂W~��WbVfWX̂Wh ĉZ̀ dcZ\WXYbXWb[ZWbc\̂ W\d�\X[bXZ\W
[̂W][̂ fd̀ X\ŴaWXYZW~��£WZV�}hZ{W¬VX[b̀ Zccdcb[Wb]]cÙbXÛVŴaW¦W¤¥ W
âWgc}̀ Z[̂ cW]Ŷ \]YbXZeŴ cZÙWb̀ UfeWc}\̂ ]Ŷ \]YbXUf}c̀Ŷ cUVZeWfUb̀ }c�
gc}̀ Z[̂ ceẀ Z[bhUfZ���]Ŷ \]YbXZŴ [W\]YUVĝ \UVZ���]Ŷ \]YbXZWfUfW
V̂ XWb̀ XU�bXZW�����eW�dXW¦W¤¥ W]Ŷ \]YbXUfÙWb̀ UfW][̂ h X̂ZfWbW\hbccW
b̀ XU�bXÛVŴaW�����Ẁd[[ZVX\Wi����������y��wstuvwx�k{
�YZ\ZWfbXbWcZfWd\WX̂ Ẁ V̂ c̀dfZWXYbXWbW[̂ �d\XWbVfW\]Z̀ UaÙWb̀ XU�

�bXÛVŴ aW�����Ẁ bVW�ZWb̀ YUZ�ZfW�}W~��{W� ZWad[XYZ[W\XdfUZfW
jYZXYZ[W~��Ẁ d̂cfWb̀ XU�bXZW�����WXY[̂ dgYWbVW~��W[Z̀ Z]X̂[©W
UVfZ]ZVfZVXW]bXYjb}{

F®<A·́ °́ ¾±̧ ·µĀ·́ AÂ̧ ±A²Â³̧ ¹³́ ¿A²ÂA=?®ÀÁĀ°±²³̄ ±²̧Â
Í̂ Wab[eŴd[WfbXbW\dggZ\XWXYbXW~��Wb̀ X\Wb\WbWcUgbVfŴaW�����W�}W][̂ �
h X̂UVgWbẀ V̂â[hbXÛVbcẀYbVgZWXYbXWcZbf\WX̂WXYZŴ ]ZVUVgŴ aWXYZW
ỲbVVZc{W� ZWXYZVWb\�ZfWjYZXYZ[W~��Wb̀ XU�bXZ\WZVf̂ gZV̂ d\W~��W
[Z̀ Z]X̂[\Ŵ[WjYZXYZ[WUXWUVXZ[b̀ X\WfU[Z̀ Xc}WjUXYWXYZẀYbVVZc{
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UVWXYZ[\]̂Y_W[Ẁ âXbZŴcZXa[bẐVcWVdWefgWh Ẑ_WZ_XWb_[ccX]iWhXWjYX̀ W
Z_XWkV]Xbj]XWlafmefgiWh_̂b_WcVZWVc]nWb]VYX]nWaXYXk\]XYWefgŴcW
YZajbZjaXWopqrstuvwW\jZW[]YVŴYW[cW[cZ[xVĉYZWVdWYXyXa[]WefgWaXbXzZVaYW
oefg{|efg}w

{~W[c̀ W[cŴc_̂ \̂ZVaWVdW[jZVZ[�̂c{~�
�cX�zXbZX̀ ]niWlafmefgW[zz]̂X̀ WZVŴcŶ X̀mVjZWkXk\a[cXWz[Zb_XYW

daVkW���WcXjaVcYWoh_̂b_WX�zaXYYWefg{iWefg�W[c̀ Wefg�w
{i{�W[c̀ W

U�f�{mX�zaXŶcxW������WbX]]YWoh_̂b_WX�zaXYYWefg{w
{�iW[bẐy[ZX̀ W

Z_XWb_[ccX]WŶk ]̂[a]nWZVWefgWopqrstu�w�WU_XWda[bẐVcWVdWbjaaXcZW[bẐm
y[ZX̀ W\nWlafmefgWh Ẑ_WaXYzXbZWZVWZ_XWbjaaXcZYW[bẐy[ZX̀ W\nW}W�� W
b[zY[̂b̂cŴcWZ_XWY[kXWkXk\a[cXWz[Zb_W[ZW{��Wk�Wh[YW���W�W���}WdVaW
���WcXjaVcYW[c̀ W���{W�W���{WdVaW���WbX]]Y�Wg]YViWZ_XẀVYXWaXYzVcYXW
ZVWlafmefgWo��W�W{�{W�W����W�� wWh[YWbVkz[a[\]XWZVWZ_[ZWdVaWefgW
o��W�W��}Wc� wWopqrstu�w�
�VkzX]]X̀ W\nWZ_XYXWaXYj]ZYiWhXWYZj̀ X̂̀ Wh_XZ_XaWlafmefgWbVj]̀W

k k̂ b̂Wefg�YWXddXbZYW[ZWZ_XWz_nŶV]Vx̂b[]W]XyX]�W� XWd̂aYZWX�[k ĉX̀ W
h_XZ_XaŴc�XbẐVcWVdWlafmefgŴcZVWZ_XWz[hYWVdWh ]̂̀mZnzXW[c̀ W����� ¡ W
k b̂XWk k̂ b̂¢X̀ WZ_XWXddXbZYWVdWefgW[c̀ WdVjc̀ WZ_[ZWlafmefgWzaV̀ jbX̀ W

[WŶxĉ d̂b[cZŴcbaX[YXŴcWz[hm]̂b¢̂cxWẐkXŴcWh ]̂̀mZnzXW[ĉk[]YWbVkm
z[aX̀ WZVWY[]̂cXWo£W¤���{w�WU_XWaXYzVcYXWVdW����� ¡ Wk b̂XWZVWlafmefgW
h[YWVc]nW[\VjZW��¥WVdWZ_[ZŴcWh ]̂̀mZnzXW[ĉk[]YWo¦§̈ ©̈ª« ª¬­v®̄ t
pqrst°wiŴc̀ b̂[ẐcxWZ_[ZWlafmefgŴc̀ jbXYW[Wz[̂cdj]WYXcY[ẐVcWZ_[ZŴYW
][axX]nWk X̀ [̂ZX̀ WZ_aVjx_WZ_XW[bẐy[ẐVcWVdWU�f�{�
±ZWh[YW[]YVWY_VhcWZ_[ZWlafmefgŴc̀ jbXYW[bẐVcWzVZXcẐ[]Wd̂âcxW

ĉW���WcXjaVcYWdaVkWh ]̂̀mZnzXWk b̂XWopqrstu²iWZVzWâx_ZwW[c̀ WZ_[ZW
Z_XYXWXddXbZYW[aXWcVZWV\YXayX̀ Wh_XcŴZŴYW[zz]̂X̀ WZVWcXjaVcYWdaVkW
����� ¡ Wk b̂XWopqrstu²iW\VZZVkW]XdZwiW[]Z_Vjx_WYXcŶẐŷZnWZVW[]]̂b̂cW
aXk [̂cYWopqrstu²iW\VZZVkWâx_Zw�
U_XẀ[Z[WV\Z[̂cX̀ Wh Ẑ_WlafmefgWYjxxXYZWZ_[ZiWVh ĉxWZVŴZYWYZajbm

Zja[]WŶk ]̂[âẐXYWh Ẑ_WefgiŴZWb[cW[bẐy[ZXWZ_XWb_[ccX]WZ_aVjx_WZ_XW
Y[kXWkXb_[ĉYkW[YWefgiŴc̀ XzXc̀ XcZ]nWVdWefgWaXbXzZVaY�WUVWdjam
Z_XaWYjzzVaZWVjaW_nzVZ_XŶYiWhXWcX�ZWzXadVak X̀ WX�zXâkXcZYŴcW
h_̂b_WhXW[̀ X̀̀ W\VZ_WlafmefgWolafmefgVjZwWZVWZ_XWz[Zb_WẑzXZZXŴcW
ĉŶ X̀mVjZWz[Zb_XYWZVW[bZW[YW[cW[cZ[xVĉYZWVdWZ_XWefgWaXbXzZVaYW[c̀ W
efgWZVWZ_XŴcZa[bX]]j][aWd[bXWVdWZ_XWz[Zb_Woefg ĉw�W³jaWaXYj]ZYWY_VhW
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UVWUXUVYXZW[\]Û _YX̀ aXUVYXb̂ ccY\UdXWbU]eWUY_XfgXhijX̂ \_YcXUVYdYX
b̀ \_]U]̀\dXkWdX\̀ UX_]aaYcY\UXac̀ ZXUVYXZW[\]Û _YX̀aXUV̀ dYXWbU]eWUY_X
fgX]\UcWbYll̂lWcXhijXWl̀\YXmnopqrstuvXw\XaWbUxXYyUcWbYll̂lWcXzci{hijX
mzci{hij`̂ UuXb̀ l̂_Xd̂ dUW]\Xb̂ ccY\UXWbU]eWU]̀\XWdXYaaYbU]eYlgXWdXYyUcW{
bYll̂lWcXhijXWUXUVYXdWZYXb̀ \bY\UcWU]̀\Xmnop|qr}~rW\_rstuv
�VYXhij�XcYbY�ÙcxXkV]bVX]dXWbU]eWUY_XfgXzci{hij

��xX]dXYy�cYddY_X
]\X���X\Ŷ c̀ \d��XW\_X���XbYlldXm�����t�t�����rnopqrs�uvX�̀ X
ĉ lYX̀ ÛXW\gXb̀ \Uc]f̂ U]̀\dX̀ aXhij�XÙ X̀ ĉXYlYbUc̀ �Vgd]̀l̀[]bWlXX
cYb̀ c_]\[dxXkYX_YUYcZ]\Y_XkVYUVYcXUVYXhij�XW[̀ \]dUXaWc\Ydgl{X
�gc̀ �V̀ d�VWUYX m�iiuX b̀ l̂_X WbU]eWUYX UVYX ��i��X bVW\\YlvX
�����t�t�����rnop��trs~XdV̀ kdXUVWUX�iiXkWdX]\bW�WflYX̀aXYl]b]U]\[X
b̂ ccY\UXWbU]eWU]̀\X]\X��i��{Yy�cYdd]\[X���XbYlldXf̀ UVX]\XUVYX]\d]_Y{
`̂ UXW\_X̀\{bYllXb̀ \a][̂ cWU]̀\dxX]\XWbb̀ c_W\bYXk]UVXWX�cYe]̀ d̂XdÛ_gX
UVWUXWld̀ XdV̀ kY_XWXlWb�X̀aXYaaYbUX̀aX�iiX̀\X��i����vX� k̀YeYcxX�iiX
WbU]eWUY_XVYUYc̀ l̀[̀ d̂lgXYy�cYddY_X��i��Xm�����t�t�����rnopqrs�uxX
WdX�cYe]̀ d̂lgXcY�̀ cUY_��vX�VYdYX_WUWX]\_]bWUYXUVWUXhijX]dXWflYXÙX�c̀ {
Z ÙYX��i��XbVW\\YlXâ\bU]̀\XUVc̀ [̂VXWXZYbVW\]dZX]\_Y�Y\_Y\UX̀aX
UVYXWbU]eWU]̀\X̀aXhijXcYbY�ÙcdX���Xm�����t�t�����rnopqrs�uv
�̀ Xâ cUVYcXĉ lYX̀ ÛXUVYX]\è leYZY\UX̀ aXW\gXhijXcYbY�ÙcX]\X

��i���dXcYd�̀ \dYXÙXUV]dXl]�]_xXkYXUcYWUY_X��i��{UcW\daYbUY_X���X
bYlldXk]UVX]\V]f]ÙcdX̀ aXUVYX�X�c̀ UY]\�b̀ �̂lY_Xd][\Wl]\[X�WUVkWgdX
UVWUXWcYXWdd̀ b]WUY_Xk]UVXWbU]eWU]̀\X̀ aXhijXcYbY�ÙcdvX� YX̂ dY_XUVYX
]\V]f]ÙcdX̀ aX�V̀ d�V̀ l]�WdYX Xm¡�����¢XcYavX��u¢X�V̀ {Wdd̀ b]WUY_X
�c̀ UY]\X�]\WdYdXW\_Xi� Xm£{��¤��¢XcYavX��u¢X�]xX�`XW\_X�UX�c̀ UY]\dX
m�YcÛ dd]dXÙy]\xXi�¥��u¢XUVYX¦§Xd̂ f̂ \]UX̀aX�X�c̀ UY]\dXm XUYcZ]\̂ dX
àX¦{W_cY\Yc[]bX�]\WdYX�xX Uc{¦j���¢XcYavX�̈ u¢XW\_XW_Y\glglXbgblWdYX
m�©x�©{_]_Ỳ ygW_Y\̀ d]\YX̀cX�©x�©{__{j_̀ ��uvX� YXà \̂_XUVWUX\̀ \YX̀aX
UVYXUcYWUZY\UdX�cYbl̂_Y_Xb̂ ccY\UXcYd�̀ \dYdXÙXYyUcWbYll̂lWcXhijX]\X
\̀{bYllXcYb̀ c_]\[dXW\_XUVWUXUVYXcYd�̀ \dYdXkYcYX]\XaWbUX]\_]dU]\[̂ ]dV{
WflYXac̀ ZXUV̀ dYXYl]b]UY_X]\X̂\UcYWUY_XbYlldXm�����t�t�����rnopqrstuxX
lYW_]\[X̂dXÙXb̀ \bl̂_YXUVWUXhijXcYbY�ÙcXWbU]eWU]̀\X]dX\̀ UX\YbYddWcgX
àcX��i��XWbU]eWU]̀\XfgXhijv
zYbŴ dYXWXcYbY\UXdÛ_gX]\XW\X]\_̂ bY_Xf̀ \YXbW\bYcXZ _̀YlXdV̀ kdX

