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RESUMEN

El canal ionico activado por voltaje permeable a protones Hvi es una proteina
transmembranal que se expresa en una amplia variedad de organismosy células. Tiene
una estructura muy peculiar ya que carece de la porcion que formaria el poro en los
canales idnicos candnicos y su dominio sensor de voltaje presenta una doble funcion
respondiendo al voltaje y conduciendo hidrogeniones. Dicho canal presenta mas
caracteristicas que lo vuelven tnico. Entre ellas su alta selectividad a la conduccién de
hidrogeniones, la gran velocidad con lo que lo hace, su capacidad de modular su
activacion dependiendo de la concentracion de protones a ambos lados de la
membrana celular permitiéndole expulsar protones del medio intracelular; su
presentacion en dimeros en la mayoria de organismos y las multiples funciones que
realiza dentro de los mismos, desde el control de la acidez intracelular, pasando por
la compensacidn de cargas eléctricas hasta la maduracion de ciertas estirpes celulares.
Si es cierto que en la ultima década el estudio de este canal ha permitido caracterizar
parte de su comportamiento, existen elementos de su estructura que aun se
desconocen, propiciando que componentes de su fisiologia como el mecanismo de
activaciény los movimientos conformacionales que a éste se relacionan siguen siendo
motivo de especulacion.

En este trabajo se penso que podria estudiarse los cambios conformacionales con una
combinacion de dos técnicas que miden la electrofisiologia del canal (Patch-clamp)
mientras se estima el FRET -Transferencia de Energia de Fluorescencia por
Resonancia por sus siglas en inglés - (un fendémeno que puede ser utilizado como una
regla molecular del orden de angstroms) de diferentes sondas fluorescentes que se
encuentran unidas al canal y embebidas en su ambiente préximo. Esto se logro
fusionando a través de biologia molecular dos proteinas fluorescentes (Venus y
tagRFP) al cuarto segmento transmembranal del canal ionico (S4), que es donde se
encuentran las cargas que censan el voltaje del canal, y se estimé el movimiento
perpendicular de este segmento valorando la transferencia de FRET de las proteinas
fluorescentes a una molécula aceptora llamada Dipicrilamida (DPA), que no emite
luz y que se encuentra embebida en la membrana. Los experimentos se realizaron con
el canal en reposo y en su estado activado.

Al final, se pudo estimar la distancia a la cual se encuentra la proteina fluorescente de
lamembrana celulary caracterizar de manera cualitativa el movimientoperpendicular
del S4 con respecto a la membrana durante la activacion del canal.
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1. INTRODUCCION

1.1 Canales ionicos

Para el desarrollo tan complejo de la vida como la conocemos hoy en dia fue
fundamental la evolucion de una membrana celular que permitiera mantener, en un
espacio reducido, los metabolitos que participan en las reacciones quimicas que
soportan la homeostasis celular. Sin embargo, de igual manera es importante
mantener la relacion con el medio externo ya que es necesaria tanto la captacion de

nuevos sustratos para metabolizar, asi como la expulsién de metabolitos de desecho

[7].

Figura 1. Esquema representativo de los mecanismos detrasporte celular a través dela membrana. La
molécula envioleta representa a un canal iOnico. Tomado de [3]

Los mecanismos de trasporte de membrana que se han desarrollado a través de
la evolucion de la vida se pueden clasificar en distintos tipos: la endocitosis, la
exocitosis, el transporte activo, que implica la hidrolisis de una molécula de ATP para
el movimiento en contra del gradiente electroquimico del sustrato a transportar
(Figura 1); y el transporte pasivo, que va a favor del gradiente electroquimico del

sustrato ademas de no involucrar el gasto de energia adicional, como la difusion



simple de gases (O.y COs,) y la difusién facilitada mediada por canales proteinicos que
pueden activarse mediante la unién de un ligando, un ion o por cambio en el voltaje

de membrana (Figura 2).

Figura 2.Representacion de los tipos decanales iOnicos quese encuentran en los organismos y sus diferentes
mecanismos de activacion. A. Canal idnico activado por voltaje; nOtese el movimiento de la compuerta de
activacion (verde claro) debido a voltaje. B. Canal iOnico activado por union de ligando extracelular. C. Canal
ionico activado por ligando intracelular. D. Canal iOnico activado mecanicamente. Modificado de [4]

Estos canales proteinicos son de las estructuras moleculares mas difundidas
entre los seres vivos, encontrandose desde en organismos unicelulares hasta en la
totalidad de los eucariontes. Esta gran difusion es debida al amplio numero de
funciones que desempeiian en las células en donde se encuentran: como regulacion
de osmolaridad, acidez y liberacién de hormonas. Sin embargo su papel mas
destacable se encuentra en los tejidos excitables (sistema nervioso, muasculo, 6rganos
sensoriales) que permiten al organismo interaccionar con el ambiente que lo rodea,

percibir su realidad, procesar informacién, realizar movimientos y desarrollar

conductas.



Para permitiruna coordinacion exacta entre las distintas tareas, los organismos
disefiaron sistemas de movimiento de cargasa través de la membrana usando canales
proteinicos especificos para los principales iones que se encuentran en el medio
intracelulary extracelular (Na*, K*,Ca>*y Cl"). Los movimientosorquestadosde dichos
iones permiten generar y transmitir sefiales eléctricas que no usaran un gasto de
energia adicional ya que el movimiento provocado por el gradiente electroquimico de

los iones establecido por la naturaleza propia del citosol celular.

Estructuralmente dichas proteinas presentan morfologias muy variadas, sin
embargo, cada canal i6nico posee atributos especificos que permiten su perfecto
acoplamiento en la creacién de sefiales eléctricas. Dentro de las mas relevantes
caracteristicas de dichos canales se halla el mecanismo de activacion, que puede estar
relacionado con la unién de un ligando quimico a un sitio especifico del canal, al
cambio de potencial eléctrico membranal o a una deformacién mecanica. Este proceso
de activacién es seguido por un cambio conformacional acoplado a la apertura del
poro del canal, moviendo un dominio en la estructura llamada compuerta de
activacion. Este acoplamiento se le conoce en inglés como “gating”. Por ejemplo, en
un canal activado por voltaje, se encuentran en su secuencia de aminoacidos residuos
cargados repartidos en las hélices de la proteina (arginina o lisina) que censardn una
fuerza electrostatica a través de la membrana e inducirdn un cambio conformacional
cuando el potencial de la membrana cambie, afectando asi el estado de la compuerta

de activacidn, lo que desencadena la apertura o el cierre del canal.

Otra de las caracteristicas cruciales para la transmision de sefiales es su gran
eficiencia en el trasporte de losiones, permitiendo flujosdel orden de 10 millones de
iones por segundo a favor del gradiente electroquimico de dicho ion. A pesar de esta
velocidad, un canal tiene la capacidad de conducir especificamente un tipo de ion
gracias a un arreglo en la region del poro que se llama filtro de selectividad que es

capaz de discriminar entre los diferentes tipos de iones. Esta seleccidon se debe a que
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los residuos de aminoacidosen el filtro de selectividad interaccionan preferentemente
con un ion, lo que permite su paso a través del canal con mayor facilidad o
permeabilidad [8]. Un ejemplo son los canales de potasio que tienen una predileccion
a conducir K* cerca 1000 veces mas que el Na*, sin embargo, esta caracteristica es
flexible, si estos canales se encuentran en un ambiente de baja concentracion de

potasio conduciran cationes de manera mas inespecifica.

Una caracteristica mas que hay que mencionar es que el transporte de iones a
través de canalesionicos es de tipo pasivo, por lo que también se debe tener en cuenta
las caracteristicas propias de la membrana y la distribucion de losiones a ambos lados
de ella. Eléctricamente, la membrana puede ser representada y estudiada como un
capacitor en el que la distribucidn de las cargas del lado extracelular e intracelular
genera una diferencia de potencial. Esta diferencia es generada por la presencia de
aniones celulares no permeablesa la membrana (nucleétidosy proteinas), la accién
del transportador ATPasa Na*/K* (que deja una carga neta negativa en el lado
intracelular) y la accién basal de canales i6nicos que exportan potasio al espacio
extracelular. Este capacitor tiene conectados en paralelo conductancias que
representan a los canales ionicos que permiten que el capacitor se cargue y se
descargue condicionado al movimiento de los iones por estos canales. El flujo de la
corriente de los iones por los canales es impulsado por la diferencia de potencial y la
concentracion de estos iones a ambos lados de la membrana, lo cual establece su
potencial electroquimico. El potencial electroquimico de cada ion es la fuerza que
movera a las cargas de uno u otro lado del capacitor. El potencial electroquimico se
encuentra en equilibrio cuando el potencial de membrana es igual al potencial de
equilibrio delion, el cual se calcula con la ecuacion de Nernst. Asi, cuando un conjunto
de canales ionicos especificos para un ion, por ejemplo Na*, se abren (ya sea porque
su sensor de voltaje se movio, se unid6 un ligando que produjo un cambio
conformacional o sufre un estimulo mecdnico) el Na* entrara a la célula impulsado

por su potencial electroquimico derivado de su gradiente de concentracion (en
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condiciones fisioldgicas normalmente se encuentra en mayor concentraciéon fuera de
la célula que en el citoplasma). La entrada de sodio a la célula provocard un aumento
en la concentracion de cargas positivasen la célularesultando en una disminucién del
potencial negativo dentro de la misma o en una inversion total del potencial hacia uno
positivo. El ingreso de Na*se detendrd cuando el potencial electroquimico del ion
este en equilibrio, en donde el flujo neto del ion es igual a cero (por eso se le llama
también potencial de equilibro o potencial de reversion), o cuando el canal debido a
sus caracteristicas (como una compuerta que bloqueé el curso de los iones a cierto
voltaje, se desasocie el ligando del canal o el estimulo mecanico se detenga) se cierre.
Al final, la célularegresara a su potencial antes de la apertura de los canales (potencial
de membrana en reposo) utilizando varios mecanismos de extrusion de solutos

(Bomba ATPasa, proteinas acarreadoras) o expulsion de cargas (Canales ionicos de

K*).

La interaccidon de estos mecanismos en los diferentes canales ionicos permite
que la polaridad en la membrana cambie de manera rapida, estos cambios pueden
propagarse através de ella enforma de fendmenos denominadospotencialesde accién

que son la base de la transmision de sefiales eléctricas en los tejidos excitables.

