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Abreviaturas

Abreviatura Significado
AP cation aluminio
AMPc monofosfato de adenosina ciclico
Angio 11 angiotensina II
AT receptor a angiotensina 1
BAPTA 1,2-bis(o-aminofenoxi) etano-N,N,N’,N’-tetraacetato
BIS-I Bisindolylmaleimida I
BIS-V Bisindolylmaleimida V
Ca** cation calcio
Cay Canales de calcio sensibles a voltaje
cBIMPS: 5,6-Dicloro-1-b-D-ribofuranosilbenzimidazol-3',5'-cyclico
monofosforotioato
Cal-C Calfostina C
D1, D5 receptores dopaminérgicos (1,5)
DAG Diacilglicerol
diC8-PIP; dioctanoilglicerol-PIP2
DMEM medio Eagle modificado de Dulbecco
GMPc monofosfato de guinidina ciclico
GPCR receptores acoplados a proteinas G
Gq1 subunidad o tipo q y 11 de las proteinas G
Ica corriente de calcio
IF Indice de facilitacion
Im corriente M de potasio
INa corrientes de sodio sensibles a TTX
IP3 fosfatidilinositol-1,4,5-trifosfato
k Pendiente
kDa Kilodalton
KHz Kilohertzio
Kv canales de potasio sensibles a voltaje




L-15 medio Leibovitz-15
MQ mega ohm
M1-5 receptores muscarinicos (1-5)
MEM medio de base de Eagle
Mg?** catién magnesio
Na* cation sodio
Nay canales de sodio sensibles a voltaje
NE Norepinefrina
NGF factor de crecimiento neural
MT-7 Toxina muscarinica 7
OAG 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol
Oxo-M oxotremorina metiodida
PA Picoamperios
pF Picofaradios
PIs Fosfoinisitidos
PIK Fosfocinasa
PIP; fosfatidilinositil-4,5-bisfosfato
PKC proteina cinasa dependiente de Ca”*
pKi Constante de disociacion enzimatica
PIKSs proteinas cinasas
PLC fosfolipasa C
PLL poly-L-lisina (30,000-70,000 MW)
PP Prepulso fuertemente despolarizate
PTX toxina pertussis
Pz Pirenzepina
SCG ganglio cervical superior
SV sensible al voltaje
TRH hormona liberadora de la tirotropina
TTX Tetrodotoxina
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Vi /s Voltaje medio al cual se activan o inactivan el 50% de los canales
16nicos
WMN Wortmanina
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Resumen

Las corrientes de sodio sensibles a TTX (Ina) han sido extensamente estudiadas y se ha propuesto
que estas son las responsables de la generacion y la propagacion de los potenciales de accion. En
la presente tesis, se muestra que los canales de sodio sensibles al voltaje (Nav) son regulados por
la activacion de los receptores muscarinicos y de angiotensina con sus antagonistas oxotremorina
(Oxo0-M) y angiotensina II (Angio II), respectivamente, por un mecanismo lento en las neuronas
simpaticas de rata. Esta inhibicion producida por el tratamiento con Oxo-M es de estabilizacion
lenta, insensible a la toxina pertussis (PTX), es parcialmente removida después de varios segundos
y no es liberada por un pulso fuertemente despolarizante, lo cual sugiere que es un mecanismo de
inhibicion insensible al voltaje (IV). La especificidad del receptor M1 fue probada mediante la
toxina MT-7. Las curvas de activacion e inactivacion no muestran un corrimiento en su
dependencia al voltaje bajo la inhibicion por Oxo-M. Esta inhibicion es bloqueada por un inhibidor
de PLC (U73122), y la recuperacion de la inhibicion es impedida por wortmanina (WMN), un
inhibidor de PI3/4 cinasas. En conjunto, estos datos sugieren que la via de sefializacion que produce
la inhibicion de los Nav, involucra a las proteinas Gg/11 y es mediada por un segundo mensajero
difusible. La inhibicion por Oxo-M es ocluida por el apantallamiento de las cargas negativas del
PIP2 con poly-L-lisina (PLL) y es disminuida por la didlisis intracelular con un analogo
hidrosoluble del PIP2. Adicionalmente el bisindolylmaleimida I (BIS-I) y calfostina C (Cal-C),
ambos inhibidores de la PKC, no previenen la inhibicion por Oxo-M sugiriendo que esta proteina
cinasa no es responsable de la inhibicion. Estos resultados sugieren que la inhibicion de las Ina esta
mediada por la activacion del M1R a través de un mecanismo dependiente de la hidrélisis de PIPx.
Este mecanismo genérico que se habia descrito para otros canales es reportado por primera vez en

el presente trabajo en los Nav; por lo que se puede inferir que este mecanismo se encuentra
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ampliamente distribuido en las diversas proteinas de las células excitables a través de la activacion

de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) especificos.
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Abstract

TTX-sensitive Na” currents have been extensively studied as they play a major role in neuronal
firing and bursting. Here, we show that voltage-dependent Na® currents are regulated in a slow
manner through the activation of muscarinic and angiotensin receptors by their agonists,
oxotremorine (Ox0-M) and angiotensin II (Angio II), respectively, in rat sympathetic neurons. We
found that these currents can be readily inhibited through a signaling pathway mediated by G
proteins and PLCPB1. This inhibition is slowly established, PTX-insensitive, is partially reversed
within tens of seconds after Oxo-M washout and is not relieved by a strong depolarization,
suggesting a voltage-insensitive mechanism of inhibition. Specificity of the M1 receptor was tested
by the MT-7 toxin. Activation and inactivation curves show no shift on the voltage-dependency
under the inhibition by Oxo-M. This inhibition is blocked by a PLC inhibitor (U73122), and the
recovery from inhibition is prevented by wortmannin (WMN), a PI3/4 kinase inhibitor. Hence, the
pathway involves Ggi11 and is mediated by a diffusible second messenger. Oxo-M inhibition is
occluded by screening PIP2 negative charges with poly-L-lysine (PLL) and prevented by
intracellular dialysis with a PIP2 analog. In addition, bisindolylmaleimide I (BIS-I), a specific ATP-
competitive PKC inhibitor, rules out that this inhibition may be mediated by this protein kinase.
Furthermore, Oxo-M-induced suppression of Na* currents remains unchanged when neurons are
treated with calphostin C (Cal-C), a PKC inhibitor that targets the diacylglycerol-binding site of
the kinase. These results support a general mechanism of Na” current inhibition that is widely
present in excitable cells through modulation of ion channels by specific G protein-coupled

receptors (GPCR).
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1. Introduccion

“If T have seen further it is by standing on the shoulders of giants”

Isaac Newton.
1.1 Los canales de sodio sensibles al voltaje

Los Nav son proteinas integrales de la membrana celular, los cuales forman parte de la familia de
los canales i6nicos operados por voltaje. Estos canales son los responsables de la generacion y la
propagacion de los potenciales de accidon en células excitables (células nerviosas, musculares y
endocrinas). Los Nav estan constituidos principalmente por una subunidad a. Esta estructura forma
el poro del canal la cual, es aproximadamente de 260 kilodaltones (KDa). La funcién de esta
subunidad es la permeabilidad y selectividad a los iones de sodio. Esta subunidad presenta cuatro
dominios homologos (I-IV). Cada dominio estd formado por seis segmentos transmembranales
(S1-S6). Al segmento S4 se le denomina sensor de voltaje, ya que presenta aminoacidos cargados
positivamente a pH fisiologico. Dichos aminoacidos son los responsables de conferirle a estas
proteinas la propiedad de “percibir” el voltaje (Figura 1). Cambios en el potencial de la membrana
celular promueven el desplazamiento de los aminoacidos que conforman el sensor de voltaje del
canal dentro de la membrana lipidica. Este movimiento resulta en cambios conformacionales que
le confieren a la proteina una mayor probabilidad de transitar hacia los estados abiertos o cerrados

(Stuhmer et al., 1989; Auld et al., 1990).
Domain: [ I I JLA

ololofwelo () olofolfolio] Mo elolofolellio olofofole ()
o ; . Inact 2
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i Lid :
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Figura 1. Esquema general de la subunidadad « de los Nay. La subunidad o estd conformada por cuatro dominios
homoélogos (numerados I-1V), cada dominio presenta seis segmentos transmembranales en color blanco. En color gris
se representa al segmento S4 o sensor de voltaje, el cual “percibe” el voltaje mediante las cargas positivas, en rojo, que

lo conforman. Los bucles P conforman el filtro de selectividad del canal. Tomado de (Ahern et al., 2016)

A la fecha se ha reportado la existencia de 10 isoformas funcionales de Nav (NaV 1.1-9 y Nax;
Tabla 1). La expresion de estas isoformas varia segun el tejido donde se localiza. En el caso de

mamiferos se ha reportado que en el sistema nervioso central expresan las isoformas Nav 1.1-3 y
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1.6. Por otra parte, las isoformas Nav 1.7-9, se expresan principalmente en el sistema nervioso
periférico, mientras que la isoforma Nav 1.4 se expresa en el musculo esquelético. Por ultimo, la
isoforma Nav 1.5 se expresa en el musculo cardiaco. Estas isoformas pueden subdividirse en 2
grandes grupos dependiendo de la sensibilidad que presenten a las toxinas tetrodotoxina (TTX,
obtenida del actinopterigio del género Takifugu) y saxitoxina (STX, producida por el dinoflagelado
Gonyaulax catenella y por algunos bivalvos). La afinidad de los canales de sodio por la TTX puede
variar segun su isoforma. Los Nav 1.1-4,1.6-7 presentan una constante de disociacion (KD) para la
TTX en el rango nanomolar (2-10 nM), por lo que se les denomina “sensibles a TTX". Mientras
que las isoformas Nay 1.5, 1.8-9 presentan una KD en el rango micromolar (>1 uM), por lo que
son denominadas “insensibles a TTX”. Estas neurotoxinas se unen especificamente al poro de estos
canales e impiden la conduccion de los iones sodio y, por lo tanto, la generacion de estas corrientes

i6nicas.

Table 1: Mammalian isoforms of Nay a-subunits.

Isoform TTX Primary Disease link®
1C5o [NM] localization

TTX-sensitive

Nay1.1 5.9 CNS," Heart Epilepsy

Nay1.2 7:8%:1 CNS Epilepsy

Nay1.3 2,083 Embryonic CNS Nerve injury

Nay1.4 4,583 Skeletal muscle Myotonias

Nay1.6 3.8613 DRG,“ CNS CNS disorders

Nay,1.7 5.5813 DRG Pain sensation

TTX-resistant

Na,1.5 19702831 Heart, CNS Cardiac arrhythmias

Nay1.8 1330813 DRG Pain sensation

Nay1.9 59 600172 DRG Pain sensation

[a] This list represents only a partial list of associated disease states.
[b] CNS: Central nervous system. [c] DRG: Dorsal root ganglion.