UVWUXhijXZ][VUXcY[̂ lWUYXYy�cYdd]̀\XW\_XWbU]e]UgX̀aX��i��XUVc̀ [̂VX
WXi� {_Y�Y\_Y\UX�WUVkWg��xXkYXUYdUY_XUV]dX�̀ dd]f]l]UgX]\X̀ ĉXdgdUYZvX
w\b̂ fWU]̀\X̀aX��i��{UcW\daYbUY_X������XbYlldXk]UVXUVYXi� X]\V]f{
]ÙcdX£��¤��XmcYavX��uXW\_Xzwª Xw�¤XVW_X\̀ XYaaYbUX̀\XhijXWbU]eWU]̀\X
àX��i��X]\X̀ \{bYllXYy�Yc]ZY\UdXm�����t�t�����rnopqr«�uvXi� ¬X
VWdXfYY\XcY�̀ cUY_XÙXfYXcYd�̀ \d]flYXàcXhij{]\_̂ bY_X�̀ UY\U]WU]̀\X

àX��i��XfgXVYWUXW\_XbW�dW]b]\��vX�̀ XWddYddXkVYUVYcXUV]dXkWdXWX�̀ d{
d]f]l]UgxXkYX�YcàcZY_XYy�Yc]ZY\UdX]\XkV]bVXkYXUcW\daYbUY_X������X
bYlldXk]UVXWX�lWdZ]_Xb̀ \UW]\]\[XY]UVYcXWX_̀ Z]\W\U{\Y[WU]eYXàcZ X̀aX
i� ¬��X̀cXUVYXk]l_{Ug�YXâ \bU]̀\WlXeYcd]̀\X̀aXi� ¬��XÙ[YUVYcXk]UVX
��i��vX­eYcYy�cYdd]̀\X̀aXY]UVYcXàcZ X̀aXi� ¬X_]_X\̀ UXVWeYXW\XYaaYbUX
\̀XWb̂ UYXWbU]eWU]̀\X̀aX��i��XfgXhijXm�����t�t�����rnopqr«~x�uv
�̀ Xâ cUVYcXYdUWfl]dVXUVYXlWb�X̀ aXWXc̀ lYXàcXi� ¬X]\X̀ ĉXZ _̀YlxX

kYX̂ dY_XUVYXd�Yb]a]bX]\V]f]ÙcX¬��{�XmcYavX��uX]\XkV̀ lY{bYllXcYb̀ c_{
]\[dX̀aX���X\Ŷ c̀ \dXÙX_YUYcZ]\YXkVYUVYcXfl̀b�W[YX̀aXUV]dX�WUV{
kWgX�cYbl̂_Y_XWbU]eWU]̀\X̀ aX��i��vXjllX���X\Ŷ c̀ \dXUYdUY_XàcX
��i��XWbU]eWU]̀\XfgXhijXcYd�̀ \_Y_X]ccYd�YbU]eYlgX̀ aXUVYX�cYd{
Y\bYX̀aXUVYXd�Yb]a]bX]\V]f]ÙcX¬��{�XW��l]Y_X]\XUVYXcYb̀ c_]\[X�]�YUUYxX
lYW_]\[XÙXUVYXb̀ \bl̂d]̀\XUVWUXi� ¬X]dX\̀ UX\YbYddWcgXàcXWb̂ UYXhijX
WbU]eWU]̀\X̀ aX��i��xXb̀ \UcWcgXÙXkVWUXkWdX�cYe]̀ d̂lgXd̂ [[YdUY_��X
m�����t�t�����rnopqr«�uvX® \̀YUVYlYddxX]\XWbb̀ c_W\bYXÙXUVYXdÛ _gX
ZY\U]̀\Y_XWf̀ eYxXkYxXÙ x̀X̀fdYceY_XWX�̀ UY\U]WU]\[XYaaYbUX̀aXhijX̀\X
bW�dW]b]\Xb̂ ccY\UdXm�����t�t�����rnopqr̄�uv
°̀ XaWcxX̀ ĉX_WUWX_YZ \̀dUcWUYXUVWUXhijX�c̀ Z ÙYdX]UdXYaaYbUdX̀ \X

��i��X]\_Y�Y\_Y\UlgX̀ aXhijXcYbY�ÙcdxXZ d̀UXl]�YlgXUVc̀ [̂VXWX
_]cYbUX]\UYcWbU]̀\Xk]UVXUVYXbVW\\Ylv

E±²³́ µ¶²·̧±A¹·²³Aº̧ ÁF»<A·±A²¼³ABA²³́ ½·±¾¹A̧ºA=?»¿3
°̀ ZYX�c̀ UY]\dX�\̀ k\XÙX]\UYcWbUXk]UVXhijXdVWcYXf]\_]\[Xd]UYdXk]UVX
ÙVYcXl]�]_dXd̂ bVXWdXiwi�XmcYadvX�Àx��uvXiwi�Xf]\_dX_]cYbUlgXÙX��i��XW\_XX
Y\WflYdXUVYXbVW\\Yl�dXcYd�̀ \dYXÙXbW�dW]b]\Xk]UV̀ ÛXWbU]eWU]\[X]U��vX
  \̀eYcdYlgxX_Y�lYU]̀\X̀aXiwi�XcYd̂ lUdX]\X_YbcYWdY_XbVW\\YlXWbU]Xe]UgX
]\_̂ bY_XfgXbW�dW]b]\��x��Xm�����t�t�����rnopqr̄~uv
�̀ X_YUYcZ]\YXkVYUVYcXhijXb̀ l̂_XdVWcYXWXf]\_]\[Xd]UYXk]UVXiwi�xX

kYX�YcàcZY_XWXb̀ Z�YU]U]̀\XWddWgvX¡d]\[XW\XYdUWfl]dVY_XW��c̀ WbV�x��xX
kYXb̀ \dUĉ bUY_XWX_̀ dY{cYd�̀ \dYXb̂ ceYXàcXWbU]eWU]̀\XfgXhijXfgXa]cdUX
cYZ è]\[XY\_̀ [Y\̀ d̂Xiwi�Xk]UVXUVYXdbWeY\[YcX�̀ lglgd]\YXm�̀ lg�uX
W\_XUVY\XW��lg]\[X_]aaYcY\UXb̀ \bY\UcWU]̀\dX̀ aXhijvXw\UYcYdU]\[lgxX
cYZ èWlX̀aXiwi�Xk]UVX�̀ lg�X_]_X\̀ UX�cYbl̂_YX��i��XWbU]eWU]̀\XfgX
hijXmnopqr«�uxXWlUV̀ [̂VX�̀ lg�X_]_XdbWeY\[YXhijXm�����t�t�����r
nopqr̄ �x�uvXª c̀Ỳ eYcxXUVYX_WUWX]\Xnop��tr«�XdV̀ kXUVWUXUVYX_̀ dY{
cYd�̀ \dYXb̂ ceYXàcX��i��XWbU]eWU]̀\XfgXhijXWaUYcXUcYWUZY\UXk]UVX
�̀ lg�X]dXdV]aUY_XÙXUVYXlYaUxXW\_XUVYXÁ�X̀aX��i��XàcXhijX]dXl̀kYcXUVW\X
UVWUXZYWd̂ cY_X]\XUVYX�cYdY\bYX̀aXY\_̀ [Y\̀ d̂Xiwi�Xm��X\ª XeYcd̂ dXX
��̈ X\ª uvX� YXUVY\XcY�YWUY_XUVYXYy�Yc]ZY\UX_Ydbc]fY_XWf̀ eYXf̂ UX
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UVVWXYZ[\]̂ [_̀aY_bYc[dX_b[ZXeeYcYf_[g̀ fgYf_cU_X̀fh[̀e[iXjkl]m]no[U[
dU_Yclh̀ WpqWY[ècr [̀e[]m]n[stuvwxyz[UfZ[{|}}~�����z��xtuvwx��o���
�bYhY[ZU_U[hb̀ d[_bU_[dX_b[XfgcYUhXfa[]m]n[g̀ fgYf_cU_X̀fho[_bY[

UVVUcYf_[UeeXfX_�[èc[\]̂ [Xh[ZXrXfXhbYZo[Uh[Y�XZYfgYZ[q�[U[cXab_dUcZ[
hbXe_[Xf[_bY[Z̀ hY[cYhV̀ fhYh[èc[Ug_X�U_X̀f[q�[\]̂ [stuvwxyz��[� d̀Y�Yco[
_bY[rUafX_pZY[̀e[_bY[rU�Xrpr[cYhV̀ fhY[_̀[\]̂ [dUh[UWh̀ [ZYgcYUhYZ[
Xf[_bY[VcYhYfgY[̀e[]m]n�
mf[U[hXrVWY[g̀ rVY_X_X̀fo[_bY[\]̂ [Z̀ hYlcYhV̀ fhY[gpc�Yh[UcY[

Y�VYg_YZ[_̀[qY[hbXe_YZ[_̀[_bY[cXab_[pV̀ f[XfgcYUhXfa[]m]n[g̀ fgYfl
_cU_X̀fh[dX_b̀ p_[U[gbUfaY[Xf[_bY[rU�Xrpr[cYhV̀ fhY[s_bU_[Xho[_bYcY[
hb̀ pWZ[qY[U[g̀ fgYf_cU_X̀f[̀ e[\]̂ [_bUf[gUf[Ug_pUWW�[ZXhVWUgY[]m]n[
ec̀ r[_bY[qXfZXfa[hX_Y��[�pc[cYhpW_h[gUf[qY[Y�VWUXfYZ[q�[_bY[UWẀ[h_YcXg[
YeeYg_[̀ e[]m]n[̀ f[_bY[qXfZXfa[̀ e[\]̂ [_̀[��]��[_̀aY_bYc[dX_b[_bY[
g̀ rVY_X_X̀f[qY_dYYf[]m]n[UfZ[\]̂ [èc[_bY[hUrY[qXfZXfa[cYaX̀f[
sZYhgcXqYZ[epc_bYc[Xf[iXhgphhX̀f�[tuvwxyzo[{�����x���
^h[\]̂ [Xh[U[fYaU_X�YW�[gbUcaYZ[r ẀYgpWYo[dY[rp_U_YZ[hX_Yh[

Vc̀ V̀ hYZ[_̀ [Xf_YcUg_[dX_b[]m]n[qYgUphY[_bYhY[g̀ f_UXf[V̀ hX_X�YW�[
gbUcaYZ[cYhXZpYh[_bU_[g̀ pWZ[qXfZ[\]̂ �[� Y[eXch_[cYr �̀YZ[cYhXZpYh[
����kn�[Xf[_bY[j[_YcrXfpho[dbXgb[g̀ f_UXfh[hY�YcUW[V̀ hX_X�YW�[
gbUcaYZ[UrXf [̀UgXZh�no[UfZ[_Yh_YZ[_bY[YeeYg_h[̀e[\]̂ �[\]̂ [Ug_X�U_YZ[
_bXh[ZYWY_X̀f[rp_Uf_[hXrXWUcW�[_̀ [X_h[Ug_X�U_X̀f[̀e[dXWZl_�VY[gbUfl
fYWh[stuvwxy�o���[� Y[_bYf[rp_U_YZ[Uf _̀bYc[V̀ hX_X�Y[cYhXZpY[Xf[_bY[
j[_YcrXfpho[\�h���[scYe�[����[̂ [gbUcaYlfYp_cUWX�U_X̀f[rp_U_X̀f[
s������[Vc̀ ZpgYZ[U[gbUffYW[dX_b[U[rUc�YZW�[ZYgcYUhYZ[sfYUcW�[
 �¡�[cYhV̀ fhY[_̀ [\]̂ [stuvwxyo��[_bU_[cY_UXfYZ[f c̀rUW[gUVhUXgXf[
Ug_X�U_X̀f[s{|}}~�� ���z��xtuvwx¢z��[� Y[_bYf[Y�VẀcYZ[_bY[YeeYg_h[
è[_bY[gbUcaYlcY�YchUW[rp_U_X̀f[����i[UfZ[èpfZ[_bU_[X_[UWh̀ [
qYbU�YZ[hXrXWUcW�[_̀ [_bY[dXWZ[_�VY[Xf[X_h[cYhV̀ fhY[_̀ [gUVhUXgXf[
s{|}}~�� ���z��xtuvwx¢z�o[qp_[fYUcW�[k�¡[̀ e[_bY[cYhV̀ fhY[̀ e[_bY[
gbUffYW[_̀ [\]̂ [stuvwxy�o��[UfZ[_̀ [£c]l\]̂ [s{|}}~�� ���z��xtuvwx¢��[[
dUh[Uq̀ WXhbYZ�[¤ c̀Ỳ �Yco[dbYf[dY[UVVWXYZ[\]̂ [_̀ [_bY[����i[
rp_Uf_[ec̀ r[_bY[Y�_cUgYWWpWUc[hXZYo[dY[èpfZ[_bU_[U[hrUWWYc[ecUgl
_X̀f[̀e[gpccYf_[dUh[Ug_X�U_YZ[g̀ rVUcYZ[_̀ [dbYf[Y�_cUgYWWpWUc[\]̂ [
dUh[UVVWXYZ[_̀ [_bY[dXWZl_�VY[gbUffYW�[�bYhY[ZU_U[XfZXgU_Y[_bU_[_bY[
Xf_cUgYWWpWUc[\�h���[cYhXZpY[Ugg̀ pf_h[èc[r h̀_[̀e[_bY[YeeYg_h[̀e[\]̂ [
f̀[��]��[stuvwxy���
¥XfUWW�o[dY[_̀ �̀[U[qX̀gbYrXgUW[UVVc̀ Ugb[_̀[g̀ feXcr[U[ZXcYg_[