Dentro de la naturaleza existen canales ionicos que, a pesar de que se regulan
bajo los mecanismos brevemente descritos arriba, no participan en la creacion de
potenciales de accion o en la modificacion de la polaridad de la membrana, sino que
ayudan a regular la homeostasis celular. Uno de elloses el canal iénico permeable a

protones Hvi, en el cual se centra este trabajo.
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1.2  El canal idnico permeable a protones Hy1

1.2.1 Filogenia

Desde su descubrimiento y caracterizacién en el 2006[9, 10], el Hv1 ha sido
motivo de estudio relevante. Se ha logrado encontrar secuencias genéticas de esta
proteina en un gran niamero de especies, desde organismos unicelulares como algas

(género  Chlorella),  dinoflagelados (Karlodinium  veneficum)  diatomeas

Figura 3. Andlisis filogenético de 37 secuencias de Hy1l. EL largo de los brazos es proporcional a la distancia
entre secuencias. Son mostrados los valores de Bootstrap mayores a 60. Tomado de [1]
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(Phaeodactylum tricornutum), y pluricelulares como  invertebrados (Ciona
intestinalis), anfibios (Xenopus leavis), peces (género Danio), aves (géneros Gallus y
Taeniopygia) y mamiferos (géneros Homo, Mus, Rattus, Canis, Macaca, Equus, por

mencionar algunos) (Figura 3)[1, 1n].

1.2.2 Estructura
Conforme a su topologia molecular, a diferencia de los canales i6nicos para

cationes (Na*, K*, Ca**) que presentan 6 segmentos transmembranales (STM) -4 para
formar el dominio sensor de voltaje (VSD) y 2 para formar la regién de poro-, el canal
Hw1 esta constituido por segmentos 4 segmentos transmembranales a-hélice (S1-S4)
unidos por asas o linkers cortos y los dominios amino (N)-terminal y carboxilo (C)-

terminal que son intracelulares (Figura 4 y 5) [6, 12, 13].

Figura 4. Modelo estructural de Hvl quimérico murino.Se muestran vistas a diferentes angulos de los 4 STM
en diferente color (S1verde, S2 amarillo,S3 naranja,S4 rosa y C-terminal en rosa palido. S0 corresponde a la
hélicecitoplasmatica N-terminal. Tomado de [6].

Basados en el andlisis de homologia de secuencia, el Hv1 estd relacionado

estrechamente con los VSD de las fosfatasas sensores de voltaje (VSP) (fig.5)y de las
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proteinas ci5orf27 (cromosoma 15 marco de lectura 27) de la cual atin no se conoce
funcién. Estos grupos estan relacionadosporun ancestro comun delos canales de Na*,
Ca>* y su vez estos se originaron de la familia de los canales de K+ hace alrededor de

mil millones de afios [8].

Figura 5. Caracteristicas topoldgicas de los canales de K+, canales de H+ y VSP. Arriba se muestra la
constitucién de los monémeros y abajola presentacionoligomérica delos canales. Notese |la presencia dela
permeabilidad propia de cada monémero y la dimerizacidn por la unidn de C-terminal. Tomado de [1]

En los vertebradosy algunos invertebrados (Ciona intestinalis) el canal aparece
formando homodimeros, esto debido a que las regiones C terminales de los
respectivos canales Hvi forman una estructura superenrollada a-helicoidal [g9]. En
organismos mas primitivos (dinoflagelados y diatomeas) no existe esa capacidad de la
region C terminal y por lo tanto se piensa que el canal actia monoméricamente en
estos seres vivos [5]. Se ha estudiado la capacidad de dimerizacion del canal y sus
repercusiones electrofisioldgicas, que al parecer conllevan a una cooperatividad entre
los dos VSD en la dependencia del voltaje que se discutird mads adelante [14, 15]. En
cambio, la funcionalidad de las regiones N-terminal en el Hv1 atin no se ha dilucidado
del todo, pero al parecer la escision de esta porcién aumenta la activacion del canal en
células B malignas por un proceso de fosforilacion que aumenta laactivaciondel canal

[16-18].
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1.2.3 Caracteristicas Electrofisiologicas
El canal Hvi cuenta con propiedades electrofisiologicas inicas que se han

elucidado por los estudios con la técnica de fijacion de voltaje [1,19-21]. Estas pueden

enumerarse de la siguiente manera:

1231 Selectividad exclusiva a protones. En los canales idnicos canodnicos, se ha
observado que hay una gran selectividad, mds esta no es absoluta [22]. Por
ejemplo la permeabilidad (facilidad con la que un ion particular cruza la
membrana) del potasio en canales de sodio es del 5 al 10%, sin embargo la
bomba NA*/K* ATPasa se encarga de reducir el impacto que podria tener el
paso errdneo de potasio por el canal de sodio. El Hv1, por otra parte, debe de
ser varios ordenes de magnitud mas selectivo para alcanzar un correcto
funcionamiento debido a que las concentraciones de protones en medios
celulares (aproximadamente pH=7 o0 107 M) son cerca de un millon de veces
mas pequeiias que otros iones (K* y Na*) [1, 5, 20]. Experimentalmente la
selectividad perfecta hacia los protones se ha probado mediante el remplazo de
cationes o aniones en el bafio de registro, lo cual no cambian el potencial de
reversion (Viev)[20]. Ademads, la reduccion de la fuerza idnica cerca del 9go% en
las soluciones del bafio que tampoco cambian el Vi que solamente es

modificado por un cambio en la concentraciéon de H*y OH- 20, 23].

La razdn por la cual el canal Hv1 tenga ese nivel de selectividad, se debe
principalmente a la combinacién de dos caracteristicas. La primera de ellases
la capacidad del protén de moverse a través de las moléculas de agua en un
proceso llamado mecanismo Grotthuss (Figura 6) [1, 20, 24]. Este mecanismo
es producido por el movimiento saltatorio del H*dentro de moléculas de agua
(H-O) formando moléculas de hidronio (H;O*). El hidronio se encuentra
embebido en una esfera de hidratacién con la cual forma puentes de hidrogeno,
lo que se llama catién Eigen (HoO,*). Este catién se mantiene en equilibrio
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hasta que en algiin momento se forma
un par, llamado catién Zundel
(Hs0:*), debido a la geometria
alcanzada por el hidronio y una
molécula de agua que permite
eventualmente la transferencia del
proton. Esto puede iniciar la
transferencia por cadenas de agua de
dicho protdn a una velocidad mucho
mas alta que cualquier otro cation. La
segunda caracteristica importante es
la capacidad del canal de formar una
cadena de transferencia de protones
(CTP) a través de su estructura. Sin

Figura 6. Esquema del mecanismo de

embargo el estudio de la misma no ha transferencia saltatoriade protones Grotthuss
en una cadena de agua desde un carboxilo.

sido facil, ya que una cristalografia Hidrogeno en blanco, oxigeno en rojo vy
directa del canal no ha sido posible, lo carbono en azul. Modificado de (5]

mas cercano viene de una quimera de Hvi de ratdn, VSP de Ciona intestinalis y
C-terminal de Saccharomyces cerevisae [6]. Por lo tanto se ha recurrido al
modelado computacional [11, 13, 25] y a la mutacion del VSD para terminar de
elucidar que parte de la proteina le brinda la selectividad [26]. Los resultados
de esos experimentos muestran que el interior del canal es de la forma de un
reloj de arena con dos regiones hidrofébicas[6, 11, 13] que en su parte mas
estrecha se encuentran en interaccion de un residuo de Aspartato (D1u12) y uno
de Arginina (R208) [17, 23]. Se ha estimado que estos residuos componen un
puente de sal formando una especie de andamio que solo puede ser separado
por el ataque de un hidronio lo que conlleva a la creacién de una cadena por la

cual se puede desarrollar un mecanismo de Grotthus [15, 22] (Figura 7). Sin

embargo esta hipotesis necesita cambios conformacionales por parte del S4
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mas pequeinosa comparaciénde los S4 de otro tipo de canalesionicosactivados

por voltaje los cuales no se han confirmado experimentalmente [2, 21].

Figura 7. Modelo de selectividad propuesto en donde el Aspartato (Asp)y la Arginina (Arg) interactdan en
el filtro del selectividad mediante dos puentes de hidrogeno representados con lineas punteadas, en
configuraciones estables tanto el ASP como el ARG pueden estar protonados. La selectividad ocurre cuando
Unicamente un hidronio (H30*) es capaz de romper la conexién Asp-Arg protonando a Asp y dejando una
molécula de agua entre ellos permitiendo la aparicién deun mecanismo de Grotthuss que atraviesa el poro.
Modificado de [1.21

1.2.3.2 La dependenciade voltaje porel ApH. Como muchos canales ionicos, el Hv1
se abre a potenciales relativamente positivos en condiciones naturales. Sin
embargo, a diferencia de algunos canales catidnicos en el que la voltaje-
dependencia de la activacion del canal es a un potencial fijo u obedece a la
concentracion del ion en un determinado lado de la membrana [27], el efecto
del pH sobre laactivaciéondel canal Hvi ocurre en amboslados de lamembrana.
Por lo tanto la activacion de los canales Hv1 esta regulada determinantemente
por el gradiente de pH (pHe-pHi=ApH) (Figura 8) [28, 29]. Esto tiene una
importante ventaja biologica, ya que entre mas aumenta el ApH, el potencial
de umbral (Vthreshold=Vt) que depende del Vievdisminuye lo que se traduce en
que se volvera mas facil la activacion del Hvi cuando se acumule acido
intracelular o disminuya extracelularmente. Como es mas facil que aumente el
acido intracelular, los Hvi unicamente abren cuando existe un gradiente

electroquimico de salida para el H+ expulsando acido de la célula e
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hiperpolarizando la membrana. Esto bioldgicamente es importante para la
célulaya que le permite tener una via de extrusion de la acidez producida por
el metabolismo. Existe hasta el momento una excepcion que es el caso de los
dinoflagelados, endonde el canal de protones produce una corriente de entrada
que sirve de disparador para las reacciones que llevan a la bioluminiscencia de

estos organismos [30].
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Figura 8. A. familias de corrientes de protones obtenidas en epitelio alveolar a diferentes pHs indicados
como pH externo//pH interno. Pulsos enaumentos de 20mV y duracidénde 4 s.Las corrientes maximas de
estas familias fueron graficadas en B, con diamantes para pHi 5.5, cuadrados para pHi6.5 ytridngulos para
pHi 7.5. Los niumeros a un lado de las graficas es el valor de ApH. Nétese como la voltaje dependencia
apertura del canal es determinada por este gradiente. Modificado de referencia 26.