Tabla 1. Isoformas de la subunidad « de los Nay en mamiferos. Isoformas, sensibilidad a la TTX, localizacion y
enfermedad ligada a las diferentes subunidades o de los Nay expresadas en los tejidos de mamiferos. Tomado de

(Thottumkara et al., 2014)

Dada la importancia fisioldégica que desempenan los Nayv en la propagacion y generacion del
potencial de accion, entender de la regulacion de estos canales es vital, aunque poco se conoce

sobre la regulacion de estas proteinas de membrana. Se ha establecido en la literatura, que la
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activacion de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en inglés) desencadena
diferentes mecanismos de regulacion sobre diversos tipos de canales i6nicos. Los GPCRs son una
familia de proteinas de 7 segmentos transmembranales y se caracterizan por su acoplamiento con
una o varias proteinas G heterotriméricas (subunidades a, B y y). La activacion de estas proteinas
G se inicia cuando un ligando se une a su receptor produciendo un cambio conformacional. Este
cambio promueve el intercambio de GDP a GTP en la subunidad a de las proteinas G, originando

la disociacion de la subunidad o y el dimero Py (Figura 2).

GPCR PLASMA MEMBRANE

INTRACELLUAR
@ @ m INACTIVE

G"mm @m INACTIVE

Figura 2. Modelo del mecanismo de activacion de los GPCRs mediante GTP. Las subunidades Go y GPy en su estado
inactivo se encuentran asociadas. En este estado, el GDP esta unido a la subunidad Ga (Goa-GDP). En la cascada de
sefalizacion, primero el GPCR se activa al cambiar su conformacion resultado de la union del agonista o ligando,

segun sea el caso. El GPCR activo promueve la activacion mediante la disociacion del complejo Ga del dimero Gfy.
17



En el estado activo, el GTP esta unido a la subunidad Go (Ga-GTP). Por ultimo, La Ga-GTPasa hidroliza la unién del
GTP (Go-GTP) en GDP y Pi e inactiva al complejo de las proteinas G mediante la re-asociacion de la subunidad Ga
con el dimero Gfy. En este estado, nuevamente el GDP esta unido a la subunidad Go. (Ga-GDP). Tomado de (Tuteja,

2009).
1.2 La regulacion de los Cav por proteinas G

De acuerdo con Hille (1994), los Cav pueden ser regulados por proteinas G mediante dos vias,
dependiendo de la subunidad Ga a la que se encuentre acoplado el receptor. La activacion de estas
proteinas puede dar inicio al mecanismo delimitado a la membrana o al mediado por un segundo
mensajero. El primero fue determinado como sensible al voltaje (SV), mientras que el segundo
como insensible al voltaje (IV) (Hille, 1994). Aunque la caracterizacion de la regulacion SV e IV
fue realizada en canales de calcio, estos sistemas de regulacion han sido reportados también en
otros canales i6nicos sensibles al voltaje, probablemente por la estrecha relacion evolutiva que

existe entre los diversos canales i6nicos operados por voltaje.

El mecanismo SV es mediado por las subunidades Py de las proteinas G (GPy), las cuales
interactiian directamente con la subunidad a de los canales promoviendo una reduccién en la
amplitud de las corrientes idnicas mediante un mecanismo delimitado a la membrana.
Adicionalmente, esta regulacién presenta un enlentecimiento cinético en la activacion de la
corriente, asi como un corrimiento en la curva de activacidon hacia potenciales mds positivos
(Dunlap y Fischbach, 1981; Bean, 1989; Elmslie et al., 1990; Herlitze et al., 1996). Este mecanismo
se caracteriza por establecerse en un corto periodo de tiempo (<1 s) y su principal caracteristica es
que la inhibicién es liberada tras un pulso fuertemente despolarizante (Bean, 1989; Elmslic et al.,
1990; Ikeda, 1991; Formenti et al., 1993; Luebke y Dunlap, 1994; Herlitze et al., 1996, Ikeda,
1996). Se ha propuesto que el protocolo de prepulsos, el cual mediante un prepulso fuertemente
despolarizante (PP) provoca la disociacion transitoria de las subunidades Gy con las subunidades
a de los canales de calcio, libera solo la inhibicion SV de los canales i6nicos; es por esta razon que

a este tipo de regulacion se le denominé sensible al voltaje.

Por otra parte, la regulacion IV se caracteriza por mantener a las corrientes ionicas inhibidas aun
después de aplicar un PP; este mecanismo se establece de manera lenta (>>1 s) sobre las corrientes

i0nicas, no altera la cinética de activacion y no desplaza en el eje del voltaje las curvas de activacion
18



e inactivacion. Adicionalmente, este mecanismo es mediado a través de un segundo mensajero
difusible. Se ha reportado que el segundo mensajero asociado especificamente para esta regulacion
es el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) (Suh y Hille, 2005; Falkenburger et al., 2010). El
decremento de su concentracion en la membrana celular, a través de la activacion de la PLC,
disminuye la amplitud de las corrientes de los canales sensibles a voltaje que requieren de este
lipido para su funcion y/o regulacion; mientras que es necesaria la resintesis del PIP2 por cinasas
dependientes de ATP para la recuperacion de la amplitud de estas corrientes (Suh y Hille, 2002).

En conjunto, estas evidencias sugieren que el PIP2 es la molécula fundamental de la regulacion I'V.

Dadas las caracteristicas de las regulaciones SV e IV, estos mecanismos pueden ser estudiados
mediante el paradigma experimental del protocolo de prepulsos. Este protocolo consta de un pulso
(P1), con el cual se genera la corriente en la que se observa la inhibicion por la activacion de un
GPCRs. Seguido de este pulso el protocolo regresa al potencial de mantenimiento para separar el
P1 del PP. El PP va desde un rango de voltaje de +80 mV hasta los +125 mV con un intervalo de
duracion de entre los 25 a 50 ms con el propdsito garantizar la liberacion de la inhibicion. Este
protocolo se ilustra en la Figura 3 A (Bean, 1989; Elmslie et al., 1990; Ikeda, 1991; Herlitze et al.,
1996). Después del PP, se vuelve al pulso de mantenimiento lo suficiente, dependiendo de las
propiedades de inactivacion del canal con el que se trabaje, con el objetivo de evitar que los canales
transiten hacia estados inactivados y sin que exceda el tiempo de reasociacion, <100 ms, de las GBy
con el canal (Elmslie et al., 1990). En P2 se observa la corriente ionica liberada que se encontraba
inhibida mediante la regulacion SV y la corriente que permanece inhibida se encuentra regulada

bajo la modulaciéon IV (Figura 3 B).
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Figura 3. Paradigma experimental del protocolo de prepulso. En el panel A se ilustra el protocolo de prepulso, donde
se observa el Pulso 1 (P1). Seguido de un pulso de mantenimiento largo, generalmente 1 segundo, posteriormente el
pulso fuertemente despolarizante, el cual es responsable de liberar transitoriamente la inhibicion de los canales por la
disociacion de las Gy con la subunidad o del canal i6nico. En el panel B se muestra la corriente control generada por
el P1; posteriormente la corriente idnica generada por el P2 liberada tras el PP, por lo que se le denomina regulacion
SV, mientras que la porcion que permanece inhibida se encuentra regulada por un mecanimo IV. Modificado de

(Kaneko et al., 1999).

La corriente liberada transitoriamente por el PP se cuantifica dividiendo la amplitud de la corriente

al pico generada por el pulso P2, entre la amplitud de la corriente al pico registrada en el pulso P1
(%). Al cociente resultante se le denomina indice de facilitacion (IF) y valores mayores a 1 indican

que una fraccion de la inhibicion corresponde al componente SV. Este paradigma experimental
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permite separar la regulacion SV de la IV generada por la activacion de GPCRs mediante agonistas,
¢éstos generan diferentes bandas de regulacion sensible o insensible a voltaje dependiendo de la

proteina G a la cual se encuentran acoplados.

Se ha propuesto que la via SV utiliza un mecanismo delimitado a la membrana. Esto puede ocurrir
al registrarse las corrientes en configuracion cell attached ya que provoca una invaginacion en la
membrana que origina una barrera fisica para la interaccion de la subunidades By con el canal, se
impide que se lleve a cabo la inhibicion SV-delimitada a la membrana. En este sentido, la accion
de los agonistas que activan la via IV, que involucra a un segundo mensajero difusible en la
membrana (Bernheim et al., 1991), por lo tanto, este mecanismo no se ve comprometido por la

barrera fisica en la membrana (Hille, 1994) como se muestra en la Figura 4.

Agonists

ok o ONG PP
Gag

Figura 4. Diferencia del mecanismo delimitado a la membrana y el mediado por un segundo mensajero. En el panel
A, se muestra una célula en presencia de un agonista. En B, se muestra la amplificacion de lo que sucede en la
membrana al registrar una célula en configuracion cell attach en presencia de un agonista al activar los receptores
muscarinicos. El mecanismo delimitado a la membrana se ilustra con la activacion del receptor muscarinico M2, donde
se muestra que la regulacion mediada por las subunidades Gy no pueden ejercer su regulacion mediante la interaccion
directa con la subunidad a del canal i6nico, debido a la invaginacidn que sufre la membrana por el contacto de la pipeta
de patch, en contraste, la regulacion mediada por un segundo mensajero, ilustrado por la activacion del receptor M1,
no se compromete, permitiendo la regulacion del canal i6nico. Tomado de (Zhang et al., 2003)
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Dado que estos mecanismos de regulacion, se activan mediante diferentes tipos de proteinas G,
dichos componentes, rapido y lento, pueden ser aislados mediante toxinas. Una de ellas, es la toxina
pertussis (PTX) de la bacteria gram negativa Bordetella pertussis. Esta toxina permitio clasificar a
las proteinas G en dos grandes grupos: las sensibles a esta toxina de las que no lo son (Beech et al.,
1992; Hille, 1994). Las subunidades a de las proteinas G sensibles a la PTX, son las proteinas G
de la familia de las subunidades a tipo Gino. Las cuales, inhiben a la adenilato ciclasa. Por otra parte,
las proteinas insensibles a la PTX, cuyas subunidades a de las proteinas G son de la familia tipo
Gg1y Gs. Estas ultimas son sensibles a la toxina del cdlera y son responsables de la activacion de
la AC. Mientras que las proteinas Gg/11 activan a la via de la PLCB1 (Lee et al., 1992), la cual es

responsable de la hidrdlisis del PIP2 disponible en la membrana celular.