Xf_YcUg_X̀f[qY_dYYf[��]��[UfZ[\]̂ �[¦hXfa[rYrqcUfYlVc̀ _YXf[
Y�_cUg_h[ec̀ r[�§�n̈ �[gYWWh[_cUfheYg_YZ[dX_b[��]��o[dY[VYcècrYZ[
VpWWlZ̀ df[Y�VYcXrYf_h[_̀[_Yh_[èc[\]̂ l��]��[Xf_YcUg_X̀fh[dX_b[
UaUc̀ hY[qYUZh[q̀ pfZ[_̀[\]̂ [s\]̂ [qYUZh��
�bY[\]̂ [qYUZh[q̀ pfZ[_̀[_bY[��]��[gbUffYW[hXafXeXgUf_W�[

s©[ª�����[r c̀Y[_bUf[g̀ f_c̀ W[qYUZh[dX_b̀ p_[_bY[WXVXZ[stuvwxy�[UfZ[
{|}}~�����z��xtuvwx«z�o[Uh[Y�XZYfgYZ[q�[_bY[ZXeeYcYfgYh[Xf[hXafUW[

Xf_YfhX_�[̀e[_bY[��]��[qUfZ[sr ẀYgpWUc[rUhh[̀e[k �̈ �[�iU���o[hpal
aYh_Xfa[_bU_[��]��[Vb�hXgUWW�[Xf_YcUg_h[dX_b[\]̂ �
¬̀ [eUco[_bYhY[cYhpW_h[g̀ fh_X_p_Y[h_c̀ fa[Y�XZYfgY[èc[ZXcYg_[Xf_YcUgl

_X̀f[̀ e[_bY[gbUffYW[dX_b[\]̂ �[�̀ [epc_bYc[hpVV̀ c_[_bXh[b�V̀ _bYhXho[
dY[ZYgXZYZ[_̀[Y�VẀcY[dbY_bYc[£c]l\]̂ o[dbXgb[hYYrh[_̀[Ug_X�U_Y[
��]��[_bc̀ pab[_bY[hUrY[rYgbUfXhr[Uh[\]̂ o[dUh[UqWY[_̀[ZXrXfl
Xhb[gbUffYW[qXfZXfa[_̀[_bY[\]̂ [qYUZh[q�[g̀ rVY_Xfa[èc[_bY[hUrY[
hX_Y�[̂ h[Y�VYg_YZo[VcYXfgpqU_X̀f[̀e[rYrqcUfYlVc̀ _YXf[Y�_cUg_h[dX_b[
£c]l\]̂ [cYZpgYZ[qXfZXfa[̀ e[��]��[_̀[\]̂ [qYUZh[UfZ[ZYgcYUhYZ[
_bY[Xf_YfhX_�[̀e[_bY[��]��[hXafUW[̀f[_bY[Xrrpf̀ qẀ_[stuvwxy�[UfZ[
{|}}~�����z��xtuvwx«z��
¥pc_bYcr c̀Yo[dY[phYZ[_bXh[UhhU�[_̀[_Yh_[èc[g̀ rVY_X_X̀f[̀ e[_bY[

\]̂ lqYUZh[dX_b[]m]n[èc[qXfZXfa[_̀[��]���[�bY[ZU_U[Xf[tuv|��xy�[
hb̀ d[_bU_[]m]n[gUf[ZXrXfXhb[_bY[hXafUW[Uhh̀ gXU_YZ[dX_b[\]̂ lqYUZ[
qXfZXfa[_̀[��]��o[XfZXgU_Xfa[_bU_[]m]n[Uf_Uà fX�Yh[\]̂ [U_[_bY[WY�YW[
è[gbUffYW[qXfZXfao[Vc̀ qUqW�[Xf[g̀ rVY_X_X̀f[èc[U[qXfZXfa[hX_Y�
¥XfUWW�o[dY[_Yh_YZ[èc[U[g̀ ccYWU_X̀f[qY_dYYf[_bY[WUg�[̀ e[U[epfgl

_X̀fUW[cYhV̀ fhY[̀e[_bY[����i[rp_Uf_[_̀[\]̂ [UfZ[_bY[YeeYg_h[̀e[_bXh[
rp_U_X̀f[̀ f[_bY[qXfZXfa[̀ e[��]��[_̀[_bY[\]̂ [qYUZh�[� Y[èpfZ[
_bU_[_bXh[gbUcaYlcY�YchUW[rp_Uf_[q̀ pfZ[_̀[\]̂ [qYUZh[�Yc�[V̀ c̀W�[[
stuvwxy�[UfZ[{|}}~�����z��xtuvwx«���[̂ [­pUf_X_U_X�Y[UfUW�hXh[̀ e[
p̀c[VpWWlZ̀ df[UhhU�h[Xh[VcYhYf_YZ[Xf[tuv|��xy®�[�bY[ZU_U[̀q_UXfYZ[
h_c̀ faW�[hpaaYh_[_bU_[\]̂ [qXfZh[_̀[_bY[��]��[gbUffYW[UfZ[_bU_[_bY[
\�h���[hX_Y[Xh[Xr V̀ c_Uf_[èc[\]̂ [qXfZXfa�

¯E°B>°°EH;
¤ Uf�[��][gbUffYWh[VWU�[U[VX�̀ _UW[c̀ WY[Xf[_bY[ZY_Yg_X̀f[̀e[Yf�Xc̀ fl
rYf_UW[h_XrpWX[UfZ[VUXf[VYcgYV_X̀f�[��]��[Xh[XrVWXgU_YZ[Xf[hY�YcUW[
VUXfepW[Vc̀ gYhhYho[UfZ[Xf_YcUg_X̀fh[̀e[_bXh[gbUffYW[dX_b[h̀ rY[Y�̀ aYl
f̀ ph[VUXflVc̀ ZpgXfa[r ẀYgpWYh[bU�Y[qYYf[ZYr f̀h_cU_YZk�[� d̀Y�Yco[
p̀c[�f̀ dWYZaY[̀e[_bY[r ẀYgpWUc[rYgbUfXhrh[̀e[��]��[Ug_X�U_X̀f[
q�[hpqh_UfgYh[cYWYUhYZ[ZpcXfa[Xf±pc�[̀ c[XfeWUrrU_X̀f[cYrUXfh[
hgUcgY�[\]̂ [bUh[Uf[Xr V̀ c_Uf_[c̀ WY[Xf[_bY[ZY�YẀVrYf_[̀ e[fYpc̀ l
VU_bXg[VUXf�²�[m_[bUh[qYYf[hpaaYh_YZ[_bU_[ZpcXfa[_bY[ZY�YẀVrYf_[̀e[
fYpc̀ VU_bXg[b�VYcUWaYhXUo[Uf[pVhpcaY[Xf[\]̂ [Vc̀ Zpg_X̀f[̀ ggpcho[
WYUZXfa[_̀[r�YWXfU_YZ[̂ ³[eXqYc[b�VYchYfhX_X�X_�[_bU_[Xh[VUc_XUWW�[ZpY[
_̀[pVcYapWU_X̀f[̀e[��]��[scYe�[� ��[iYhVX_Y[_bXh[gWYUc[Vc̀ V̀ hX_X̀fo[_̀[
ZU_Yo[_bY[c̀ WY[̀e[��]��[Xf[\]̂ lXfZpgYZ[gbc̀ fXg[VUXf[bUZ[cYrUXfYZ[
pfgWYUc[UfZo[Xf[_bY[gUhY[̀e[Ugp_Y[VUXfo[pfUZZcYhhYZ�
^g_X̀fh[̀ e[\]̂ [̀ f[X̀f[gbUffYWh[Xf[VYcXVbYcUW[f̀ gXgYV_̀ch[bU�Y[

qYYf[gWUhhXgUWW�[gXcgprhgcXqYZ[_̀[_bY[Ug_X�U_X̀f[̀e[cYgYV_̀clrYZXU_YZ[
hXafUWXfa[VU_bdU�hn�o�́�[�pc[d c̀�[g̀ fh_X_p_Yh[_bY[eXch_[h_pZ�[_̀[hb̀ d[
U[ZXcYg_[UfZ[Vb�hX̀ẀaXgUWW�[cYWY�Uf_[Xf_YcUg_X̀f[̀ e[Uf[X̀f[gbUffYW[
UfZ[\]̂ o[UfZ[hY�YcUW[WXfYh[̀e[Y�XZYfgY[VcYhYf_YZ[bYcY[hpVV̀ c_[_bXh[
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UVWXYZ[U\Z] _̂̀ a_bcZXdZXdeXfgdUheZgiZa_bẐWjWkeĝ hZhêljel̂ XmmnZhUo Ù
mX̂ZegZa_bcZXjeUpXeWhZqr_stuZ[UU\ZUdvUwUeĝ hZgiZevWZxZk̂ geWUdyjglkmWVZ
ŴjWkeĝ ZhUfdXmUdfZkXevzXnhcZzvUjvZX̂WZjglkmWVZegZa_b`̂WjWkeĝ ZXjeÙ
pXeUgdcZVgZdgeZk̂ WjmlVWZXjeUgdhZgiZa_bZgdZqr_stuZ[UUU\Zwmgj{ŴhZXdVZ
VgoUdXdèdWfXeUpWZiĝ ohZgiZ_|}ZXdVZ_|}~cZk̂ WpUglhmnZmUd{WVZegZ
XjeUpXeUgdZgiZqr_stZwnZa_bcZvXVZdgZWiiWjehZgdZwgevZXZvWeŴgmgfglhZ
W�k̂ WhhUgdZhnheWoZXdVZevWZdXeUpWZ�rxZdWl̂ gdhuZ[Up\Zqr_stZUdeŴXjehZ
VÛWjemnZzUevZa_bcZXhZhvgzdZwnZklmm̀VgzdZXhhXnhuZXdVZ[p\ZoleXeUgdZgiZ
XZjvX̂fWVẐWhUVlWZUdZevWZ}ZeŴoUdlhZgiZqr_stZjgdhUVŴXwmnẐWVljWhZ
evWZWiiWjehZgiZa_bZXdVZ] _̂̀ a_bZgdZevWZjvXddWmZXdVZWmUoUdXeWhZUdeŴ`
XjeUgdhZgiZevWZjvXddWmZzUevZa_bZUdZklmm̀VgzdZXhhXnh�
bẐWjWdeZhelVnZhvgzhZevXeZXkkmUjXeUgdZgiZXZa_bẐWjWkeĝ ZXdeXfg̀

dUheZXeeWdlXeWhZevŴoXmZvnkŴXmfWhUXZUdZXẐXeZogVWmZgiZwgdWZjXdjŴ�Z
�dZevWZwXhUhZgiZevUhZgwhŴ pXeUgdcZevWZXlevĝ hZk̂ gkghWZXZkghhUwmWẐgmWZ
iĝ ZevWẐWflmXeUgdZgiZqr_stZXjeUpUenZwnZa_bẐWjWkeĝ yoWVUXeWVZhUf̀
dXmUdfZkXevzXnhcZhkWjUiUjXmmnZ_|}~̀VWkWdVWdeZkXevzXnht��Z�gzWpŴcZ
zWZVUVZdgeZgwhŴ pWZXdnẐgmWZgiZ_|}~Ziĝ Zqr_stZXjeUpXeUgdZwnZa_bZ
UdZgl̂ ZW�kŴUoWdeh�Z�dZevXeẐWhkWjecZevWZhelVnZoWdeUgdWVZXwgpWZ
hvgzhZW�kŴUoWdehZkŴiĝ oWVZUdZXZogVWmZUdpgmpUdfZevWZUdVljeUgdZ
giZXZjXdjŴglhZk̂ gjWhht�cZzvUjvZjgokmUjXeWhZUdeŴ k̂ WeXeUgdZgiZevWZ
Ŵhlmeh�Z�ĝ ZW�XokmWcZXieŴZgdmnZ�ZVXnhZgiZUdêgVljUdfZjXdjŴglhZjWmmhZ
egZevWZXdUoXmZogVWmcZevWZXlevĝ hZzŴWZXwmWZegZgwhŴ pWZXdZUdĵWXhWZUdZ
kXz z̀UevV̂ XzXmZmXeWdjnZzvWdZXdUoXmhZzŴWZUd�WjeWVZzUevZXdZa_bt̀