1.2.3.3 Efecto de la dimerizacion. Como se mencioné arriba, en varias especies
(mayormente mamiferos) el canal se expresa en homodimeros, los cuales estan
unidos por la formacion de una estructura o-helicoidal enrollada formada por
los segmentos C-terminal de ambos mondémeros [12, 31]. En cambio, en
organismos unicelulares se ha descrito la falta de esta estructura y la accién del
canal en su forma monomérica. Al momento de estudiar ambas
conformaciones del canal Hvi, se desentrafiaron algunas diferencias [15,32]. Por
ejemplo, los canales monomeéricos se abren de 3-7 veces mas rapido que su

contraparte dimérica y su relacion Gu-V es 10-15mV mads positiva. Sin embargo
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1.2.3.4

la diferencia mds relevante se encuentra en la cinética de activacion, donde se
ha encontrado que en los dimeros la activacién de uno facilita 60 veces la
activacion del otro monémero, derivando en el hecho de que en ambos
mondémeros se encuentren activados o desactivados al mismo tiempo,
propiciando un estado de cooperatividad [33]. Una consecuencia de esa
organizacion es que el Hvi dimérico es dos veces mas dependiente de voltaje
que la forma monomérica. Ain no se sabe experimentalmentesi la presencia
de cooperatividad tiene alguna ventaja evolutiva, pero se sugiere que al ser mas
sensible al voltaje las células podran regular de manera mds exquisita su
actividad(s, 15, 34].

Inhibicion. Se ha descrito una sensibilidad limitada al cation divalente Zn2*
que se une competitivamente a los residuos de histidina His-104 y Hisi93 que

se encuentran en la region extracelular del canal y previenen la apertura del

Hw1 [35, 36] (Figura 9).

Figura 9. Esquema del mecanismo
propuesto para la inhibicién por Zn?*
en el canal Hyl deratdn. (A) se muestra
las relaciones del catién (rojo) por
lineas intermitentes a los residuos de
Histidina 189, histidina 136, glutamico
115 y Aspartatol19 en un sitio de

unién externo. (B) propuesta

estado activado del mismo canal.
[Referencia 2]. (C) efectos inhibitorios
del Zn?* en epitelio alveolar a
diferentes concentraciones (1puMy 10
KUM). Familias de corrientes realizadas

en voltaje clamp, pulsos

incrementos de 10mV. Modificado de

lyé6.
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1.2.4 Funciones Biologicas
La funcién del Hvi dentro de los tejidos es muy variaday especializada. Se ha

tratado de categorizar su funcién dentro de los organismos dentro de 4 érdenes

principales:

1.2.4.1 Regulacion del potencial de la membrana o compensacion de cargas. En
el fendmeno de estallido respiratorio en los fagocitos, la célula expulsa cargas
negativas en forma del anion superdxido producido por la NADPH oxidasa, lo
que podria cambiar el potencial de la membrana. Entonces la actividad del Hw1
expulsa dcido de la célulay compensa la carga. Esta funcién ha sido propuesta
para varios tipos celulares como neutréfilos, eosinofilos, monocitos,
macrofagos, osteoclastos, basofilos, microglia, espermatozoides, linfocitos,
células dendriticas y fibroblastos cardiacos [1, 17, 19, 28, 37-41]. También se ha
sugerido la funcion en el dinoflagelado Karlodinium veneficum donde el canal
produce el potencial deaccion de H+ que inicia las reacciones bioluminiscencia
como ya se comentd[30].

1.2.4.2 Regulacion del pH interno (pHi). Esta funcién es una acciéon conjunta a la
anterior y ocurre en todos los organismos donde se ha estudiado el Hvi, sin
embargo, tiene repercusiones directas en la capacitacion de los
espermatozoides, maduraciéon de ovocitos en anfibios, células mamarias
malignizadas, baséfilos durante la secrecion de histamina, neutrofilos y
eosinofilos durante la fagocitosisy en la calcificacion de cocolitéforos.

1.2.4.3 Regulacion de pH externo (pHe). Esta funcion es importante en la fisiologia
normal alveolar en seres humanos y en la fisiopatologia de la invasividad del
cancer mamario [18, 39].

1.2.4.4 Regulacion de gradiente osmotico. Se ha estudiado que éste fendémeno estd

envuelto en la actividad fisiologica de la microglia y en fagosomas [22, 42, 43].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se han terminado de comprender en su totalidad los mecanismos que
regulan la dependencia del ApH en el voltaje de activacion, los movimientos de
activacion de los VSD ni losinvolucrados con la selectividad a los protones, por lo que
debe de ser objeto de intenso estudio lasrelaciones que pueden tener estas funciones

con la estructura del canal que lleven al conocimiento integral de la proteina.

Por estas razones, parece necesario el empleo de diferentes metodologias para
tratar de comprender la estequiometria y estructura de los componentes moleculares
del canal. Uno de estos métodos es la espectroscopia de fluorescencia, que, gracias a
un fenomeno llamado trasferencia de energia de fluorescencia por resonancia (FRET,
por sus siglas en inglés), permite estimar la distancia entre dos moléculas
fluorescentes. Este proceso consiste en la transferencia de energia de una molécula
donadora a otra aceptora a través de un proceso no radiativo. El FRET es un proceso
que depende de la distancia y su eficiencia es proporcional al inverso de la sexta
potencia de la separacion entre las dos moléculas, el rango de distancias en las cuales
ocurre este fenomeno son tipicas de dimensiones de las moléculas bioldgicas,
permitiendo que el FRET sea utilizado como una “regla” molecular para estimar

distancias entre dominios proteinicos tanto intracelulares como membranales|44-

46].
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3. HIPOTESIS

Si una proteina fluorescente se fusiona al extremo C terminal del segmento S4
del canal Hwvi sin afectar su funcion, esta servira para detectar el movimiento
perpendicular al plano de la membrana de dicho segmento producido por voltajes
despolarizantes, mediante el intercambio de energia (FRET) con un aceptor colocado

en la membrana.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la existencia de cambios conformacionales medibles por
espectroscopia de fluorescencia en funcion de la activacion del canal Hwi a diferentes

voltajesy valores de pH.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Construir proteinas de fusiéon entre el canal Hwvi y proteinas
fluorescentes Venus y tagRFP.

. Determinar el movimiento relativo del segmento transmembranal S4
dependiente de la activacion del canal Hvi a partir del monitoreo de los cambios de la
eficiencia de FRET.

. Determinar el movimiento perpendicular con respecto de la membrana
de los dominios N- y C- terminales del canal Hwvi, relacionado con su activacion por
voltaje y a diferentes pH, midiendo cambios de la eficiencia de FRET.

. Determinar la anisotropia de las proteinas fluorescentes unidas en los
dominios terminales del canal Hv1 dependiendo el sitio de uni6n (N-terminal, C-

Terminal y A-C).

24



5. METODOLOGIA

5.1 Biologia Molecular. Se trabajo a partir de un canal de protones de la especie

humana (hHv1) unido por el extremo amino terminal a la proteina fluorescente
Venus [9, 47]. A partir de dicho vector, se amplificaron las secuencias del Hv1 y
Venus mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Figura 10).
Después, utilizando una técnica basada en la PCR (“PCR overlap”), se
construyeron las proteinas de fusion Hvi-Venus y HviAC-Venus (En esta
construccidon se uso un oligonucledtido que trunca al canal desde su aminoacido
221, eliminando el coiled-coil del canal original), insertando un linker de 4 glicinas
(GGGG) entre las dos proteinas asi como un sitio de restriccion diferente en cada
extremo (BamHI para el N-terminal y EcoRI en el C-terminal) para ser insertados

en el plasmido pMax a través de una subclonacion (Figura 11).

Figura 10. Esquema de la creacién de las construcciones de las proteinas de fusidn a partir de los vectores
donados al laboratorio usando la técnica “PCR overlap”. El primer proceso de PCR tendra como resultado la
secuencia del canal (ya sea Hyl o Hy1AC) [azul marino] junto al linker de 4 glicinas [verde claro] y el sitio de
restriccion BamHI [rojo], y la secuencia de la proteina venus [verde oscuro] rodeado de las secuencias del
linker de 4 glicinas y del sitio de restriccion EcoRl [azul claro]. En el segundo procesode PCR se combinan los
fragmentos obtenidos de la primera reaccionando con los oligonucleétidos que tienen la secuencia del sitio
BamHI unido a la secuencia del canal yla secuencia deVenus conel sitiode restriccion EcoRI. El resultado de

la segunda PCRes el fragmento que sesubclonaraal vector pMax, que contienela proteina Venus en la porcién
C-terminal del canal.
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Figura 11. Esquema de la subclonacidn dela construccion que tiene el canal (ya sea Hyl o Hy1AC) unidoal C-
terminal a la proteina fluorescente Venus. En un primer pasoserealiza una digestién con las enzimas BamHI
y EcoRlI al vector pMax y al producto de la “PCR overlap” anterior para crear fragmentos con terminaciones
adherentes que serdn unidos en una segunda reaccidn de ligacidén de secuencias para obtener el plasmido
Hv1/Hv1AC-Venus pMax que sera utilizado para la sintesis de RNA.

Figura 12.Esquema de la creacién dela proteina de fusidn quetiene el canal (ya sea Hyl o Hy1AC) unidoal C-
terminal a |a proteina fluorescente tagRFP. En un primer paso serealiza una PCR “overlap” para obtener la
secuencia del canal idnico [azul marino] y de la tag-RFP [naranja] de sus respectivos vectores unidos a las
secuencias de restricciéon BamHI [rojo] y EcoRI [azul claro]. En una segunda PCR, se combinan los productos
del primer paso junto con los oligonucleétidos BamHI- Hy1/Hv1AC y tagRFP-EcoRI para obtener la secuencia
de la proteina fluorescente unida al C-terminal del canal iénico conun linker de 4 glicinas [verdeclaro] quese
subclonard a pMax.
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Se obtuvo la proteina tagRFP del vector comercial pTagRFP-C (Evrogen) y se
fusiono con el canal Hvi y al Hy1AC usando de nueva cuenta el método PCR-overlap
(Figura 12), colocando los sitios de restriccion arriba mencionados con la misma
orientacion (BamHI en N-terminal y EcoRI en el C-terminal). En seguida se realizd la
digestion (enzimas de restriccion de New England Biolabs) y se subclon6 al vector

pMax (Figura 13).

Figura 13. Esquema de la subclonacidondela construccion que tiene el canal (ya sea Hyl o Hy1AC) unidoal C-
terminal a la proteina fluorescente tag-RFP. En un primer pasoserealiza una digestién con lasenzimas BamHI
y EcoRlI al vector pMax y al producto de la “PCR overlap” anterior para crear fragmentos con terminaciones
adherentes que serdn unidos en una segunda reaccién de ligacidn de secuencias para obtener el plasmido
Hv1/Hv1AC-tagRFP pMax que serd utilizado para la creacién de RNA.