1.3 La regulacion de los Nav por proteinas G

Se ha reportado que la activacion genérica de proteinas G mediante el andlogo no hidrolizable del
GTP, el GTPyS, disminuye la amplitud de las Ina en ovocitos de Xenopus inyectados con RNA de
cerebro de rata mediante dos mecanismos: uno que aumenta la amplitud de las Ina a través de la
activacion de proteinas G sensibles a la PTX, mientras que el otro inhibe las Ina utilizando a las
proteinas G insensibles a la PTX. (Cohen-Armon et al., 1989). Por otra parte, la activacion de
receptores especificos como los B-adrenérgicos por el agonista isoproterenol, en miocitos de rata.
La activacion de estos receptores induce la regulacion de las Ina mediante 2 mecanismos mediados
por proteinas G, el delimitado la membrana y el mediado por un segundo mensajero cuya subunidad
Gos acoplada a estos receptores es del tipo insensible a la PTX. La inhibicion de las Ina por
receptores los B-adrenérgicos, es mediante la activacion del AMPc, ya que el el 8-bromo-AMPc,
un andlogo del AMPc permeable a la membrana, reproduceel efecto inhibitorio de las Ina por
isoproterenol (Schubert et al., 1989). Por otra parte, otros receptores que se han reportado en la
regulacion de los Nav,son los dopaminérgicos (D5), cuya proteina G a la que se encuentran
acoplados es del tipo Gs, dado que al activar estos receptores por el agonista 6-cloro-1-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1H-3-benzazepina-7,8-diol (SKF 81297) inhibe a las INa neuronas piramidales
de hipocampo de rata. El mecanismo por el cual este receptor inhibe a las Ina, es mediante la
activacion de la proteina cinasa A, ya que al utilizar un activador permeable a la membrana de esta
cinasa, el  5,6-Dicloro-1-b-D-ribofuranosilbenzimidazol-3',5'-cyclico = monofosforotioato

(cBIMPS), mimetiza el efecto inducido por el agonista SFK 81297 para receptores D1 en las Ina
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(Cantrell et al., 1997). Asimismo, se ha reportado que la activacion de receptores D1 induce la
inhibicion de los potenciales de accion de las neuronas estriatales de rata mediante la regulacion

de los Nav por la activacion de la proteina cinasa A (Schiffmann et al., 1995).

Por otra parte, se ha reportado en neuronas estriatales de rata, que el acido araquidonico (AA)
disminuye la amplitud de las Ina, desplazando hacia potenciales mas negativos la curva de
inactivacion de estos canales; mientras que la curva de activacion permanece sin cambios. En esta
regulacion se mostrd que, al utilizar el inhibidor de la PKC, el 1-[5-isoquinolinesulfonil]-2-
metilpiperazina (H-7) la inhibicion por el AA se mantiene, por lo que en esta regulacion no requiere
de la activacion de la PKC (Fraser et al., 1993). Adicionalmente a estos resultados, la presencia de
cis-acidos grasos de cadena corta inducen la inhibicion de las Ina en células de neuroblastoma de
raton mediante la activacion de la PKC (Linden y Routtenberg, 1989). Se ha reportado que la
activacion de receptores muscarinicos (M1-M5) por carbacol, inhiben a las Ina en neuronas de
hipocampo de rata mediante la activacion de la PKC (Cantrell et al., 1996). Por otra parte, la
activacion de receptores a angiotensina reduce a las Ina en neuronas SCG de rata mediante una
regulacion lenta (Hernandez-Ochoa et al., 2007). Adicionalmente, la activacion de estos receptores
induce el incremento de las Ina de miocitos de rata, sin que intervenga la activacion de la PKC, ya
que la activacion de esta cinasa induce una respuesta opuesta a la observada por la activacion de
receptores a angiotensina (Benz et al., 1992). Por tltimo, se ha reportado en neuronas septales de
cobayo que la hormona liberadora de la tirotropina (TRH) la cual activa GPCRs acoplados a
proteinas Gg/11, inhibe a las Ina mediante un mecanismo IV sin que se conozca hasta el momento el
segundo mensajero responsable en esta regulacion (Lopez-Barneo et al., 1990). En conjunto, estos
datos argumentan la regulacion de las INna mediante la activacion de GPCRs especificos. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha reportado de manera precisa la regulacion IV para los Nav. Por lo
que el presente trabajo tiene como objetivo caracterizar la regulacion IV en los Nav sensibles a

TTX en neuronas simpaticas de rata.
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2. Planteamiento del problema

La via de sefializacion activada por las proteinas Gag/11 se ha estudiado y caracterizado
durante las ultimas tres décadas, particularmente en las Im (KCNQ o Kv7) y en los Cav 2.2, por
diferentes grupos de investigacion (Brown et al., 1989; Haraguchi y Rodbell, 1991; Bernheim et
al., 1992; Selyanko et al., 1992; Haley et al., 1998; Zhang et al., 2003). Esta cascada de
sefalizacion provoca la degradacion de un fosfoinositido de la membrana celular, el PIP2, mediante
la activacion de la PLCB1 (Smrcka et al., 1991; Lee et al., 1992; Caulfield et al., 1994; Horowitz
et al., 2005). Esta enzima hidroliza al PIP2 en dos moléculas: en IP3 y en DAG. Esto provoca que
la concentracion disponible del PIP2 en la membrana celular disminuya, lo cual modifica la funcion
de las proteinas membranales que dependen o requieren de cierta concentracion de este lipido en
la membrana celular (Suh y Hille, 2005; Falkenburger et al., 2010). Dada la implicacion de la
activacion de proteinas intermediarias involucradas en la hidrdlisis del PIP2, esta regulacion tarda
varios segundos en establecerse, asi mismo el proceso de recuperacion, por lo tanto, también
requiere de la resintesis de este lipido. Por otra parte, dado que no involucra al mecanismo
delimitado a la membrana, la regulacion no es liberada por un PP, dado que se caracteriza por ser
un mecanismo insensible al voltaje (Grassi y Lux, 1989).

Estudios cuantitativos sefialan que el PIP2 constituye ~1% de los fosfolipidos y ~99% de los
bifosfoinositoles en las membranas bioldgicas de mamiferos (McLaughlin et al., 2002; Gamper y
Shapiro, 2007; Falkenburger et al., 2010). A pesar de su escasa concentracion en las membranas
bioldgicas, ~10 uM (Gamper y Shapiro, 2007), ha sido catalogado como segundo mensajero debido
a su amplio repertorio de regulacion en diferentes proteinas blanco (Suh y Hille, 2005; Gamper y
Shapiro, 2007; Falkenburger et al., 2010).

Una de las propuestas del mecanismo de regulacion que lleva a cabo el PIP2 con sus proteinas
blanco, es mediante la interaccion electrostatica que ocurre entre lipido-proteina. Los fosfolipidos
anidnicos, como es el caso del PIP2 (z= -4 a pH 7) interaccionan con los aminoacidos cationicos
(RyKapH 7) de las proteinas mediante uniones idnicas, dependiendo de la distancia y localizacion
del aminoacido con respecto al lipido, al ser expuestos los aminoécidos de las proteinas al ambiente
lipidico de la membrana bioldgica. Estas interacciones estabilizan y mantienen la funcion de las
proteinas (Schmidt et al., 2006; Xu et al., 2008). Si esta interaccion se interrumpe o se elimina,

entonces la funcion de las proteinas se altera (Schmidt et al., 2006; Xu et al., 2008).
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Como se mostrd en la parte de antecedentes, los Nav son regulados por receptores muscarinicos y
de angiotensina acoplados a diferentes proteinas G (Cohen-Armon et al., 1989; Schubert et al.,
1989; Cantrell et al., 1997; Benz et al., 1992; Lopez-Barneo et al., 1990; Hernandez-Ochoa et al.,
2007), entre ellas la Gug/11 y adicionalmente estos canales son proteinas integrales de membrana
que presentan aminoacidos cargados positivamente expuestos al ambiente lipidico (Payandeh et
al., 2012). Por lo que es posible proponer que este canal también sea regulado por un mecanismo
IV mediado por la concentracion fisioldgica e hidrdlisis de PIP2 en la membrana celular. Por
ultimo, existe evidencia en las caracteristicas fisiologica-estructural que comparten los Cav con los
Nav debido a su estrecha relacion filogenética, por lo que es posible que la regulacion IV en los
Cav también exista en los Nav, lo cual dicho mecanismo seria resultado de un proceso fisiologico-

evolutivo generalizado que comparten diversas proteinas de membrana con un origen comun.

Pregunta central: (Es la Ina regulada por un mecanismo IV mediado por la hidrdlisis del PIP2?
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3. Hipdtesis

La hidrolisis de PIP2 es la causa de la inhibicion lenta de las Ina mediante un mecanismo IV a través

de la activacion de GPCRs.
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4.

Objetivos

GENERAL

Aportar evidencias experimentales que sustenten la existencia de la regulacion IV por PIP2 en las

Ina sensibles a TTX en neuronas del SCG.

PARTICULARES

1.

Promover la activacion de GPCRs con Oxo-M y Angio Il y estudiar la respuesta sobre las

INa .

Establecer la relacion dosis-respuesta por Oxo-M con las Ina.

Mostar si la respuesta por Oxo-M en las Ina se encuentra mediada por la activacion de

proteinas G insensibles a PTX.

Determinar si la respuesta por Oxo-M en las Ina requiere la activacion de la PLC.

Identificar si en la respuesta por Oxo-M requiere de un segundo mensajero.

Relacionar si la recuperacion de la respuesta por Oxo-M sobre las Ina requiere de la

activacion de PI3 y 4K.

Aducir sobre la especificidad del receptor responsable de la regulacion inducida por Oxo-

M en las Ina.

Sustentar que la regulacion por Oxo-M es insensible al voltaje en los Navy sensibles a TTX

en neuronas mediante el protocolo de prepulsos.

Descartar mediante inhibidores especificos la participacion de la PKC en la regulacion de

las Ina por la activacion de M1R.
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5. Metodologia

5.1 Cultivo primario de neuronas simpéticas de rata

De acuerdo con el protocolo estandar de obtencion del cultivo primario de neuronas del SCG
(Garcia-Ferreiro et al., 2001); las neuronas del SCG fueron aisladas de ratas macho de la cepa
Wistar de 5 semanas de edad; obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM). Los animales fueron tratados de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana para el uso, Cuidado y Reproduccion de animales de laboratorio (NOM-062-
Z00-1999).