ŴjWkeĝ ZXdeXfgdUhet��Z}XdjŴglhZk̂ gjWhhWhZX̂WZXjjgokXdUWVZwnZ
UdimXooXeĝ nẐWhkgdhWhcZXdVZwgdWZjXdjŴhZUdVljWZVWonWmUdXeUgdZgiZ
hWdhĝ nZiUwŴhcZXZkvWdgoWdgdZevXeZmWXVhZegZvnkŴXmfWhUjẐWhkgdhWh���Z
�l̂ evŴo ĝ WcZogheZgheWgmneUjZelo ĝ hZjXlhWZW�êXjWmmlmX̂ZXjUVUiUjX̀
eUgd��cZzvUjvZoXnZkgeWdeUXeWZqr_stZXjeUpUenZUdVWkWdVWdemnZgiZa_b�Z
qvWZvnkŴXmfWhUjẐWhkgdhWhZgwhŴ pWVZUdẐWi�Zt�ZjglmVZXmhgZwWZVlWZegZ
evWZXm̂WXVǹVWogdhêXeWVZgpŴW�k̂ WhhUgdZgiZqr_stZUdZhgoWZjXd̀
jŴglhZk̂ gjWhhWht�c��ZXdVZevWZkgeWdeUXeWVẐWhkgdhWZgiZevWZjvXddWmZegZ
UdimXooXeĝ nZoWVUXeĝ hZ{dgzdZegZogVlmXeWZUehZXjeUpUenZev̂ glfvZevWZ
XjeUpXeUgdZgiZ_|} V̀WkWdVWdeZkXevzXnh��Z� WZzŴWZXwmWZegẐWk̂ gVljWZ
evWZkgeWdeUXeUdfZWiiWjeZgiZa_bZgdZevWZqr_stZjXkhXUjUdẐWhkgdhWZ
Ŵkĝ eWVZUdẐWi�Zt�cZwleZzWZjgdjmlVWZevXeZevUhZUhZ�lheZXdZXVVUeUpWZWiiWjeZ
giZezgZXfgdUhehZwUdVUdfZegZVUiiŴWdeẐWfUgdhZUdZevWZjvXddWm�
�evŴZhelVUWhZUdZzvUjvZa_bZzXhZVWmUpŴWVZUdêXkmXdeX̂mnZegZoUjWZ

hvgzZevXeZa_b ÙdVljWVZkXUdẐWhkgdhWhZjXdZwWZwmgj{WVZWUevŴZwnZ
Ud�WjeUgdZgiZa_bZegfWevŴZzUevZ_q�Zĝ ZwnZUdvUwUeUgdZgiZa_btZW�k̂ Wh̀
hUgd��cZhlffWheUdfZevXeZXjleWZkŴUkvŴXmZdgjUjWkeĝ Ẑ WhkgdhWhZegZ
a_bZVWkWdVZgdZevWZxU�g̀ jglkmWVZa_btẐWjWkeĝ�ZqvWhWZVXeXZhWWoZegZ
W�jmlVWZXZoX�ĝ ẐgmWZiĝ ZVÛWjeZXjeUpXeUgdZgiZqr_stZwnZa_bZUdZdgjÙ
iWdhUpWZwWvXpUĝ ZfWdŴXeUgd�
�gzWpŴcZVUiiŴWdeZmUdWhZgiZWpUVWdjWZîgoZgl̂ ZW�kŴUoWdehZkgUdeZ

egZevWZjgdêX̂ n�Z�ÛhecZgl̂ ZiUdVUdfhZhvgzZevXeZqr_stcZzvUjvZUhZ
W�k̂ WhhWVZUdZkŴUkvŴXmZdgjUjWkeĝ hcZUhẐgwlhemnZXdVZVÛWjemnZXjeÙ
pXeWVZwnZa_bZXdVZ] _̂̀ a_bcZXdZUdvUwUeĝ ZgiZa_bt�Z�WjgdVcZ] _̂̀ a_bZ
k̂ gVljWVZhUoUmX̂ ẐWhkgdhWhZegZa_bZUdZgl̂ ZwWvXpUĝ XmZXhhXnhZXdVZêUf̀
fŴWVZXjeUgd̀ kgeWdeUXmZiÛUdfZUdZjlmel̂ WVZ�rxZdWl̂ gdhcZUdVUjXeUdfZ
evXeZa_btZUhZdgeZWhhWdeUXmZiĝ ZevWZfWdŴXeUgdZgiZXjleWZkXUdẐWhkgdhWhZ
êUffŴWVZwnZa_b�Z�l̂ evŴo ĝ WcZevWZW�kŴUoWdeXmẐ Wjĝ VUdfhZUdZZ
Ŵi�Z��ZzŴWZkŴiĝ oWVZXieŴZk̂ gmgdfWVZdgjUjWkeĝ ZheUolmXeUgdcZ
zvUjvZiXpĝ hZqr_stZjvXddWmZVWhWdhUeU�XeUgd�ZqvWẐWhlmeUdfZVWĵWXhWZ
UdZqr_stZjvXddWmẐWhkgdhUpWdWhhZegZXfgdUhehZjglmVZvXpWZgwhjl̂ WVZ
UehẐgmWZUdZevWZXjleWẐWhkgdhWZegZa_b�
� ĝ WgpŴcZevWZXlevĝ hZUdẐWi�Z��ZoWXhl̂ WVZkXUdẐWhkgdhWhZXieŴZa_bZ

XdVZ_q�ZzŴWZUd�WjeWVZegfWevŴZUdegZevWZkXzhZgiZoUjWZXdVZhvgzWVZ
evXecZXieŴZgdmnZ��ZoUdcZ_q�ZzXhZXwmWZegZk̂ gVljWZXZVWĵWXhWZUdZevWZ
kXUdẐWhkgdhW�ZqvWZkXUd̀ ŴmXeWVZwWvXpUĝ ZlkZegZt�ZoUdZzXhZevWZhXoWZ
XhZevWZjgdêgmẐWhkgdhWZgweXUdWVZUdZevWZk̂ WhWdjWZgiZgdmnZa_bcZjgdhUh̀
eWdeZzUevZgl̂ ZgwhŴpXeUgdhZevXeZa_bZjXlhWhZXjleWZkXUdZkX̂emnZev̂ glfvZ
qr_st�ZrWhkgdhWhZXeZmgdfŴZa_bZW�kghl̂ WhZjglmVZUdVWWVZheWoZîgoZ
gevŴZogmWjlmX̂ZWdeUeUWhZhljvZXhZa_bt�Z�eZUhZjŴeXUdZevXeZUeZUhZdgeZgdmnZ
XZhUdfmWZWiiWjeĝ ZevXeZjgdêgmhZevWẐWhkgdhWhZegZa_bZXdVZgevŴZkXUd̀
ilmZheUolmU�Z�l̂ ZgzdZVXeXZhvgzZevXeZevŴWZX̂WẐWhUVlXmẐWhkgdhWhZUdZ
evWZwWvXpUĝ XmZXhhXnZUdZevWZqr_st̀ dlmmZoUjWZXieŴZa_bZXdVZ] _̂̀ a_bZ

Ud�WjeUgdZ[�������ZXdVZ������ �¡¢£¤¥������¦\ZevXeZjglmVZwWZVlWZegZ
gevŴZogmWjlmWhZXiiWjeWVZwnZevWZXjeUpXeUgdZgiZevWZhUfdXmUdfZkXevzXnhZ
ŴhlmeUdfZîgoZa_b`̂WjWkeĝ ZXjeUpXeUgdcZhljvZXhZa_btZĝ Za_b§�
� UevẐWfX̂VZegZevWZdXel̂ WZgiZevWZUdeŴXjeUgdZwWezWWdZjvXddWmZXdVZ

mUkUVcZzWZWheXwmUhvWVZevXeZgdWZgiZevWZk̂ gkghWVZ_�_�ZwUdVUdfZhUeWhZUdZ
evWZqr_stZjvXddWmcZevWẐWhUVlWZanh�t�Z[̂Wi�Ztt\cZUdZiXjeZoWVUXeWhZ
wUdVUdfZgiZa_b�ZqvUhZUdeŴXjeUgdZkghhUwmnZgjjl̂ hZkX̂emnZev̂ glfvZXdZ
WmWjêgheXeUjZoWjvXdUhocZXhZXZjvX̂fWZdWlêXmU�XeUgdZgiZevUhZhUeWZUhZ
dgeZXhZWiiWjeUpWZXhZXZjvX̂fWẐWpŴhXmZUdZk̂ WjmlVUdfZa_bZXjeUpXeUgdZgiZ
qr_stcZXdVZk̂ gwXwmnZXmhgZev̂ glfvZvnV̂ gkvgwUjZUdeŴXjeUgdhZzUevZ
evWZXjnmZjvXUdZgiZa_b�
anh�t�ZUhZmgjXeWVZUdZevWẐWfUgdZevXeZjgdheUeleWhZevWZqr_̀ mU{WZ

VgoXUdZXdVZUhZXmhgZXZeWêXo ŴU�XeUgdZVgoXUdZiĝ ZevWZk̂ geWUdcZXdVZ
VWmWeUgdhZUdZevUhẐWfUgdZvUdVŴZevWZiĝ oXeUgdZgiZheXwmWZolmeUo Ŵh�t�Z
�̂ goZgl̂ ZW�kŴUoWdehZzUevZevWZ|�t��ZoleXdecZzWZgwhŴ pWVZevXeZ
dWX̂mnZ��̈ Z[wleZdgeZXmm\ZgiZevWẐWhkgdhWZegZa_bZUhZXwgmUhvWV�Z�eZUhZ
kghhUwmWZevXeZgevŴ Ẑ WhUVlWhZXmhgZkX̂eUjUkXeWZUdZevWZheXwUmU�XeUgdZ
giZa_bZwUdVUdfZegZqr_st�ZqgZVWeŴoUdWZevUhcZzWZoleXeWVZgevŴZ
jvX̂fWVẐWhUVlWhZUdZevUhẐWfUgdcZUdjmlVUdfZevWZdWX̂wnZb f̂��tẐWhÙ
VlWZXhZzWmmZXhZanh©��cZanh©��cZanh�t�ZXdVZb f̂�t��Z�gzWpŴcZdgdWZ
giZevWhWZoleXeUgdhZk̂ gVljWVZildjeUgdXmZjvXddWmh�ZqvWZVWmWeUgdZgiZXZ
hêWejvZgiẐWhUVlWhZUdZevWZVUheXmZ}ZeŴoUdlhcZk̂ WpUglhmnẐWkĝ eWVZXhZ
Uokĝ eXdeZiĝ ZUdeŴXjeUgdhZgiZqr_stZzUevZ_�_�Z[̂Wi�Z��\cZXmhgZvXVZdgZ
WiiWjeZgdZa_bZXjeUpXeUgdZgiZqr_st�
rWfX̂VUdfZevWZWiiWjehZgiZ_�_�ZgdZevWZjvXddWmªhẐWhkgdhWZegZa_bcZ

zWZigldVZevXeZ_�_�ẐWVljWhZevWZXkkX̂WdeZXiiUdUenZgiZevWZjvXddWmZiĝ Z
a_b�ZqvUhZUhZgwhŴ pWVZXhZXẐWVljeUgdZUdZwgevZevWZXiiUdUenZiĝ Za_bZ
gweXUdWVZîgoZevWZVghẀ ŴhkgdhWZjl̂ pWhZXdVZevWZjvXddWmZwUdVUdfZegZ
a_bZwWXVhZzvWdZ_�_�ZUhZk̂ WhWde�Z� ĝ WgpŴcZevWZk̂ WhWdjWZgiZ_�_�ZXmhgZ
ŴVljWhZevWZjvXddWmªhZoX�Uolo ẐWhkgdhWZegZa_b�ZqvWZWiiWjehZgdZ
XkkX̂WdeZXiiUdUenZjglmVZwWZVlWZegZgpŴmXkkUdfZwUdVUdfZhUeWhZiĝ Za_bZ
XdVZ_�_��Z�gzWpŴcZevWẐWVljeUgdZUdZevWZoX�UoXmẐWhkgdhWZUdVUjXeWhZ
evXeZXZjgokmW�ZXmmgheŴUjZUdeŴkmXnZwWezWWdZa_bZXdVZ_�_�ZoUfveZwWZ
eX{UdfZkmXjW�ZbmmgheŴUjZogVlmXeUgdZgiZevWZWiiWjehZgiZa_bZwnZ_�_�ZUhZ
dgeZhl̂ k̂ UhUdfZwWjXlhWZ_�_�ZXmmgheŴUjXmmnZogVlmXeWhZevWZXjeUpXeUgdZ
giZqr_stZwnZjXkhXUjUdZev̂ glfvZwUdVUdfZegZhWpŴXmZhUeWhZev̂ glfvgleZ
evWZjvXddWm�Z�dZXjjĝ VXdjWZzUevZevUhZUdeŴ k̂ WeXeUgdcZzWZk̂ gVljWVZXZ
ogVWmZevXeZjgdhUVŴhZevWZjgokWeUeUgdZwWezWWdZa_bZXdVZ_�_�Ziĝ ZXZ
hUeWZUdZevWZjvXddWmZXdVZevWZXmmgheŴUjZogVlmXeUgdZgiZa_bZwUdVUdfZXdVZ
jvXddWmZXjeUpXeUgdZev̂ glfvZXZhWjgdVZ_�_�ZwUdVUdfZhUeWZ[�����«£ZXdVZ
��¬� ���\ZXdVZigldVZevXeZUeZhXeUhiXjeĝ UmnZXjjgldehZiĝ Zgl̂ ZVXeX�
�gzZVgWhZa_bẐWXjvZUehZUdêXjWmmlmX̂ZwUdVUdfZhUeWZldVŴZkvnhÙ

