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ABREVIATURAS

Abrev. de una sola lefra para residuos aminoécidos: A, Ala; C, Cys; D, Asp; E,
Glu; ¥, Phe, G, Gly; H, His; |, lle; K, Lys; L, Leu; M, Met: N, Asn; P, Pro; Q, Gin:
R, Arg; S, Ser; T, Thr; V,val, W, Trp; Y, Tyr.

al AR: receptores o1-adrenérgicos

o2 AR: receptores c.2-adrenérgicos

BAR: receptores B-adrenérgicos

Ca: i6n calcio

CTX: Toxina del célera

[D): coeficiente de difusion

DMEM: Medio Aguila Modificado Duibeco’s
FBS: Suerc Fetal Bovino

GABA: neurotransmisor acido y-amino-n-butirico
GFP: proteina fluorescents verde

Go. subunidad alfa de proteina G

Gp: subunidad beta de proteina G

Gfy: dimero By de proteina G

Gy: subunidad gamma de proteina G

HEPES:  Amortiguador  biolégico  N-[2-Hidroxietil}piperizina-N-[2-acido2-
etanosuifonico]

lea: corrientes de Ca®*

Pz Inosito){ 1,4, 5)-trifosfato

M1 Cho: Receptor M1 — muscarina-colinérgicos
M2 Cho: Receptor M2 — muscarina-colinérgicos
Met-Enk: met - encefalina

Mg®*: ién magnesio

mseqg: milisegundos

mV: milivolts



MQ: Megaohms
NE: norepinefrina
PIS: Penicilina / estreptomicina

Pa: en honor de Blais Pascal (1623-1662), unidad de presién que equivale a la
presidn uniforme ejercida por una fuerza total de un Newton y que actia
perpendicularmente a una superficie plana de un metro cuadrado.

PG: proteinas G

Pi: Fésforo inorganico

PIP;: fosfatidilinositol(4, 5)difosfato

PLC: fosfolipasa C

PLCg: fosfolipasa Cp

pS: picoSiemens

PTX: Toxina pertusis

RE: reticulo endopiasmico

SCGs: ganglio simpatico cervical superior

UV: Radiacion ultravioleta se extiende desde aproximadamente 1 nm hasta 380
nm del espectro electromagnético.

VDCCs: canales de calcio dependientes de voltaje

7TMSRs: receptor heptahelicoidal




“Las neuronas simpaticas son iguales de interesantes
que otros tipos de células nerviosas, pero a causa de la
relativa facilidad para aislarias  en estado adulto,
representan una forma reproducible y robusta de
trabajar con la técnica de fijacién de voltaje, sus
corrientes son sencillas y faciimente identificables, han
sido muy estudiadas y ahora una clara imagen va
surgiendo. El desarrolio de esta historia proporciona un
cimiento para estudiar de la misma forma otras neuronas
menos accesibles, aunque los detalles de cada tipo
neuronal pueden ser ciertamente diferentes”.

Bertill Hille, 1894



INTRODUCCION

Todas las células poseen la capacidad de recibir y procesar
informacion de su entorno. Las sefiales externas estimulan sitios
especificos en las células nerviosas. La liberacién de hormonas,
neurotransmisores y factores de crecimiento funcionan como
mensajeros quimicos entre células vecinas o distantes. La
interaccién de estos mensajeros con sus receptores especificos en
la superficie de la membrana celular, representa el primer paso en
una sucesion de eventos moleculares y fisiolégicos que sustentan Ia
senalizacion a través de la membrana plasmética. En algunos casos
la estimulacién de los receptores da como resultade la activacién de

proteinas de membrana que constituyen a los canales iénicos,

En los organismos eucariontes la familia de las proteinas G
representa un papel fundamental en el enlace entre los receptores
de la membrana celular y las proteinas sobre las cuales ejercen su
accién.

En el presente trabajo analizaremos la inhibicién de Ias
corrientes de calcio neuronales por proteinas G acopladas a
receptores, evento que muy probablemente ocurre en todos los
tipos neuronales. De tal forma que éste es un modo ampliamente
distribuido de modulacion de la actividad eléctrica y la funcién
sindptica.



1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1. ELién caicio .
El i6n caicio {Ca®') es el elemento de transduccién de seinales

mas comun en la célula, abarcando un amplio rango filogenético,
desde bacterias hasta {as neuronas.

A diferencia de muchos otros segundos mensajeros, el Ca®* es
requerido para |la vida, aunque el aumento prolongado de los niveles
intracelulares lleva a la muerte celular. El Ca*" no puede ser
metabolizado como otros segundos mensajeros, su nivel intracelular
debe ser regulado estrechamente a través de numerosas proteinas
enlazantes y proteinas de extrusién. Durante la excitacién, los
niveles normales de Ca*" de ~100 nM se multiptican hasta ~2 mM
adquirido del medio extracelutar (Clapham, 1895).

¢Por qué es importante el Ca®*? En el agua de mar el i6n
magnesio (Mg®*) se encuentra en mayor concentracién que el ion
calcio, pero a diferencia del Mg®* no es expulsado dei citoplasma.
Un argumento probable para la singularidad de} Ca?* es que se
puede mantener a bajas concentraciones, puesto que precipita con
fosfato, la moneda energética de la célula. El Ca®* es menos afin
por la molécula de! agua que el i6n Mg?*. Las células desarroliaron
estrategias para ligar Ca®’, svolutivamente tal vez primero para
reducir el nivel citopldsmico, pero mas tarde como tfransduccién de
sefiales (Clapham, 1895).




1.2. Propiedades de! ion calcio

El ién calcio es capaz de acomodar de 4 a 12 Atomos de
oxigeno en su capa mas externa, pero su numero de coordinacion 6-
8 es el mas comun (Mc Phalen et al., 1991). El quelante artificial
EDTA se enlaza divalentemente al Ca** a través de una
concentracion alta lecal de grupos combinados, dos grupos
nitrogeno y cuatro grupos oxigeno, que forman un arreglo
aproximado de octaedro alrededor del ién Ca?* (Pauling, 1847).

Las proteinas por regla general se entazan al Ca® a través de
€ atomos de oxigeno, los cuales son proveidos por residucs
aminoacidos de glutamato y aspartato que se encuentran
normalmente cargados a un pH fisioloégico (Fasman et al., 1989).

Mucho sitios de unién de Ca®’ se encuentran contenidos en
una capa interna de atomos de oxigenc cercano en 2.1-2.7 Angstrom
del centro de Ca®", una segunda capa se encuentra muy pobiada
por atomos de carbono que sustentan a los atomos de oxigeno
cogrdinades de la capa interna y una tercera capa alejada 4-5
Angstrém del centro del ién Ca®' contieng atomos de nitrégeno
(Nayal et al., 1994).

Con el conocimiento actual de la estructura de las proteinas no
siempre podemos predecir los sitios de union de Ca®, Unicamente
sobre la base de la secuencia de los residuos de aminoacidos. No
obstante se conoce un sitic importante en la unién glutamato-
fenilalanina, lamado por convencion regién E y F de parvalblmina.
Este sitio de entace “hélice-lazo-hélice” es caracteristico de un sitio
de unién para el Ca®’.

El sitio de unién de Ca®' estd compuesto por residuos que

contienen grupos oxigeno en sus cadenas laterales, por lo que son
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necesarios los residuos de aspartato, giutamato y glicina para la
estructura molecular de “lazo” (Kretsinger et al., 1980). El enlace
cooperative de multiples idnes calcio es usual y mas de un sitio de
unién con Ca®' puede presentarse en la misma proteina (Clapham,
1995).

Es comun clasificar a las proteinas que se unen al Ca?' como:
activadoras o amortiguadoras. Las proteinas activadoras cambian su
conformacién después de unirse al Ca?* y modulan moléculas como
son las enzimas y los canales idnicos. Las proteinas de unién
amortiguadoras de Ca?*, pueden simplemente unir idnes calcio si su
concentracion se incrementa dentro de la célula o del organeio
(Clapham, 1995).

Ei Ca®" difunde mucho mas lentamente gue lo predicho
simplemente por las propiedades de sus idnes [~1A, coeficiente de
difusion [D] = 1000 um? / sec] (Clapham, 1995). Se ha calculado que
los atomos de calcio no migran mas alla de 0.1 a 0.5 um durante
lapsos tan cortos como ~50 usec antes de encontrarse con una
proteina de wunién (suponiendo 10®° M' s' K,, y 300 uM
concentracion de proteina enlazante). El ién calcio se difunde
también dependiendo de la saturacién de las proteinas
amortiguadoras y puede variar entre 15 y 65 um?/sec (Allbriton et al.,
1992). Sin embargo, la imagen ideal de una célula con un volumen
uniforme para los procesos de difusidn es una simplificacion muy
gruesa. Los amortiguadores celulares son, indudablemente,
distribuidos de forma funcional y no uniformemente. Adem4s, los
amortiguadores para el Ca®* pueden ser méviles o fijos (Clapham,
1895).
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Ei Ca*®" puede ser un segundo mensajero extremadamente
difundido, como seria de esperarse por su numero, afinidad, y
especificidad de eniace con las proteinas.

Existen diversos mecanismos para introducir pequefios
‘pulsos” de ion calcio en el citoplasma y generar la transduccién de
sefiales. Los iénes calcic se obtienen de dos grandes depésitos, el
espacio extracelular y e! reticulo endoplasmico (RE), de donde es
inyectado en el citoplasma a través de la membrana o desde el RE
a través de canales idnicos (Clapham, 1995).

En fas células no excitables como son las células sanguineas,
hepatocitos y el endotelio, la molécula de inositol{1,4,5)-trifosfato
(IP3) reguia las vias de paso predominantes. Dos clases de
receptores, receptores transmembranales acoplados a la proteina G
y los receptores tirosin-cinasa (RTKs) liberan IPs. Los receptores
transmembranales son activados por fosfolipasa CB (PLCB), en
tanto que los RTKs estimulan fosfolipasa Cy (PLCy) para convertir
fosfatidilinositol(4,5)difosfato (PIP;) en IP; y diacilglicerol (Berridge
et al., 1989). El IP; actia como un segunde mensajero intracelular,
que se enlaza al receptor tetramérico especializado para IP;
incluido en la membrana de! reticulo endoplasmico y activa la
liberacién de Ca?* de los almacenes intracelulares.

El balance electroquimico para el idn calcio es igual ~+150
mV, por lo que el Ca®* fluye al interior celular a todos los
potenciales de membrana fisiologicos (-90 a +60 mV). Adem4as, su
entrada es facilitada por una hiperpolarizacién transitoria. La
apertura de los canales de K* impulsa el potencial de membrana a
potenciales mas negativos, permitiendo el paso de iones calcio mas
répidamente a través de canales especializados selectivos a Ca?*
independientes del voltaje (Clapham, 1995). La selectividad a Ca?*
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es asegurada por la estructura dei poro del canal y es inadecuada
para otros iones,

Como complemento al sistema descrito para las céiulas no
excitables, las células excitables poseen canales dependientes del
voltaje, que habilitan a estas células para aumentar dramaticamente
los niveles citoplasmicos de Ca?*.

Proteinas activadoras especializadas para el Ca?* cercanas a
ta membrana plasmdtica en la superficie interna, promueven
funciones diversas, como son exocitosis en neuronas y contraccion
en masculo. En las células excitables, la despolarizacién desde el
potencial de reposo de la membrana (aprox. —~70 mV) inicia cambios
conformacionales en los canales de Ca?" dependientes de voltaje,
mediante zonas especializadas sensoras de voltaje (S4), éstas
moléculas catalizan el flujo de Ca?' a través de la membrana
{Clapham,1995).
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1.3. Eunciones del Ca®* en el interior celutar

El catién divalente calcio es utilizado por las células como un
segundo mensajero para controlar diversos procesos a saber;
contraccion muscular, secreciéon, metabolismo, excitabilidad
neuronal, proliferacién y muerte celular.

La concentracion intracelular del i6n calcio en células
excilables en reposc se mantiene baja (10-100 nM), pero la
estimulacién da como resultado un incremento en la concentracion
en el orden de 500 a 1000 nM, niveles que son necesarios para
activar sensores como la calmodulina y la troponina C {Berridge,
1998). La célula tiene acceso a dos fuentes de sefial de Ca*, la
entrada desde el medio extracelular y la liberacién desde almacenes
intracelulares. Estos mecanismos de entrada del Ca?* estan
balanceados por la bomba de Na*/Ca?* que constituye el mecanismo
de salida responsable de la eliminacién de la sefial de Ca?*
(Carafoli, 1994). Este sistema de entrada-salida, comunmente
produce picos breves y fluctuaciones del nivel de calcio. La célula
puede evitar el efecto citotoxico del Ca®' empleando esta forma
oscilatoria de 1a sefal {Barridge, 1998).

Es bien conocide que el Ca*?' funciona cemo un segundo
mensajero que regula una gran variedad de procesos gelulares:

Contraccion. El fenémeno de acoplamiento excitacién-
contraccién en el musculo esquelético y muisculo cardiace depende
de la liberacién de Ca?* desde el reticulo sarcoplasmico.