Las ratas fueron anestesiadas con COz y posteriormente fueron sacrificadas mediante decapitacion
por guillotina. La cabeza fue colocada en una solucion desinfectante durante 2 minutos. La cabeza
de la rata fue colocada ventralmente sobre una caja de diseccion con solucion fria de Hank's para
su diseccion. Se realizé una incision media en el cuello desde su base hasta la barbilla. En la
incision, se separaron sucesivamente la piel y la musculatura del cuello hasta exponer la traquea.
Una vez localizada, ésta fue retraida hacia la parte rostral quedando expuestas las glandulas sub-
mandibulares; éstas fueron removidas para exponer la capa de musculo. En este punto son visibles
la bifurcacion de la arteria caroétida y el nervio vago. El tejido compuesto por la carétida, el nervio
vago y el ganglio fueron removidos desde la region mas profunda después de la bifurcacion de la
carotida; en seguida, los ganglios fueron colocados en una caja Petri con solucion de Hank’s bajo
oxigenacion y hielo. Los ganglios fueron aislados de los demas tejidos, limpiados, decapsulados y
cortados en pequeias secciones; posteriormente fueron transferidos secuencialmente a una
solucioén con 20 U/ml de papaina durante 20 minutos. Posteriormente, los ganglios seccionados
fueron colocados en una solucioén con 1 mg/ml de colagenasa tipo I y 10 mg/ml de dispasa. En ella,
se incubaron los ganglios durante cuarenta minutos y se realizd6 una disgregaciéon mecanica
mediante una pipeta de 10 ml cada veinte minutos, durante el proceso de disociacion enzimatica.

Todas estas soluciones fueron mantenidas a 37°C bajo agitacion ligera durante el procedimiento.

Al término del procedimiento descrito, la preparacion fue centrifugada a 100 g durante 8 min y
resuspendida tres veces, en dos ocasiones en un medio Leibovitz (L-15) y por ultima vez en medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM por sus siglas en inglés), ambos medios suplementados

con 10% (v/v) de suero fetal bovino y 1% de penicilina-estreptomicina.
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Posteriormente, las células fueron resuspendidas en un volumen pequeiio de DMEM y sembradas
en este mismo medio en cajas de Petri de poliestireno de 35 mm para cultivo de tejidos y fueron
transferidas a una incubadora en presencia 95% de aire y 5% de CO2 a 37°C.

Con el fin de mantener a las neuronas obtenidas centradas en la caja de Petri, se coloco un anillo
de clonacion de acrilico tratado con Sigmacote, de Sigma, en el centro de cada caja de Petri, sobre
una base de poli-L-lisina (70,000-150,000 MW). Los anillos de clonacion fueron retirados una hora
después de concluido el cultivo. Las neuronas fueron registradas dentro de las primeras 24 horas

posteriores al sembrado.

5.2 Registro electrofisiologico

Las Ina estudiadas en el presente trabajo fueron registradas utilizando la técnica de fijacion de
voltaje patch-clamp, desarrollada por Neher y Sakmann (Hamill et al., 1981), en la configuracion
de célula completa, whole cell.

Las corrientes fueron registradas mediante un amplificador EPC-9 (Heka Instruments). Las pipetas
para el registro electrofisioldgico, fueron elaboradas con vidrio de borosilicato y con un estirador
modelo P-97 (Sutter Instruments), las pipetas utilizadas en el presente trabajo, tuvieron una
resistencia promedio de 1.8 - 2.2 MQ.

Las resistencias en serie fueron compensadas >70%. La frecuencia de muestreo fue de 10 KHz y
la sefial fue filtrada a 3 KHz. La adquisicion y andlisis de los datos fueron realizados con el
programa Pulse+PulseFit (Heka Instruments), y el andlisis posterior a la adquisicion fue realizado
con los programas Graph Pad Prism 6.0 y Origin Pro 9.0. Para su andlisis, las corrientes fueron
normalizadas respecto a la capacitancia de las células.

En el presente trabajo, la inhibicion observada en la Ina fue expresada en términos porcentuales
como una fraccion 0-1 los datos fueron expresados como la media + el error estandar de la media
y la diferencia estadistica fue evaluada con la prueba t de Student no pareada y la hipdtesis nula

fue rechazada con *p<0.05.

5.3 Soluciones para el registro de las corrientes de sodio en las neuronas del SCG

En el presente estudio, las soluciones fueron disefas para aislar y registrar la Ina en las neuronas

del SCQG, dichas soluciones se muestran en las tablas 1 y 2. Estas soluciones fueron disefiadas a
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partir de las soluciones reportadas por Hernandez-Ochoa y colaboradores (Hernandez-Ochoa et al.,

2007).

Solucion extracelular para el registro la Ina

Compuesto Concentracion (mM)
NaCl 63.6
TEA-CI 103
MgCl2 2.9
Glucosa 8
HEPES 10
CaCl2 0.3
CdCL 10

Esta solucion fue ajustada a pH 7.3 con TEA-OH
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Solucion intracelular para el registro la Ina

Compuesto

NaCl

TEA-CI

MgCla

HEPES

CsCl2

BAPTA-4Cs

ATP

GTP

Leupeptina

Concentracion (mM)

40

10

125

0.3

0.1

Esta solucion fue ajustada a pH 7.3 con CsOH

Las células fueron banadas continuamente con solucion externa o de prueba (solucion externa mas

el agonista) a una velocidad de 2 ml/min, por medio de un sistema de perfusion de valvulas

multiples ubicado a una distancia muy cercana a la célula para permitir el intercambio de soluciones

en 500 ms.
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5.4 Reactivos

Los reactivos utilizados en el presente estudio, fueron adquiridos de las siguientes compaiias:
L-15y DMEM (Invitrogen Corp., Carlsband, CA, USA), BAPTA (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA), BIS-I (HCI), U73122 y U73343 (Calbiochem, La Jolla, CA, USA), diC8-PIP2 (Echelon,
Salt Lake City, UT, USA) MT-7 fue adquirida de Peptides International (Louisville, KY);
Calfostina C por Cayman chemical y el resto de los reactivos (SIGMA, St. Louis, MO, USA).

La Wortmanina, el BIS-I, el BIS-V, el U73122, el U73343 y la calfostina C se disolvieron en
DMSO. La concentraciéon de DMSO en la solucion externa no supero6 el 0.3%. El diC8-PIP: es
soluble en agua a Img/ml. La solucién de diC8-PIP2 fue sonicada en hielo por 35 minutos y
posteriormente alicuotada; el U73122, U73343 y el diC8-PIP2, fueron congelados bajo nitrégeno

liquido en criotubos.
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6. Resultados

“El mundo del hombre contemporaneo, se funda sobre los resultados de
la ciencia: el dato reemplaza al mito, la teoria a la fantasia, la prediccion
a la profecia”. Mario Augusto Bunge.

6.1 Inhibicion dosis-dependiente de las Ina por Oxo-M

Para poder definir una concentracion de trabajo de Oxo-M sobre las INa con una respuesta
significativa y comparable con la reportada en las Ica, se procedié a realizar una curva dosis-
respuesta de este agonista en las Ina; para ello se usaron diferentes concentraciones crecientes de
Ox0-M de 1x10°® mM a 1 mM.

Se inici6 con una concentracion de 1x10° mM de Oxo-M durante 35 segundos, la cual produjo una
reduccion de la Ina del 3.85 + 1.31% (n=7) (Fig. 5 C), posteriormente se incremento la dosis de
Ox0-M a una concentracion de 1x10° mM, dicha dosis redujo 11.32 + 2.86% las Ina (Fig. 5 D);
posteriormente se prob6 una concentracién de 1x102 mM, la cual indujo una inhibicién en las Ina
del 15.05 + 2.80%; a continuacion, se aplicd una concentracion de 0.1 mM, la cual provocéd una
inhibicion de 71 + 9.56% (Fig. 5 E). Por ultimo, se aplico una concentracion de 1 mM, la cual
provoco una inhibicion del 97.45 + 1.15% (Fig. 5 F). A continuacion, se muestra una tabla donde

se resumen los datos arrojados por un ajuste a la curva dosis-respuesta mediante la ecuacion de

. _ E naxc® ., .
Hill, E = P ecuacion [1] (Figs. 5 Ay B).

Tabla 1. Parametros arrojados por la ecuacion de Hill al ajuste de la curva dosis-

respuesta de Oxo-M en los canales de sodio sensibles a TTX

ECso 64 UM
Coeficiente de Hill 1.0
Inhibicién maxima 1000 uM 97.45 +1.15%
Concentracion de trabajo para las Ina 100 uM 71 4+9.56%

n="7
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Figura 5. Inhibicion dosis-dependiente de la Ina por Oxo-M. En A, se muestra el ajuste de la curva dosis-respuesta
mediante la ecuacion de Hill, a diferentes concentraciones (1x10°, 1x102, 0.1 y 1 mM). En B, se muestra el porcentaje
de inhibicion de la Iy, por Oxo-M a las concentraciones previamente mencionadas. En C, D, E y F, se muestran los
trazos representativos de la In, en presencia de las diferentes dosis utilizadas para la curva dosis-respuesta.
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6.2 Oxo-M inhibe las Ina mediante dos mecanismos.

Se ha reportado que la activacion de receptores muscarinicos por Oxo-M, reduce las Ica mediante
dos mecanismos uno rapido y otro lento. Dado que Oxo-M es un agonista inespecifico para
receptores muscarinicos, los cuales se encuentran acoplados a diferentes tipos de proteinas G los
cuales promueven la activacion de diferentes vias de regulacion (Beech et al., 1992; Beech et al.,
1991; Berstein et al., 1992b), entre los cuales se encuentran los mecanismos SV e IV. Entre las
subunidades Ga que se encuentran acopladas a receptores muscarinicos en neuronas del SCG, se
encuentran las subunidades Gio para los receptores M2, M4 y Gq /11 para los M1 (Cruzblanca,
2006). Se ha reportado para los Cav2.2 que la activacion de la via de sefializacion por las
subunidades Gin, es la delimitada a la membrana y SV (Hille, 1994); mientras que la mediada por
las subunidades Gg11 activan una via mediada por un segundo mensajero ¢ IV (Berstein et al.,
1992a; Berstein et al., 1992b; Vivas et al., 2013). Dada la estrecha relacion evolutiva que existe
entre los Cav con los Nav, la regulacion inducida por Oxo-M sobre las Ica podria también estar

presente en las INa.