gmgfUjXmZjgdVUeUgdh­Z�dêXjWmmlmX̂Za_bZUhZk̂ gVljWVZoXUdmnZXhZXZk̂ Ẁ
jl̂ hĝ ZgiZoWo ŵ XdWZkvghkvgmUkUVhZUdZevWZWdVgkmXhoUjẐWeUjlmloZ
XdVZoUegjvgdV̂ UX�ZqvWẐgmWZiĝ ZevWZUdêXjWmmlmX̂Za_bZkggmZUdZjWmmZ
hUfdXmUdfZUhZdgeZjmWX̂�Z� ĝ WgpŴcZUehZWiiWjehZgdZUdêXjWmmlmX̂Zk̂ geWUdZ
ŴjWkeĝ hZhljvZXhZ__br®ZvXpWZwWWdZXhĵUwWVZegZevWZW�êXjWmmlmX̂Za_bZ
kggmcZzvUjvZiUdVhZUehZzXnZUdegZevWZjWmm���ZbmevglfvZa_bZUhZk̂ WhWdeZUdZ
hŴloZXeZWmWpXeWVZjgdjWdêXeUgdhcZevWZmX̂fWZk̂ geWUd̀ wgldVZîXjeUgdZ
evŴWgiẐWVljWhZUehZWiiWjeUpWZjgdjWdêXeUgdZXdVZUehZkgeWdjnZegZXjeÙ
pXeWZhgoWZgiZUehẐWjWkeĝ h���Z̄ gdWevWmWhhcZXlegeX�UdZXhhgjUXeWhZzUevZ
UdeWf̂ Udh��ZUdZevWZkmXhoXZoWo ŵ XdWZXdVZjgdeXUdhZXZvnV̂ gkvgwUjZ
jvXddWmZjgddWjeWVZzUevZevWZXjeUpWZhUeWcZzvUjvZvXhZXZimXeZWdêXdjWZevXeZ
jglmVZUdeŴXjeZzUevZevWZoWo ŵ XdW�Z�dZevWZwXhUhZgiZevWhWZiUdVUdfhcZ
UeZvXhZwWWdZk̂ gkghWVZevXeZevWZWd�noWZjglmVZmgjXmmnZVWmUpŴZa_bcZ
zvUjvZjglmVZWmWpXeWZevWZmgjXmZjgdjWdêXeUgdZgiZevWZmUkUVZXwgpWZevWZ
oX�UoXmẐWkĝ eWVZpXmlWhZiĝ ZhŴloZa_b�§c�©�ZbmevglfvZevWZimUk̀ imgkZ
X̂eWZgiZa_bZUhZld{dgzdcZXjeUpXeUgdZgiZevWZdljmWX̂Z__br®ẐWjWkeĝ Z
wnZW�êXjWmmlmX̂Za_bZvXhZwWWdZhvgzdZegZwWZkvnhUgmgfUjXmmnẐWmWpXdecZ
hlffWheUdfZevXeZWiiUjUWdeZoWjvXdUhohZgiZêXdhwUmXnŴZogpWoWdeZgiZ
a_bZW�Uhe�ZqvWZXkkX̂WdeZmXj{ZgiZXZVWmXnZUdZjvXddWmZXjeUpXeUgdZwnZ
W�êXjWmmlmX̂Za_bZUdZgl̂ ZW�kŴUoWdehZXmhgZUdVUjXeWhZevXeZevWẐXeWZgiZ
êXdhwUmXnŴZogpWoWdeZgiZa_bZUhZjgokX̂XwmWZegZevWẐXeWZgiZjvXddWmZ
XjeUpXeUgd�ZbmhgcZevWhWZoWjvXdUhohZiĝ ZW�êXjWmmlmX̂ZVWmUpŴ nZgiZa_bZ
VgZdgeZk̂ WjmlVWZevWZkghhUwmWẐgmWZgiZUdêXjWmmlmX̂mnZhndevWhU�WVZa_bZ
UdZqr_stZXjeUpXeUgd�
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UVWXYZ[W[X\]̂ W_ ẀabcdZ]̀ W[XbcVeẀdZ]̀ Vf̀ WXYgXWhijklWZ[W]Zb̀fXm̂W
gfXZdgX̀]Wn̂ WojpqWgWr f̀YgVZ[rWXYgXWs\bXỲ bWnbcg]̀ V[Wc\bW\V]̀ bt
[XgV]ZVeWcsWYc_WnZcgfXZd̀ WmZaZ][WgfXWcVWVcfZf̀ aXcb[WXcWabc]\f̀ WgV]W
rgZVXgZVWagZVuWv\bWb̀[\mX[Wgm[cW[\eè [XWgWnbcg]̀ bWbcm̀WcsWojpWZVWgf\X̀W
agZVWb̀[acV[̀[W[\fYWg[WgVeZVgWà fXcbZ[WwXỲ WgXỲ bc[fm̀bcXZfWamgx\̀ W
XYgXWabc]\f̀ [WZ[fỲ rZgWfcVXgZV[WYZeYWfcVf̀ VXbgXZcV[WcsWojpyz{qWnZX̀[W
sbcrWgVZrgm[W_Yc[̀Wd̀ Vcr[WfcVXgZVẀV|̂ r [̀WXYgXWfcVd̀ bXWm̂[caYc[t
aYgXZ]̂ mfYcmZV̀ WXcWojpWw[\fYWg[WXYc[̀WcsWXỲ Wnbc_VWb̀fm\[̀WcbWdZcmZVW
[aZ]̀ bqW}~�~��������������y�{WcbW[Vg�̀ Wd̀ Vcr[WXYgXWfcVXgZVWaYc[aYcmZt
ag[̀Wp�Wwb̀suWy�{qW_YZfYWgm[cWfgXgm̂|̀ [WXỲ WscbrgXZcVWcsWojpu

D @=CH��
� ���������������������������W��z o¡¢£WgV]W¤�¥¦§¨¡̈WrZf̀ W_ b̀̀WcnXgZV̀ ]WsbcrW
hỲ W£gf�[cVWogncbgXcb̂ Ww gbW©gbncbqWª gZV̀ {uWpVZrgm[W_ZXYWV̀ \bgmWZVgfXZdgXZcVWcsW
«¥�¥¬­Ww«¥�¥¬­Xr ®̄ X_¡Xr ®̄ X_°W± [̀tfb̀Wrc\[̀WmZV̀ {qWVgr ]̀WỲ b̀WscbW[ZramZfZX̂W}¥¥²¨¡̈qW
_ b̀̀WcnXgZV̀ ]WsbcrWc\bWgVZrgmWsgfZmZX̂ lyuW}¥¥²¨¡̈WgV]W¤�¥¦§¨¡̈WgVZrgm[W_ b̀̀WrgX̀]W
XcWcnXgZVW]c\nm̀tr\XgVXWrZf̀ uWhỲ W��z o¡¢£WrZf̀ W_ b̀̀W\[̀]Wg[WfcVXbcm[WscbWXỲ W
ǹ YgdZcbgmẀ³à bZr V̀X[WcVW¤�¥¦§¨¡̈WrZf̀ qWgV]W«¥�¥¬­Xr ®̄ X_¡Xr ®̄ X_WmZXX̀brgX̀[W_ b̀̀W
\[̀]Wg[WfcVXbcm[WscbW}¥¥²¨¡̈WgV]W¤�¥¦§¨¡̈Wg[W_ m̀mWg[W}¥¥²¨¡̈Wrc\[̀ Ẁ³à bZr V̀X[uW
ćbWj�iWè VcX̂aZVeWcsWfcram̀X̀W«¥�¥¬­W�b̀tr ]̀ZgX̀]Wb̀fcrnZVgXZcVWg[W_ m̀mWg[W
¤�¥¦§¨¡̈WgV]W�b̀Wè VcX̂aZVeqW_ Ẁscmmc_ ]̀Wab̀dZc\[m̂W]̀ [fbZǹ ]Wr X̀Yc][lyql�u

µ���¶��·�����̧�¹�º����·��������Wl»W¼mWcsẀZXỲ bW[gmZV̀ W[cm\XZcVWw»u�½W_¡dWcsW±g�m{W
cbWfga[gZfZVWw�u�W¼e{qWojpWwyulW¼e{qW bjtojpWw®W¼e{WcbWfga[g|̀ aZV̀ Ww�u�W¼e{W]Zm\X̀]W
ZVW[gmZV̀ W_g[WZV¾̀fX̀]WZVXbgamgVXgbm̂W\[ZVeWgW®»teg\è WV̀ ]̀m̀qWgV]Wag_tmZf�ZVeW
ǹ YgdZcbW_g[Wx\gVXZsZ̀]WscbWl»WrZVWZrr ]̀ZgX̀m̂WgsX̀bWZV¾̀fXZcVuWpVZrgm[W_ b̀̀WYgVt
]m̀]Wgffcb]ZVeWXcWZV[XZX\XZcVgmW[XgV]gb][WsbcrWXỲ W¿ W̄±gXZcVgmWUV[XZX\X̀[WcsW© g̀mXYW
w±U©{uWhỲ brgmWŶ à bgmè [ZgW_g[Wg[[̀[[̀]Wn̂ Wr g̀[\bZVeWag_W_ZXY]bg_gmWmgX̀Vf̂ WXcW
bg]ZgVXWỲ gXWw¿VZd̀ b[ZX̂WcsW�gmZscbVZgW̄gVWÀZ̀ecWhỲ brgmWjg_W[XZr\mgXcb{Wg[Wab̀dZt
c\[m̂W]̀ [fbZǹ ]l�uWpWf\bb̀VXWcsW�u�WpW_g[WgaamZ̀]WXcẀgfYWcsWXỲ WYZV]Wag_[qWgV]WXỲ W
r g̀VWcsWXỲ W_ZXY]bg_gmWmgX̀VfZ̀[W_g[W]̀ sZV̀ ]Wg[Wag_t_ZXY]bg_gmWmgX̀Vf̂ u

� Á����������WjcZVXWr\XgXZcV[WgV]W]̀ m̀XZcV[WZVWXỲ WbhijklWfYgVV̀ mW_ b̀̀WfcVt
[Xb\fX̀]Wn̂ WgWX_ct[X̀aWj�iWr X̀Yc]Wg[Wab̀dZc\[m̂W]̀ [fbZǹ ]�»u