Secrecién.  Durante el fendmeno de  acoplamiento
estimulacién-secrecién, e! Ca® actia liberando por exocitosis
productos del metabolismo celular (por ejemplo: liberacién de
neurotransmisores desde las terminales presindpticas) o
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estimulando los mecanismos iénicos responsables de la secrecién
de fluidos en las glandulas exocrinas.

Metabolismo. La fragmentacién del glucdgeno en las céluias
del higado es controlada por una activacién del calcio dependiente
de fosforilasa.

Excitabilidad neuronal. La excitabilidad de {as neuronas puede
ser regulada a través de un efecto dependiente del calcio en los
canales i6nicos y receptores ionotrépicos. Algunos de estos efectos
del calcio son de larga duracidon, como es la potenciacién de large
plazc o la depresién de largo plazo, procesos que se encuentran
relacionados con el aprendizaje y la memaria.

Proliferacion celular. EI Ca** juega un importante papei en la
fertilizacion y contralando la proliferacion celular.

Muerte celular. Elevados niveles de calcio, especialmente al
mantenerse por periodos largos, pueden ser citotéxicos. El Ca?* se
encuentra implicado en ambos procesos, necrasis y apoptosis.
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2. CANALES DE CALCIO

2.1. Vias de Paso a! Interior Celular del Ca®*

Se reconocen al menos siete sistemas de transporte del Ca**
en ceélulas eucariontes: tres se encuentran en la membrana
plasmatica (una Ca?'-ATPasa, intercambiador Na*/Ca®* y canales
de Ca®'), dos en la membrana interna de la mitocondria (un
uniportador electroforético y el intercambiador Na*/Ca?*) y dos en el
reticulo sarcoplasmico (una Ca®*-ATPasa y un canal de Ca?*). Otros
sistemas de transporte adicionales se sugiere que se presentan en
otras membranas como son los lisosomas y el aparato de Golgi,
pero no se han caracterizado completamente para que garanticen su
inclusién dentro de los sistemas transportadores del Ca?'. Todos
estos sistemas pueden ser agrupados en cuatro farmas bdsicas de
transporte: ATPasas, intercambiadores, canales y uniportadores
electroforéticos (Tabla 1).

Sistemas de transporte de Ca®* en membranas celulares

Modo de transporte Membrana Afinidad por Ca**

ATPasa Membrana Plasmatica Alta
Reticulo Sarcoplasmico

Intercambiadores Membrana Plasmética Baja
(Na*/Ca?*) Membrana interna
Canales Membrana Plasmatica Baja

Reticulo Sarcopidsmico

Uniportadores Membrana interna Baja
Electroforéticos Mitocondrial

Tabla 1. Vias de paso del in Ca**
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2.2 Tipos de canales de Ca®

Los canales de Ca?* permiten el paso de los idnes calcio al
tnterior celular. Aunque los canales se encuentran en todos los tipos
celulares estos se estudian normalmente en membranas de células
excitables, donde las corrientes eléctricas dependientes de Ca?'
pueden ser medidas (Carafoli, 1994). En células excitables, la
apertura del canal es activada por Ia despolarizacién de la
membrana plasmatica, la cual presenta una variedad de canales
para la entrada del Ca®".

2.2.1. Canales operados por receptor,

Son canales de Ca?' que se abren al unirse agonistas
especificos al receptor, usualmente neurotransmisores como son el
glutamato {receptor NMDA) o el ATP.

2.2.2. Canales operados por almacenamiento.

Muchas células tienen este tipo de canales en su membrana
plasmatica que se abren por el vaciado de sus almacenes internos.

2.2.3. Canales de Ca?" intracelulares.

El reticulo endoplédsmico y el reticulo sarcopidsmico son dos
organelos que poseen canales intraceiulares responsables de
liberar Ca®* de sus almacenamientos internos (Berridge, 1998).

2.2.4. Canales de Ca?* operados por voltaje.

Es una familia de canales que operan en respuesta a la
despolarizaciéon de la membrana y que permite la entrada selectiva
del Ca?". Dependiendo de [a magnitud de Ila despolarizacién
necesaria para activar a los diferentes tipos de canales de Ca?*,
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estos pueden ser clasificados como activados por alto umbral de
voltaje o activados por bajo umbral de voltaje.

Los diferentes tipos son clasificados de acuerdo a su cinética
y propiedades farmacolégicas, se han identificado varios tipos de
canales de Ca®* nativos: T, N, L, P/Q y R. En muchas neuronas Ia
w-conotoxina fraccién GVIA bloquea el componente sensitivo de
corriente de la proteina G, indicando de esta manera que los
canales de Ca®* tipo N representan el mayor blanco de inhibicién.
Adicionalmente los canaies tipo P/Q son inhibidos por una variedad
de transmisores incluidos opiaceos, GABA vy somatostatina
(Zamponi et al., 1998).

o]

Extraceiiviar

Intraosiivier

£ig. 1. Representacion esquematica de un canal de Ca** activado por voltaje. Consiste en cuatro
dominios tepetides {I-1V). Cada dominio contiene seis regiones «-hélice transmembranates {S1-
$6). £E1 dominio | es responsable de la cinética de activacin del canal. La regién S4 esta cargada
positivamente y forma parte del sensor de voltaje. El “asa” entre las regiones S5 y S6 forma el
poro del canal. (Tomado de Dolphin, 1998)

Estudios bioquimicos muestran que los canales de Ca?*
neuronales son proteinas heteroligoméricas, compuestas por las
subunidades a1, a28 y B con una estequeometria 1:1;1 (Walker et
al.,, 1998). La subunidad a1 forma el poro selectivo a los idnes Ca?*,
consta de veinticuairo hélices transmembranales agrupadas en
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cuatro dominios. Dentro de su secuencia primaria existen dos
regiones que son de particular importancia: la regidn citoplasmica
que une a fos dominios transmembranales | y Il {asa I-l1l) y la targa
region citopldsmica que contiene el extremo carboxilo terminal
(regién C-terminal). Ambas regiones contienen sitios de interaccidn
con la subunidad citoplasmica B vy regiones que han sido
demostradas como criticas para ila interaccidn con segundos
mensajeros.

Las cionaciones moleculares han identificado nueve genes de
subunidad o1 del canal (x1A-g1H y «18), cuatro genes de
subunidad B (B1 - B4) y un gen tnico codifica para la subunidad a23
(Birnbauer et al., 1994).

El gen otA codifica para canales tipo P/Q, a1B codifica para
un canal de Ca® tipo N, Los genes a1C,x1D y a1$ todos ellos
codifican para el canal tipo L y o1E constituye un nuevo tipo de
canal que exhibe algunas semejanzas entre canales de alto umbral
y bajo umbral de voltaje. Los més recientemente identificados o1G y
alH muestran {a codificacién de dos distintas isoformas de canal de
Cca® tipo T. La expresion exdgena de la clonacién de canales de
caicioc muestra que la proteina G activa, reguia selectivamente a
alA y a1B de manera idéntica que las corrientes nativas tipo P/IQ y
tipo N respectivamente. Por el contrario ¢1C que corresponde a la
corriente tipo L, no muestra sensibilidad a ia proteina G (Pérez-
Reyes et al., 1998),

2.2.4.1. Canales de Ca** tipo L (long-lasting)

Son canales de Ca®' activados por alto umbral de voltaje,
sensibles a (1,4)-dihidropiridina, se localizan ubicuamente,
principalmente en el misculo cardiaco y misculo esquelético, en los
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que participa en el fenomeno del acoplamiento excitacian-
contraccion {Waliker et al., 1998).

2.2.4.2. Canales de Ca®" tipo N (Neuronal)

Neuronales, transitorios, activados por alto umbral de voltaje,
sensibles a o-conotoxina fraccién GVIA, se localizan en las
terminales presindpticas y participan en la liberacion dependiente
de Ca®' de neurotransmisores (Hille, 1992).

2.2.4.3. Canales de Ca® tipo T

Transitorios, activados por bajo umbral de voltaje, parecen
tener importancia en el mantenimiento de la actividad marcapaso de
las células del musculo cardiaco y en la actividad oscilatoria de
varios tipos neuronales del tdlamo (Walker et al., 1998).

2.2.4.4. Canales de Ca? tipo P/Q

Activados por bajo umbral de voltaje, sensibles a o-agatoxina
y a la toxina FTX de arafia, se localizan en las terminales
presinapticas, difieren de los canales tipo L en las caracteristicas
propias de modulacidn por segundos mensajeros. Los canales tipo
P/Q son regulados por vias de sefializacidén intracelular activadas
por neurotransmisores que se unen a raceptores heptahelicoidales
acoplados a proteinas G sensibles a la toxina pertusis (Beech et al_,
1992),

2.2.4.5. Canales de Ca® tipo R

Los canales de Ca® tipo R han sido pobremente
caracterizados, debido entre otras razones, a la falta de
bloqueadores especificos para este subtipo de canal
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3. LAPROTEINA G, UN HETEROTRIMERO

Las proteinas reguladoras de unidn al nucleétido guanina son
llamadas proteinas G (PG). Actuan de intermediarios de un gran
namero de diversos receptores de la superficie celular que
atraviesan la membrana siete veces (7TMSRs) con una variedad de

efectores intracelulares (Graber, 1998).

Esta via controla transducciones de sefiales esenciales vy

numerosas en todos los tejidos y es ubicuo en el reino animal.

Las proteinas G son molécuias heterotriméricas constituidas
por una subunidad alfa {Ga) con una masa entre 36 - 52 kDa, una
subunidad beta (GB) con masa de 35 a 36 kDa y una subunidad
gamma (Gy) con masa entre 8 y 10 kDa. Su estequeometria es 1:1:1
(Freismuth et al., 1998).

Actualmente ha sido posible clonar el cDNA que codifica a los
21 distintos subtipos o de proteina G; éstas pueden ser divididas en
cuatro grandes subfamilias de acuerdo a su secuencia de
aminoacidos. Adicionalmente se han descrito cinco subtipos § (B1 -
B5} y doce subtipos y [y1 - y12] (Birnbauer et al., 1994).

Las subunidades B y vy se ensamblan en un dimero Py (Gpy)
gue actoa como una unidad funcional, la cual dnicamente se separa
bajo fuertes condiciones de desnaturalizacion.

La subunidad Gua tiene un sitio de alta afinidad de enlace para
los nuciedtidos de guanina, es activa cuando se enlaza a GTP e
inactiva cuando lo estd a GDP. Todas las subunidades Ga son por
si mismas enzimas. Esto es, poseen actividad GTPasa y pueden en
diversas proporciones hidrolizar el radical fosfato del enlace GTP
hacia GDP y Pi (Freismuth et al., 1998).
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En algunos casos las subunidades Go poseen residucs
especificos que pueden modificar covalentemente a las toxinas
bacterianas que catalizan la incorporacién de un ADP ribosilado en
el polipeptido a un residuo aminoacido especifico.

En cultivos celulares el dimero GBy juega un papel directo en
la sedalizacién, regulando la actividad de algunos canales de calcio,
canales de potasio, la adenilato ciclasa y fosfolipasas, en células de
mamifero.

El mecanismo comuUnmente aceptado de la transduccién de
sefiales por proteinas G se resume a continuacién: E agonista se
une al receptor heptahelicoidal (7TMSRs), alterando Ia
configuracién del receptor y permitiendo que se catalize el
intercambio de GDP por GTP en la subunidad « de ia proteina G
acoplada al receptor. El enlace con la molécula de GTP produce un
cambio conformacional en la subunidad a de la proteina G dando
como resultado la disociacién del receptor con el complejo de la
proteina G y liberando a las subunidades Ga y Gpy que interactuan
con el efector "blanco”. La actividad intrinseca como GTPasa
termina la interaccién de la subunidad Ga con sus efectores. E|
GDP ligado a la subunidad Go interactla fuertemente con el dimero
Gpy y de esta manera el GTP también finaliza la intermediacién del
dimero GBy de la sefalizacion promoviendo la asociacién del enlace
GDP y la subunidad Ga con el dimero Gy (Graber, 1998).
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Fig. 2 Representacion esquemdética del mecanismo de transduccion de sefiales mediado por
proteinas G acopladas a receptores heptahelicoidales. (Tomado de Strosberg, 2000)

En resumen, la sefalizacion es controlada por tres ciclos
interdependientes de asociacién-disociacion: interacciéon entre el
receptor y la proteina G; entre los nucledtidos de guanina y la
subunidad Ga; finalmente entre las subunidades Gy y el complejo
que forma el canal. Asi, la primera amplificacién de la sefal ocurre
porque un agonista que ocupa al receptor es capaz de activar
multiples proteinas G y la duracién de la sefial es en parte
determinada por el tiempo de vida del enlace entre el GTP con la
subunidad Go (Graber, 1998).
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3.1. Eamilias de proteinas G
Las familias de los subtipos « de las proteinas G pueden ser

clasificados de acuerdo a su estructura y funcién, existe una
congruencia razonable enire ambos esquemas. Las proteinas G
primeramente fueron agrupadas de acuerdo a su funcidn; sus
nombres se les asignaron subrayando sus papeies funcionales
(Hepier et al., 1992),

Actualmente ha sido posible clonar et cDNA que codifica a los
21 distintos subtipos de subunidad Ga; éstos pueden ser divididos
en cuatro grandes subfamilias de acuerdo con la secuencia de
aminoacidos. Estan representados por Gs, Gis, Gq ¥ Gia.