Después de secuenciar el producto de las PCR, para asegurar la construccion
integra de las nuevas secuencias de las proteinas de fusion, se realizo la sintesis de
mRNA por transcripcion in vitro empleando RNA polimerasa (mMessage mMachine
T7/Ambion). Se purificaron los mRNA sintetizados con cloruro de litio y etanol,
resuspendiéndose en agua libre de DNAsas para su expresion en ovocitos de rana

Xenopus laevis, quedando una concentracién aproximada de 0.5 a 1 pg/pl.
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Tabla 1. Descripcion de las proteinas de fusién de los canales idnicos y las proteinas fluorescentes usadas en
este trabajo

Canal Hv1 unido a Venus por el C-

Hwi - Venus [ :
Terminal
Canal Hvi truncado en el aa 221unido
Hw1AC - Venus
— a Venus por el C-Terminal
Hvi - tagRFP - Canal- Hvi unido a tagRFP por el C-
Terminal
Hv1AC - tagRFP . Canal Hvi truncado en el aa 221unido

a tagRFP por el C-Terminal

5.2 Expresion en ovocitos de rana Xenopus laevis.
Los ovocitos de este modelo bioldgico se obtuvieron estandarizando el protocolo
descrito previamente en la literatura [48, 49]. A través de un procedimiento
quirurgico, en donde se realiza una incisiéon paramedial en la region inferior del
abdomen de un espécimen femenino previamente anestesiado con una solucion de
tricainaal 0.22% (pH=7 ajustado con NaOH), se adquieren varios segmentos de ovario
de la cavidad abdominal. La incision es reparada a primera intencién suturando el
musculo con catgut cromico (calibre 3-0) y la piel con sutura nylon (calibre 3-0). La
rana se recupera de la anestesia en un tanque con agua apartado previamente,
procurando mantener las fosas nasales por encima del nivel del agua hasta que la rana

haya dado datos de movimiento propio.

Los segmentos de ovario se separaron manualmente a fragmentos mas pequefios y
éstos se desfolicularon a través de un tratamiento con colagenasa tipo IA
(clostridiopeptidasa A/Sigma-Aldrich) a una concentracién de 1.2mg/ml en solucién
OR2; que se compone de (en mM): 82.5 NaCl, 2 KCl, 1 MgCl,, y 5 HEPES (ajustado a
pH 7.5 con NaOH); manteniéndose en agitacion en un tubo a 6o rpm. Luego de 30
minutos, la solucion es reemplazada con solucion OR2 sin colagenasa y se agitana las
mismas revoluciones durante 30 minutos mas. A continuacion se cambia la solucién
por otra llamada ND 96 que contiene (en mM): 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl,, iMgCl,, 5
HEPES, 2.5 piruvato, 20pg/mL gentamicina (pH 7.5 ajustado con NaOH) y se incuban
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los recién procesados ovocitos a 18 °C. Para incrementar la supervivencia de los
ovocitos, se suplement¢ la solucion descrita con 5% suero bovino fetal (Gibco) y 1%

penicilina/estreptomicina (Gibco).

Los ovocitos en estadios V y VI fueron elegidos para la inyeccion con mRNA de las
proteinas de fusidn. Seis horas después de su extraccion utilizando un microinyector
Nanostepper (Drummond Scientific) y pipetasde ~20 pm de didmetro de apertura, se
inyectaron los ovocitos seleccionados con 40-50nL. de mRNA. Ulteriormente, los
ovocitos se conservaron en una incubadora a 18 °C. Los experimentos fueron

realizados de 3 a 7 dias después de la inyeccion.

5.3 Electrofisiologia.
En este trabajo se analizd la funcion del canal mediante experimentosconocidos como
“Patch Clamp Fluorometry”. Con esta técnica, desarrollada a inicios de la década
pasada [50], se puede investigar cambios conformacionales en los canales idnicos a
través de observar cambios en la fluorescencia de diversas sondas que estan unidas a
ellos y son sensibles a cambios en su ambiente, a cambios conformacionales de su
estructura o de la estructura del canal al cudl estdn unidos. La unién de estos dos
recursos, la electrofisiologiay la fluorescencia, ha permitido un acercamiento al
estudio de la estructura de los canales ionicos; sus posibles estados
electrofisiologicamente velados (estados cerrado, inactivo y desensibilizado); y su
ambiente local junto con sus moduladores intracelulares. En esta seccion nos

centraremos al componente electrofisioldgico de dicha técnica.

El Patch-clamp o fijacion de voltaje en microdreas de membrana es un procedimiento
en el cual se registra la corriente que fluye a través de los canales idnicos que se
expresan en una membrana. Este método consiste en tomar pequefios fragmentos de
la membrana de una célula con pipetas de vidrio, sin penetrar a la misma, adhiriendo

la membrana a la pipeta con sellos de alta resistencia, de la magnitud de Gigaohms
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regularmente. De alli se desprenden las diferentes modalidades en las cuales se
pueden hacer los registros de corriente. La primera de ellas es cuando la célula se
acaba de adherir a la pipeta de vidrio. Esta configuracién recibe por nombre “cell-
attached” u “on-cell” y permite hacer registros con el medio interno de la célula
intacto. De alli pueden derivar las demdas modalidades. Si se realiza una ruptura a la
porcion de la membrana que se encuentra debajo de la salida de la pipeta sin romper
el sello se lograra tener acceso al citoplasma y poder activar la totalidad de canalesen
la célula de estudio. Esta configuracion se le conoce como “whole-cell”. Si, en vez de
romper la membrana que se encuentra debajo de la salida de la pipeta, se separa con
un movimiento rapido de la célula manteniendo la integridad del sello, se logra la
modalidad “inside-out”, donde la porcién intracelular de la membrana se expone al
bafio del experimento. Esto permite tener control sobre el ambiente en donde se
desarrolla el parche, como la adhesion de un ligando intracelular o la concentracion
intracelular del ion permeante. Si, después de lograr la configuracion “whole-cell”, se
retiralentamente la pipeta, permitiendo que actienlaspropiedadesde los fosfolipidos

que conforman la membrana, los residuos que quedan en la pipeta se unen formando

Figura 14. Representacion de las diferentes configuraciones de la técnica de Patch-clamp. En amarillo se
representa la membrana celular, en rojo el canal iénicoy en azul la pipeta. La descripcién de la técnica se
encuentra en el texto.
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un sello donde la porcién externa de la membrana queda expuesta al bafio del
experimento. Dicha modalidad tiene por nombre “outside-out” y es util cuando se
tiene la intencion de estudiar los efectos de ligandos externos con la activaciony la

corriente del canal (Figura 14).

5.4 Adquisicion de Datos.
Para las mediciones de corriente de H* en la membrana de los ovocitos se usé la
técnica de Patch-clamp en la modalidad “inside-out”, que se obtuvo realizando un giga
sello, usando pipetas de vidrio de borosilicato (Warner Instruments) cuyas puntas se
pulieron con una microforja MF-830 (Narishige). La resistencia de las pipetas en la
solucion de registro fue entre 0.6 y 1.5 M. Los experimentos se realizaron a
temperatura ambiente del laboratorio, entre 21y 23 °C. Las soluciones de registro en
los experimentos se resumen en la tabla 2. Como fue necesario realizar los registros a
diferentes concentraciones de hidrogeniones, se utilizaron diferentes buffers para
controlar el pH de las distintas soluciones: HEPES (pH 7) y MES (pH 5-6.5). Los
diferentes pH se ajustaron con N-metil-D-Glucamina (NMDG) o con HCl. En la
solucion de bafio se coloco ademds Dipicrylamida a 20 pM (DPA) que es un buen par
FRET para la proteina Venus y se calcul6 que podria serlo con la tagRFP. La elecciéon

de estas proteinas fluorescentes se tocara mas adelante.

Tabla 2. Descripcion y resumen de las soluciones usadas en este trabajo

1 mM EGTA 1mM EGTA 1mM EGTA
2 mM MgCl2 2 mM MgCl2 2 mM MgCl2
5 mM KCl 5 mM KCl 5 mM KCl

10 mM HEPES 10 mM HEPES 10 mM Buffer

130 mM Aspartato 150 mM Aspartato = MES
= HEPES

150 mM Aspartato
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Una vez obtenida la configuracion deseada, se mantiene el voltaje transmembranal y
se miden las corrientes en respuesta a los cambios del voltaje. Los experimentos se
llevaron a cabo a pH simétrico de 7 (ApH=0) para los parches que tenian Venus y con
pH 5 en el bafo y pH 7 en la pipeta para los parches con tag-RFP (ApH=2). Los
registros se realizaron a temperatura ambiente (22 - 25 °C). Las corrientes fueron
registradas usando un amplificador Axopatch 200b (Axon), las corrientes
macroscépicas se adquirierona 10 kHz y se filtraron a 5 kHz. Los datos se adquirieron
con el programa Pulse y Patch Master (HEKA Electronik GMBH). Las corrientes

obtenidas se analizaron con el programa Igor Pro (Wavemetrics Inc).

Se usd un protocolo con un potencial de mantenimiento a -gomV. Las corrientes
fueron activadas mediante familias de pulsos que consistian en un primer pulso de -
10oomV de duracidn de 1.2 s seguido de un segundo pulso variable que iba de -60 a
16omV (en aumentos de 2o0mV) de 1.2 s de duracidn, finalmente se regresaba al
potencial de mantenimiento durante 300 ms. Para los experimentos de los parches
con tag-RFP, el segundo pulso va de -100 a +120mV. Por la amplitud de los pulsos no
se aplico la substraccion de componentes de corriente lineales. Se consideraron para
al andlisis de corriente solamente los parches que superaran una corriente de 50pA en

el pulso prueba de 10omV (Figura 15).

120mV

0 mV

--100 mV

Figura 15. Esquema del protocolo utilizado en los parches con la proteina de fusion Hyl- Venus y Hv1-
tagRFP. La linea azul representa O0mV, los incrementos de voltajeen la familiade pulsos serepresenta en
lineas rojas continuas. Las lineas de color verde representan los momentos en que fueron tomadas las
fotos. La regidon en amarillo no seregistrd en las corrientes.
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El calculo de la conductancia (GH) se realizé conforme a la ecuacién de Ohm:

Iy
GH R S (Eq.)
Vtest - Vrev

Donde Viest es el pulso prueba, I son las corrientes de voltaje al pulso prueba,
Viev s el potencial de reversion que se obtuvo a través la ecuacion de Nernst para el
ion H*. Los datos obtenidosde la conductancia fueron ajustados siguiendo la ecuacion

de Boltzmann,

1
_Z(V—Vo.s)) (Eq=2)
kpgT

GH (V) - 1+exp(

Donde =z es la carga aparente asociada (en unidades de eo); GH es la
conductancia maxima; Vo5 es el voltaje medio de maxima activacion y ks es la

constante de Boltzmann y T es la temperatura en grados Kelvin.