ÂÃÄ�����ÅÆÇÈÉÊ���··��Á·�Á�����������������WÀiËWV̀ \bcV[W_ b̀̀WcnXgZV̀ ]Wscmmc_t
ZVeWab̀dZc\[m̂W]̀ [fbZǹ ]Wabcf̀ ]\b̀[l�uW©ÌÍ��®Wf̀ mm[W_ b̀̀WXbgV[s̀fX̀]W_ZXYW_Zm]tX̂à W
gV]Wr\XgVXWafÀ±p®tbhijklqWaUiÌ t̄Ë j́Ww ÀW Zc[fZ̀Vf̀ [{WgV]W_ZXYẂopËu
jÍ� à[ZmcVWwp]]è V̀ Wamg[rZ]Wl»z��{WcbẂopËujÍ� à[ZmcVuÍ¡Î Wwp]]è V̀ Wamg[rZ]WW
l»z�¢{W_ZXYW£̀Xj̀ ZWwjcm̂am\[WhbgV[s̀fXZcV{uW�\bb̀VX[W_ b̀̀Wb̀fcb]̀ ]W\[ZVeWXỲ WZV[Z]̀ t
c\XqWc\X[Z]̀ tc\XWgV]WcVtf̀ mmWfcVsZe\bgXZcV[WcsWXỲ WagXfYtfmgraWX̀fYVZx\̀ yyuW̄cm\XZcV[W
_ b̀̀WfYgVè ]W_ZXYWgWi �̄t�»»WbgaZ]W[cm\XZcVWfYgVè bWwª cm̀f\mgbWÍZV̀ XZf[{uWhỲ W[cm\t
XZcVWscbWncXYWZV[Z]̀ tc\XWgV]WcVtf̀ mmWb̀fcb]ZVeW\V]̀ bWZ[cr X̀bZfWfcV]ZXZcV[WfcrabZ[̀]W
l®»Wrª W±g�mqW®Wrª W©ÌjÌ W̄wa©Wzu�{WgV]WlWrª WÌÀhpuW�ga[g|̀ aZV̀ WgV]Wfga[gZfZVW
_ b̀̀W]Zm\X̀]WZVWÀª v̄WgV]ẀXYgVcmqWb̀[à fXZd̀ m̂uWÌ³à bZr V̀X[W_ b̀̀Wà bscbr ]̀WgXWW
�yWÏ�uWª g̀VWf\bb̀VXWdgm\̀ [WscbWojpW_ b̀̀Wr g̀[\b̀]WgsX̀bWfYgVV̀ mWgfXZdgXZcVWYg]W
b̀gfỲ ]WXỲ W[X̀g]̂ W[XgX̀WwÐ�WrZV{uW�\bb̀VX[W_ b̀̀WcnXgZV̀ ]W\[ZVeWdcmXgè WabcXcfcm[W
_ZXYWgWYcm]ZVeWacX̀VXZgmWcsW»WrkuW̄X̀a[Wsbcr Ẅl�»WXcWl�»WrkW_ b̀̀WgaamZ̀]WscbWW
l»»Wr[qWgV]WXỲ VWXỲ WdcmXgè W_g[Wb̀X\bV̀ ]WXcW»WrkuW�\bb̀VX[W_ b̀̀Wmc_tag[[WsZmX̀b̀]W
gXW�W�©|qW[gram̀]WgXWl»W�©|W_ZXYWgVWÌj�Wl»WgramZsZ̀bWw©ÌÍpWÌm̀�XbcVZ�{qWgV]WW
amcXX̀]WgV]WgVgm̂|̀ ]W_ZXYWUecbWjbcWwÎ gd̀ r X̀bZf[WUVfu{u

Î Ycm̀tf̀ mmWf\bb̀VX[WsbcrWÀiËWV̀ \bcV[W_ b̀̀Wb̀fcb]̀ ]Wscmmc_ZVeWab̀dZc\[m̂W
]̀ [fbZǹ ]Wr X̀Yc][l»uWpfXZcVWacX̀VXZgm[W_ b̀̀Wb̀fcb]̀ ]WZVWXỲ W_Ycm̀tf̀ mmWfcVsZe\t
bgXZcVWsbcrWgf\X̀m̂W]Z[[cfZgX̀]WÀiËWV̀ \bcV[WsbcrW_Zm]tX̂à WcbW¤�¥¦§¨¡̈WrZf̀ W
scmmc_ZVeWr X̀Yc][Wab̀dZc\[m̂W]̀ [fbZǹ ]yyuWhỲ Wr r̀nbgV̀ WacX̀VXZgmW_g[Wb̀fcb]̀ ]W
fcVXZV\c\[m̂qWgV]WojpWcbWgmmZfZVW_ b̀̀WgaamZ̀]W]Zb̀fXm̂WXcWXỲ WngXYW[cm\XZcVu

ÑµÒ�̧�������������Wjmg[rgWr r̀nbgV̀ WabcX̀ZV[WsbcrW©ÌÍ��®Wf̀ mm[WXbgV[s̀fX̀]W
_ZXYW_Zm]tX̂à WhijklWcbWXỲ WÍzl»ÀWr\XgXZcVW_ b̀̀WnZcXZV̂ mgX̀]WgV]Ẁ³XbgfX̀]W
\[ZVeWXỲ WjZ̀bf̀ Wf̀ mmt[\bsgf̀ WabcX̀ZVWZ[cmgXZcVW�ZXWgffcb]ZVeWXcWrgV\sgfX\b̀bW
ZV[Xb\fXZcV[W_ZXYWrZVcbWrc]ZsZfgXZcV[Wẁm\XZcVWcsWabcX̀ZV[W_g[Wà bscbr ]̀W_ZXYW
VcVtZcVZfW]̀ X̀bè VX[{uWhcXgmWr r̀nbgV̀ tabcX̀ZVẀ³XbgfX[W_ b̀̀WZVf\ngX̀]W_ZXYWojpW
cbWfcVXbcmWǹ g][WwÌfỲ mcVW Zc[fZ̀Vf̀ [{WscbW®WYWgXWyWÏ�WgV]W_ b̀̀W_g[Ỳ ]WsZd̀ WXZr [̀W
_ZXYWnZV]ZVeWn\ss̀bWfcVXgZVZVeW»u�½WUè agmWw̄Zerg{uWhcẀV[\b̀ Ẁx\gmWabcX̀ZVWZVa\XW
ǹ X_`̀ VWfcV]ZXZcV[qWabcX̀ZV[WZVẀx\Zdgm̀VXWdcm\r [̀WcsWXỲ WsZb[XW[\à bVgXgVXWw�»W¼m{W
_ b̀̀W[̀agbgX̀]Wn̂ W̄À t̄jpËÌWgV]WgVgm̂|̀ ]Wn̂ W�ccrg[Z̀Wnm\̀ W[XgZVZVeWcsWXỲ Wè mu

ćbWfcr à XZXZcVWg[[ĝ [qWabcX̀ZVẀ³XbgfX[W_ b̀̀WZVf\ngX̀]W_ZXYWl»W¼ª WW
 bjtojpWcbWÀZ��tjUj�WabZcbWXcWXỲ Wg]]ZXZcVWcsWojpWcbWfcVXbcmWǹ g][uWj\mm̀]t
]c_VWabcX̀ZVWsbcr ẀgfYW[gram̀W_g[Ẁm\X̀]WsbcrWXỲ Wǹ g][Wn̂ Wg]]ZVeWgVẀx\gmW
dcm\r ẀcsW�ÓWog̀ r rmZW[gram̀Wn\ss̀bWXcWǹ g][WgV]WỲ gXZVeWXcW��WÏ�WscbW�WrZVuW
Ìm\X̀]WabcX̀ZV[W_ b̀̀W[̀ agbgX̀]Wn̂ W̄À t̄jpËÌWgV]WgVgm̂|̀ ]Wn̂ WZrr\VcnmcXXZVeW
\[ZVeWgWhijklt[à fZsZfWgVXZnc]̂ WwpmcrcV Ẁogn[{uẂcbẀgfYẀ³à bZr V̀XqWgW[rgmmW
[gram̀WcsWXỲ WXcXgmWr r̀ nbgV t̀abcX̀ZVẀ³XbgfXW_g[Wmcg]̀ ]WZVXcWXỲ Wè mWg[WgWW
ac[ZXZd̀ WfcVXbcmWcsWhijklWabcX̀ZVẀ³ab̀[[ZcVWwmgV ẀlWZVWÔÕÖ×ØÙÚqÛ{uWUrr\VcnmcX[W
_ b̀̀W]̀ d̀ mcà ]Wn̂ ẀVYgVf̀ ]WfỲ r Zm\rZV [̀̀ Vf̀ qWgV]W]̀ V[ZXcr X̀bZfWgVgm̂[Z[W_g[W
]cV Ẁ\[ZVeWUrgè £W[csX_gb̀Ww±U©{WgV]Ẁ³ab̀[[̀ ]Wg[Wb̀mgXZd̀ Wgrc\VX[WcsWabcX̀ZVW
d̀ b[\[WXỲ Wgrc\VXWcsWhijklWnc\V]WXcWojpWǹ g][u

Ñ������������·�·������WojpWwpdgVXWjcmgbWoZaZ][WcbW̄Zerg{WgV]W bjtojpW
wÌfỲ mcV{W]Zm\XZcV[W_ b̀̀Wsb̀[Ym̂Wab̀agb̀]Ẁd̀ b̂ W]ĝ WgV]W[cVZfgX̀]WZVWgWfcm]W
ngXYuW̄Xcf�W[cm\XZcV[WcsWojpWwl»Wrª {W_ b̀̀Wab̀agb̀]WZVWÀª Ìª W_ZXYWl½WsgXX̂W
gfZ]Üsb̀ Ẁ  p̄WwicfỲ {qWgV]W bjtojpW_g[Wab̀agb̀]WZVW_gX̀buW̄Xcf�W[cm\XZcV[W
_ b̀̀W[cVZfgX̀]WgV]Wsbc|̀ VWǹ scb̀W\[̀ uWÀZ��tjUj�WwÌfỲ mcVW Zc[fZ̀Vf̀ [{W_g[W
[cm\nZmZ|̀ ]WZVWb̀fcb]ZVeW[cm\XZcVWgV]Wsbc|̀ VWgXẄ �»WÏ�uWjYc[aYgXZ]ZfWgfZ]WgV]W
]Zgf̂ mfem̂f̀ bcmWwncXYWsbcrWpdgVXZWjcmgbWoZaZ][{W_ b̀̀W]Zm\X̀]WZVWfYmcbcscbrqW
em̂f̀ bcmWaYc[aYgX̀WZVW_gX̀bqW[aYZVec[ZV t̀ltaYc[aYgX̀WZVWÀª Ìª qWcm̀ZfWgfZ]WZVW
X̀YgVcmWgV]Wf̀ bgrZ]̀ tltaYc[aYgX̀WwpdgVXZWjcmgbWoZaZ][{WgV]Wm̂[caYc[aYgXZ]̂ mt
fYcmZV ẀZVWfYmcbcscbrÝr X̀YgVcmWwlÝl{qWgV]WgWsZVgmWfcVf̀ VXbgXZcVWcsW�W¼ª W_g[W
cnXgZV ]̀Wn̂ W]Zm\XZVeWZVWb̀fcb]ZVeW[cm\XZcVuẂjjWwÌfỲ mcVW Zc[fZ̀Vf̀ [{W_g[W\[̀ ]W
gXWgWfcVf̀ VXbgXZcVWcsWlu�W¼ª u

Ì³à bZr V̀X[WXcW]̀ X̀brZV̀ WXỲ Ẁss̀fX[WcsWjUj�WcVWhijklWgfXZdgXZcVWn̂ WojpW_ b̀̀W
à bscbr ]̀Wscmmc_ZVeWab̀dZc\[m̂Ẁ[XgnmZ[Ỳ ]Wr X̀Yc][l®uW bZ̀sm̂qW_ ẀgaamZ̀]Wacm̂ÍWW
wl�W¼eWrm¨l{WXcWZV[Z]̀ tc\XWr r̀nbgV̀ WagXfỲ [WgV]WXỲ VWr g̀[\b̀]WXỲ Wb̀[acV[̀WW
XcW]Zss̀b̀VXWfcVf̀ VXbgXZcV[WcsWojpWZVWXỲ Wgn[̀Vf̀ WgV]Wab̀[̀Vf̀ WcsW]Zss̀b̀VXWW
fcVf̀ VXbgXZcV[WcsWjUj�WXcWfcV[Xb\fXWgW]c[̀tb̀[acV[̀Wf\bd̀ uWÀgXgW_ b̀̀WVcbrgmZ|̀ ]W
XcWXỲ Wrg³ZrgmWf\bb̀VXWcnXgZV̀ ]WZVWXỲ Wab̀ [̀Vf̀ WcsW�W¼ª WojpW_ZXYc\XWjUj�u

Þ���������·����·�����W̄XgXZ[XZfgmWfcragbZ[cV[W_ b̀̀Wrg]̀ W_ZXYWgWcV̀ t_ĝ Wp±vkpW
X̀[XuW«WßW»u»�W_g[WfcV[Z]̀ b̀]W[XgXZ[XZfgmm̂W[ZeVZsZfgVXuWËbc\aW]gXgWgb̀Wb̀acbX̀]W
g[WXỲ Wr g̀VWàW[ùuruWp]]ZXZcVgmẀ³à bZr V̀XgmWabcf̀ ]\b̀[WfgVWǹ Wsc\V]WZVW
áâããäÛåÛæçèéêØë ÛçìíÚîuW

5ïðïñòïóôõô4ö÷ñøôùúûûüôýððïöþïóôùÿô4����þôùúûûüô
ö��øñ��ïóô��øñ�ïôùúô��òï��ï÷ôùúûûüôð�÷÷ïðþïóô��øñ�ïôû	ô
��ïôùúûù

����
�����
luWUVc\̀ qWª uW������WUVZXZgXZcVWcsWV̀ \bcagXYZfWagZVWb̀x\Zb̀[Wm̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]W

b̀ f̀ aXcbW[ZeVgmZVeuW������ ���W��qWzl�Üzl�Ww�»»y{u
�uWv�\]gZbgqW̄uqW�\�Z\bgqW©uW�Wpc�ZqW£uW ZcmceZfgmWbcm̀[WcsWm̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]W

[ZeVgmZVeWXYbc\eYWZX[Wabc]\fXZcVWn̂ Wg\XcXg³ZVuW��~������W� qW¢��Üz»¢Ww�»l»{u
®uWoZVqWª uÌuqW© b̀bqWÀu!uW�W�Y\VqW£uWô [caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]Wwojp{Wb̀ f̀ aXcb[ÝW