3.1.1. Proteinas Gg

Las hormonas y los receptores olfativos interactGan con
miembros de la familia Gs (Gs y Gor) para estimular la adenilato
ciclasa y de este modo mejorar la proporcion de sintesis de AMPc.

Se han descrito cinco isoformas distintas de adenilato ciclasa
y todas ellas son activadas por Gs. La subunidad Gy se expresa
exclusivamente en el neuroepitelio oifativo y presuntamente sirve de
enlace a los receptores de aromas con una forma especifica olfativa
de Adenilato Ciclasa (Tabia 2).

Masa
Familia/subtipo kD% Toxina | Distribucion | Receptor Efector
(107)
Gs asis) | 42.2 | CTX Ubicuo BAR Adenilato
ciclasa
asyy | 45.7 | CTX Ubicuo TSH Canal Ca**
Canal Na*
agr | 44.7 | CTX Epitelio Adenilato
neuroocifativo | Aromatico ciclasa

*Tabla 2, Familia de proteinas Gg
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3.1.2.Proteinas G

En los bastones fotoactivoes de la retina, la rodopsina activa a
la molécula de transducina (Gu) que estimula una fosfodiesterasa
especifica de GMPc. Aunque Gy se expresa Unicamente en los

- bastones retinianos, una segunda forma de transducing (Giz) se
expresa en los conos, Otra forma de transducina se expresa en las

. papilas gustativas y se le llama Gy o gusducina. La toxina pertusis
blogquea una variedad de vias de paso sefalizadas por ésta
subunidad. La més amptiamente estudiada es la inhibicién de la
adenilato ciclasa y la activacién o inhibicién de varios canales
idnicos (Tabla 3).

Masa
kDa |Toxina Receptor
Familia/subtipo Distribucidn Efector
(107%)
Giin
Qi1 40.3 PTX iCasi ubicuo| MzCho,
Bastones a2AR
otz 40.5 PTX Ubicuo, Canal K*
Conos
o3 405 | PTX Ubicuo Otros _ | Canal Ca*"
Adenilato
ciclasa
oA 40.0 { PTX | Cerebro, |Met.Enk, |Canal Ca?
otros o2AR
Fosfolipasa
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ooB 40.1 PTX Cerebro, Otros |Fosfolipasa
otros
g 40.5 CTX Papilas Gusto |[Fosfolipasa
gustativas
ay 40.9 - Cerebro, M2 Cho | Adenilato
Adrenal, ciclasa
Plateietas

*Tabla 3. Familia de proteinas Gy,
3.1.3. Proteinas Gq

Las acciones fisiologicas de una amplia variedad de
hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento, pueden ser
explicados por su capacidad de activar especificamente a la
molécula de fosfolipasa C (PLC) y una enzima efectora que cataliza
la hidrélisis de un pequefio lipido, el fosfatidilinositol (4,5)-difosfato
para formar dos segundos mensajeros, al (1,4 .5)-trifosfato y al
diacilglicerol.

Las proteinas G4 no son sensibles a las toxinas pertusis y
toxina del célera. Se han identificado miembros de la familia G,
como reguladores de estas vias de paso. Una combinacién de
proteinas Gq y G+ se obtiene a partir de cerebro bovino e higado de
rata. Una proteina esfrechamente relacionada con sllas se obtiene
de eritrocitos de pavo. La reconstitucion de estas proteinas con
PLCB purificado, da como resultado una estimulacién especifica y

marcada de la enzima.

Gq, Gi1, ¥ G4 estan presentes en muchos tejidos. Los otros
dos miembros de la familia Gq, Gis y Gis se expresan Gnicaments
en células de linaje hematopoyético (Tabla 4).
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Masa

) kDa |Toxina Receptor
Familia/subtipo Distribucion Efector
(10°%)
Gq
aq --- |Casi ubicuo | M, Cho,
42.0 a1AR
crq - Casi ubicuo otros Fosfolipasa
42.0 C -Bs
014 -—- Pulmén, No B2 - Ba,
41.5 riién, higado | conocido otros
s --- Células B, No
43.0 células conocido
mielinicas
o --- Células T, No Fosfolipasa
43.5 células conocido | C -B,,B2 P4
mielinicas

*Tabla 4. Familia de proteinas G,

3.1.4. Proteinas Gi2

Estas proteinas no son sustrato de la toxina pertusis y son

posibles candidatos de las vias de sefializacion que no pueden ser

interrumpidas por esta toxina. En muchas células, la activacion

dependiente de GDP de la fosfolipasa C no es blogueada por la

toxina pertusis (Tabla 5).
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Masa

) kDa |Toxina Receptor
Familia/subunidad Distribuciérn Efector
(10°?)
Gi2
o2 -—- Ubicuo No No
44.0 conocido { conocido
a3 - Ubicuo No No
44 0 conocido | conocido

*Tabla 5. Familia de proteinas Gz

Notas:

Toxina del célera (CTX) cataliza la ADP ribosilacién de un residuo de

arginina.

Toxina pertusis (PTX) cataliza la ADP ribosilacién de un residuc de

cisteina.

*Moadificado de Hepler y Gilman, TIBS 17,
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4. ANTECEDENTES INMEDIATOS

Los canales de caicio dependientes de voltaje (VDCCs) tienen
un papel fundamental en el funcionamiento del sistema nervioso y
en general del organismo entero, ya que de ellos dependen
procesos esenciales talas como (a liberacién de neurotransmisores
y la secrecion de hormonas.

La inhibicioan de las corrientes de caicio neuronales por
proteinas G acopladas a receptores, probablemente ocurre en todos
los tipos neuronales, de tal forma que este es un mode ampliamente
distribuido de modulacién de la actividad eléctrica y la funcion
sinaptica. Una forma comun de meodulacién utiliza una via de
sefializacion cuyos componentes estan restringidos a la membrana
celular (delimitados a la membrana, Fig. 2), se desarrolla en menos
de un segundo y es dependiente de| voltaje, i.e., |a inhibicion pueds
ser parcialmente liberada por fuertes pulsos despoiarizantes (Hille,
1994).

Fig. 3. Una forma comin de modulacion utiliza una via de seidalizacion cuyos componentes
estan delimitados a [a membrana. (Tomado de Garcia DE, 1988)
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Un ejemplo bien estudiado de esta modulacién es la inhibicion
de los canales de calcio tipo N por norepinefrina (NE) actuando
sobre receptores a-2 adrenérgicos (Fig. 2), en neuronas del gangiio
simpélicd cervical superior (SCGs). Este tipo de inhibicién es
mediado por subunidades beta gamma de las proteinas G que
actuan directamente sobre el canal (lkeda, 1996; Herlitze et al.,
1996). Sin embargo, la especificidad de las PG no ha sido
investigada y, el sitio blanco de interaccién entre la estructura
molecular de jas subunidades de las PG y ia de la subunidad a1 de!
canal de calcio es sujeto de controversia en |la actualidad.

30




5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Trabajos previos del laboratorio (Garcia, et al., 1998) indican
que son las subunidades Gf las que pueden estar mediandc la
inhibicién rapida, delimitada a la membrana, y dependiente del
voltaje, de ios canales de calcio tipo N, y que son ellas las que
identifican una regiéon blanco, en algun dominio del canal, el cual
tiene un sitio de reconocimiento apropiado para el ligando.

Investigaciones recientes por otros autores sustentan la
posibilidad de que las bases moleculares pueden ser ia clave para
explicar las interacciones entre las subunidades By de las proteinas
G con sus efectores (Ford et al., 1998).

fip. 4. Representacibn esquemdtica de [as subunidades Gy mostrando las regiones de
Gf involucradas en interacciones con Ia subunidad Ga y con sus efectores. Note particularmente
los residuos aa T143, N119, L1117, D186, M101, W332, K78 y L55 que s0n los sitios de unidn con
el canal de Ca’ (Tomado de Ford et al., 1998),
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO

La sobreexpresién de las distintas subunidades Gp en
neuronas SCGs dara lugar a una inhibicién ténica dependiente del
voltaje de los canales de Ca?* tipo N. La magnitud del efecto
regulador de cada subunidad G dependera de las similitudes o
diferencias moleculares entre cada una de ellas.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General

1. Sobreexpresar las diferentes subunidades GB en neuronas SCGs
y determinar electrofisiologicamente sus efectos reguladores sobre
la corriente de Ca?* tipo N.

7.2. Objetivos Particulares

1. Evaluar electrofisioldégicamente las propiedades regulatorias de
los distintos subtipos Gp. '

2. Determinar mediante procedimientos electrafisiolégicos la tasa de
facilitacién, el mimetismo del efecto de norepinefrina y el aumento
de la inhibicién basal de la corriente de Ca®* tipo N.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Cultivo primario de neuronas del SCG

Todos los experimentos se realizaron en neuronas SCGs cultivadas
por métodos convencionales (Banker y Goslin, 1991; Beech, 1992),
obtenidas de ratas. Existen diferentes razones para utilizar este
modelo de estudio. En primer lugar, estas neuronas son
relativamente faciles de aislar ya que el ganglio simpatico cervical
superior es prominente y es una entidad anatémica discreta.
Segundo, esta preparacién proporciona una de las preparaciones
celulares méas homogéneas en vertebrados. Ei ganglio cervical
superior de rata contisne una gran proporcién de neuronas SCGs
(>20°000; Davis, 1978), con un didmetro que varia entre 25-40 um vy
una pequefia poblacién de interneuronas (~300; Paivarinta y
Eranko, 1982), que no sobreviven en cultivas de células disociadas.
De esta forma e! ganglio cervical superior proporciona una
poblacién particularmente uniforme de neuronas y se encuentra
esencialmente libre de otros tipos celulares. Tercero, las neuronas
simpaticas son completamente adaptables y pueden crecer
rapidamente en una variedad de medios, sobre diferentes
substratos y en ausencia o presencia de otros tipos celulares.
Ademas, si las condiciones in vitro son las adecuadas, los cultivos
de neuronas simpaticas expresan la mayoria de las propiedades de
estas neuronas en estado maduro in situ, inciuyendo sintesis y
respuesta adecuada a los neurotransmisores, las propiedades
etectrofisiolégicas normales y la morfologia de sus dendritas se
aproxima a la observada en el tejido.

El método de cultivo de detalla a continuacion: Se utilizaron
unicamente ratas macho de la cepa Wistar de 5 semanas de edad, 4
cajas petri de 35 mm con 4 m! de sclucién Hank's cada una (en
hielo y bajo oxigenacién constante), se agregan 400 pl de solucién
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de cisteina (4 mg/ml) a una de las cajas. Se decapita al ejemplar, y
se disecan los ganglios cervicales superiores, que son transferidos
a la solucién de Hank's en hielo. Se Limpia y separa el tejido del
ganglio, haciendo de 2 a 4 cortes en cada ganglio (sin atravesario).
E! tejido se incuba en 20 U/ml! de papaina a 37° ¢ por un tiempo de
18 min. (esta enzima se agrega a 3 ml de la caja que contiene sol.
de Hank’'s + cisteina). Reemplazamos la solucion de papaina por
una nueva solucién de colagenasa (2 mg/ml) y dispasa (30 mg/ml).
El tejido se incuba por 18 min., se dispersa ; se reincuba por otros
15 min. y de nuevo se dispersa. El punto final de Ia dispersién seré
cuando se encuentren en suspension células aisladas. El tiempo de
dispersion es empirico dependiendo de qué tan rapido las células
del ganglio se separan. Se lava dos veces con solucién apagadora
de enzimas centrifugando a vetocidad minima, aprox. 300 G por un
lapso de 8 minutos. Se lava por tercera ocasion en DMEM {glucosa
alta) + 1:100 P/S + 10% HI FBS (GIBCO), se resuspende en un
volumen adecuado al mismo. Se deposita gota a gota sobre una
caja cubierta con poli-l-lisina {1 mg/ml) dentro de un anillo de
clonacion, la superficie de estas cajas se lava previamente con FBS
¢ agua desionizada estéril. Se incuba una noche en un ambiente
con 5% de CO: a una temperatura constante de 37° C y al dia
siguiente realimentamos con medio DMEM.