5.4 Fluorescencia.

5.4.1 Bases teoricas de FRET
La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET por sus

siglas en inglés) es un fendmeno fisico en el cual una molécula fluorescente donadora
previamente excitada le concede energia a una molécula aceptora a través de un
proceso que no involucra fluorescencia (o no radiativo)[45, 51, 52]. La transferencia de
energia es el resultado de interacciones dipolo-dipolo entre la molécula donadoray la
aceptora. Para que este fendmeno pueda ocurrir es necesario que se cumplan ciertas
condiciones. La primera de todas ellas es que el espectro de emision del donador se
sobrelape con el espectro de absorcion del aceptor ya que la excitacion de este ultimo
se acopla con larelajacionno radiativa del primero permitiendo el traspaso de energia.
La segunda es la orientacion relativa entre los dipolos de transicion del donador y del
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aceptor. Entre mas perpendicular la alineacion, las oscilaciones de resonancia se
cancelan entre las moléculasy existe menos transferencia energética. La tercera recae
en el rendimiento cuantico del donador.Y la cuarta condicion es la distancia entre el
donadory el aceptor. Esta ultima es de suma importancia porque, como el fenémeno
depende de la distancia, se puede correlacionar la eficiencia de la transferencia de
energia obtenida de manera experimental y poder estimar de manera precisa la

distancia entre las dos moléculas, utilizando el FRET como una “regla molecular”.

La energia acarreada se emitird a través de la liberacion de un foton que tendra
la longitud de onda del espectro de emision del aceptor si dicha molécula es un
fluoréforo. Cabe mencionar que el fendmeno puede suceder sin la necesidad de que
la molécula aceptora puede sea un floréforo, entonces, el FRET se valorara midiendo
la intensidad de la fluorescencia relativa del donador, en ausencia y presencia del

aceptor.

La teoria que envuelve a este proceso de transferencia indica que la eficiencia
del mismo varia como el inverso de la sexta potencia de la distancia entre dos

moléculas:
1 (Eq.3)
E = EEG
e
R,

Donde r es la distancia que se encuentra entre el donadory el aceptor, R, es la
distancia en donde la eficiencia de la transferencia es del 50%, es decir, el 50% de las
moléculas donadoras ceden su energia a una molécula aceptora. La elevacion del
cociente de la distancia (r) entre R, a la sexta potencia se traduce a que un pequefio
cambio en la distancia, de la magnitud de Angstroms (A), resultara en un cambio
evidente en la eficiencia del FRET. El valor de R, deriva de las propiedades
espectroscdpicas de cada una de las moléculas involucradas (par donador-aceptor),
del medio donde se localiceny de lascaracteristicas de la forma en cémo se relacionan,

lo que se puede sintetizar en la siguiente ecuacién:
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R, = 0.211(,k2n~*Q,J (1)) /e (Eq.4)

Donde &2 es el factor que describe la orientacidn relativa entre los dipolos del
donador y el aceptor en el espacio, n es el indice refractario del medio, Qp representa
el rendimiento cuantico del donador en ausencia del aceptor y J(A) expresa el grado
de solapamiento entre el espectro de emision del donador y el espectro de absorcién

del aceptor.

El factor k* se determina por:
k2 = (14 3cos8)cosw (Eq.5)

Donde 6 es la posiciéon angular del aceptor en relacion con el vector del dipolo
de emision del donador y w es la orientacion de dipolo de absorcion del aceptor con
relacion al campo eléctrico del donador. Es importante sefialar que durante la
realizacidn de los experimentos de FRET, debido a que las moléculas donadoras como
aceptoras se orientan de manera aleatoria (ya sea en una solucién o unidos a cadenas
flexibles de una molécula bioldgica), se ignora los valores exactos tanto de 6 como w,
por lo tanto también el valor exacto de k. Para poder enfrentar este dilema se asumen
las orientaciones aleatorias mediante distribuciones de probabilidad. El valor
promedio de un angulo polar es de 1/3 y como ambos dngulos (6 y w) son

independientes el valor promedio de « se estima como 2/3 51, 53].

El sobrelapamiento de los espectros definido como J(A) es una integral que se

definen con la siguiente ecuacion:
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J() = f Fple,(D)A*dA

0

Donde Fp es la intensidad de fluorescencia del donador bajo el rango de A con
el total de la intensidad (drea bajo la curva) normalizada a la unidad y €4 es el

coeficiente de extincion molar del aceptor en A.

Si bien lo anteriormente expuesto eslo que se ha descrito para un par donador-
aceptor, debemos tener en cuenta que los experimentos realizados en este trabajo
involucran una configuracion mas compleja, en donde el donador cede su energia a
un nimero multiple de aceptores. La molécula que fungié como aceptor para ambas
proteinas fluorescentes (Venus y tagRFP) fue la Dipicrilamida (DPA)[54, 55]. Esta
molécula es hidrofobicay estd cargada negativamente, lo que le permite intercalarse

entre las moléculas que conforman la membrana lipidica y moverse por el espesor de

Figura 16. Caracteristicas de la molécula DPA. A. Estructura. B. Espectro de absorcién normalizado. C.
Esquema que representa el movimiento de la molécula a través del espesor de la membrana debido al
potencial eléctrico que afecta a la misma.En naranja las cabezas hidrofilicas delos fosfolipidos, en amarillo
la porcidn hidrofébica compuesta por los dcidos grasos y en rojo las moléculas de DPA
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la misma en respuesta de su potencial eléctrico. Ademads, a pesar de no contar con
fluorescencia, se ha utilizado como par FRET para una variada cantidad de floréforos
donadores debido a su espectro de absorcion que se localiza en la region azul del

espectro visible (Figura 16).

En el presente trabajo el uso del DPA involucra dos modalidades
experimentales que se detallaran masadelante y en las cuales se valora la distancia de
las proteinas fluorescentes con respecto a la membrana celular, por lo que se
procedera a describir el modelo para correlacionar las mediciones de la eficiencia de

FRET con la separacion de las proteinas fluorescentes de la membrana.

Retomando un modelo desarrollado anteriormente en el laboratorio[48], se
calculo la eficiencia de FRET estimando las distancias entre cada donador (una o dos
proteinas fluorescentes idénticas asumiendo que el canal Hv1 se expresa en dimerosy
el HnAC en monoémeros) y multiples moléculas de aceptor DPA colocadas
aleatoriamente dentro de la membrana. Para dicha estimacion se uso la siguiente

formula:

ng i_ Rg Zr.la 16 -i
Endna = Tl_ . nl] 1 (Eq.7)
i {1+R0 'ar_6‘

J

Donde ng es el nimero de donadores, nq es el nimero de aceptores, rjj es la
distancia que hay entre la j molécula de DPA yla i de Venus o tagRFP. Dicha distancia

se calcula a través de coordenadas tridimensionales:

Tij = \/(xi —x) +(i—y) +(zi—2) (Eq.8)
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Donde x, y y z son las coordenadas medidas en Angstroms del donador y el
aceptor.Como se conocen las coordenadas x;y yigracias a los experimentosrealizados
por el Dr. Victor De la Rosa Jiménez [56], se puede realizar una simulacion mediante
la cual se varian los valores de la coordenada z; hasta que el resultado de la ecuacion
sea cercano al valordel apagamiento dela emisiénde las moléculasdonadoras, tagRFP
y Venus, en los experimentos. Dicha simulacion corre hasta valuar el nimero de
moléculas de DPA que, de acuerdo con la concentracion experimental (20pl), se fijé

en 1400 (Figura 17).

Figura 17. Modelo de |Ila
construcciéon  Hyl-Venus que
describe la localizacién espacial de
las proteinas fluorescentes venus
(esferas verdes) y las moléculasde
DPA distribuidas en la bicapa
lipidica. Se muestra la distancia de
separacion  entre los dos

fluoréforos obtenida en la
literatura. Modificado de 45

5.4.2 Obtencion de Datos
La variacion de fluorescencia debido a FRET se mididé utilizando un

microscopio de epifluorescencia (Nikon TE-2000U) que utiliza un Laser Ar-lon
(Spectra-Physics); el laser estda acoplado al puerto de iluminacion del microscopio
mediante un riel de componentes 6pticos disenado y fabricado en nuestro laboratorio:
lente bola 3mm, filtrosde densidad neutra (nd), lente colimadorde 5omm de distancia

focal y un lente de 3oomm que enfoca al haz de luz al objetivo. En los experimentos
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realizados con HviAC el laser estuvo acoplado una fibra 6ptica monomodal que le

concedia la luz al sistema 6ptico (Figura 18).

Figura 18. Esquema de |la
configuracion de los equipos
utilizados en la obtencién de
fluorescencia durante los
experimentos. La linea punteada
indica el cubo del microscopio en
donde se colocan el espejo dicroico
y los filtros de emisiony excitacion
para elegir las longitudes de onda

de interés. EMCCD: camara.
Modificada de 53

El laser cuenta con tres lineasde luz principales: 458nm, 488nmy 514nm. Se utilizaron
las ultimas dos como fuente de excitacion, 488nm para Venus y 514nm para tagRFP.
Para la eleccion de cada una de estas lineas se utilizo una combinacién especifica de
un filtro de excitacion, un espejo dicroico y un filtro de emisidn que se resumen en la

tabla 3.

Tabla 3. Arreglos de lineas de luz, filtros de excitacion y emision junto con el espejo dicroico que se usaron
para cada proteina fluorescente.