Para reunir evidencia que sustente dicha hipotesis, se procediod a determinar si la activacion de
receptores mucarinicos por Oxo-M induce algiin cambio en las Ina, de manera similar en la
regulacion reportada en los Cav2.2 por el mismo agonista. Para ello, se registraron las Ina mediante
la aplicaciéon de un pulso cuadrado, como se muestra en la Figura 4A con las siguientes
caracteristicas: se inicié con un pulso de mantenimiento de -100 mV, posteriormente se estimulo
las Ina mediante un pulso de prueba de -30 mV; este protocolo fue repetido cada 5 segundos con el
fin de evitar la inactivacion acumulada de la Ina en presencia de Oxo-M (100 uM). Durante los
primeros 45 segundos se registrd la corriente en estado control; al segundo 50, se registrd las Ina
en presencia de Oxo-M en el bafio mediante perfusion extracelular durante 80 segundos. Al aplicar
el agonista, se observo un componente rapido (>1 segundo) y un componente lento de inhibicion
(20-65 segundos). En este experimento, el componente rapido dur6 aproximadamente 15 segundos
después de la aplicacion del agonista, obteniéndose un porcentaje de inhibicion de las Ina por el
componente rapido del 22.05% + 11.69% (n = 6) (Fig. 6 D) del total de la Ina. Después de 20
segundos de la aplicacion del agonista, inicid el componente lento, el cual fue registrado desde el
segundo 65 hasta que se dejo de aplicar Oxo-M, el cual fue suspendido a los 130 segundos (65
segundos de aplicacion). La inhibicion lenta en la Ina después de sustraer la inhibicion inducida por
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el componente rapido, fue del 28.37% + 3.9% (n = 6) (Fig. 6 D), este Gltimo componente, no
cambi6 aparentemente las propiedades voltaje-dependientes de las Ina, como se muestra en la
relacion corriente-voltaje (I-V) de esta corriente en estado estacionario del efecto con Oxo-M (n =
6) (Fig. 6 C). La inhibicion muscarinica inducida por ambos componentes resultaron ser diferentes

estadisticamente con respecto al control.
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Figura. 6 Inhibicion de las Ina por Oxo-M en neuronas SCG. A, Curso temporal de la corriente de sodio por Oxo-M
(100 uM). B, trazos representativos de las In, en control 1) en presencia de Oxo-M 2) y en presencia de TTX 3). C,
curvas I-V de la corriente de sodio sensible a TTX en control (O circulos abiertos) y en presencia de Oxo-M (@
circulos cerrados). D, Porcentaje de inhibicion por Oxo-M en las condiciones sefialadas en A.
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6.3 Angio Il inhibe a las Ina mediante dos vias

Se ha reportado que la via de sefalizacion de la PLC es activada por diferentes receptores de
membrana, entre los cuales se encuentran los muscarinicos y los de angiotensina; éstos ultimos se
encuentran acoplados a proteinas Gog/11 (Bai et al., 2004). Los receptores a angiotensina han sido
reportados como inductores de la inhibicion de la Im, asi como de la Ica (Brown et al., 1980; Shapiro
et al., 1994). Esta tltima, mediante la activacion de un mecanismo IV mediado por un segundo
mensajero, semejante a la regulacion reportada por la activacion de receptores muscarinicos. Asi
mismo, de nuestro laboratorio existe el antecedente realizado por Herndndez Ochoa y
colaboradores, donde los Nav en neuronas del SCG son inhibidas en presencia de Angio II (500
nM). Por otra parte, se ha reportado que en las neuronas del SCG, se expresan los receptores a
angiotensina AT1 (Shapiro et al., 1994), los cuales se encuentran acoplados a dos tipos de
subunidades Ga: las Gog/11 y las Gai (de Gasparo et al., 2000). Cuya activacion puede regular a los
Nav mediante una via similar a la regulacion IV reportada en los Cav (Benz et al., 1992;
Hernandez-Ochoa et al., 2007).

Para poder establecer si las Ina son reguladas por un mecanismo similar al obtenido por Oxo-M, se
procedio a registrar las Ina en presencia de Angio II (500 nM). Durante los primeros 40 segundos,
se registraron las Ina en estado control, al segundo 45 se aplico Angio II en el bafio mediante
perfusion extracelular, durante 75 segundos. La aplicacion del agonista produjo una inhibiciéon con
dos componentes: un componente rapido (<1 segundo) desde el segundo 45 al segundo 55 y un
componente lento desde el segundo 60 hasta el segundo 120. La duracion de cada componente, fue
similar a la obtenida en la respuesta con Oxo-M, véase Figura 6 A y Figura 7 A. La inhibicion
inducida por el componente rapido por Angio II, mostrd una reduccion de las Ina del 28.32% +
11.86% (n = 6) (Fig. 7 D). La inhibicion de las Ina obtenida por el componente lento, después de
sustraer el componente rapido, fue del 17.0% + 3.14% (n = 6) (Fig. 7 D). Este ultimo componente,
no cambi6 aparentemente las propiedades voltaje-dependientes de las Ina, como se muestra en la I-
V de esta corriente en estado estacionario del efecto con Angio II (n = 6) (Fig. 7 C). Las diferencias
entre el componente rapido contra el componente lento mostraron ser diferentes estadisticamente

entre si.
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Figura 7. Inhibicion de las Ina por Angio Il en neuronas SCG. A, Curso temporal de la corriente de sodio por Angio
IT (500 nM). B, trazos representativos de las Ina 1) en control en presencia de Angio II 2) 3) y en presencia de TTX
C, curvas I-V de la corriente de sodio sensible a TTX en control (O circulos abiertos) y en presencia de Angio 11 (@
circulos cerrados D. Porcentaje de inhibicion por Angio II en las condiciones sefialadas A. * (p< 0.05).
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6.4 Oxo-M inhibe a las Ina mediante la activacién de los receptores M1

La toxina muscarinica 7 (MT-7) es el antagonista alostérico mas selectivo y no reversible conocido
hasta el momento para receptores M1 muscarinicos (Fruchart-Gaillard et al., 2008), con una

constante de inhibicion para este receptor de pKi=14 pM (Servent y Fruchart-Gaillard, 2009).

Las neuronas del SCG, expresan de manera nativa a los receptores M1, M2 y M4 (Cruzblanca,
2006); estos receptores se encuentran acoplados a diferentes proteinas G. Los M1 se encuentran
acoplados a las proteinas Gg11, mientras que los M2 y M4 a las Go, y dado que, Oxo-M es un
agonista inespecifico para receptores muscarinicos, se propuso determinar si el componente lento

inhibitorio en las Ina por Ox0-M, es mediado por la activacion del receptor muscarinico M1.

Asi también, se propuso determinar la selectividad de la via de sefalizacion; para ello, se
registraron las INa en presencia de Oxo-M, el cual, produjo una inhibiciéon de las Ina de 42.9 +
22.4%, (n=15), véase Figura 8 C. Por otra parte, se incubaron neuronas con la toxina MT-7, durante
1 hora previa al registro electrofisiologico a 37°C. Posteriormente, estas neuronas pre-tratadas con
la MT-7 fueron perfundidas extracelularmente con Oxo-M, mostrando una inhibicion de las
corrientes de sodio de 8.72 + 12.5%, (n = 6) (Fig. 8 C). Las diferencias entre la inhibicioén inducida

por Oxo-M + MT-7 mostraron ser estadisticamente significativas con respecto a Oxo-M.
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Figura 8. Oxo-M inhibe a las Ina mediante la activacion de receptores M1. A, Curso temporal de neuronas SCGs pre-
incubadas con MT-7 en presencia de Oxo-M. B, Trazos representativos en 1) control, 2) Oxo-M + MT-7y 3) TTX. C,
porcentaje de inhibicion por Oxo-M y Oxo-M + MT-7. *(p<0.05).
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Adicionalmente, se pre-incubaron neuronas durante 10 minutos a temperatura ambiente con
pirenzepina (Pz) (Fig. 9 A), el cual, es un antagonista selectivo a receptores M1 muscarinicos con
una pKi = 6.76 (Matsumoto et al., 1994). Las Ina, mostraron una inhibicion de 41.07 + 22.79, (n =
5) (Fig. 9 C), con Oxo0-M y en presencia de Pz, la inhibicion de las Ina se redujo a 6.76%, (n = 5)

(Fig. 9 C). Las medias de los resultados mostraron ser diferentes estadisticamente.
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Figura 9. Pz reduce la inhibicion de Oxo-M en las Ina. A, Curso temporal de las Iy, pre-tratadas con Pz y en presencia
de Oxo-M. B, Trazos representativos de las Ina, en 1) control, 2) Oxo-M + Pz, 3) TTX. C, Porcentaje de inhibiciéon por

Ox0-M.*(p<0.05).
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6.5 ElI componente lento por Oxo-M en las Ina es aislado por PTX.

En los Cav2.2 se ha reportado que la regulacion extrinseca es mediada por diferentes subunidades
Go acopladas a GPCRs, las cuales, activan distintas vias de sefializacion (Hille, 1994). Estas
pueden ser disecadas mediante la presencia de toxinas que inhiben la activacion de las Ga de la
familia Gi/Go mediante la catalizacion del ADP. Una de estas toxinas, es la PTX, la cual se ha

reportado como una inhibidora de algunas proteinas G (Beech et al., 1992).

Las proteinas Gq/11, son responsables de la activacion de la regulacion IV en los Cav, en la que se
involucra a un segundo mensajero y muestran resistencia a la toxina PTX (Berstein et al., 1992b;
del Rio et al., 1999; Vivas et al., 2013); de lo anterior, se propuso determinar si el componente
lento inhibitorio inducido por Oxo-M en las Ina, es aislado mediante la toxina pertussis de manera
analoga a la regulacion muscarinica en los Cav2.2 (Beech et al., 1992). Para ello, se procedio a
incubar a las neuronas del SCG con la PTX (500 ng/ml) durante 12 horas previas al registro celular

(Beech et al., 1992), para después inducir la inhibicion de las Ina por la presencia de Oxo-M.