B.2. Piasmidos utilizados

Los plasmidos son moléculas circulares de DNA que se
multiplican independientemente en las células que los alojan y se
heredan con regularidad al dividirse éstas. Tienen una organizacién
molecular muy sencilla, carecen de cépside proteica y no poseen
ninguna fase extracelular,
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En las células que los poseen constituyen sdlo una peguena
parte del genoma celular, en general entre el 1 al 3 por ciento. Aan
asi esa pequefa fracciéon de la informacion hereditaria determina
rasgos genéticos accesorios, pero importantes no codificadas
usualmente por el genoma celular. Sélo los plasmidos portan
informacién para la conjugacién entre bacterias, tienen toda la
responsabilidad de varias enfermedades en vegetales y animalss,
permiten que sus hospederos se nutran de muchas sustancias
complejas y les confieren resistencia a muchos antibitticos vy
toxinas (Novick, 1981)

En los Gltimos afios, se ha investigado intensamente con los
plasmidos. Se descubri¢ que son los vehiculos ideales para
introducir en las células “genes exirafios” mediante técnicas de
biologia molecular, permitiendo la multiplicacién de estos genes y
su expresién subsecuente.

ta organizaciébn de los genes de los plasmidos hace
compatible la estabilidad hereditaria con una gran flexibilidad
estructural. Los plasmidos pueden adquirir nuevos genes vy
reorganizar extensamente los antiguos para mantener una
informacién genética apropiada a las necesidades de su hospedero,
sin comprometer la eficiencia de su propia replicacion.

Los plasmidos representan el Iimite de la simbiosis, porque
dependen del hospederc para todas las funciones vitales, salvo las
“funciones autondémicas”. Unas cuantas funciones genéticas bastan
para asegurar la autongmia de éste (Novick,1981).

Un segmento no mayor de 2000 pares de bases alberga {odo
el bloque promotor, capaz de replicar plasmidos méas de 50 veces
mayores que él. Se han definido experimentalmente cuatro
elementos de un bfoque replicador: el origen o lugar de iniciacion de
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la replicacién; el iniciador; las funciones genéticas que determinan
el nimero de copias y las que aseguran el reparto de las copias a
las células hijas. El elemento central del sistema autonémico es el
origen, que se define funcionalmente como la menor secuencia de
ADN que puede servir de punto de partida de un ciclo de
replicacién.

El procedimiento de clonacion molecular puede dividirse en
tres partes: encontrar la secuencia estructural correcta, insertarla
en la celula de forma que se conserve cuando [a célula se
desarrolle y manipular la informacion, modificando las ordenes
reguladoras de manera que la secuencia estructural se exprese en
proteina (Gilbert et al., 1980).

En un primer paso se obtiene DNA circular de un plésmido,
utilizando endonucleasas de restriccién se reconoce un punto y
corta la molécula por él. Ahora podemos insertar un fragmento
seleccionado de ADN en la abertura mediante técnicas enzimaticas
capaces de conectar sus extremos con los del plasmido. Cualquier
region de ADN presente en un plasmido puede aisiarse y
secuenciarse, la dificultad no estriba en determinar la secuencia
sino en obtener el fragmento especifico de DNA. La técnica de
recombinacion de DNA sirve a manera de un microscopio para aislar
y aumentar una regién de DNA del gen estructural deseado, y
ademds, hacer muchas copias.

8.2.1. Las Subunidades Gp

La molécula de DNA que codifica para la subunidad Gf1 fue
clonada en el plasmido pCDM8, GB3 en pCIS y las subunidades
GB2, GB4 se clonaron en el plasmido pcDNAL.
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La subunidad Gy3 fue clonada en pCi. La molécula que
codifica GFP esta clonada en pEGFP-N1. Por otro lado las
subunidades Gp4, Gy4 cedidas por el Dr.lkeda estdn clonadas
ambas en el plasmido pCl. El stock de plasmidos con el que
recientemente hemos estado realizando experimentos contiene la
informacién que codifica a 1a vez a 1a subunidad Ga1 y a la proteina
fluorescente verde mejorada GFP y se encuentran clonadas en el
pléasmido pEYFPGp

8.3. E! GFP y el método de Fluorescencia

La fluorescencia es el fenémeno en el cual, una sustancia
absorbe luz {generaimente de corta longitud de onda) y casi
instantaneamente irradia luz en otra longitud de onda mas larga.
Muchas sustancias se hacen fluorescentes bajo la excitacién de la
luz ultravioteta (UV). Su fluorescencia no guarda relacion alguna, ni
en intensidad ni en color con su apariencia visual. Esto nos indica
que por el método de fluorescencia obtendremas una imagen
completamente diferente, revelando a menudo caracteres de otra
forma incbservables.

En la medusa bioluminiscente Aequorea victoria, la luz se
produce cuando la energia es transferida de la fotoproteina
aequarina activada por Ca®*, a la proteina fluorescente verde
{GFP).

E! croméforo GFP consiste en un tripéptido ciclico derivado de
los aa 8, Y, G en la secuencia primaria de |a proteina y Unicamente
os fluorescente cuando se encuentra incluida dentro de la molécula
de proteina GFP entera. Del polipéptido completo de 238 aa son
necesarios para la fluorescencia los aa numeros 7-229. La
estructura cristalina de la molécula del GFP muestra un apretado
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empaquetamiento de una hoja f-plegada incluida dentro de una

estructura formada por a-hélices {Yang, et al 1998).

10A

Fig. 5. Modelo molecutar de l& proteina fluorescente verde GFP, obtenido a partir de
cristalografia de rayos X. El cromdforo se encuentra protegido dentro de un cilindro formado por
11 segmentos cortos de a—hélice. (Tomado de Reichman 1898).

La clonacién dei gen silvestre de GFP y su expresién subsiguiente
en sistemas heterélogos ha estabiecide a la GFP como un valioso
sistema de reportero genético. Cuando es expresado en cuaiquier
célula procarionte o eucarionte e iluminado con luz azul o UV, el
GFP nos devuelve una brillante fluorescencia verde, ésta es
independiente de la especie y no requiere de ningdn cofactor,
substrato, o de la formacién de productios genéticos adicionales de

A. victoria.

La molécula de GFP es bien expresada cuando se fusiona con
muchas proteinas diferentes. En muchos casos, las quimeras
génicas codifican en las terminales NH, o COCH del GFP
manteniendo la actividad biolégica normal de su compafaro
heterdlogo, asi como también, manteniendo las propiedades
fluorescentes similares a las de! GFP nativo. El uso de esta
capacidad nos permite disponer de una “etiqueta fiuorescente” para
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proteinas, lo que nos posibilita la localizacién de proteinas
fusionadas in vivo. Esta fusiéon con el GFP puede proporcionar
mejor sensibilidad y resolucién en comparacion con las técnicas
usuales de anticuerpos.

La variante mejorada amarillo fluorescente EYFP, contiene la
doble substitucién de aminoacidos F-64 por L y 5-65 por T que
cambian la emisién de verde {508 nm), a verde-amariilo {527 nm).
Aungue la maxima excitacion fluorescente del EYFP esta en los
513 nm, puede ser excitada eficientemente a 488 nm (Clontech lab
1999).

Un vector apropiado puede ser inoculado en células de
mamifero por una variedad de técnicas, incluyendo dentro de estas:
el uso de calcio fosfato (Chen y Okayama, 1988). DEAE-dextran
(Rosenthal, 1987); varios agentes de transfeccion por liposomas
(Sambrook, et al., 1987); la electroporacién (Ausubel, et ai., 1094},
Y en nuestro caso mediante la fina técnica de microinyeccion
intranuclear (Garcia, 1996; ikeda, 1996).

La eficiencia del procedimiento de inoculacién en células de
mamifero depende en primer término de la linea celular hospedera y
dei procedimiento utilizado. La expresion del GFP se detecta por
microscopia de fluorescencia.

El sistema de formacion de una imagen fluorescente as
analogo al de la luz visible. Se debe disponer de una fuente de
lluminacion UV eficiente.

En los haces de iluminacién y de la imagen se emplean filtros
excitadores y filtros de barrera. Es sumamente importante que
ambos filtros, combinados, se anulen entre si pues de no ser éste el
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caso la imagen fluorescente queda degradada debido a lIa
iluminacién directa.

Es de utilidad e! empleo de un cono de iluminacién grande
para aumentar el de la imagen que normalmente es poco intensa.

o+

Manantiales de radiacién UV. E| espectro ultravioleta se
extiende desde aproximadamente 1 nm hasta 380 nm. Es posible
distinguir tres subdivisiones en esta regién {Tabla?).

UV A (320 - 400 nm) Zona de transmisién del vidrio

UV B (280 - 320 nm) Regidn eritérmica (quemaduras de sol)

UV C (185 - 280 nm) Regién bactericida o germicida.

Tabla 7. Subdivisiones de la regién UV

Todas las fuentes de iluminacién UV de uso corriente utilizan
lamparas de vapor de mercurio (alta tensién para radiacion de
365 nm y de baja tensién para radiaciones de 254 nm). Las
ld&mparas de UV disponibles en Ié actualidad, suelen cumplir los
requisitos para focos y reflectores. Se emplean mas a menudo los
primeros con fines fotograficos, ya que lo que se pretende
corrientemente es irradiar el sujeto uniformemente con Iuz
ultravioleta. En trabajos sobre fluorescencia, cuaiquier desigualdad
en el haz UV debe ser evitada, pues de no ser asi habria
variaciones en la fluorescencia que podrian prestarse a
interpretaciones falsas.

Si es necesario un haz estrecho e intenso de uv, el mejor
método es probablemente el empleo de un equipo de iluminacién
compacto de mercurio {(con un condensador de cuarzo). Los tubos
fluorescentes Uv  alcanzan su  plena intensidad casi
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inmediatamente, pero las l|amparas de descarga de mercurio,
requieren de 5 a 10 minutos para llegar a su rendimiento completo.

Filtros transmisores de UV. La mayoria de los manantiaies
luminosos de UV emiten algo de luz visible, por lo que es
conveniente usar un filtro de transmisién UV (p.ej. Chroma
HQ470/40x). Para la excitacién UV de ejemplares fluorescentes, el
filtro debe situarse en el mismo alojamiento de la fuente de
iluminacion.

Filtros absorbentes del UV (barrera). Para observar imagenes
fluorescentes, el filtro barrera debe absorber por completo la
radiacion existente (p.ej. Chroma HQ500LP).

400 450 500 S50 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Fig. 6. Gréfica longitud de onda {nm) / transmitancia (%) del espectro electromagnético para el
intervalo 350-750nm. Note particularmente |a zona de anulacién de los fittros excitadores, filtros
barrera del UV en los 480 nm-500 nm, que corresponde al color azul-verde, (Tomado de
Reichman 1928).

Registro de la fluorescencia. La mayoria de los trabajos sobre
fluorescencia se limita a materiales excitados por la banda de
emisién de 480 nm del mercurio; ésta produce normalmente una
emision azul o verde. Las condiciones para estos trabajos pueden
resumirse asi:
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Es esencial un area de trabajo oscurecida, para evitar reflgjos
visibles incontrolados procedentes del sujeto.

Normalmente se emplean |amparas de descarga de mercurio.
La lampara debe ser filtrada, para que produzca solo la banda de
excitacién requerida. Puede ser necesaria una exposicion
suplementaria con luz visible, para mostrar ia iocalizacién de las
areas fluorescentes.

Cuando se emplea fluorescencia, siempre es necesario
utilizar un filtro de absorcién UV. Es esencial sl gue las bandas de
transmision del excitador y los filtros de barrera no se sobrepongan
entre si.

Equipo de la camara. La fijacion de una camara al microscopio
para la realizacién de foto micrografias puede ser dpticamente muy
sencilla; s6io es necesario un adaptador cerrado por completo al
paso de la luz. No es necesario objetivo en la camara, aunque es
otil que se disponga de un obturador. Los sistemas de medicién de
la exposicion pueden ser a través del objetivo (TTL) en las camaras
miniatura (SRL, 35 mm), con resultados razonablemente
satisfactorios, tratdndose de foto-microscopia (Arnold, 1874). No
existen problemas especiales de enfoque, éste se realiza
directamente a través del objetivo del microscopio; la banda
fluorescente de emisién estd incluida en la correccién cromética de
la mayoria de los objetivos.

Debido a la débil fluorescencia de algunos materiales
organicos, puede ser necesario el empleo de pelicula de gran
rapidez. A menudo es valioso el registro de color para identificar
fiuorescencias caracteristicas.
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8.3.1. Inyeccidn intranuclear

La celula viva es una compleja maquinaria bioldgica, su
funcién es fabricar proteinas. Sintetiza enzimas y otras proteinas
que mantienen su propia integridad y sus procesos fisioldgicos.
Distintas clases de células producen prateinas diferentes, siguiendo
instrucciones codificadas en la molécula de ADN de sus genes. Los
recientes avances en biologia moiecular hacen posible alterar estas
instrucciones y de esta manera disecar y modificar células que
pueden sintetizar o sobreexpresar diversas moléculas de proteina.

En nuestro protocolo experimental, es necesario ‘persuadir’ a
una célula para que produzca una proteina exdgena. Lo que
requiere introducir en ella una molécula de ADN que contenga ia
secuencia de bases que codifiquen los amino&cidos de la proteina,
asi como las instrucciones para la transcripcion y la traduccion.

La técnica de microinyeccién intranuclear es el mejor
procedimiento para aplicar “agentes” directamente en el nucleo de
células vivas sin ninguna restriccién. Pero existen dos problemas
principales que hacen dificultoso el procedimiento en comparacion
con la aplicacion de otras técnicas.