[ZeVgmZVeWabcà bXZ̀[WgV]W]Z[̀g[̀Wb̀ m̀dgVf̀ uW«�~���"��#��#��$������
}�¥���� ������W��qWl®»Ül®�Ww�»l»{u

yuWª gqWouqW±gegZqW£uW�W¿ ]̀gqW©uWª ZfbcemZgmWgfXZdgXZcVWr ]̀ZgX̀[W]̀ WVcdcW
m̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]Wabc]\fXZcVWZVWgWrc]̀ mWcsWV̀ \bcagXYZfWagZVuWW
%������~�����W��&qW¢y®Ü¢�®Ww�»l»{u

�uW�Y\VqW£uqW©mgqWhuqWô VfYqW'u!uqW̄aZ̀è mqW̄uW�Wª ccm̀VggbqWÎu©uWUVX̀bVgXZcVgmW
¿VZcVWcsW g[ZfWgV]W�mZVZfgmWjYgbrgfcmcê uWo((kUUUuWô [caYc[aYcmZaZ]W
b̀ f̀ aXcbWVcr V̀fmgX\b̀uW«������~���)�¦�W* qW�z�Ü��zWw�»l»{u

¢uW!c̀ ]]ZVeqWpūuqWoZqWjujuW�WÎ gb[YqW£u£uW�YgbgfX̀bZ|gXZcVWcsWXỲ WXbgV[Z̀VXWb̀ f̀ aXcbW
acX̀VXZgmWfYgVV̀ m[Wr ]̀ZgXZVeWm̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]t[XZr\mgX̀]WfgmfZ\rW
rcnZmZ|gXZcVWZVW Wm̂raYcnmg[X[uW}�+��,���W-�qW��Ü�zWw�»»¢{u

zuW!\VV̀ m[qWouÎuqW�\̀ qWouW�W�mgaYgrqWÀuÌuW. Ẁh!jª zWfYgVV̀ mWZ[WZVgfXZdgX̀]Wn̂ W
jUjw�{WŶ ]bcm̂[Z[uW�����/������~��WÙqW®��Ü®®¢Ww�»»�{u

�uW£gbgtv[̀e\̀ bgqWpuqW̄ZrcVqW̄upuW�W!c[̀Vng\rqWhuWh!jklÝWcVWXỲ Wbcg]WXcWagZVW
b̀mZ̀suW/������ ~���«������~��W�qW���Ü�¢�Ww�»»�{u

�uW�gcqW£uqWoZ\qW uW�W0ZVqẂuWª c]\mgbWXỲ brgmW[̀V[cb[WZVWX̀r à bgX\b̀tegX̀]W
XbgV[Z̀VXWb̀ f̀ aXcbWacX̀VXZgmWwh!j{WfYgVV̀ m[uW«�~���������1�����,����2,1W��-qW
lll»�ÜllllyWw�»ll{u

l»uWjgVqW©uouqW3YgVeqW�u0uW�W3YgcqW3u0uWUVdcmd̀ r V̀XWcsWm̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]WZVW
ncV̀ WfgVf̀ bWagZVWn̂ WacX̀VXZgXZcVWcsWh!jklWdZgWj'�4WagXY_ĝ WZVW]cb[gmWbccXW
egVemZcVWV̀ \bcV[uW� ~���«��#W*qW��Ww�»l»{u

lluW bg\fYZqW̄uW������WÀZ[[̀fXZcVWcsWXỲ WfcracV̀ VX[WscbWjUj�WgfXZdgXZcVWgV]W
XỲ brc[̀V[gXZcVWZVWh!jWfYgVV̀ m[uW«�~���������1�����,����2,1W��ÙqWW
l»�y¢Ül»��lWw�»»z{u

l�uW̄ X̀ZVqWpuhuqW¿sb̀XtkZVf̀VX̂qW�upuqW©\gqWouqW̄gVXgVgqWoúuW�WËcb]cVqW̄uÌuW
jYc[aYcZVc[ZXZ]̀ W®t�ZVg[̀WnZV][WXcWh!jklWgV]Wr ]̀ZgX̀[W±Ë t́[XZr\mgX̀]W
h!jklWXbg5f�ZVeWXcWXỲ Wamg[rgWr r̀nbgV̀ uW%��6�#��«�7��~��W� -qW�»�Ü���Ww�»»¢{u

l®uW¿sb̀XtkZVf̀ VX̂qW�upuqW'm̀ZVqW!uª uqW©\gqWouqWpVe\̀ b̂gqW£uW�WËcb]cVqW̄uÌuW
ocfgmZ|gXZcVWcsWXỲ WjUj�W[̀V[cbWcsWh!jklWZcVWfYgVV̀ m[uW%����~���/����W -*qW
�¢��Ü�¢��Ww�»ll{u

lyuWÌ[fgmgVX̀tpmfgm]̀ qWÀuqW̄gVfỲ |t̄ gVfỲ |qW!uW�W̄ X̀_gbXqW�uouWË V̀̀ bgXZcVWcsWgW
fcV]ZXZcVgmWjaga�n¡oaa®WV\mmWgmm̀m̀uW6�#����WÙ&qWy¢�Üy¢�Ww�»»z{u

l�uW�gX̀bZVgqWª u£uW������WUragZb̀]WVcfZf̀ aXZcVWgV]WagZVW[̀V[gXZcVWZVWrZf̀ Wmgf�ZVeW
XỲ Wfga[gZfZVWb̀ f̀ aXcbuW,���#��W --qW®»¢Ü®l®Ww�»»»{u

l¢uW£ZgVeqWËuW������W8t[\n[XZX\X̀]WaYc[aYcVgX̀WgVgmce\̀ [WcsWm̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]W
wojp{W[̀ m̀fXZd̀ m̂WZVYZnZXWabc]\fXZcVWgV]WgfXZcVWcsWojpuW/���� ��/���W qW
¢z�Ü¢�»Ww�»»z{u

lzuWvYqWÀu�uW������WU]̀ VXZ9fgXZcVWcsWsgbV̀ [̂ mWâ bcaYc[aYgX̀WgV]W
±tgbgfYZ]cV̂ mem̂fZV̀ Wg[ẀV]cè Vc\[WmZegV][WscbWËj!��uW%����~���/����W -:qW
�l»�yÜ�l»¢yWw�»»�{u

l�uWpm]̀ bXcVqẂuqW̄grnZqW uqWhgX̀qW!uqWj V̂̀ qW±u£uW�Wj V̂̀ qW̄uWp[[̀[[r V̀XWcsWgecVZ[rW
gXWËtabcX̀ZVWfc\am̀]Wb̀ f̀ aXcb[Wn̂ WaYc[aYgXZ]ZfWgfZ]WgV]Wm̂[caYc[aYgXZ]ZfW
gfZ]WZVWY\rgVẀrnb̂ cVZfW�Z]V̀ Ŵ��®Wf̀ mm[uW����%��«������~��W�:ÙqW¢Ü�Ww�»»l{u

l�uW3YgVeqW©uW������WÀ\gmWgfXZdZX̂Wm̂[caYc[aYgXZ]ZfWgfZ]Wb̀ f̀ aXcbWagVtgVXgecVZ[X¡
g\XcXg³ZVWZVYZnZXcbWb̀]\f̀ [Wnb̀g[XWfgVf̀ bWf̀ mmWrZebgXZcVWZVWdZXbcWgV]Wfg\[̀[W
X\rcbWb̀eb̀[[ZcVWZVWdZdcuW/�#����)���W*�qW�yylÜ�yy�Ww�»»�{u
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UVWXYZ[\]X̂W]X_̀ ]̀X̂W]X_Z[\]XaWbW]Xcd̀ ]XeWXfXegZ[\]X̂WhWXiZj[klmnXomj̀ od̀ lodZpkX
qlXZX[̀ rknXoZq[soj̀ tuvq[\Xw ǹkvunkXrqZXlokvqxvXZvpqrZpq̀[X̀yXaz{|}WX~��������
�����X���]X��}�U���}��X�UV�V�W

U�WXc d̀k[]X�W]X̂Z\j̀ []XzW]X̂ ẁ kvd]X�W]X̂k\ZnseZm̀ u[]X_WXfX�qn�kj�kj\]X�WX
{Zq[sZll̀ vqZpktXlq\[Znl]XZvqt̀ lqlXZ[tXnml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqt]Xw t̀unZpkXpdkX
[kuj̀ [ZnX��U{�UW�XvdZ[[knWX� �������������������X� ]X}¡U�}¡�X�UVV��W

UUWX¢kdZpZ]X£ WX�¤�¥��XcZnvquwXlk[lqpq¦Zpq̀[X̀yXlw `̀ pdXwulvnkXwktqZpktX�mXZX
zd̀ sZll̀ vqZpktXoj̀ pkq[X§q[ZlkXq[Xdmokjpk[lq̀[WX�¥¤���Ẍ�©]X��V���ªX������W

U}WXY ùjq[kp]X�W]X̂ `̀ [\]XaWhW]X̂pkZ]X�WXfX̂[upvd]XaW{WX«kpkjwq[Z[plX̀yXpdkXX
¬Xoj̀ pkq[stkok[tk[pX̀oq̀qtXw t̀unZpq̀[X̀yX[kuj̀ [ZnXvZnvquwXvdZ[[knlWXX
­������¥¤���®�¥̄ ��°����±°®X©̈ ]X�ª¡���ª��X������W

UªWX� v̀d]XhWbW]XeZgkl]XYW�W]X²[\nklk]XbW]X³uppjknn]X³W£ WXfX³ky§̀ gqp¦]XzWbWXX
cknnunZjXḱ ojkllq̀[X̀yXpdkXvZj�̀ ḿnXpkjwq[ulX̀yXZX¬Xoj̀ pkq[sv̀ uonktXjkvkop̀jX
§q[ZlkXZppk[uZpklX¬µ¶swktqZpktXlq\[Znq[\WX~�������������X�·©]X���}�����X����ª�W

U̧ WXcdZmp̀j]X�WaW]X�tgZjtl]X«WeW]XYZ§§kj]X³W£ WXfX¬jq¹pd]XaW£ WX«qlpq[vpX
dmokjò nZjq¦q[\XZ[tXjknŹ Z[pXj̀ nklXỳjX\ZoXºu[vpq̀[lXZ[tXk[t̀ pdknquwstkjqrktX
e U»UXq[X�»sq[tkok[tk[pXjknŹ Zpq̀[lX̀yXjZ��qpXZjpkjqklWX­������¥¤���®�¥̄ ��°����
±°®X¼  ]X�̧ U�U��̧ U��X�UVV}�W

U�WXaZ[\]X³WX�¤�¥��X�[pq[̀ vqvkopqrkXodZjwZv̀ ǹ\mX̀yX�s�ªsvdǹj̀ �k[¦mn�s�½sX
�ªsdmtj̀ ḿs}sq̀ t̀ ş swkpd̀ ḿ�k[¦mn�Xpdq̀ujkZ]XZXdq\dsZ¹[qpmXv̀ wokpqpqrkX
Z[pZ\̀ [qlpX̀yXpdkXpjZ[lqk[pXjkvkop̀jXò pk[pqZnXrZ[qnǹqtX�Xjkvkop̀jWXX
~��­�¥��¥�����¾¿À��Á ���Ẍ�¼]X������¡X�UVV��W

U�WXck[[q]X|WX�¤�¥��Xzk\unZpq̀[X̀yX[̀ rknXoj̀ pkq[X§q[ZlkXcXÂX�mXod̀ lod̀ jmnZpq̀[WX
���������~�Ẍ ·̈ ]X̧}��̧ ª̧ X�UVVU�W

U¡WX£ q[p¦kj]X�W]X̂Zj\lmZ[]XeWXfXYqppwZ[]XzWX³ml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqtXZ[tX
nqò ò nmlZvvdZjqtkX�q[tXp̀XpdkX{²{Us�q[tq[\Xt̀ wZq[X̀yX\knl̀ nq[WX���������
���À�Ã���®�¤¥X¼Ä��]X¡̧ �¡�X�UVV��W

U�WX�uwZj]X�W]X�dZ̀ ]X{W]Xà wZj]X�W]X¬ZnkZ]XcW�WXfX�dujZ[Z]X̂WX�ll̀ vqZpq̀[X̀yX
rqnnq[XgqpdXod̀ lodZpqtmnq[̀ lqp̀nXª]̧s�qlod̀ lodZpkXjk\unZpklXpdkXZvpq[X
vmp̀l§knkp̀[WX~�������������X�Ä©]X}V���}��VX�UVVª�W

}VWX�nkq[]XzW£ W]X¢yjkps|q[vk[pm]XcW]XeuZ]X³WXfX¬ j̀t̀ []X̂WX«kpkjwq[Z[plX̀yX
w ǹkvunZjXlokvqxvqpmXq[Xod̀ lod̀ q[̀ lqpqtkXjk\unZpq̀[WX~�������������X��̈ ]X
U�UV¡�U�U��X�UVV¡�W