Proteina Linea Filtro de Espejo Filtro de
Fluorescente excitacion dicroico emision

488 488 /10x z488rdc HQs35/22bp
tagRFP 514 514/10X z5141rdc HQs530lp

El tiempo de exposicion de la muestra al laser fue controlado por un obturador
Uniblitz VMM-D1 (Vincent Associates) colocado a la salida del lasery controlado por

el software Micromanager (versidn1.4). Las muestras se observaron en el microscopio
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de epifluorescencia con un objetivo de inmersion Nikon x60, con una apertura
numérica de 1.4. El microscopio se acoplo aun espectrografo de gradilla Spectra Pro
21501 (Acton Instruments) que se controlo a través de su propio software. La luz era
captada mediante una cdmara CCD (Luca, Andor o iXon Ultra, Andor) controlada por
Micromanager. Las imagenes de las fluorescencias obtenidas en los experimentos se

analizaron con los programas Image J [57] e Igor Pro (Wavemetrics)

5.4.3 Eleccion de las proteinas fluorescentes.
Se calculo el Ry de diferentes proteinas fluorescentes con relacion al espectro de

absorcion del DPA, con ayuda de la base de datos sobre dichas proteinas que se
encuentra en el portal electronico de la Universidad de California en San Francisco [58]
y verificando la informacion con espectros realizados en nuestro laboratorio. Se eligio
inicialmente a la proteina Venus que se encontraba previamente en el vector donado.
Esta proteina tiene un Ro de 37 A en relacion al DPA. A pesar de ser un buen par FRET
con la molécula aceptora, el fluoréforo de Venus posee un pKa de 5.6, lo que motiva a
que existan posibles fenomenos de cambios de fluorescencia dependientes a la

modificacién del pH local causado por el transporte de protones a alta velocidad al

Figura 19. Espectros de emisidn de las proteinas venus y tagRFP superpuestos al espectro de absorcidn del
DPA. En cada espectro de emisidn se colocé el rendimiento cuantico (¢pp) y el Ro calculado con el DPA.
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abrirse el canal idnico. Estos fendmenos dificultan estimar si la perturbacion de la
fluorescencia sea unicamente por FRET, provocando que los experimentos con Venus
se realicen a un pH neutro ya que a este pH el fluoréforo se encuentra al 9o% de su
maxima emision con respecto a la intensidad de excitacion y a la respuesta del

fluoroforo al pH.

Buscando una proteina que tuviera un pKa mas acido en el fluoréforo, para evitar la
presencia de los fenomenos relacionados con el pH mencionados previamente, y que
ademas tuviera un Ro en relacion al DPA menor, permitiendo una mejor precepcion
del movimiento del S4 del canal ya que aumentaria la sensibilidad del FRET, se
encontrd con la proteina fluorescente roja tagRFP que tiene un pKa reportado de 3.8
y un rendimiento cudntico de 0.48 [59]. Ademads, presenta un pico maximo de
excitacion en los 555nm y un pico maximo de emision en 584nm. Al calcular el Ro en

relacion la molécula de DPA, se obtuvo un valor de 28 A (Figura 19).

5.5 Patch-Clamp Fluorometry

Para la determinacion del movimiento perpendicular del S4 del canal Hviy
HviAC se realizé la técnica Patch-Clamp Fluorometry. En este apartado se describira

la parte de fluorescencia de este método experimental.

Al momento de realizar los experimentos, se retir6 mecdnicamente la
membrana vitelina al ovocito y se mantuvo dentro de la solucién de bafio con DPA
(20uM) durante 3 a 5 minutos antes de realizar el parche para que la molécula
aceptora se internalice en la membrana celular. Las imagenes de los parches fueron
concebidas durante el primery el segundo pulso de la familia de pulsos anteriormente
descrita, con una exposicion de 300 ms, filtro nd 20, ganancia 100, BIN 1, temperatura
del chip de la cdmara -120 (grados C). El andlisis de las imdgenes se realizé en los
parches que cumplieron con las caracteristicas de corriente anteriormente descritas.
Con respecto a la fluorescencia, s6lo se consideraron los parches que contenian
vacuolasy proteinas citosolicas en menos del 50 % de la imagen obtenida del parche,
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esto con motivo de valorar con mayor precision la membrana. Se evalué la
fluorescencia de un “Region of Interest” (ROI) que contenia la region superior del
parche, al cual se le rest6 la fluorescencia basal de la imagen para conseguir la

fluorescencia absoluta (Figura 20).

Figura 20.Representacion de la evaluacidn delos parches obtenidos con la técnica Patch-clamp Fluorometry. A
Parcheen campo claro.B. Mismo parchebajola estimulaciondel laserycon el voltajefijoa -100mV. Notese la
fluorescencia de las vacuolas queno forman parte del parche, resaltando la importancia devalorar solamente
la membrana. C. Serepresenta el ROl especifico para ese parcheen orden de captar sufluorescencia.D. mismo
parche siendo excitado por el laser pero con el voltaje fijo a omV. Se nota cualitativamente la disminucion de
fluorescencia del parche. Barra, 10uM

Para la estimacidn de la reduccion de la fluorescencia (apagamiento) debido al
FRET provocado el movimiento del DPA dentro de lamembranay del S4, se normalizé

la fluorescencia de los parches medidos mediante la siguiente ecuacion:

Fytest—F—100mVtest AF

Apagamlentorelativo = (Eq.9)

Fytestmax—F-100mvtest AFmax
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Donde Fviest es la fluorescencia del pulso prueba, F.ioomveest es la fluorescencia al
pulso de -1oomV del respectivo al pulso prueba y Fvtesemdxes la fluorescencia del pulso
del maximo voltaje alcanzado por el parche. Esta ecuacidn permite estandarizar la
proporcion de apagamiento de cada parche ya que los rangos de tamafio y expresion
de los parches son tan amplios que no se pueden comparar uno con otro sin

normalizacion.

Los datos obtenidos de la fluorescencia relativa fueron ajustados a dos
ecuaciones de Boltzmann. La primera describe la dependencia del voltaje en el
movimiento intramembranal del DPA como se ha obtenido experimentalmente enlos
trabajos previos del Dr. Victor De la Rosa, mientras la segunda describiria el

movimiento del VSD si es que este es notable:

_ Fppa Fysp

Anorm - — T —
1+ exp (_ Zppa (Vk ﬁOmV)) 1+ exp (_ Zy+ (Vk ?o.svsn))
B B

(Eq.10)

Donde Anorm es el apagamiento normalizado, zppaes la carga del DPA y zu*es

la carga de un proton.

5.6 Membrane Sheets o sabanas de membrana
Para calcular el valor de la distancia entre la proteina fluorescente unida al

canal i6nico y la membrana en condiciones de reposo, estimar el pKa de la proteinas
fluorescentes, asi como para valorar la expresion y el espectro de emisidon de la
proteina de fusion en nuestro modelo bioldgico, se aplico una técnica llamada
“Membrane sheets” o sabanas de membrana [60]. En éste método, después de que la
membrana vitelina del ovocito esremovida, se coloca a la célula en una camara cuyo
fondo es un cubreobjetos que se ha tratado previamente con poli-D-lisina (Sigma-
Aldrich). Las cargas positivas de esta sustancia mejoraran la adherencia de la

membrana al vidrio al atraer electroestaticamente las cargas negativas de la bicapa
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lipidica. Se dejo reposar al ovocito en la cdmara un rango aproximado de 30 a 60
minutos. Luego se separé al ovocito del cubreobjetos mecanicamente. Este
procedimiento permitio que una parte de la membrana del ovocito quedara adherida
al fondo de la cAmara. Gentilmente, la membrana eslavada con una solucion de NaCl

a 0.5 M para remover contenido intracelular de la sdbana (Figura 21).

Figura 21.Esquema del procedimiento técnico de creacion desabanas demembrana. A. Se coloca el ovocito sin
membrana vitelina sobre un cubreobjetos tratado previamente con poli-D-lisina. B. La traccién de hace
suavemente y con un movimiento rdpido hacia una direccidn usando una pipeta Pasteur.C. Se lava gentilmente
un par de ocasiones antes de comenzar el experimento para asegurar el retiro de material citoplasmatico y
vacuolar.

Para los experimentos de distancia entre la membrana y el fluoréforo, en
primera instancia a cada sabana se le tomo una imagen con solucion NDg6 (pH 7.0) y
después se aplicd un protocolo de captacion de imagenes en donde se tomaba una
imagen de la fluorescencia de la sidbana cada 5 segundos durante 5 minutos (60
imagenes). La configuracidn de la cdmara para los canalesionicos unidos a Venus fue:
exposicidn 3ooms, ganancia 100-500, filtro nd 30 BIN 1 y temperatura -120. Para los
experimentos con tagRFP la configuraciéon de captacion de imagenes consistid en:
exposicidn 300, ganancia 200-300, filtrond 10, BIN 1y temperatura -120. Este protocolo
permitio estimar el grado de fotoblanqueo por la estimulacion del laser hacia el

fluoréforo.
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En otros experimentos con la misma configuracidn inicial, después de obtener
la imagen con la solucién Ndg6, se cambia la solucion de bafio por una que contiene
DPA a la misma concentracion que los experimentos con Patch-clamp Fluorometry
(20uM) aun pH de 7. Se toma una imagende la fluorescencia inmediatamente después
de la colocaciénde lanueva solucion y, aproximadamente un minuto después, se corre
el protocolo de 60 captaciones de imagenes de fluorescencia cada 5 segundos durante
5 minutos, con las mismas configuraciones en la cdmara especificas para cada proteina
fluorescente. Esta metodologia pretende evaluar el apagamiento del donador debido

a FRET entre las proteinas fluorescentesy el DPA.

En ambas series de experimentos anteriormente descritos a las imagenes
recolectadas se lesanaliz6 la fluorescencia de un drea determinada por un ROI de 169
pixeles. A la fluorescencia media del area se le sustrajo la fluorescencia basal de la

imagen y se normalizaron con el valor maximo.

Para poder determinar el pKa de las proteinas fluorescentes utilizadas en este
trabajo, se realizaron otra serie de experimentos en los cuales, a partir de la
configuracion inicial, se remplazé el pH del bafio de manera gradual desde un pH
basico hasta uno acido mientras se tomaban imdagenes de la fluorescencia emitida por
la sdbana de membrana en cada cambio de solucion. En los experimentos con Venus
se usaron los siguientes pH: 8.0, 7.5, 7.0,6.5, 6.0, 5.5, 5.0, 4.0 y 3.0. En los experimentos
con tagRFP se usaron pH de 7.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5 (Figura 22). La constitucion
de las soluciones usadas es idéntica para los experimentos descritos anteriormente
(véase en la seccidn de Electrofisiologia), sin embargo la titulacién a diferentes pH fue
mas amplia. En busca de poder controlar la concentraciéon de hidrogeniones se
utilizaron distintos buffers: Citrato de sodio para magnitudes de pH 2.5a 5, MES para

5.5 a 6.5 y HEPES de pH 7 en adelante.
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Se analiz6 la fluorescencia media de un ROI de 169 pixeles (13 x 13 pix.) a los
cuales se les resto la fluorescencia de fondo (background) de un ROI con la misma
area. Después la fluorescencia se normaliz6 al pH mas basico y los datos obtenidos se

les ajusto la siguiente ecuacion:
(1 - Fo )
1 + 10PKa—pH)

Donde F;, es la fluorescencia residual a pH mas bajo y pKa es el pH en el cual

F=F+

F=0+F)/2.