El primer problema es la medicién del volumen inyectado,
resuelto en nuestro caso por el propio disefio del equipo neumatico
de alta precisién Eppendorf Transjector 5246, directamente
podemos regular y al mismo tiempo, leer en la pantalla de este
aparato los parametros de {2 microinyeccién. Para nusstro protocolo
experimental utilizamos: una presién de inyeccién de 10 Kpa
aplicado por un lapso de 0.3 segundos, valores que no producen
cambios significativos en el votumen celular.
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El segundo problema es la baja supervivencia de las células
inyectadas. Esto es resultado de lesiones celulares durante la
microinyeccion, que pueden ser fatales. Describimos a continuacion
el protocolo utilizado, que nos dic como resultado una
microinyeccién adecuada y un buen porcentaje de supervivencia.

Protocolo. Después de un lapso de 4 horas, tiempo que las
neuvronas necesitan para adherirse con la ayuda del sustrato de
poli-I-lisina al fondo de la caja, las neuronas son inyectadas
intranuclearmente. E| procedimiento utilizado es el descrito por
Garcia, et al; lkeda, et al., 1996. Preparacion de la solucién que se
inyecto. Se deposito en un tubo eppendorf 2 pl de solucién GEP
{1 ug/ul], concentracién en peso. Se agrege 2 ul de solucion de
plasmido Gp.5) [1 pg/pl]. Adicionamos 0.1 %=2 pl de solucién de
molécula dextran fluoresceina, que es el indicador fluorescente
utitizado para monitorear a las células inyectadas. Aforamos a 20 ul
con agua desionizada estéril. La solucién resuitante se centrifugé a
una velocidad de 10'000 RPM por un lapso de 20 minutos. Del
volumen total de esta solucién se recupero (nicamente
sobrenadante hasta un volumen de 10 pl y el residuo lo desechamos
pues es solucion con madejas muy densas de DNA no adecuada
para la microinyeccion. Fabricacion de la pipeta de microinyeccion,
La punta de microinyeccién la forjamos en términos generales
siguiendo el mismo procedimiento que el utilizado para estirar los
microelectrodos que son usados en la técnica de fijacién de voltaje
perc con un retardo en el enfriamiento, con lo que obtenemos una
microaguja de cuello corto con la boca del conducto de diametro
mas largo y estrecho. De esta manera obtuvimos puntas rigidas y
estrechas que permiten aplicar la presiéon de microinyeccion de

forma precisa.




Carga de la microaguja. Fueron utilizados udnicamente
capilares “frescos” (recién estirados), con la micropipeta eppendorf
rango 0.5-10 ul y puntas eppendorf cat. 930-00-100-7 se carga 1pl
de solucién de inyeccién en la microaguja teniendo cuidado de no
dejar burbujas de aire. Ajuste de la pipeta. Una vez cargada la
pipeta se fija firmemente al cabezal y fa punta se dirige hacia la
célula. Para obtener una mayor proporcién de supervivencia es
recomendable que la “punta” se dirlja perpendicularmente a la
superficie celular (~45° de la vertical), estc evité dafio celular.
Ubicacion del plano “z". Se localizé opticamente una célula, se
sumergié la microaguja en el medio y la situamos visualmente. Se
desciende hasta llegar a un nivel sobre el borde superjor de la
célula seleccionada, continuamos descendiendo muy lentamente y
se presiona suavemente sobre la célula, hasta ~50% del volumen
celular. A este nivel le llamamos z-limit y es la zona de! plano “z" a
la que fue aplicada la microinyeccién. Fijfamos el valor en la
memoria del equipo inyector Transjector 5246. Prueba de
permeabilidad. Retiramos la micro aguja unas cuantas micras sobre
la célula a un nivel donde aun sea posible apreciarla sin necesidad
de enfocar la imagen y probamos permeabilidad. Se observo
fluorescencia caracteristica del colorante dextran fluoresceina en al
campo 6plico, a causa del disparo de prueba. Microinyeccion.
Apuntamos a un plano medio de la céiula y se pulso el botdén de
disparo. El procedimiento de microinyeccién y el retirado de Ia
microaguja es automatico y muy réapido (tiempo programado: 0.3
seg.) Para cubrir el drea de cuitivo utilizamos una técnica de barrido
en forma de zig-zag, moviendo la platina y no el micromanipulador.
Entre catorce a dieciséis horas posteriores a la microinyeccion
intranuctear se identifico a las células que expresaron positivamente
la informacién genética contenida en el plasmido. Esto se logro
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gracias a la observacién de fluorescencia caracteristica de la
molécula de GFP presents en ellas.

8.4. El Registro Electrofisiolégico

Los efectos producidos sobre las corrientes de Ca?' fueron
determinados realizando los registros electrofisiolégicos mediante el
método de fijacidn del voltaje (Voltage-Clamp, Hamill, 1981) en
configuracién de céluia completa. Este método en esencia consiste
en lo siguiente: una delgada pipeta de vidrio con cualidades
particulares es estrechamente sellada contra la membrana celular,
permitiendo aislar una pequefa porcién de membrana, donde se
encuentran contenidos canales iénicos. Estos canales son
manipulados quimica y eléctricamente, y de esta forma son
deducidas sus caracteristicas. En la configuracion de céiula
completa es posible retirar una diminuta seccién de membrana y
abrir delicadamente una ventana al interior de la célula viva sin
alterar los constituyentes citoplasmicos. Dentro de las diversas
aplicaciones de la técnica de fijacion de voltaje se encuentran ei
estudio de coémo las corrientes idnicas afectan el voitaje de
membrana, ademéas nos permite analizar procesos celulares como
son la liberacién de neurotransmisores, secrecion de hormonas o
investigar el mecanismo de contraccidn, entre otros. El método de
fijacion de voltaje igualmente nos permite  caracterizar
electrofisiolégicamente a cada una de las subunidades B de ia

proteina G.

El planteamiento y la realizacién de los experimenios
electrofisiolégicos fueron destinados a probar cada uno de los
subtipos G y, por lo tanto, a determinar cual o cuales de estos son
capaces de reproducir los siguientes efectos:
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Aumento de |a tasa de facilitacién

Las corrientes entrantes de Ca?* (lca) son producidas cada 10
segundos con un par de pulsos de prueba de 20 mseg a +10 mV
desde un potencial de mantenimiento de -80 mV, una vez antes
{pulso de prueba 1) y una vez después (pulso de prueba 2) de un
prepulso de 25 mseg a +125 mV. El fuerte prepulso despolarizante
libera transitoriamente ia mayoria de la inhibicion inducida por NE y
la facilitacion resuitante puede definirse como la corriente producida
durante el pulso de prueba 2 dividida entre la corriente producida
durante el pulso de prueba 1. Para acentuar los cambios en la
activacién dependiente del voltaje de las lc,, estas fueron medidas
como el promedic de las corrientes producidas en el intervaio 5-6
mseg después del comienzo de la despolarizacidén, espacio de
tiempo anterior a cuando se alcanza el valor maximo de la corriente
de Ca?*. '

Porcentaje de inhibicién por NE

La perfusién intracelular directa de subunidades Gpy
purificadas, en células de las raices dorsales de pollo (lkeda SR,
1988), y en ceélulas del ganglio simpético cervical superior de rata
(Herlitze et al., 1996), simulan el efecto de los neurotransmisores
naturales al disminuir y enlentecer la cinética de la activaciéon de las
corrientes de Ca®'. Para subrayar los efectos del enlentecimiento
cinético de la activacién de la Ig, la amplitud de (a corriente fue
tomada cdmo el valor promedic de los puntos registrados entre 5 a
6 mseg después del inicio del pulso de prueba 1. Debido a que la
magnitud de Ica depende del tamafio celular los datos son
presentados como densidad de corriente normalizada por Ia
capacitancia celular (pA/pF).
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Inhibicién basal de la_corriente de Ca®' tipo N

Inhibicién es Ia disminucién de la corriante de Ca?* que fluye
al interior celular después del tratamiento con NE. La tasa de
facilitacién, un pardmetro calculado dividiendo la amplitud de la
corriente producida durante el pulso de prueba 1 entre la amplitud
de la corriente producida durante el pulso de prueba 2, aumenta
draméticamente durante ia aplicacién de NE y de esta forma nos
proporciona una medicidn conveniente y confiable de la inhibician
dependiente del voltaje.

Fig. 7. La técnica de fijacién de voltaje nos permite registrar la corriente que fluye a través de fos
canales idnicos de la celula,

Las corrientes de Ca?* fueron registradas utilizando la técnica
de fijacién de voltaje mediante un amplificador EPC7 (List
Electronics), a temperatura ambiente. Las pipetas se estiraron g
partir de capilares de vidrio para microhematocrito (Kimax-51,
34502) y pulidas en una microforja Narishige, presentaron
resistencias enfre 1 y 2 Megachms (MQ). Durante el registro la
célula fue perfundida localmente con goteo continuo (1 a 2 ml/min)
de solucion externa. El flujo de las soluciones se seleccioné
mediante un sistema de valvulas solenocides, el cambio entre una
solucién y otra fue casi instantanec. Los protocolos de voltaje se
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generaron y los datos fueron digitalizados, registrados y analizados
utilizando el sistema de adquisicién Basic Fastlab (Indec Systems,
Capitola CA).

Las mediciones de la corriente de Ca?* utilizaron la siguiente
serie de soluciones: solucibn de pipeta o solucién interna
(concentraciones milimolares), Ac. Metanosulfénico 125, TEA C! 20,
HEPES 10, BAPTA Tetracesio 0.1, MgCl, 4, Na,ATP 5, Na,GTP 0.3,
Leupeptina 0.1, ajustamos a pH 7.2 con CsOH.

Solucién externa o solucién de registro TEA Cl 162.5, HEPES
10, Glucosa 8, CaCl, 2, MgCl, 1, TTX 0.0002, Nifedipina 0.002,
ajustamos e! pH a 7.3 con TEA-OH.

El analisis de los registros eléctricos obtenidos se realizo por
meétodos electrofisiolégicos y estadisticos substrayendo los
componentes lineales de membrana y normalizando por |Ia
capacidad de la misma. La amplitud de las corrientes de Ca®* fue
medida como corrientes a los 5-6 ms y calculada en términos de
densidad de corriente (en pA/pF). Los resultados finales los
expresamos como promedios, + el error estandar del mismo (SEM)
Las comparaciones estadisticas se realizaron como variables
independientes, utilizando la prueba t de Student. Se consideraron
diferencias estadisticas significativas cuando p<0.05.

Actualmente es bien aceptado que el modelo de facilitacion de
Ica por la aplicaciébn de prepulsos despolarizantes establece una
manera precisa, inequivoca y generalmente utilizada en el estudio
de la regulacién por proteinas G de las Ic, (Bean, 1989:
Elmslie,1990).
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9. RESULTADOS

9.1 Identificacidén por fluorescencia

Para monitorear nuestras células experimentaies, fueron
utilizados los plasmidos reporteros: S65T que codifica para la
molécula de GFP y el plasmido pEYFP que codifica para la proteina
"GFP mejorada” los cuales expresaron de manera adecuada a la
proteina fluorescente verde, las células con expresidon positiva se
identificaron claramente a través de la observacién directa después
de un periodo de incubacién de 12 a 16 horas. Para la identificacién
de estas células se usé el sistema de microscopia de
epifluorescencia y los filtros de fluoresceinas y GFP. Este sistema
se encuentra instalado en e! microscopio utilizado durante las
sesiones de registro electrofisioldgico, de tal forma que no existe
incertidumbre al identificar a las células que muestran expresion de
GFP pues brillan con una acentuada fluorescencia caracteristica.

Por otra parte y como complemento de esta técnica se realizé
un archivo de las imagenes observadas, un ejemplo se presenta en
la figura 9. En primer 1érmino la informacién se encuentra en forma
de radiaciones electromagnéticas reflejadas, como es el caso de las
imagenes obtenidas en la fotografia convencional; o imagenes de
cuerpos gue fluorescen por radiaciones emitidas por el sujeto.