}�WX_Z̀ ]XbWXfXÅq[]XiWX²[pkjZvpq̀[XgqpdXod̀ lod̀ q[̀ lqpqtklXv̀ [ykjlXZtZopZpq̀[X̀[p̀X
pdkXaz{|�XoZq[Xjkvkop̀jWX­Æ�°������XÄ]Xkª�X�UVV��W

}UWX{jklv̀ pp]X�W«WXfXbunqul]X«WX�Xw t̀unZjX{²{UX�q[tq[\XlqpkXZlXZXtkpkjwq[Z[pX̀yX
vZolZqvq[Xjkvkop̀jXlk[lqpqrqpmWX°���Ç��Ẍ  ]X�U¡ª��U¡¡X�UVV}�W

}}WXà wq[Z\Z]X£ WX�¤�¥��XÈ kXvǹ[ktXvZolZqvq[Xjkvkop̀jXq[pk\jZpklXwunpqonkX
oZq[soj̀ tuvq[\XlpqwunqWX�����ÇX�¼]X̧}��̧ ª}X����¡�W

}ªWX²[̀ uk]X£ WX�¤�¥��X³ml̀ od̀ lodZpqtmnvd̀ nq[kXq[tuvklX[kuj̀ oZpdqvXoZq[Xpdj̀ u\dX
Z[XZvpq̀[X̀yXZup̀pŹ q[Xp̀X\k[kjZpkXnml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqtWX���������Ç��X¼��]X
U���U�¡X�UVV¡�W

}̧ WX¢ktZ]XeWX{kjqodkjZnXwkvdZ[qlwlX̀yX[kuj̀ oZpdqvXoZq[É q[r̀ nrkwk[pX̀yX
nml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqtXjkvkop̀jswktqZpktXtkwmknq[Zpq̀[WX� ����­¥�ÇX�]X��X
�UVV¡�W

}�WXcdkwq[]XbWX�¤�¥��X³ml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqts̀ okjZpktX�ÊXvdZ[[knlWX~�������������X�� ]XX
ªª�̧ �ªªU�X�UVV̧ �W

}�WX�knnm]XbWbWXbjW]X�mnk]XzW�W]X£ qnkl]XbW£ WXfX«mv§]X{WbWX»lpk̀ lvnkj̀ pqvXwmkǹwZXZ[tX
okjqodkjZnX[kuj̀ oZpdmWX�������ËÃẌ ]̈XUVU�U�VX���¡}�W

}¡WX̂vdgkq]X£ WbWX�¤�¥��X�kuj̀ vdkwqvZnXZ[tXvknnunZjXjk̀ j\Z[q¦Zpq̀[X̀yXpdkXloq[ZnX
v̀ jtXq[XZXwujq[kXw t̀knX̀yX�̀ [kXvZ[vkjXoZq[WX~�����������X¼©]X�V¡¡���V¡��X
������W

}�WX£ Zjq[vlÌ§]XzWX�¤�¥��X²[vjkZlktXḱ ojkllq̀[X̀yXaz{|�Xq[XlÍuZw ùlXvknnX
vZjvq[̀ wZX̀yXpdkXduwZ[Xp̀[\ukWXÎ�¥��Ï���X¼�]X}U¡�}}̧ X�UVV��W

ªVWXzk[�Ðv§]X�W]X²[̀ uk]X£ W]X_̀ ldqtZ]X�W]X�m�kj\]XiWXfX¢ktZ]XeWX|¦\s�Ñ
nml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqtsjkvkop̀jXq[r̀ nrktXq[XokjqodkjZnXoZq[XpjZ[lwqllq̀[WX
��¥�Ç�Ò����� ������¥�Ç�Ò���XÄ�]X}̧ V�}̧ ªX�UVVV�W

ª�WX¬ZjvÓZŝ Z[¦]X�WX�¤�¥��X�Xj̀ nkX̀yXpdkXpjZ[lqk[pXjkvkop̀jXò pk[pqZnXt̀ wZq[X̀yX
rZ[qnǹqtXjkvkop̀jX²Xq[XvdZ[[knX\Zpq[\WX~�����������X�Ä]X���ª�����̧ VX�UVV��W

ªUWX£ v²[pmjk]XaW£ WX�¤�¥��X²tk[pqxvZpq̀[X̀yXZ[Xq[pjZvknnunZjXjkvkop̀jXỳjX
nml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqtX�³{��ÔX³{�XqlXZXpjZ[lvknnunZjX{{�z¶XZ\̀ [qlpWX­������¥¤���
®�¥̄ ��°����±°®X¼  ]X�}���}�X�UVV}�W

ª}WXeZwZ]X�W]XYZ[t̀ d]X�W]X�Z§kdq]X_W]X� §̀q]XbWXfX�jZq]XeWX³ml̀ od̀ lodZpqtqvXZvqtX
�³{��Xjkvkop̀jlXZjkXZvpqrZpktXtqÕkjk[pqZnnmX�mX�q̀ǹ\qvZnXÖuqtlÔXò llq�nkXj̀ nkX
ỳX³{�s�q[tq[\Xoj̀ pkq[lXq[XZvpqrZpq̀[X̀yX³{�Xjkvkop̀jlWX×¾�°�Æ�¤¤�X��̈ ]X
�¡����UX�UVVU�W

ªªWX̂ZnZ¦Zj]XeWX�¤�¥��X�Xlq[\nkX�spkjwq[ZnXvmlpkq[kXq[Xaz{|�Xtkpkjwq[klX
ZvpqrZpq̀[X�mXou[\k[pXv̀ w ò u[tlXyj̀ w X̀[q̀[XZ[tX\ZjnqvWX�¥¤�����������X¼¼]X
U̧ �̧U��X�UVV¡�W

ª̧ WX�qldqwZlu]XeWX�¤�¥��XcjmlpZnXlpjuvpujkX̀yXZup̀pŹ q[XZ[tXq[lq\dpXq[p̀XX
¬{czXZvpqrZpq̀[X�mXnqoqtXwktqZp̀jlWX�¥¤��°¤���¤��� ���������X¼�]XUV̧ �U�UX
�UV���W

ª�WXeZulwZ[[]XbWX�¤�¥��X̂pjuvpujZnX�ZlqlX̀yXlu�lpjZpkXtqlvjqwq[Zpq̀[XZ[tXq[pk\jq[X
�q[tq[\X�mXZup̀pŹ q[WX�¥¤��°¤���¤��� ���������X¼�]X��¡�UVªX�UV���W

ª�WX�Zjnq[kj]XbŴWX³ml̀ od̀ lod̀ nqoqtlXZ[tXpdkXvZjtq̀rZlvunZjXlmlpkwWX���������
���À�Ã���®�¤¥X¼���]XU���UU�X�UVVU�W

ª¡WX̂Zwl]XeWeW]X«u[[qv§]XcW�W]X̂wqpd]X£ W³WXfX�q[\]X³W�WXbjWX�kvj̀ pqvX
ZjZvd[qtqlwWX~��®���®�¥̄ ��Ï���¥¤���X��]X̧���̧ �}X�UVV��W

ª�WXcZvvq[]X{W]Xzq\̀ [q]X£ W]XYqlvk\nqk]X�W]Xz l̀lkpp̀]X»WXfX£ [̀pkvuvv̀ ]XcWXzkrkjlq�nkX
l§knkpZnX[kuj̀ wulvunZjXoZjZnmlqlXq[tuvktX�mXtqÕkjk[pXnml̀ od̀ lod̀ nqoqtlWX
×¾�°�Æ�¤¤�X�� ]X�}����}U�X�UVV��W

V̧WXz l̀k[�Zuw]XaWXfX¬ j̀t̀ []X̂W�WX«qllkvpq[\Xq[pkjlu�u[qpXv̀ [pZvplXq[XvmvnqvX
[uvnk̀ pqtks\ZpktXq̀[XvdZ[[knlWX�����ÇẌ ]̈X�V}���}X�UVVU�WX

�ØÙÚÛÜÝÞßàáÞÚâã
h kXpdZ[äX«WXbunqulXZpX¢[qrkjlqpmX̀yXcZnqỳj[qZ]X̂Z[XijZ[vqlv̀ XỳjXoj̀ rqtq[\XpdkXaå{|�X
Z[tXaå{|UXv«��]X�WX{ZpZò upqZ[XZpXpdkX̂vjqoolXåklkZjvdX²[lpqpupkXỳjXpdkXaå{��X
v«��]X�WXà äkjXZpXeZjrZjtX£ ktqvZnX̂vd̀ ǹXỳjX{æcÂXt̀ wq[Z[ps[k\ZpqrkXZ[tXgqntspmokX
onZlwqtl]XbW�WX¬ZjvÓZŝ Ìq[¦XỳjXdqlXäq[tX\qypX̀yXY²£ X²XZ[tX£ WXcZnvZ\[̀ XỳjXdknoyunXtqlvuls
lq̀[WXh kXZnl̀ XpdZ[äX³WX»[\Zm]X�WX�lvZnZ[pkXZ[tXiWX{çjk¦XZpX²[lpqpup̀XtkXiqlq̀ǹ\ÓZXcknunZj]X
¢[qrkjlqtZtX�Zvq̀[ZnX�upè[̀ wZXtkX£ ḉ qv̀ X�¢��£ �XỳjXḱ okjpXpkvd[qvZnXluoò jpXZ[tX
iWX̂qkjjZXỳjXḱ okjpXdknoXgqpdX«å¬X[kuj̀ [XvunpujkWXh kXZjkX\jZpkyunXp̀XcWcWX«ujÌ[XZ[tX
|W¬WX̂ p̀̀ XỳjXrkjmXrZnuZ�nkXdknoXgqpdXoZgsgqpdtjZgZnXḱ okjqwk[plWXadqlXg j̀äXgZlXluos
ò jpktX�mX«qjkvvqè[X¬k[kjZnXtkX�lu[p̀lXtknX{kjl̀ [ZnX�vZtçwqv̀ �{j̀ \jZwZXtkX�ò m̀ XZX
{j̀ mkvp̀lXtkX²[rklpq\Zvqè[XkX²[[̀ rZvqè[Xakv[̀ nè\qvZX�«¬�{�s{�{²²a�X\jZ[pX²�UV�UV�X
Z[tX²[lpqpup̀XtkXcqk[vqZXmXakv[̀ ǹ\ÓZXtknX«qlpjqp̀XiktkjZnX�²c_as«i�X\jZ[pX{²i¢a{V�s
U�UXp̀X³W«W²W]X{�{²²aX\jZ[plX²�U��VV�XZ[tXc»��cmaX̧}���Xp̀X«W�Ws�W]XZ[tX{�{²²aX
\jZ[plX²�U�ª���s}XZ[tXc»��cmaXcYs�U�ª�ªXZ[tXZX\jZ[pXyj̀ wXiu[tZvqè[X£ q\uknX
�nkwÌ[Xp̀XaWåWXadqlXlputmXgZlXokjỳjwktXq[XoZjpqZnXyunyqnnwk[pX̀yXpdkXjkÍuqjkwk[plXỳjX
�W�Ws{WélXt̀ vp̀jZnXtk\jkkXq[X�q̀wktqvZnXlvqk[vklXZpXpdkX¢��£ W

�êâëÛì�ØÛÚâìíîêâíÛÚã
�W�Ws{W]X¬W{WsbWXZ[tX�WbWs»WXokjỳjwktXknkvpj̀ odmlq̀ǹ\qvZnXḱ okjqwk[plWX²W³WXvZjjqktX̀upX
ZnnXlqpkstqjkvpktXwupZ\k[klqlWX̂W£ Ws³WXokjỳjwktXZnnXZ[qwZnXwZpq[\l]X\k[̀ pmoq[\XZ[tX�q̀s
vdkwqvZnXZllZmlWX«W�Ws�W]X³W«W²WXZ[tXaWåWXº̀q[pnmXv̀ [vkqrktXpdkXlputm]XokjỳjwktXjkv̀ jts
q[\lXZ[tXZ[Znmlql]XZ[tXgj̀ pkXpdkXoZokjW

�ÛáïÞâíÚà�ðíÚñÚØíñÝ�íÚâÞìÞãâã
adkXZupd̀ jlXtkvnZjkX[̀ Xv̀ wokpq[\Xyq[Z[vqZnXq[pkjklplW

�ßßíâíÛÚñÝ�íÚðÛìáñâíÛÚ
ûoonkwk[pZjmXq[ỳjwZpq̀[XqlXZrZqnZ�nkX̀[nq[kXZpXdppoÔÑÑgggW[ZpujkWv̀ wÑ
[ZpujkvdkwqvZn�q̀ǹ\mÑWXåkojq[plXZ[tXokjwqllq̀[lXq[ỳjwZpq̀[XqlXZrZqnZ�nkX̀[nq[kXZpX
dppoÔÑÑgggW[ZpujkWv̀ wÑjkojq[plÑq[tḱ WdpwnWXc j̀jklò [tk[vkXZ[tXjkÍuklplXỳjXwZpkjqZnlX
ld̀ untX�kXZttjkllktXp̀XaWåW]X«W�Ws�WX̀jX³W«W²W
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