Figura 22. Representacion de los experimentos de sdbanas de
membrana que expresan Hyl-tagRFP en donde secambia el pHde las
soluciones en busqueda del pKa dela proteina fluorescente. A. campo
claro de la membrana unida al cubreobjetos. B — G. Fotos de la
fluorescencia de la membrana siendo excitada por el laser a
diferentes pH. Cada imagen muestra el pH a la que fue sometida.
Barra, 20uM.
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La toma de espectros se realizo captando la luz emitida por la sdbana de
membrana a través de una rendija del espectrografo que permite el paso de una
pequena parte de la luz hacia la gradilla de difraccion dentro del mismo. La luz es
descompuesta por la gradilla y redirigida hacia la camara. En la imagen obtenida, el
eje de las ordenadas representa la posicion espacial de la muestra en la rendija
mientras que el eje de las abscisas representa la longitud de onda del espectro de
emision. Dicho espectro se obtiene midiendo la intensidad en una linea horizontal en

la imagen o “line scan” (Figura 23).
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Figura 23. Representacion del método de la recoleccion de espectros de la proteina Hyl-tagRFP. A. Sdbana de
membrana en campo claro. B. Fluorescencia de la misma sabana excitada con la linea de 514nm. Se representa el
tamafo de la rendija con lineas punteadas rojas. C. Fluorescencia de la sdbana que resulta de la limitacién de la
rendija.Esta luzse descompone en una imagen espectral mostrada en D. También en D se muestra entre dos lineas
punteadas azules, el ROl o “line scan” de donde se obtiene el espectro de emisidon de la proteina fluorescente,
mostrada en E.
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6. RESULTADOS

6.1 Expresion y evaluacion de proteinas fluorescentes tagRFP

Para este trabajo se utilizaron los resultados previamente obtenidos en el
laboratorio sobre la expresion de la proteina fluorescente Venus, sin embargo no se
habia trabajado anteriormente con la proteina tagRFP unida a algun canal, razén por
la cual fue importante caracterizar primero su nivel de expresién y verificar

experimentalmente el pKa de su fluoréforo.

Se consiguieron 6 sibanas de membrana de ovocitos con la construccion Hvi-tagRFP
dentro del vector pMax a las que se les midio el espectro de emision. Se obtuvo un
rango de 13700-22100 cuentas de gris (unidades arbitrarias) de intensidad
fluorescencia expresado por los parches. Al normalizar los datos de los 6 espectros y
promediarlos, se produjo un espectro que tiene un pico maximo de emisién en la
longitud de onda de 584.1 nm. Después se compard cualitativamente la morfologia de
su espectro en comparacion con el registrado por Evrogen [61], notando una amplia
identidad, lo que permitié suponer que el modelo bioldgico pudo expresar

correctamente la proteina fluorescente (Figura 24).

En lo que respecta a la determinacion del pKa, se pudieron estimar 6 sabanas de
membrana de ovocitos con la misma construccion. Al momento de ajustar a los datos
de fluorescencia la curva de protonacion se encontré un pKa de 3.82 + 0.03 que es
idéntico al 3.8 reportado en la literatura. En la curva descrita, se observa que llega a
un 94% de la fluorescencia maxima a un pH de 5, permaneciendo casi recto hasta el
pH mas basico que se valor6 (7.5), lo que indica que puede con esta proteina
fluorescente se puede cambiar el pH por 2 6rdenes de magnitud sin que afecte
significativamente a la fluorescencia, permitiendo que se puedan realizar varias
configuraciones de experimentos en donde se varie el pH de 5 a7 sin que se presente
el fenomenos de protonacidn anteriormente descritos que afectan a la fluorescencia
(Figura 25).

49



1.0 7

0.8 —

0.6 —

0.4 —

Flourescencia Normalizada

0.2 —

0.0 —

I I I I
450 500 550 600 650 700
Figura 24.Comparacion de espectros de emision de tagRFP. En naranja se muestra el espectro reportado por

Evrogen (referencia 59) y en rojo el espectro obtenido de manera experimental. Esta comparacién nos
permite asegurar que las membranas de los ovocitos expresan la proteina fluorescente correcta.
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Figura 25. Comparacionde las curvas de protonacion (azul) de las proteinas fluorescentes Venus y tagRFP. Los
datos de venus (circulos verdes) tienen un pKa=5.73 + 0.05, a comparacién de los datos de tagRFP (cuadros
rojos) que tienen un pKa= 3.8 £ 0.03. La estabilidad enla fluorescencia detagRFP desde el pH 5 en adelantenos
permitio elegirla para hacer los experimentos con el canal iénico de protones.
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6.2 Medicion de la distancia entre la membrana y las proteinas
fluorescentes
Habiendo obtenido los datos que comprobaran las caracteristicas fluorescentes de

Venus y tagRFP, se pudo realizar los experimentos que permitieron estimar si existia
transferencia de energia por FRET entre éstas y el DPA, en condiciones donde
estuviera abolido el potencial de membrana, permitiendo estimar a su vez la distancia

entre el fluordforo y la bicapa lipidica.

Se midié en primera instancia la proporcion de fotoblanqueo producido por la
exposicién de la muestra a la captura de imagenes. Para ello se analizaron una
cantidad de 3 sdbanas de membrana para la proteina Venus y 5 sabanas para tagRFP.
Se debe tener en cuenta que los respectivos experimentos para cada proteina
fluorescente se realizaron con las mismas configuraciones en la cdmaray enlos filtros
de densidad neutra (nd) para asegurar que las sabanas estuvieron expuestas el mismo
tiempo y a la misma intensidad del laser. Para la proteina Venus las fotografias se
tomaron con una exposicion de 3ooms y un filtro nd de 30. A su vez, las imagenes de

tagRFP se adquirieron con una exposicion de 300 msy un filtro nd 10.

Los datos de los parches fueron normalizadosy se les calculd el error estandar. Luego,
se ajusté una exponencial (yo + AC™Tau™®) para poder calcular la tendencia del
fotoblanqueo. Para Venus, con el protocolo de 60 fotos en 5 minutos, el valor de la
exponencial fue: yo = 0.87 + 0.00, A= 0.13 + 0.01, Tau (7) = 45.08s + 7.49. Al final del
protocolo la muestra present6 una fluorescencia de 0.86 + 0.03 es decir, tuvo un 14%
de fotoblanqueo (Figura 26). En lo que respecta a tagRFP el valor de su fluorescencia
se redujo a una tendencia de yo = 0.57 + 0.05, A= 0.42 + 0.04, T =1644.53s = 392.39. Al
final del experimento la intensidad de fluorescencia fue de 0.88 + 0.01, 0 sea, tuvo un

12% de fotoblanqueo (Figura 27).
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Figura 26. Fotoblanqueo estimado de la construccién HV1-Venus. La tendencia del apagamiento es yO =0.86 +
0.001, A=0.13 £0.01, Tau = 45.08s + 7.49. Al final del protocolo la fluorescencia se redujo un 10%.
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Figura 27.Fotoblanqueo estimado de la construccién HV1-tagRFP. La tendencia del apagamiento es y0 =0.57
0.05, A=0.42 £ 0.05 1=1644.53s +392.39. Al final del protocolo la fluorescencia se redujo un 12%
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Después de haber obtenido las tendencias de fotoblanqueo del que es
responsable el protocolo de captacion de imdgenes, se procedié a obtener el
apagamiento de la proteina fluorescente causado por la transferencia de energia hacia
el DPA. A los datos obtenidos de las sabanas de membrana a las cuales se agregoé DPA,
se les sustrajo la exponencial descrita del fotoblanqueo de experimentos anteriores
para poseer unicamente la reduccion de fluorescencia debida a FRET. A éste
apagamiento corregido a su vez, se le ajustd una exponencial para conocer el nivel de

fluorescencia alcanzado después de agregar el DPA.

Se consiguieron realizar 3 “membrane sheets” para los experimentos con la proteina
de fusién Hvi-Venus. Se ajusté una doble exponencial a la fluorescencia y se
obtuvieron los siguientes datos: yo=0.43 + 0.07, A1=0.32 + 0.04, TI= 424.19S + 0.33,

A2=0.00 * 1.34, 12=2.02S * 46.94. La exponencial alcanza un valor constante de 0.57,
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Figura 28. Eficiencia de FRET entre Venus y la membrana en reposo con la construccién Hyl-Venus. Se tomd
una imagen de la fluorescencia dela membrana previa a la colocacion del DPA (primer punto). Se adquirid
una imagen inmediatamente después de colocar el DPA (segundo punto) y un minuto después se corrié e
protocolo de captacién de imdagenes. A los datos se les sustrajo el fotoblanqueo (linea azul). Al final se

obtuvieron los datos a los cualesseles ajustd una exponencial quearrojé un apagamiento neto debido a una
Eficiencia de FRET del 43%.
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entonces, la fluorescencia decae a 0.57 al colocar DPA en la solucion de bafio, o sea,
hay una eficiencia de FRET del 43% (Figura 28). Estos resultados concuerdan con un
trabajo previo, la proteina venus fusionada a un canal Hw1 tiene un apagamiento,

eficiencia aparente, cercana al 40%.

De acuerdo con este estudio previo en nuestro laboratorio[56], una eficiencia del 40%
se relacionaba, con la simulacion previamente senalada, con una distancia de 8.5nm

u 85A. Por lo que pensamos que en nuestro experimento presenta la misma distancia.

En los experimentos para la construcciéon Hvi-tagRFP, se analizd la fluorescencia de 7
sabanas de membrana. A estos datos de fluorescencia, después de haberles sustraido
el fotoblanqueo, se les ajustd una exponencial que arrojo los siguientes datos: yo= 0.89

+ 0.001, A= 0.08 + 0.003, 7= 59.135 + 934.57. De estos datos se puede estimar que la
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Figura 29. Eficiencia de FRET entre tagRFP y la membrana en reposo con la construccion Hyl-TagRFP. Se
aplico el mismo protocolo descrito en el texto y a los datos se les sustrajo el fotoblanqueo (linea azul). Al

final se obtuvieron los datos a los cuales se les ajusté una exponencial que arrojé un apagamiento neto
debido a una Eficiencia de FRET del 12%.
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fluorescencia se ha reducido a un 0.88 al colocar DPA en la solucion, lo que se deriva
en un 12% de eficiencia de FRET (Figura 29). Es una eficiencia menor que con Venus,
esto puede ser explicado graciasa que la Ro que se obtiene de la relacion tagRFP-DPA

es alrededorde 1.1 nm menor a la obtenida con larelacion de espectros de Venus-DPA.