Las imagenes fotogréficas se obtuvieron aplicando el
siguiente protocolo: entre doce y dieciséis horas posteriores a ia
tecnica de microinyeccidn intranuclear y respetando los tiempos de
expresian, se procedié al registro electrofisiologico. Momentos
antes de realizar los “sellos” para la fijacién de voltaje ejecutamos
los disparos del obturador a través de un chasis fotografico SRL, de
35 mm Canon T60, acoplado al cuerpo del microscopio Axiovert 135
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Fig. 8. Neuronas del ganglio simpético cervical superior (SCGs) de rata obtenidas a parlir de un
cultive primario, para realizar a imagen se wtilizé pelicula sensibilidad ASA 125, tiempo de
exposicién 2 segundos, amplificacitn 400 X.
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9.2 Resultados electrofisioldgicos

Plummer y colaboradores (19839), realizaron diversos
experimentos para conocer las propiedades y sensibilidad
farmacolégica de los diferentes tipos de canales de Ca?" presentes
en neuronas del ganglio simpatico cervical superior de rata. Estas
investigaciones demuestran que en estas células las corrientes de
Ca?* (lca) son acarreadas principalmente por canales tipo N y en
una menor proporcidn por canales tipo L, ambos tipos de canales
son activados por alto umbral de voltaje y presentan una
conductancia similar (11pS), se inactivan lenta e incompletamente,
pero se diferencian por su sensibilidad a antagonistas especificos.
Los canales tipo L son sensibles a 1,4-dihidropiridina y se les
denomina DHP-sensibles, en tanto que los canales tipo N lo son a
la toxina de serpiente o-conotoxina fraccion GVIA. Esta propiedad
de los canales permitid conocer la proporcion de la lga que fluye a
través de cada uno de fos distintos tipos de canales mencionados.
Después de bloquear con e-conotoxina fraccidon GVIA, fue aplicada
una prolongada despolarizacion y se aprecio una respuesta maxima
tipica de una poblacion de canales tipo L. A partir de los resultados
obtenidos en estos experimentos, se estimé la fraccion de lgz que
es acarreada por estos canales y se encontré que no es mayor del
10-15% de 1a lc, total en neuronas SCGs. La sensibilidad de la
mayor parte de la Ig, en SCGs a la o-conotoxina fraccidon GVIA,
indica que en estas células los canales de Ca®* tipo N acarrean 85-
90% de la corriente de Ca®* y el resto es acarreada por canales tipo
L y otros (Plummer MR, et al, 1988). Para |a realizacidon de nuestros
experimentos y con fines experimentales la fraccion de la l¢, que es
conducida por canatles tipo L se bloquea selectivamente por 2 uM de
nifedipina.
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Las corrientes de Ca?' dependen estrechamente del voltaje y
son mayores cuando se examinan inmediatamente después del
inicio de la aplicacion de un pulso despolarizante.

Los registros de la corriente de Ca®* (Ica) tipo N se obtuvieron
mediante el método de prepulsc despolarizante, el cual se sabe
interrumpe transitoriamente |la accion reguladora de las proteinas G
sobre el canal de Ca?* (EImsiie et al., 1990).

La presencia de agonistas adrenérgicos produce inhibicion de
los canales de Ca’' dependientes de voltaje provocando que una
fraccién de los canales se abra mucho mas lentamente y sean
necesarias despolarizaciones mayores para abrirse, lo que se
registra como una corriente de Ca?* menor a potenciales
equivalentes respecto del control. Son necesarias despolarizaciones
mayores para obtener corrientes de magnitudes semejantes a
aquellas producidas por una despolarizaciéon en condiciones de

ausencia de neurotransmisores adrenérgicos.

En un trabajo ya clasico {Bean, 1989) se postula un modelo
donde los canales de Ca®?' pueden presentarse bajo dos estados
distintos denominados respectivamente: “willing” (dispuesto) vy
‘reluctant” (renuente), en equilibrio dinamico en condiciones
basales. En el estado willing, en ausencja de neurotransmisores, los
canales pueden ser abiertos por despolarizaciones moderadas; en
tanto que en el modo reluctant les canales solamente pueden ser
abiertos por despolarizaciones considerablemente mayores. En el
mismo articulo el autor propone que Ilos canales pueden
interconvertirse entre los dos estados en un periodo de tiempo muy
corto y que los agonistas adrenérgicos desplazan el equilibrio hacia
el modo reluctant.
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Se ha propuesto que la regulacidén por proteinas G de la lca
involucra un enlace directo entre |as subunidades de ésta proteina y
la molécula del canal de Ca®’". La unién de las subunidades de la
proteina G al canal puede implicar un cambio conformacionai
haciendo necesarias despolarizaciones mayores para permitir la
apertura del canal (Bean, 1989).

Si es apilicada una despoiarizacion lo suficientemente fuerte
como para abrir los canales en el modo willing, eventualmente los
canales que se encontraban inicialmente en el modo reluctant
también se abriran (Bean, 1989).
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9.2.1. Registro de neuronas SCG's contro}

El presente trabajo presenta experimentos de fijacion de
voltaje en neuronas SCGs de rata sometidas al procedimiento de
microinyeccién intranuclear y que mostraron la sobreexpresion de
las distintas subunidades By de la proteina G, con el fin de estudiar
la facilitacion de |a corriente de Ca?* tipo N.

Fueron realizadas diversas pruebas con el propésito de
descartar la inespecificidad de los efectos observados. En la fig
se muestra un contro! obligado en nuestro protocolo experimental.
En la figura 9A se muestra el registro de una célula control sin
inyectar, La figura 9B muestra el registro de una célula control de
inyeccién a la cual le fue inocufada una solucién que contiene el
cONA que codifica para las subunidades G pero no produjo
cambios en ninguno de los parametros estudiados. La falta de
efecto corresponde muy probablemente a que el disparo de
microinyeccion no acertd en el nucleo de la céluia.

Al comparar ambas series de registros es evidente Ia
semejanza de los resultados obtenidos para las dos poblaciones de
células experimentales presentadas aqui y nos permite afirmar que
nuestro paradigma experimental por si mismo no altera la respuesta
celular al protocolo de pruebas.
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Fig 9. El procedimiento de microinyeccién no altera la respuesta de la célula al protocolo
experimental de doble pulso despolarizante. Los trazos de la fig 1A-B ilustran dos registros de
células obtenidas a partir de un cultivo primario de neuronas SCGs. Los registros muestran la
commiente de Ca’ (lca) tipo N realizados mediante la técnica de fijacion de voltaje en
configuracién de célula completa. Los trazos se presentan superpuestos, los inferiores
comesponden al registro de lc, en ausencia de agonista y los trazos superiores representan una
Ica en presencia del agonista adrenérgico norepinefrina (NE) a una concentracién 10 M. Para
ambos incisos, los trazos del lado izquierdo corresponden a una situacién previa y los trazos del
lado derecho a una situacién posterior a |a aplicacitn de un fuerte prepulso despolarizante, como
referencia véase el protocolo de pruebas en la parte superior del inciso A. La comparacién entre
ambos trazos permite establecer ciaramente las caracteristicas fundamentales de la inhibicion
inducida por agonistas que se unen a receptores o-2adrenérgicos. Se observa que, la aplicacion
del prepulso provoca pocos cambios en la comiente en ausencia de agonista y revierte
parcialmente los cambios producidos por la presencia de NE, como son el enlentecimiento dela
cinética de activacién y reduccion de la magnitud de la corriente. Incisos C-E, resumen de datos.
C, tasa de facilitacién para las dos poblaciones experimentales de células, en el caso de células
control la tasa de facilitacion se aproxima a 1.1. D, porcentaje de la ¢, inhibida por NE durante el
pulso de prueba 1 en células control, este valor es cercano al 60%. E, densidad de la lca durante
el pulso de prueba 1 en ausencia de NE. Los nimeros sobre las barras indican el total de células
registradas en cada situacién experimental. :
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9.2.2. Registros de nsuronas SCG's inyectadas que mostraron
expresion

En dos articulos publicados en 1998 (Herlitze et al., 1996;
lkeda, 1996), los autores han demostrado que la inoculacién de
subunidades purificadas By de proteina G en neuronas SCGs; o al
aplicarles la microinyeccion del mRNA para estas mismas
subunidades, la sobreconcentracién de estas moléculas reproduce
los efectos observados por la aplicacién de norepinefrina y la
regulacion dependiente del voltaje originada por la activacion del
receptor waz-adrenérgica. La corriente de Ca?* tipo N muestra un
aumento en la inhibicién, aumenta el indice de facilitacidn y se
enlentece la cinética de activacion.

De los trabajos que han sido Ilevados a cabo en este campo
se deduce que la administracién de distintas combinaciones de
subunidades Gpy purificadas, o la transfeccién en cultivos primarios
de SCGs con el mRNa para estas subunidades, origina un estado de
inhibicién tonica de las lca que se revierte al aplicar pocos
milisegundos antes del pulso de prueba un fuerte prepulso
despolarizante, lo que constituye un principio fundamental en el
estudio de la inhibicién dependiente de voltaje de estos canales.

De igual forma, en un trabajo previo del laboratorio (Garcia et
al., 1998) se reportd que la microinyeccion intranuclear del cDNA
que codifica para los diferentes subtipos de las subunidades
GBy o GB solas, reproducen los efectos del aumento en la inhibicion,
aumenta el indice de facilitacién y muestra un enlentecimiento de la
cinética de activacion sobre la corriente de Ca?* tipo N. Se han
tomado como base los resultados obtenidos por estos autores, y
adoptado similares paradigmas experimentales, los cuales nos han
permitido obtener células con sobreexpresién de subunidades Gpy.
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Fig 10. La inyeccién intranuclear dej cDNA que codifica para Gp1 combinada con Gy3 o sola,
aumenta la facllitacion de ic,. Trazos superpuestos de Ic, producida por un protocolo de doble
pulsp, en ausencia o presencia de 10 uM NE. A, Protocole de pruebas y registro
electrofisioldgico de una neurona control. B-C, Una concentracién del cDNA 100 ng/ul en la
solucion de microinyeccién generé fa sobreexpresién de las subunidades Gp1y3 vy GB1 sola
respectivamente. B-F, Resumen grafico para la tasa de facilitacién. Los niimeros scbre las
columnas corresponden al total de céfulas registradas bajo las condiciones experimentales
indicadas. E, Porcentaje de lc, inhibida por NE durante el pulso de prueba 1. F, Densidad de I,
durante el pulso de prueba 1 en ausencta de NE. Los datos son el promedio + SEM *p < 0.05 vs
et control.

Las subunidades fy de la proteina G se encuentran
estrechamente asociadas en condiciones naturales y sus efectos
reguladores se atribuyen al dimero intacto. Sorprendentemente se
ha probado que la inoculacidn del plasmido que codifica para la
subunidad Gf1 sola es efectiva al regular los canales de Ca?*
dependientes de voltaje tipo N, se proponen dos posibles
explicaciones para este fenémeno: en la primera se plantea que al
sobreexpresar subunidades GB solas, éstas van a asociarse con

subunidades Gy endégenas para formar el dimero Gpy;, otra
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posibilidad es que la subunidad Gp por si sola sea capaz de regular
el canal. Estos resultados se presentan en la Fig 10, el inciso B
ilustra el registro de una célula con sobreexpresién de Ias
subunidades Gf1y3 y produjo los siguientes efectos en la I¢,, la
tasa de facilitacién se amplifico 1.2 veces (de 1.1 en células control
a 2.3403 £ 0.1253), la inhibicion por NE se ve reducida {de 60 a
solamente 22.2538 + 2.5089), ta densidad de la lca también se
redujo (11.1244 1 1.5648). De la misma forma el incise C, muestra
los trazos de una célula sobreexpresada con la subunidad GB1 sola.
Los resultados de la sobreexpresion de esta subunidad, son muy
parecidos a los obtenidos en la célula del inciso anterior y nos
sugieren fuertemente que la sobreexpresion de la subunidad Gp1
sola es suficiente para regular la corriente de Ca®* tipo N. Al
analizar estos resultados se aprecia que, tomando como referencia
las células control sin inyectar, en ias células tratadas aumenta la
inhibicidn ténica de la corriente de Ca®* (Fig 10F). Los resuitados
aqui presentados proporcionan evidencia de que la sobreexpresion
de las subunidades GBy o G solas, pueden imitar la regulacién de
los canales de Ca? por su agonista natural.
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9.2.3. Validacion de la expresion

Una prueba muy importante realizada durante el dasarrollo de
este trabajo, fue la de validacién de la expresién. Las células
sometidas al procedimiento de microinyeccion, en la primera serie
de experimentos fueron inoculadas con una solucién que contenia

~ tres tipos de plasmidos. Estos son: pCDMB8, pCiS o pcDNAI, cada
. uno de ellos contienen clonada la secuencia que codifica para
alguna de las distintas subunidades GB; pCl con el clon para la

subunidad Gy3; y finalmente pEGFP-N1 que contiene la secuencia

gue codifica para la proteina fluorescente verde (GFP).

La primera serie de experimentos se realizdé utilizando el
protocolo ya descrito y a esta serie grande de experimentos
corresponde la primera parte de |os registros de la Fig 11. E! inciso
B nos muestra los trazos superpuestos obtenidos de una céiula con

sobreexpresion de las subunidades Gp1y3.

El inciso C de esta misma figura presenta el registro de una
célula en la que se ha snsayado una solucién que contiene como
vector de microinyeccidén a la molécula dextran fluoresceina y un
nuevo plasmido pEYEFPGB1, que aprovecha las caracteristicas de
este gen reportero. En este plasmido han sido clonadas dentro de
un mismo promotor, una a continuacién de la otra, las secuencias
que codifican para GFP y la subunidad GB1. Para su expresién no
se requiere de ningan cofactor, sustrato, o de la formacién de
productos genéticos adicionales y mantiene la actividad biolégica
normal de la subunidad GB, al ser iluminado por luz UV musstra la
caracteristica que lo distingue como gen reportero, devuelve una
fluorescencia verde brillante.
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Fig 11. Validacion de la expresion. A, Protocolo de voltaje y registro de una célula control no
inyectada. B, Registro de una célula que mostré schreexpresién de las subunidades Gp1y3.
C. Registro de célula microinyectada con el plasmido pEYEFPGp1. Observe la vigorosa
inhibicion de ... F, Resumen de tasa de facilitacion, porcentaje de inhibicion por NE y densidad
de I, Los datos son e! promedio £ SEM *p < 0.05 vs el control. Los nimeros sobre las
columnas indican el total de célufas examinadas.