Elregistro control de las Ina fue obtenido desde el segundo 0 hasta los 35 segundos. Posteriormente,
se aplicé Oxo-M 100 uM en el bafio mediante perfusion extracelular desde el segundo 40 y hasta
los 115 segundos, con una duracion de aplicacion del agonista de 75 segundos, el cual indujo la
inhibicion de las INa con un solo componente, como se observa en la Figura 10 A, eliminando el
componente rapido. El componente lento expresado redujo la corriente de sodio normalizada un
26.39% + 11.04% (n = 6) (Fig. 10 C), este resultado es similar al obtenido en la Figura 6. Los
resultados obtenidos muestran que la respuesta lenta es aislada bajo el tratamiento con la PTX, por
lo tanto, esta respuesta es mediada por la activacion de proteinas G insensibles a PTX, de manera
similar a la reportada en los Cav2.2 (Beech et al., 1992). La diferencia entre la inhibicion lenta en
las Ina por Ox0-M en ausencia de PTX versus en presencia de la toxina no mostraron diferencias

estadisticas.
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Figura 10. Aislamiento de la inhibicién lenta muscarinica las Ina mediante incubacion con la PTX. A, Curso temporal
de las In, por Oxo0-M (100 uM) previamente incubadas con PTX (500 ng/ml). B, trazos representativos de la Ix, en 1)
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control 2) Oxo-M y 3) TTX. C, Porcentaje de inhibicion de Oxo-M mediante sustraccion analdgica del componente
rapido y en presencia de PTX.7.6 Aislamiento del componente lento inhibitorio de angio Il por PTX en
las corrientes de sodio sensibles a TTX

Por otra parte, con el proposito de determinar si el componente lento inhibitorio en las Ina por la
activacion de receptores a angiotensina es mediado por proteinas G insensibles a PTX, se procedi
a registrar a las neuronas del SCGs incubadas 12 horas previas al registro con PTX con 500 ng/ml.
En estas condiciones, se registraron las Ina en presencia de Angio II 500 nM en el bafio mediante
perfusion extracelular. El curso temporal durd 250 segundos, el control se registrd desde el segundo
0 al 45; posteriormente se registraron las Ina en presencia de Angio II desde el segundo 50 hasta
los 145 segundos (95 segundos) bajo estas condiciones, las Ina mostraron una inhibicién por Angio
IT con un solo componente, como se observa en la Figura 11 A, del cual se obtuvo una inhibicion
de las corrientes de sodio de 19.04% + 11.66% (n = 6) (Fig. 11 C). La inhibicién del componente
lento por la Angio II después de sustraer el componente rapido, inhibe a la corriente de sodio un

17.0% + 3.14% Figura 7 C, ambas medias no fueron diferentes estadisticamente.
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Figura 11. Aislamiento del componente lento inhibitorio de las Ina por Angio Il mediante incubacion con la PTX. A,
Curso temporal de la corriente de sodio pen presencia de Angio II (500 nM) previamente incubadas con PTX (500
ng/ml). B, trazos representativos de la corriente de sodio en 1) control, 2) en presencia de Angio II, y 3) en presencia
de TTX. C) Porcentaje de inhibicion de Angio Il mediante sustraccion analogica del componente rapido y en presencia
de PTX.
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6.6 Inhibicion de las Ina por Oxo-M es prominentemente insensible al voltaje

En los Cav2.2 se ha reportado que mediante el uso del paradigma experimental del protocolo de
prepulsos la inhibicion de las Ica por Oxo-M es prominentemente IV (Vivas et al., 2013). Para
determinar si esta regulacion en las Ina por Oxo-M utiliza un mecanismo prominentemente IV
analogo al descrito en las Ica, se aplicod un protocolo de prepulsos donde P1 es un pulso de prueba
para generar la corriente control. Este pulso inicié con un potencial de mantenimiento de -100 mV
durante 10 ms; posteriormente se aplicé un voltaje de -30 mV durante 5 ms; para separar el prepulso
del P1. Posteriormente se utilizd un pulso de 1 segundo a -100 mV seguido del pulso despolarizante
de +125 mV durante 25 ms. El propdsito de este pulso es remover transitoriamente a las
sububidades Gy unidas a la subunidad a del canal al cual estan regulando (Herlitze et al., 1996).
A continuacion, se hiperpolarizé la membrana celular a -125 mV, con el propoésito de evitar que
mayoria de la poblacion de canales pase al estado inactivado; se aplicé durante 25 ms este tiempo
es tiempo suficiente para evitar que la mayoria de las sububidades Py de las proteinas G se vuelvan
a unir a los canales regulados por éstas (Elmslie et al., 1990). Por ultimo, se aplico el pulso de
prueba P2, el cual reproduce las caracteristicas de P1 (Fig. 12 A).

El IF obtenido, fue el resultado del cociente de la corriente al pico generada por el P2 sobre la
corriente al pico generada por el P1 (P2/P1), el cual tuvo un promedio en las corrientes generadas
por la corriente control de de 0.92 + 0.2 (n = 17) (Fig. 12 C) y en presencia de Oxo-M de 0.88 +
0.1 (n=10) (Fig. 12 C) las diferencias de los IF obtenidos en control versus en presencia de Oxo-

M mostraron no ser estadisticamente diferentes.
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prepulso (abajo). B, Curso temporal de las corrientes de sodio generadas por el protocolo de prepulsos en presencia de
Oxo-M. C, IF en control (abierto) n=17 versus Oxo-M (azul) n=10.

6.7 La inhibicidon de las Ina por Oxo-M no altera la activacion e inactivacion de los Nav

Dado que la inhibicion inducida por Oxo-M se ha reportado que es prominentemente un fenémeno
IV que no altera significativamente las curvas de activacion e inactivacion, se propuso investigar
si la inhibicion de las Ina por Oxo-M modifica las curvas de activacion e inactivacion en estado
estacionario de los canales de sodio; para ello, se registraron las Ina mediante un protocolo h
infinito, con el objetivo de medir la inactivacion en estado estacionario de los Nay. El protocolo
consistié en un pulso de mantenimiento de -80 mV durante 500 ms, seguido de un pulso de -30
mV durante 10 ms; posteriormente se aplicoé un pulso de -130 mV durante 500 ms seguido de una
serie de 10 pulsos de -130 mV durante 500 ms con un AV =20 mV; este tiempo es suficiente para
llevar a los Nav en estado estacionario inactivado (Schofield y Ikeda, 1988). Posteriormente se
aplicé un pulso de prueba de -30 mV durante 10 ms y por ultimo se regresé al pulso de
mantenimiento a -80 mV durante 500 ms dicho protocolo se ilustra en la Figura 13 B.
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Mientras que la curva de activacion, fue construida a partir del protocolo utilizado para generar la
relacion corriente-voltaje. Las curvas de activacion e inactivacion, fueron ajustadas a una funcion

de Boltzmann [2] I = I, / {1 + exp[(—V + V},)/]Kk}.

Los parametros arrojados por la ecuacion de Boltzmann, se muestra en la tabla 4, los cuales no

resultaron ser estadisticamente significativos.

(mV) k (mV)
Control -35.44+0.96 1.5+0.31
Oxo-M -31.99 + 0.56 5.75+0.40
Ao —— B AV = +20mV
’ * Oxo-M -30mv
'g 0.5 -80 mV
500 ms [
0.0 130 mV
-120 -90 -60 -30 0
Voltaje (mV)
C 1.0 e Oxo-M
o Control
E 0.5
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Figura 13. Oxo-M no altera la activacion e inactivacion de los Nay. A, Curva de activacion en control (O) y en
presencia de Oxo-M (®). B, Protocolo h infinito utilizado para generar la curva de inactivacion en estado estacionario.
C, Curva de inactivacion en estado estacionario en control (O) y en presencia de Oxo-M (®).

6.8 Reduccion de la inhibicion por Oxo-M en las Ina por U73122

Se ha reportado que algunos receptores muscarinicos activan a la via de sefializacion de la PLCB1
a través de las proteinas Gog11 (Berstein et al., 1992a; Lee et al., 1992; Caulfield y Birdsall, 1998),
la cual provoca la inhibicion de los canales KCNQ, Cav2.2 y Cay2.3, caracterizada por ser una

respuesta lenta, debido a que involucra varios intermediarios, como son la activacion de: receptores
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por agonistas especificos, proteinas G y fosfolipasas especificas que generan la hidrélisis de Pls
(Suh y Hille, 2005; Falkenburger et al., 2010).

La PLC pertenece a una familia de proteinas cuya funcion es la hidrolisis de fosfoinositidos en la
membrana celular. Esta fosfolipasa es activada por las proteinas Gg/11 (Smrcka et al., 1991; Lee et
al., 1992) disminuye la concentracion de PIP; en la membrana celular. Estos al ser hidrolizados,
inducen cambios en la funcion de sus proteinas blanco (Zhang et al., 2003; Vivas et al., 2013). Para
investigar si en la inhibicion muscarinica de las Ina se encuentra involucrada la activacion de la
PLC, se procedio6 a utilizar el inhibidor (U73122) de la PLC, el cual fue aplicado en el bafio
mediante perfusion extracelular a una concentracion de 3 pM. A esta concentracion se ha reportado
que se impide el efecto inhibitorio de la Im por Oxo-M (Suh y Hille, 2002). Los cursos temporales
(los tiempos de aplicacion se utilizaron de igual manera en la aplicacion de U73122 y su analogo
inactivo, el U73343) duraron 800 segundos, los controles se registraron desde el segundo 0 hasta
los 80 segundos. Posteriormente, se aplicé desde el segundo 85 hasta el segundo 355 (270
segundos), el U73122 o0 U73342, segln sea el caso. A continuacion, se aplico 100 uM de Oxo-M
desde segundo 360 hasta el segundo 500 (140 segundos). Los resultados obtenidos, muestran que
el efecto inhibitorio por Oxo-M sobre las Ina fue de un 4.19% + 5.89% (n = 6) (Fig.14 E), en
presencia del inhibidor de la PLC; el U73122 (Fig. 14 A). Por contraparte, en presencia del analogo
inactivo, el U73343 (Fig. 12 B), mantiene la inhibicion muscarinica sobre las Ina 26.88% + 2.27%
(n = 6) (Fig. 14 E). Las diferencias de la inhibicién por Oxo-M en presencia de U73122 y con

U73343, resultaron ser estadisticamente significativas (*p< 0.05).
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Figura 14. Inhibicion de las Ina por Oxo-M requiere de la activacion de la PLC. A, curso temporal de las corrientes
de sodio en 1) control, 2) en presencia de Oxo-M, previamente expuesta al U73122 y 3) TTX. B, curso temporal de
las corrientes de sodio en 1) control, 2) en presencia de Oxo-M, previamente expuesta al analogo inactivo U73343 y
3) TTX. C, Trazos representativos de las corrientes de sodio tomados en las condiciones anteriormente mencionadas
en A. D, Trazos representativos de las corrientes de sodio tomados en las condiciones anteriormente mencionadas en
B de los cursos temporales, los numeros representan las condiciones previamente descritas. E) Porcentaje de inhibicion
de Ox0-M en presencia de U72122 y U73343.
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6.9 La inhibicidn en las Ina por Oxo-M no requiere de la activacion de PKC.

Las Ina, han sido ampliamente estudiadas bajo la regulacion de la PKC, cuya caracteristica de esta
regulacion es aumentar las corrientes de sodio mediante la fosforilacion en el residuo de serina
1479 del dominio III-IV de la subunidad a de estos canales (Tan et al., 2014); dado que la via de
sefalizacion acoplada a los receptores muscarinicos M1, en la cual, se degradan fosfoinositidos, y
se generan los segundos mensajeros IP3 y DAG. Este tltimo, activa a la PKC (Lee y Bell, 1991), y
como resultado, la fosforilacion de los residuos de los canales de sodio y por ende el incremento
de la amplitud de la corriente. Por esta razon, se pretendio descartar a la PKC de la inhibicion
inducida por Oxo-M en las Ina. Con este propdsito, se pre-incubaron las células durante 10 minutos
con 100 nM de un inhibidor de PKC, el bisindolilmaleimida I (BIS-I) (Garcia et al., 1998) . El BIS-
I, presenta un pKi de 14 nM para el ATP (Toullec et al., 1991).