En los resimenes graficos se observa la similitud en
proporcidn con respecto a los resultados obtenidos en las células
sobreexpresadas utilizando el procedimiento “clasico” y los
adquiridos mediante |a inoculacién de! nuevo pEYEFPGp1.
Actualmente disponemos de esta poderosa herramienta, que
ademas nos proporciona una demostracién visual por fluorescencia
de la scbreexpresion de las subunidades GB en nuestro protocolo

experimental.
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8.2.4. Regulacion de la Corriente de Ca”* por distintos subtipos GB

Dentro del presente apartado son presentados los efectos de
la sobreexpresion de diferentes subunidades Gpy sobre las
corrientes de Ca?* tipa N.

Como ha sido reportado previamente (Herlitze et al., 1996:
Ikeda, 1996), la sobreexpresién de distintos subtipos Gfy producen:
reduccion en la magnitud de la lc, maxima, retardo cinético y
facilitacién al prepulso indicando una marcada inhibicion tonica
dependiente del voltaje (Miller, 1980). Utilizando el paradigma
experimental basico fueron probadas sisteméaticamente las aptitudes
de los subtipos GB2-GP4, combinadas con Gy3 o solas para producir
inhibicidén 1onica dependiente de! voitaje de los canales de Ca?* tipo
N. Las figuras 12 y 13 recopilan ios datos obtenidos de facilitacién
basal y Ia inhibicion de la corriente de Ca®>* mediada por NE en
neuronas SCGs inyectadas con el cDNA que codifica para las
subunidades GpB2, Gp3, GP4 asociadas con Gy3 o solas. La
sobreexpresidn de todas estas subunidades regulan las corrientes
de Ca® tipo N y sus efectos son més evidentes cuando se
comparan respecto a los producidos por la aplicacién de NE en
neuronas no inyectadas, obtenidas del mismo cultivo primario.
Consistente con esta idea vemos en la figura 12 inciso B, el registro
de una célula que mostré sobreexpresién de las subunidades GB2y3
y en el inciso C el registro de una célula que mostré ia
sobreexpresién de la subunidad GB2 sola. Se aprecia que Ia
aplicacion de NE falla en producir efectos significativos, lo que
revela una regulacién cercana al maximo ocasionada por la
sobreexpresién de las subunidades GB2y3 o la sobreexpresidn de la
subunidad GB2 sola.
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Fig 12. Efecto de la sobreexpresion de las subunidades GP2y3 y la subunidad G2 sola,
A-C, Trazos superpuesios de ic, producidos por el protocolo de voltaje mostrado en A,
en ausencia o presencia de 10 uM NE. B-C, Registro de células que mostraron sobreexpresién

de las subunidades Gp2y3 y Gp2 sola respectivamente. D-F, Resumen de datos para |z tasa de
facilitacién, porcentaje de inhibicién por NE y densidad de lc, *p < 0.05. los narneros sobre las
columnas indican el total de células analizadas.

La sobreexpresién de las subunidades Gp2y3 o la subunidad
GB2 sola, muestran un incremento significativo en la tasa de
facilitacion (2.204 + 0.1297), disminuye la inhibicion por NE
(19.2100 £ 6.8804), la densidad de lc, disminuye (19.2030 + 4.0252)
y se aprecia un enlentecimiento cinético en ausencia de agonista.
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Se realizaron una serie de ensayos para probar |la eficacia de
varios subtipos GP en la inhibicién de los canales de Ca?* tipo N.
Los efectos de sobreexpresar GB3y3 o GR4 sola o coexpresada con
Gy3 0 Gy4 se presentan en la figura 13. De acuerdo con las pruebas
de otros subtipos Gpy la sobreexpresiéon de estas subunidades
produce una alteracién significativa en la facilitacién de la lca. La
sobreexpresién de estas subunidades incrementa Ia tasa de
facilitacién, produce e! caracteristico enlentecimiento cinético de las
Ica ¥ la disminucidn de la inhibicién  por NE de las !¢a.
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Fig 13. Efecto de la sobreexpresién de las subunidades GB33, GB4y3, Gf4 sola y Gfdyd.
A, Parte superior protocolo de pruebas, registro de corriente en céiula control no inyectada.
B-E, Registro de neuronas inyectadas con el cDNA para los subtipos indicados. F-H, Resumen
de datos para la tasa de facilitacién, porcentaje de inhibicién por NE y densidad de Ic, *p < 0.05.
Los nimeros sobre las barras corresponden al total de células examinadas.

64



La sobreexpresién de ias subunidades Gﬁ373, Gp4y3, Gp4
sola y Gp4y4, ocasionan regulacién de las lca produciendo
alteraciones significativas en la facilitacién basal y en [a inhibicién
por NE, ademas de originar el caracteristico enlentecimiento

cinético de [a l¢,.
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9.2.5. Efecto de sobreexpresar GB5

La subunidad GB5 solamente es un 53% semejante al resto de
las subunidades B de la proteina G, posee ademas 13 residuos
aminoacidos adicionales, en contraste con las subunidades GB1 a
G4, que son semejantes entre ellas un 90%, pero es capaz de
asociarse funcionalmente con diversas subunidades Gy. En tejidos
de rata el andlisis Northern blot revela que la subunidad GB5 se
expresa predominantemente en el cerebro (Watson et al., 1994).
Dentro del cerebro se ha detectado alta expresién de esta
subunidad en cerebelo, corteza cerebral, polo occipital, Iébulo
frontal y baja expresiéon en el cuerpo calloso y el cordén espinal
{Jones et al., 1998). De la misma manera que para las otras
subunidades B de la proteina G, la literatura no contiene suficiente
informacién sobre la especificidad de esta subunidad. En particular
se han investigado algunos pocos sistemas. En un trabajo sobre un
sistema dihibrido de adenilato-ciclasa Il en el cual todas las
subunidades interactian en alguna proporcién, el autor se plantea
interesantemente que la subunidad GB1 estimula, mientras que la
subunidad Gp5 inhibe al adenilato-ciclasa |1 (Bayewich et al., 1998),
otro sistema en el que se han examinado distintos subtipos Gp
especificamente incluyen la adenilato-ciclasa |, la activacién de
MAP-quinasa (Zang et al., 1996), la activacién de fosfolipasa §2. De
esta forma en el caso de los efectores clasicos de proteinas G como
son el adenilato-ciclasa, fosfolipasa y canales ibnicos; la
especificidad de interaccién de las subunidades G§ se realiza

stempre comparando B5 versus B1.

Al igual que para las demas células presentadas en este
trabajo empleamos el mismo protocolo de pruebas para obtener los
registros de la corriente de Ca?" en neuronas que mostraron
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sobreexpresion de las subunidades Gp5y3 y GB5 sola. Se ha
utilizado fa misma concentracion en la solucion de inyeccién (100
ng/ml), la sobreexpresién de estas subunidades dieron lugar a los
efectos que se muestran en la figura 14 para los parametros de
aumento de la tésa de facilitacion, porcentaje de inhibicién por NE,
inhibicién de la I¢,.
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Fig 14. Efecto de sobreexpresar Gp5. A, Parte superior protocolo de voltaje, registro de una
célula control sin inyectar. B-C, Registro de células que mostraron sobreexpresién de los
subtipos Gp5y3 y Gp5 sola. D-E, Resumen de los datos £ SEM *p < 0.05 versus control para la

tasa de facilitacién, porcentaje de inhibicién por NE y densidad de Ic,. Los nimeros sobre las
columnas indican el total de experimentos.

Como se menciond antes, la subunidad GBS por sus
caracteristicas particulares se sitla separada de las otras
subunidades GB, {(Watson et al.,, 1994). En nuestros experimentos,
la inyeccion del vector que codifica para |la subunidad G5 produjo
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un ligero incremento en la tasa de facilitacion (1.2133 + 0.0454},
oclusién parcial de la inhibicién inducida por NE y una pegquefia
pero significativa (p<0.05) inhibicién dependiente del voltaje de las
corrientes de Ca?*.
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DISCUSION

Los canales de Ca** dependientes de voltaje desempedan un
papel fundamental en el funcionamiento del sistema nervioso y en
general del organismo entero (Garcia et al., 1998). De ellos
dependen muchas funciones importantes que inciuyen entre otras la
exocitosis y la contractilidad, sin embargo se considera como la
mas importante de estas funciones a la liberacion de
neurotransmisores que se produce en respuesta a una
despolarizacion de una terminal nerviosa (Plummer, 1989).

En 1986 Holz y colaboradores reportaron por primera vez que
la regulacién de los canales de calcio dependientes del voltaje, por
hormonas y neurotransmisores es controlada por proteinas G gue se
encuentran acopladas a receptores de neurotransmisores. Los
resultados presentados por estos investigadores proporcionan la
primera demaostracion directa de la inhibicion de los canales de Ca?’
dependientes del voltaje por neurotransmisores mediada por
proteinas G (Holz et al., 1986).

Debido a sus ventajosas caracteristicas, las neuronas SCGs
son el modelo de estudio donde se han investigado de manera mas
detallada estas vias de sefalizacién. Estd demostrado que la
regulacién de los canales de Ca®* tipo N se lleva a cabo a través de
un sistema delimitado a la membrana celutar, e involucra proteinas
G de la familia Gy, sensibles a la toxina pertusis (Hille, 1994).

E! objetivo general del presente trabajo fue sobreexpresar a
los diferentes subtipos GB en neuronas SCGs, para demostrar
electrofisiolégicamente las propiedades reguladoras de estas
subunidades. Mediante procedimientos electrofisiolégicos se
determind la tasa de facilitacion, mimetismo del efecto de
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norepinefrina y el aumento de la inhibicién basal de la corriente de
Ca?* tipo N.

Los resultados presentados muestran la capacidad de los
diferentes subtipos Gp solas o asociados con Gy3 para regular la lca
tipo N en neuronas SCGs, confirmando resultados y observaciones
previas realizados por otros autores (Herlitze et al., 1996 |keda,
1996, Garcia et al., 1998), que apoyan nuestras. observaciones
acerca del papel regulador de las subunidades Gp en células
excitables.

La sobreexpresion de las diferentes subunidades Gf producen

efectos caracteristicos sobre la l¢,

La técnica de microinyeccion intranuciear es el mejor método
para transfectar directamente en el ndacleoc de céjulas vivas
moléculas exdgenas sin ninguna restriccién (HMahnel, 1992). Se
realizaron diversos ensayos con el fin de probar que nuestros
resultados experimentales no son producto de artefactos
inespecificos en el protocolo experimental. Los resultados
mostrados en la figura 10 corresponden a un control obligado de
nuestros experimentos. Fueron comparados los registros de una
célula control sin inyectar versus una célula sometida al
procedimiento de microinyeccién que no mostré expresion, al
analizar los parametros estudiados: aumento de la tasa de
facilitacion, porcentaje de inhibicién por norepinefrina e inhibicion
basal de |a corriente de Ca®* tipo N, es evidente que en ambos los
resultados son semejantes y en las células inyectadas a pesar de
haber sido sometidas al trauma de la microinyeccion las
propiedades reguladoras de la corriente de Ca®' por el sistema
delimitado a la membrana celfular no se ven alteradas. Al efectuar el
analisis estadistico se observa que la semejanza entre los
resultados no se reduce a una célula individual sino que estos son
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compartidos en general por las dos poblaciones experimentales,
confirmando de esta manera que nuestras observaciones no estan
referidas a respuestas aisladas.

Las neuronas inyectadas previamente con las subunidades
GB1y3 y GB1 sola (Figura 10), muestran enlentecimiento cinético y
facilitacion al prepulso lo que indica un aumento en la inhibician
ténica dependiente del voltaje de acuerdo con lo reportado por otros
autores (lkeda, 1996). La aplicacion de norepinefrina falla en
producir efectos significativos, indicando una regulacién de los
canales de Ca*’ tipo N por Ia sobreexpresién de las subunidades p1
de proteina G cercana al maximo.

Fueron ensayados sistematicamente los subtipos Gf1 a Gp5
solos © en combinacidn con Gy3 para probar la hipdtesis de la
sobreexpresion de estas subunidades produce inhibicién ténica de
tos canales de Ca® tipo N. En la figura 13 se aprecia que la
sobreexpresion de la subunidad GB2 produce una inhibicién
evidente de la corriente de Ca®' mediada por norepinefrina y un
enientecimiento cinético en ausencia del agonista. En ia figura 14
se muestran los efectos de sobreexpresar las subunidades GB3y3,
causd modificaciones significativas en la tasa de facilitacidén y en la
inhibicién basal de la corriente de Ca®*. Por otra parte Ia
sobreexpresién de la subunidad GB5 sola o asociada con |a
subunidad Gv3 (Fig 14), produjo un efecto disminuide sobre |a
reguiacion de la corriente de Ca® tipo N. Estos resultados no son
del tedo inesperados pues se debe considerar que esta subunidad
es solamente 53% semejante al resto de las subunidades GB (Yan
et al, 1996, Clapham et al.,, 1997), en condiciones naturales I3
subunidad GB5 anicamente se asocia con miembros de la familia de
proteinas Ggnut (Fletcher et al., 1998), y es expresada
primariamente en i cerebro {(Watson et al., 1994). Estos resultados
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sugieren de acuerdo con resultados de trabajos previos del
laboratorio (Garcia et al, 1998), que las diferentes subunidades
Gp1-GB5 soias son capaces de producir regulacién dependiente del
voltaje de los canales de Ca?* tipo N.

En contraste con nuestros resultados, un estudio reciente
(Ruiz-Velasco et al., 2000) reporta que Unicamente Ia
sobreexpresién de la subunidad GB4 sola es capaz de producir un
efecto significativo en la regulacién de la corriente de Ca®* tipo Ny
la sobreexpresion de las demds subunidades GB necesitan de la
asociacién de la subunidad Gy para producir efectos similares.
Nasotros proponemos dos posibles explicaciones para este
fenomeno: A pesar de realizar sus ensayos en un modelo de estudio
semejante (SCGs), es posible que existan diferencias en los
procedimientos y como segunda posibilidad planteamos que, el
cDNA utilizado por este grupo presente diferencias respecte del
utilizado por nosotros en la secuencia que codifica para la
subunidad.

Regulacién voltaje-dependiente de los canales de Ca®** por
subunidades GB.

Los registros de la corriente de Ca®' fueron realizados
mediante la técnica de fijacién de voltaje en configuracién de célula
completa (Hamill et al., 1981), los trazos obtenidos reflejan el flujo
de los i6nes Ca®' a través de los canales en estado abierto, la
amplitud de la corriente depende del nimero de canales abiertos y
de la corriente que pasa por un solo canal.

Para conocer |a capacidad de producir regulacion en Ia
corriente de Ca®’ entre las diferentes subunidades By de las
proteinas G, las neuronas SCGs fueron transfectadas con plasmidos
que codifican para los diferentes subtipos, la solucién de inyeccidn
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incluia diferentes combinaciones de ellos. En general se procedié
inyectando una combinacién GBy y en ensayos sucesivos a la
subunidad GB sola para los diferentes subtipos. La sobreexpresién
de las subunidades GB1, GB2 (figs 10 y 12), produjo los siguientes
efectos: La tasa de facilitaciéon de la corriente de Ca?* aumentd, la
inhibicién por norepinefrina y la densidad de la corriente de Ca®* se
redujeron. La transfeccion de estos subtipos GB cambia la
activacion dependiente de voltaje a potenciales mas positivos y
reduce la pendiente de la activacién de los canales de Ca** tipo N
(Herlitze 8, et al, 1996). Esta bien estudiado (Herlitze et al., 1996)
que la inoculacién de las subunidades By purificadas de proteinas
G, imitan la regulacién de los canales de Ca?* tipo N producida por
la activacién de los receptores az-adrenérgicos, cuando es aplicado
el neurotransmisor norepinefrina. La inoculacién de las subunidades
GB2y3 purificadas de proteinas G, produjo los siguientes efectos:
aumento de la inhibicién de la corriente de Ca?*, aumento del indice
de facilitacion al aplicar prepulsos despolarizantes Y
enientecimiento en la cinética de activacién de la corriente de Ca?".
E! efecto fue mas claro al inyectar el mRNA que codifica para la
subunidad GB2 sola (Herlitze et al., 1996). Consistentemente se ha
observado (Herlitze et al., 1996, Garcia et al., 1998) que la
subunidad Gp2 o el complejo GB2y3, ocluyen el efecto de la
norepinefrina mientras que estos resultados no se reproducen ai
inyectar subunidades o & y de proteinas G solas. De la misma
forma, no se reproducen al inyectar mRNA & cDNA irrelevante
(Garcia, 1998).

Los resultados presentados (Figs 9 vy siguientes),
proporcionan evidencia directa de que las subunidades Gg
reproducen la regulacién de los canales de Ca®* tipo N por
proteinas G acopladas a receptores. Un punto que es interesante
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analizar es que Ias subunidades By de las proteinas G se
encuentran estrechamente asociadas en condiciones naturales y
sus efectos reguladores sobre los canales de caicio dependientes
de voltaje son atribuidos al dimero intacto (Hepler et al., 1992;
Clapham et al., 1993). Notablemente se ha probado que la
transfeccién de subunidades GB solas son capaces de cambiar a
voltajes mas positivos la activacién de los canales de Ca?* tipo N.
Se han formulado dos posibles explicaciones para este fenémeno:
se plantea que al sobreexpresar subunidades G solas, éstas van a
asociarse con subunidades Gy endégenas para formar e! dimero
GBy; En contraste con esta hipétesis, nuestros resultados
reforzados por trabajos de otros autores {De Waard et al., 1997;
Herlitze et al., 1996; Garcia et al., 1998) sugieren fuertemente otra
posibilidad, la subunidad Gp por si sola es capaz de regular
directamente a los canales de Ca?".

Efecto diferencial de los subtipos GB para regular los canales
de calcio dependientes de voltaje tipo N

En la actualidad se sabe que ia inhibicién de los canales de
Ca®* ocurre a través de una interaccién directa entre el complejo
que forma la estructura del canal de Ca* y las subunidades
GBy (Zamponi et al., 1898). En un trabajo previo del laboratorio se
ha mostrado evidencia que sustenta esta hipétesis y ademas se
Propuso que tal modulacidn podria realizarse particularmente a
través de las subunidades Gj, (Garcia et al., 1998). Los resultados
expuestos en el presente trabajo muestran que las subunidades con
un efecto més evidente sobre la regulacién de los canales de Ca*
tipo N son GB1 y GB2 solas o asociadas con la subunidad Gv3 (Figs
10 y 12), las subunidades Gp3 y GB4 solas o unidas con la
subunidad Gy3 (Fig 13) presentaron el mismo efecto en forma

atenuada, siendo ia subunidad GB5 sola o ligada con la subunidad
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Gy3 (Fig 14) 1a que presenta un menor efecto regulador. Adn
cuando existen diferencias en la proporcién de la regulacion de los
canales de Ca®" tipo N por las distintos subtipos GB. se aprecia
claramente que todas ellas asociadas o ne con la subunidad Gy
poseen esta capacidad. Estos resultados son comparables con los
presentados por otros autores {Garcia et al_, 1998; Ruiz-Velasco et
al., 2000).

Las subunidades GB promueven el estado “reluctant” de los

canales de Ca?®*

Bean (1989) propone que, la inhibicién de las corrientes de
Ca?* es debida a un cambic inducido por el neurotransmisor en la
dependencia del voltaje al cual los canales se abren. Los
neurotransmisores alteran profundamente la activacién dependiente
del voltaje de los canales de Ca®*. En el modelo propuesto por Bean
los canales se presentan en dos modos operatives: un estado
‘willing” principalmente en ausencia de! neurotransmisor, donde los
canales pueden ser abiertos por despolarizaciones moderadas: y un
estado “reluctant” donde los canales no se pueden abrir por
despolarizaciones pequefias o moderadas, pero si pueden serlo por
despolarizaciones mayores. El también postula que los canales se
interconvierten entre los dos estados Y que la accién reguladora dei
neurotransmisor sitda a una gran proporcion de ellos en el modo
‘reluctant”. Los efectos inhibitorios POr neurotransmisores sobre los
canales de Ca? tipo N han sido estudiados a nivel de canal unitario
(Lipscombe et al., 1988), en este nivel de resolucidn se observa que
los agonistas producen varios tipos de fenémenos incluyendo una
reduccién en la probabilidad de apertura del canal, aumento en la
latencia a la primera apertura Yy un incremento en el tiempo
promedio del estado cerrado de los canales. Todas estas evidencias
indican que los neurotransmiscres modifican el comportamiento del
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canal (Miller, 1990), de esta manera la secuencia de eventos
describe un tipo de inhibicidén presinaptica que parece encontrarse
ampliamente distribuida en el sistema nervioso. Los canales de Ca®*
tipo N, inhibidos por subunidades de proteinas G se consideran en
estado “reluctant”, reflejando con este termino la disminucién de la
respuesta del canal a cambios en el patencial de membrana (Wanke
et al., 1987, Bean, 1989, lkeda, 1991; Patil et al., 1996). En
contraste, los canales que no son inhibidos por las subunidades de
proteinas G son llamados “willing” termino que indica una réapida
respuesta a cambios en el potencial de membrana (Bean, 1989).
Los canales tipo N pueden ser inhibidos por receptores
presinapticos operando directamente a través de la activacion de
las proteinas G las cuales alteran la dependencia de voltaje de los
canales (Miller, 1990). Los resultados de la sobreexpresidén del
subtipo GB2 y sus efectos reguladores sobre la corriente de Ca?*
tipo N se asemejan marcadamente a los efectos producidos por el
neurotransmisor norepinefrina sobre este canal (Fig 13} y nos
sugieren {a unidn directa de estas subunidades de las proteinas G
al canal de Ca®'. Se propone que, una estrecha unién entre las
subunidades B de proteinas G y la estructura del canal de Ca?*
puede interferir en el cambio conformacional que abre el canal de
manera que son necesarias fuertes despolarizaciones para
promover la apertura (Hille, 1995, Wickman, et al., 1995; Diverse-
Pierluissi et al., 1995).

Relevancia funcional de la variedad de subunidades Gp.

La regulacién de ia corriente de Ca?' por las diferentes
subunidades GB es dependiente del voltaje porque la corriente
presenta facilitacién al aplicar un pulso despolarizante de duracién
y magnitud adecuadas (Elmslie et al., 1990), este cambio coincide
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con el modelo en el cual los canales de Ca?* se interconvierten
entre |os estados “willing” y “reluctant”.

Los resultados ~del presente estudio indican que las
subunidades Gp son capaces de producir regulacién dependiente
del voitaje de los canales de Ca? tipo N. En general la
sobreexpresidén de las diferentes subunidades GP1-Gp4 produce
efectos cualitativos similares, la inhibicién de los canales de Ca?*
mediada por la norepinefrina es ocluida. Las homalagias de la
secuencia aminoacida de las diferentes subunidades GpB muestran
que las subunidades GB1, GB2 y GB4 son 90% similares entre si,
mientras que con respecto a GB3 son semejantes un 80%, en tanto
que en relacién con GP5 solamente son semejantes en 53% (Yan et
al,, 1996), las diferencias de proporcién homéloga entre las
diferentes subunidades B de proteinas G sugieren que las
diferencias funcionales deben ser entonces debidas a diferencias
estructurales. En un trabajo anterior (Ford et al_, 1998), los autores
proponen que las bases moleculares pueden ser la clave para

explicar las interacciones de las subunidades GB con sus efectores.

Los resultados del presente trabajo permiten proponer que la
variedad de subunidades GpB podrian tener un papel clave en la
especificidad de la sefalizacién intracelular, desde el receptor de
membrana hasta el canal i6nico efector, a través de la activacién de
subunidades especificas o de patrones de ellas para cada
neurotransmisor. De esta manera, manteniendo la especificidad de
la sefializacién en el sistema nervioso y por lo tanto dando Ia
respuesta adecuada a cada condicibn, como parte de los
mecanismos homeostaticos fundamentales que regulan ia liberacién
de neurotransmisores y la transmisién sindptica.
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CONCLUSIONES

1. La sobreexpresibn en neuronas SCGs de tas diferentes
subunidades GJ asociadas o no con Gy3 produce regulacion
dependiente del voltaje de los canales de calcio tipo N.

2. Las subunidades GB regulan el canal de calcio tipo N a través del
aumento de la inhibicidn de a corriente, enlentecimiento cinédtico de
la activacién de la corriente y mimetismo del efecto de la
nerepinefrina.

3. La magnitud del efecto regulador que ejerce cada subunidad Gp
sobre el canal de calcio tipo N esta relacionada con la similitud
estructural que guardan las distintas subunidades Gf entre si.

PERSPECTIVAS

La sobreexpresién de los diferentes subtipos Gf produce en la
corriente de Ca®* cambios cinéticos que pueden ser utilizados para
caracterizar la especificidad de la sefializacién. Trabajos previos del
laboratorio (Garcia et al., 1998) y un trabajo reciente por otros
autores {Arnot et al, 2000), han probado ia eficacia de las
diferentes subunidades GB en la regulaciéon de canales de Ca®* tipo
N, encontrando que dependiendo de la subunidad expresada en
este sistema existen diferencias cinéticas. Proponemos que los
cambios cinéticos derivados de sobreexpresar a las diferentes
subunidades GP en neuronas SCGs, corresponden al efecto
producido por neurotransmisores caracteristicos para cada una de
ellas, de esta forma las células nerviosas poseen un mecanismo de
ajuste fino de ia cantidad de Ca®* que fluye al interior celuiar.
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