Las células perfundidas con Oxo-M, mostraron una inhibicion en las Ina de 52.89 + 14.5% (n=4)
(Fig. 15 C), versus las células tratadas con BIS-I, mostraron una inhibicion en las Ina de 41.42 +
9.6% (n=8) (Fig. 15 Ay C) y con BIS-V de 34.42 + 11.02% (n=5) (Fig. 15 C). Los promedios de
Oxo-M versus BIS-I, no mostraron ser estadisticamente diferentes (p<0.05). Por lo que no

interviene la activacion de PKC en la inhibicion de las Ina por Oxo-M.

Por otra parte, dado que la activacion de la cascada de senalizacion que involucra la hidrolisis del
PIP2 genera otros segundos mensajeros, como es el DAG, el cual, se ha mostrado que regula las
corrientes de sodio en cerebro de rata (Cantrell et al., 1996); por otra parte, como se mostré en el
experimento anterior, al utilizar un inhibidor que compite por ATP con la PKC para fosforilacion,
BIS-I (Garcia et al., 1998), Oxo-M mantiene su inhibicion. Sin embargo, se ha reportado en la Im
que utilizar BIS-I como inhibidor de la PKC no es suficiente argumento para descartar a esta
enzima en la inhibicién por Oxo-M, dado que al utilizar un inhibidor de PKC, como la calfostina
C (Cal-C), cuyo mecanismo de accion es mediante el impedimento del DAG a su sitio de union
con la PKC, evita su activacion y, por lo tanto, la inhibicién por Oxo-M en las v, se altera, (Boehm

et al., 1996; Hoshi et al., 2010).

Para investigar si se activa la PKC por DAG se lleva a cabo atin mediante el bloqueo del sitio de
unién del DAG con la PKC. Se trataron las células mediante preincubacion extracelular con Cal-C

100 nM, durante 10 minutos previos al registro celular. Posteriormente, se registraron las Ina, en
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presencia de Cal-C como control durante 35 segundos, en presencia de Oxo-M 100 uM durante 45

segundos, lavado durante 70 segundos y en presencia de TTX 100 nM durante 21 segundos.

La inhibicion de Oxo-M sobre las Ina fue de 54.48 + 8.64% (n = 3) (Fig. 16 C), mientras que en
presencia del inhibidor de PKC, Cal-C, fue de 47.32 + 10.50% (n = 6) (Fig. 16 A y C), mediante
una prueba de t de Student, las diferencias en las medias resultaron no ser estadisticamente

significativas. Lo cual implica que en esta regulacion no se requiere la activacion de PKC.
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Figura 15. La inhibicion de las INa por Oxo-M no requiere de la activacion de PKC. En A, Se muestra el curso
temporal de las Ina en neuronas tratadas con BIS-I en presencia de Oxo-M 1) Control. 2) BIS-1 y Oxo-M y 3) TTX. B,
Trazos representativos en 1) control, 2) Oxo-M y BIS-1 y 3) TTXC. Porcentaje de inhibicion de Oxo-M en presencia
de BIS-I o BIS-V.
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Figura 16. La inhibicion de PKC mediante Cal-C, no altera la reduccion de las Ina por Oxo-M. En A, Se muestra el
curso temporal de las Ina en neuronas tratadas con Cal-C y en presencia de Oxo-M en 1) control, 2) Cal-C y Oxo-M y
3) TTX. B, trazos representativos en 1) control, 2) Oxo-M y Cal-C y 3) TTX. C Porcentaje de inhibiciéon de Oxo-M en
presencia de Cal-C.
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6.10 Wortmanina impide la recuperacion de la inhibicion en las Ina por Oxo-M

Se ha reportado que la aplicacion del inhibidor, wortmanina, de las PI3K y PI4K evita la
recuperacion de la Im y la Ica por Oxo-M (Suh y Hille, 2002; Vivas et al., 2013), esto sugiere que
en el proceso de la recuperacion de estas corrientes idnicas se requiere de la concentracion

disponible de PIs en la membrana celular.

Para obtener evidencias experimentales que sugieran que la recuperacion de la inhibicion de las Ina
inducida por Oxo-M requiere de la resintesis de Pis, se procedio a incubar las neuronas con (500
ng/ml) de PTX 12 horas previas al registro celular en presencia del inhibidor wortmanina mediante

perfusion extracelular a una concentracion de 50 uM (Suh y Hille, 2002).

El control se realiz6 desde el segundo 0 hasta los 25 segundos. Posteriormente se realiz6 la
aplicacion de Oxo-M desde el segundo 30 al segundo 50 (20 segundos). A continuacion, se realizo
un lavado desde el segundo 55 al segundo 130 (75 segundos) mostrando un porcentaje de
recuperacion del 23.07% + 8.60% (n=6) (Fig. 17 C). Al término del lavado se empez6 la aplicacion
de wortmanina (desde el segundo 135 hasta los 800 segundos (665 segundos) dentro de este
intervalo, se realiz6 la segunda aplicacion de Oxo-M, desde el segundo 360 a los 385 segundos (25
segundos). Por ultimo, se realiz6 un lavado desde el segundo 390 al segundo 785 (395 segundos)
(Fig. 17 A), mostrando un porcentaje de recuperacion del 0.12% + 9.3% (n = 6) (Fig. 17 C). La
diferencia obtenida entre la recuperacion control versus la recuperacion con wortmanina fue

estadisticamente significativa (*p< 0.05).
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Figura 17. La recuperacion de la inhibicidn de la Ina por Oxo-M requiere de la activacion de PIK. A, Curso temporal
de la corriente de sodio sensible a TTX previamente incubadas con PTX (500 ng/ml) en control y en presencia de
0Ox0-M, 1) durante el primer lavado, en tratamiento con el inhibidor, wortmanina, de cinasas, y en presencia de Oxo-
M, 2) durante el segundo lavado y, 3) en presencia de TTX. B, Trazos representativos de las Inzen 1) primer lavado
después de la aplicacion de Oxo-M, 2) segundo lavado de Oxo-M y 3) TTX. C, Porcentaje de recuperacion de las INa
por Oxo0-M en presencia de wortmanina.
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6.11 La inhibicion de las Ina por Oxo-M es reducida por PLL

Se ha reportado que algunos fosfolipidos anidnicos regulan a canales i6nicos mediante la
interaccion electrostatica entre estos fosfolipidos y los canales al exponer sus residuos de
aminoacidos bésicos al ambiente lipidico. Asimismo, si el ambiente lipidico es alterado, la funcion
de las proteinas cambia (Schmidt et al., 2006; Xu et al., 2008). Se ha reportado que algunos
policationes como la neomicina, la PLL y iones polivalentes como el Mg?" y el AI’**, pueden
interaccionar electrostaticamente con el PIP2 e inducen un enmascaramiento de las cargas negativas
del lipido por la presencia de los policationes (Toner et al., 1988; Gabev et al., 1989). Dichos
enlaces interrumpen la interaccion electrostatica directa que ocurre entre el PIP2 con las proteinas
con las que interactua, entre ellas canales ionicos y la PLC (Wang et al., 2005; Suh y Hille, 2007).
El ejemplo mas estudiado de las interacciones electrostaticas del PIP2 con canales i6nicos, es sobre
la Im, donde la interrupcion de la interaccion entre el PIP2 con el canal por cationes, provoca la
inhibicion de la corriente, cuyo efecto es dependiente de la concentracion y del nimero de cargas
del cation (Suh y Hille, 2007). Dado que esta interaccion ocurre entre el PIP2 y un polication, todas
las proteinas que se unen al PIP2 mediante interaccion electrostatica, ya no pueden interactuar con
el fosfolipido, como es el caso de 1a PLC o los canales i0nicos; se ha reportado que la PLC presenta
un dominio denominado PH, el cual presenta aminoacidos basicos responsables de la interaccion
electrostatica entre la PLC y el PIP2; permitiendo a la PLC reconocer a su sustrato (Harlan et al.,
1994; Yagisawa et al., 1998) al impedir dicho reconocimiento mediante la interaccion electrostatica
(McDonald y Mamrack, 1995; Nostrandt et al., 1996; Verstraeten et al., 2003) se evita la hidrolisis
del PIP2 (Verstraeten y Oteiza, 2002; Wang et al., 2005). Con los argumentos anteriores, se propuso
identificar si la regulacidn muscarinica de las Ina depende del PIP2 y si ésta puede ser interrumpida
por la presencia de policationes. Para ello, se realiz6 la perfusion intracelular de 50 uM con PLL
via la pipeta de patch, para poder realizar las mediciones en la misma célula en condiciones control
y en presencia de PLL, se utiliz6 la técnica de microperfusion para el recambio de solucion control
por la solucioén con PLL, separadas por una burbuja de aire, sin que ésta alterara la resistencia del
sello (Kakei y Ashcroft, 1987). Los resultados sugieren que las Ina decaen con respecto al tiempo,
hasta llegar a un punto de saturacion. A la curva de inhibicion se le ajust6 una funcion para obtener
el tiempo de inhibicién a la cual la corriente decae 50% (tivaso) (Fig. 18 A), este tiempo ocurre
aproximadamente a los 5 minutos (295 s). El segundo 0 es el tiempo promedio en el cual empezd

a inhibirse la corriente de sodio en presencia de PLL.

56



Posteriormente, se procedi6 a realizar la medicion al tiempo de tinaso en presencia de Oxo-M, con
el objeto de relacionar la cascada de sefializacion que involucra al PIP2, en presencia de PLL y si
¢ésta interrumpe la sefializacion al activar a los receptores muscarinicos. Por lo que se procedi6 a
registrar a las Ina en presencia de Oxo-M y PLL.

El curso temporal tuvo una duracion de 500 segundos mas 100 segundos (divididos en tres tiempos,
uno control 25 segundos + 20 segundos con Oxo-M + 55 segundos de lavado) en estado control
previos a la difusion de la PLL, el registro control, tuvo una duracién de 20 segundos, los cuales
fueron previos a la difusion de la PLL posteriormente, se aplico Oxo-M mediante perfusion
extracelular desde el segundo 30 hasta el segundo 50 previos a la perfusion de la PLL, obteniéndose
una inhibicion de las Ina de 13.96% + 2.8% (n=6) (Fig. 18 C). Posteriormente, se realiz6 un lavado
hasta que empezo a difundirse la PLL a los 0 segundos. A continuacion, se realizd una segunda
aplicacion de Oxo-M desde el segundo 210 hasta los 230 segundos (20 segundos) (Fig. 18 D),
obteniéndose una inhibicion de las Ina del 6.46% + 1.7% (n = 6) (Fig. 18 F), la diferencia obtenida
entre los valores observados de la inhibicion con Oxo-M control versus Oxo-M + PLL fue

estadisticamente significativa (*p<0.05).
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Figura 18. Reduccion de la inhibicién muscarinica en las Ina por PLL. A, Curso temporal de la In, en presencia de
PLL 50 uM, 1) previo a la difusiéon de la PLL, 2) al tmaso.D, en presencia de Oxo-M + PLL, 1) después del primer
lavado de Oxo-M + PLL, 2) al tiwaso B y E, Trazos representativos de las Ina en 1) después del lavado de Oxo-M, 2) al
tmna50 y 3) TTX. C, porcentaje de inhibicion por PLL y F, Porcentaje de inhibiciéon de Oxo-M en presencia de PLL

6.12 La dialisis intracelular de PIP2 ocluye la inhibicién de las Ina por Oxo-M

Se ha reportado que la perfusion intracelular con PIP2 pude prevenir tanto la inhibiciéon muscarinica
de los Cav2.2 (Vivas et al., 2013) asi como el cierre de los canales KCNQ por la activacion de
receptores muscarinicos (Quintero et al., 2005), dado que, al exponer a la célula a una fuente
inagotable de este lipido, la activacion de PLC por receptores muscarinicos no puede hidrolizar

todas las moléculas de PIP2 disponibles en la membrana celular.

Con el propdsito de investigar si en la inhibicion de las Ina por Oxo-M requiere del PIP2 se procedio

a perfundir intracelularmente el homoélogo hidrolizable del PIP2 el diC8-PIP2, a una concentracion
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de 100 uM (Vivas et al., 2013). En estado control, se aplico Oxo-M sustrayendo el componente
rapido, cuya inhibicion de la corriente fue de 26.5% + 2.4% (n = 5) (Fig. 19 A y C). Tres minutos
después de la didlisis del diC8-PIP2 100 uM, con el proposito de que el diC8-PIP2 alcance la
membrana celular (Sohn et al., 2007) en presencia de Oxo-M desde el segundo 100 hasta el
segundo 140 (40 segundos), obteniéndose una inhibicion del 0.02% + 0.04% de las Ina por Oxo-M
(n = 8) (Fig. 19 C). Esto sugiere que la inhibicidn lenta es resultado de la hidrélisis del PIP2
disponible en la membrana celular. Las diferencias entre las inhibiciones inducidas por Oxo-M en

control versus la de Oxo-M + diC8-PIP2 mostraron ser estadisticamente significativas (*p<0.05).
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Figura 19. La didlisis intracelular del PIP, ocluye la inhibicion de las Ina por Oxo-M. A, Curso temporal
de la Ina en presencia de diC8 PIP, 100 uM, 1) control, 2) en presencia de Oxo-M 3) en presencia de TTX.
B, Trazos representativos de la In, en 1) control, 2) Oxo-M + diC-8PIP, y 3) TTX. C, Porcentaje de
inhibicion de las In, en control, diC-8PIP,, diC-8PIP; + Oxo-M y TTX.
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8. Discusion

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que las INa son reguladas por un mecanismo
insensible al voltaje a través de la hidrolisis del PIP2. En los experimentos realizados en el presente
trabajo, se activaron los receptores muscarinicos y de angiotensina. Se observd que las Ina son
inhibidas por estos receptores mediante dos mecanismos: uno rapido <1 s y otro lento que se
establece en varios segundos. Esto sugiere que las Ina son reguladas tanto por el mecanismo
delimitado a la membrana como por el mediado por un segundo mensajero. Los resultados
concuerdan con los expuestos en la literatura, donde al activar distintos receptores se observan dos
mecanismos por los cuales se inhiben las Ina (Schubert et al., 1989; Schiffmann et al., 1995; Lopez-
Barneo et al., 1990; Ma et al., 1994; Cantrell et al., 1996; Cantrell et al., 1997; Benz et al., 1992;
Hernandez-Ochoa et al., 2007). Por otra parte, la inhibicion lenta de las Ina mediante Oxo0-M,
desaparece en presencia de los antagonistas MT-7 y Pz. Esto indica que la inhibicion por Oxo-M
esta mediada por la activacion de los receptores M1, lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura respecto de un mecanismo similar por la activacion del mismo receptor reportado en las
Ica (Bernheim et al, 1992; Bernstacin et al, 1992b; Kammermeier et al, 2000). Adicionalmente, se
observo que al incubar previamente las células con PTX, la inhibicion rapida de las Ina por Oxo-M
desaparece, mientras que la lenta permanece; esto sugiere que el mecanismo lento activado por los
receptores M1 estd mediado por la activacion de proteinas G insensibles a PTX. Estos resultados
concuerdan con un mecanismo analogo descrito en el caso de las Ica, dependiente de la activacion

de proteinas G insensibles a PTX, al activar los receptores muscarinicos (Beech et al, 1992).

Al aplicar el protocolo de prepulsos para generar las Ina en presencia del agonista muscarinico, se
obtiene un IF cercano a 1, lo cual indica que la corriente obtenida en el P2 es igual a la obtenida en
el P1. Adicionalmente, Oxo-M no corre la corriente en el eje del voltaje ni altera la pendiente de
las curvas de activacion e inactivacion de las Ina. Por lo tanto, el conjunto de estos resultados
implica que el mecanismo por el cual se inhiben las Ina por Oxo-M es predominantemente
insensible al voltaje y es congruente con el mecanismo IV descrito en las Ica por Oxo-M (Suh et

al, 2010; Vivas et al 2013).

Al inhibir la PLC con U73122, la inhibicion lenta de las Ina por Oxo-M ya no se lleva a cabo; este

resultado indica que el mecanismo lento en las Ina por la activacion del receptor M1 requiere de la
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hidrdlisis de fosfoinositidos para que se lleve a cabo. Aunado a este resultado, al inhibir las cinasas
que resintetizan el PIP2 en la membrana celular, se inhibe la recuperacion de la inhibicion lenta de
las Ina. Por lo tanto, la inhibicion de las Ina por Oxo-M requiere de la hidrélisis del PIP2, mientras
que la recuperacion de la inhibicion requiere de la resintesis de éste. Estos resultados concuerdan
con los reportados en la literatura para la Ica e Im, cuyo mecanismo es similar (Suh et al, 2002;

Quintero et al; 2005, Suh et al, 2010; Vivas et al, 2013).

Al exponer las células a una fuente inagotable de PIP2, la inhibicion de las Ina por Ox0-M se ocluye;
asimismo, al dializarlas con PLL. Ambos resultados sugieren que el PIP2 es el segundo mensajero
de la regulacion de las Ina por Oxo-M. De esta forma, es el mediador de la regulacion IV de los
Nav, probablemente a través de la interaccion de las cargas de éste fosfolipido con el canal. Esta
hipétesis coincide con los mecanismos reportados en la literatura para los canales Cav y Kv (Suh

et al, 2002; Quintero et al, 2005; Suh et al, 2010; Vivas et al, 2013).

Al tratar las células con inhibidores de PKC, BIS-1 y Cal-C, los cuales inhiben a la cinasa C por
mecanismos distintos, se observa que la inhibicion de las Ina por Oxo0-M permanece sin cambios.
Esto sugiere que la regulacion lenta de los Nav por Oxo-M no requiere de la activacion de la PKC,
en concordancia con los resultados observados por Benz y colaboradores (1992) y no asi con los

de Cantrell y colaboradores (1997).

En conjunto, estos resultados sugieren que las Ina son reguladas por un mecanismo insensible al
voltaje mediado por la hidrolisis de PIP2. La regulacion de los Nav por este lipido de membrana,
impacta en la excitabilidad celular de los diversos tejidos de los organismos. Asi mismo modula el
patrén y la frecuencia de los potenciales de accion de las células excitables. Por lo tanto, este
fosfoinositido es un componente lipidico fundamental de la membrana celular para la regulacion
de diversos canales i0nicos responsables de la actividad celular (Suh and Hille, 2005; Falkenburger
etal., 2010). Entre estos canales destacan los Cav 2.2 y los KCNQ, lo que lo ha posicionado como
un componente indispensable para la regulacion de la actividad eléctrica, a través de distintas vias
de senalizacion, tanto en células excitables como no excitables, mediante un mecanismo genérico.
Probablemente, debido a que las proteinas membranales poseen un origen monofilético, €stas
controlan procesos fisioldgicos basicos vitales que dirigen la adaptacion y la supervivencia de los

organismos.
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9. Conclusiones

De acuerdo con la evidencia experimental obtenida durante el proyecto, se proponen las

siguientes conclusiones:

1. La activacion de receptores de angiotensina o muscarinicos inducen la inhibicion de las INa.
2. Ox0-M inhibe a las Ina de manera dosis-dependiente.
3. La inhibicién de las Ina inducida por Angio II u Oxo-M presenta dos componentes, uno

rapido y otro lento.
4.  La inhibicion de las Ina por Oxo-M es mediada por la activacion de los receptores
muscarinicos M1.
5. El componente lento inhibitorio de las Ina inducido por Angio IT u Oxo-M es mediante la
activacion de proteinas G insensibles a PTX.
6. El PIP:2 regula a las Ina mediante un mecanismo insensible al voltaje.
7. La presencia de cationes intracelulares interfiere con la inhibicion lenta muscarinica en las

INa, por lo que la regulacion del PIP2 con el canal es directa.

8. La inhibicion muscarinica de las Ina requiere de la hidrolisis de PIP2 mediante la activacion
de la PLC.

9. En la inhibicién por la activacion de receptores M1 en las Ina no depende de la activacion
por PKC

10.  Larecuperacion de la inhibicion muscarinica de las Ina requiere de la resintesis de PIP2 por

medio de la activacion de PI cinasas.

En la Figura 20, se resume en forma esquematica los mecanismos genéricos de regulacion

en canales i6nicos sensibles a voltaje por la activacion de GPCRs, los cuales los pueden regular
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mediante una via sensible al voltaje o insensible a voltaje; dependiendo del tipo de canal i6nico,

sus requerimientos de regulacion por estos mecanismos seran diferentes.
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Figura 20. Diagrama explicativo de las vias de sefializacion por proteinas G en los canales idnicos sensibles a voltaje.
La activacion de GPCRs, induce dos mecanismos de regulacion a través de proteinas G, estos procesos, son mediados
por las subunidades Gog y Ggy; el mecanismo 1V, (flechas azules), es mediado por la activacion de la subunidad Gog
insensibles a PTX, la cual induce una via que regula a las corrientes idnicas sin alterar sus propiedades voltaje-
dependientes (trazos rojos), por otra parte, el mecanismo SV, (flechas verdes), regula a las corrientes ionicas a través
de la activacion de la subunidad Gay sensible a PTX, la cual, se disocia de las subunidades Gg,, éstas son las
responsables del mecanismo delimitado a la membrana y sensible al voltaje, este mecanismo, regula a las corrientes
ionicas alterando sus propiedades voltaje-dependientes (trazos negros).
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