Se analizaron tambiénla fluorescencia de 4 sibanas de membrana con la construccién
HviAC-tagRFP. Después de procesar las imdagenes como en las anteriores
construcciones, se adquirieron los siguientes resultados de la exponencial ajustada a
la disminucién de fluorescencia: yo= 0.69 + 0.00, A= 0.05 + 0.007, T= 5.56s *+ 65.35. A
partir de estos datos se observa que la fluorescencia disminuye a 0.69 al colocar DPA
en la solucién de bario, resultando en una eficiencia de transferencia de 31% (Figura

30). La transferencia de energia es masalta que en la construccién Hwvi-tagRFP debido

07 O
0.8
3 T e L
2 LA T T T T T LT
E 0.6
(]
P-4
o
v)
]
g 0.4
v
o
=
L.
0.2
0.0 —

I I I I I I I I
o 50 100 150 200 250 300 350
Tiemno (<)
Figura 30.Eficiencia de FRET entre tagRFP y la membrana en reposo conla construccion Hy1-TagRFP.Se aplico
el mismo protocolo descrito en el texto y a los datos se les sustrajo el fotoblanqueo (linea azul). Al final se
obtuvieron los datos a los cuales seles ajusté una exponencial que arrojé un apagamiento neto debido a una
Eficiencia de FRET del 12%.

A =0.050853 + 0.00771
invTau =0.17981 + 0.0153
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a que al retirar el coiled-coil, de unos 6.5nm de longitud, la proteina fluorescente

queda mas proxima a la membrana y por ende al DPA embebido en ella.

6.3 Medicion del movimiento del S4 del canal Hy1AC-Venus

Habiendo estimado cuanto se reduce la fluorescencia graciasa la exposicion de
la membrana, que expresa las construcciones del canal idnico con las proteinas
fluorescentes, al DPA, y pudiendo estimar la distancia que se encuentra entre el
fluordforo de dichas proteinasy la bicapa lipidica, se tratd de estimar el movimiento

del S4 dado a la activacion del canal a través de la técnica Patch-clamp Fluorometry.

6.3.1 Construccion Hn1AC-Venus

6.3.1.1 Electrofisiologia de los canales idonicos
Se lograron un namero de 10 parches con el canal HviAC-Venus que cumplian

con las caracteristicas requeridas (corrientes mayores a 50pA a pulso de 10omV vy
membranas con una limpieza de proteinasy vacuolas de mas del 50%). Las soluciones
de bano y de la pipeta (intracelulary extracelular, respectivamente) se titularon a
pH=7 (ApH =0). Las corrientes se encontraron en un rango de 62 a 200pA (Figura 31)

debido a la variabilidad de los tamanos y nivel de expresion de los parches.

Dado que el ApH =o, el potencial de reversion tiene el mismo valor (Viev=0).
Ademads, gracias a que Vie=0, la Vi se encontraba desplazado hacia potenciales
positivos, resultando en que las corrientes comiencen a apreciarse desde el pulso de
4omV. Se calculé la conductancia (G) por medio de la ecuacion de Ohm, después se
normalizaron los datos para que pudieran compararse unos con otros. Si se observan
con detenimiento los resultados del cdlculo de la conductancia, se encuentra que los
voltajes mas cercanos al potencial de equilibro no se ajustan bien a la curva de la
conductancia. Esto se debe a que entre mas pequeiia es la corriente, mas inexacta es

la estimacion de la conductancia por parte de la ecuacion. A pesar de este detalle, si
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las corrientes tienen suficiente amplitud, la ley de Ohm permite que el ajuste con la
ecuacion de Boltzmann arroje datos adecuados sobre la Vos. En el caso de esta
construccion se observo que la Vo sde activaciondel canal HviAC fue de 55.6 mV +7.14
(Figura 32), con el transporte de una carga elemental e, de 1.2 + 0.4 para poder abrir

el canal.
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Figura 31. Familia de corrientes de la construccion Hy1AC-Venus. Los experimentos se realizaron
ApH=0.

6.3.1.2 Apagamiento de fluorescencia por el movimiento de S4
En cuanto al andlisis de la disminucion de fluorescencia, se normalizo la

fluorescencia siguiendo los calculos de la ecuacion propuesta en este trabajo. Después
se les ajusté una suma de dos Boltzmann donde se divide el apagamiento en dos
fendmenos: de uno es responsable el DPA desplazandose a través de la membrana
celular, y de otro es responsable el movimiento del S4 del canal Hvi. El movimiento
del DPA se fijo a una Vo5 = -30mV que es un voltaje que se obtuvo en experimentos

previos en el laboratorio.
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Figura 32. Conductancia de la construccién Hy1AC-Venus. Al ajustar los datos se obtuvo una Vos de
55.64mV + 7.14y seestimd e0 en 1.26 +0.4. Notese que la conductancia es inexacta cuando secalculz
cerca del potencial de reversion (OmV).
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Al ajustar los datos, se encontr6 un aumento en la proporcion del apagamiento
relativo que no se explica por el movimiento del DPA estimado por la suma de las dos
Boltzmann a partir de 55mV. Este aumento en el apagamiento relativo tiene una Vo 5
=95.4 mV +2.12 y una carga aparente (z) de 0.98 + 0.08. El coeficiente de apagamiento
relativo de este segundo componente tuvo un valor de 0.43 o 43% de todo el
apagamiento de la fluorescencia, lo que podria indicar que probablemente el
movimiento del S4 del HwiAC tuvo un desplazamiento significativo hacia la
membrana al momento de activarse (Figura 33). El punto donde inicia este segundo
apagamiento, segun la curva ajustada, es un valor muy cercano a la Vo.5 que se obtuvo
de la conductancia de la construccién. Posiblemente el movimiento pueda ser
registrado hasta que haya sobrepasado el voltaje en donde el canal de la construccion

se activa.
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Figura 33. Grdafica de Apagamiento relativo vs Voltaje. Se muestran los datos de fluorescencia de los
parches en cada pulso (marcas redondas verdes) junto con el ajustede Boltzmann obtenido de esos datos
(linea azul). También se representa una simulacién de los datos siguiendo el mismo ajuste si se hubieran
obtenido desde -150 (linea roja interrumpida), y los dos componentes del ajuste por separado: €
movimiento relativo al DPA(linea violeta) y del VSD del Hy1AC (linea continua verde) con una Vi de 30 mV
y de 95.39 +2.12 respectivamente.

6.3.2 Construccion Hvi-Venus

6.3.2.1 Electrofisiologia de los canales idonicos
En lo que respecta ala construccion con Hvi-Venus, se lograron un numero de

6 parches que cumplian con las caracteristicas para ser analizados mencionadas
previamente. Las soluciones de bafio y de la pipeta (intracelular y extracelular,
respectivamente) se titularona pH=7 (ApH =0). Las corrientesmaximasde las familias
se encontraron en un rango de 130 a 230 pA. De igual manera que el experimento
anterior, el potencial de reversion es igual a cero por lo que el Vi se encontraba
también en potenciales positivos, observandose una elevacién en la corriente desde el

pulso de 4omV (Figura 34). Asi mismo, la estimacion de la conductancia presentd
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problemas para calcularse en los pulsos donde las corrientes fueron muy pequenias y
alrededor del potencial de reversion (omV). El ajuste por la ecuacidon de Boltzmann
arrojo una Vosdel canal de 49.21mV + 9.69 y el transporte de una carga elemental e,

de 1.19 + 0.51 para poder abrir el canal idnico (Figura 35).
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Figura 34.Familia decorrientes de la construccion Hvl-Venus. Los experimentos se realizaron con
un ApH=0

6.3.2.2 Apagamiento de fluorescencia por el movimiento de S4
En el andlisis del apagamiento normalizado de esta construccion se observa un

mayor error en los datosa pesar de que en principio concuerda con el comportamiento
de la construccién HviAC-Venus. En los ajustes de las dos Boltzmann se observa que
el aporte del apagamiento del VSD es mds amplio a comparacién del DPA (10%),
teniendo una participaciéon en cerca del 9o% del apagamiento. Este mismo
componente presenta una Vi, =119.76 + 5.68 mV (Figura 36). Sin embargo, los errores
concedidos por los datos presentan tal variabilidad que no se puede considerar bueno

el ajuste de las funciones de Boltzmann.
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Figura 35. Curva G-V de los canales Hyl-Venus. Se ajusté una funcién de Boltzmann encontrando una
Vo05=49.22 + 9.69 y una e0 de 1.19 £ 0.51. Notese que en los voltajes cercanos alrededor del potencial
de reversion (Vie=0mV) la formula de Ohm tiende a ser inexacta.

6.3.3 Construccion Hvi-tagRFP

6.3.3.1 Electrofisiologia del canal
En lorelativo dela construcciéon Hviy HyiACjunto con la proteina fluorescente

tagRFP, que se eligié debido a tener un pKa de 3.7 1o que nos permitid trabajar con un
pH intracelular de 5 y de 7 en la regién extracelular (ApH=2) sin sufrir un cambio

significativo en su fluorescencia como podria suceder con la proteina Venus (véase

Eleccién de proteinas fluorescentes).
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Figura 36.Grafica deapagamiento relativo en funcion del Voltajede la construccion Hvl-Venus. Se muestran
los datos de fluorescencia de los parches en cada pulso (marcas redondas verdes) junto con el ajuste de
Boltzmann obtenido de esos datos (linea azul). También se representa una simulacién delos datos siguiendo
el mismo ajuste si se hubieran obtenido desde -150 (linea roja interrumpida), y los dos componentes del
ajuste por separado: el movimiento relativo al DPA(linea violeta) y del VSD del Hy1l (linea continua verde) con
una Vi, de 30 mV vy de 119.76 + 5.68 respectivamente.

Para este trabajo se ha logrado hasta el momento construir y expresar la

proteina de fusion Hvi-tagRFP, con el cual se han realizado 8 parches de membrana
de ovocito a los cuales se les corrio el protocolo de pulsos prueba de -1oomV a12omV.
Con este protocolo se obtuvieron corrientes de protones dentro de un rango de 117-
550pA a (Figura 37). Los experimentosser realizaron con un ApH=2 (pH interno=s,
pH externo=7). Como los anteriores casos, se calcul6 la conductancia con la férmula
de laley de Ohm, se normalizaron los datosy al ajustarlos a una ecuacién Boltzmann
se obtuvo una Vos= 1.9 + 5.58 y una eoo 0.88 + 0.13 (Figura 38). Los datos de
conductancia resultan interesantes ya que presenta caracteristicas distintas a las
construcciones con las que hemos experimentado. En primer lugar, la Vo5 no es tan
negativa como se esperaria de trabajar un ApH de 2 unidades, sino que es ligeramente
positiva a pesar de que se puede observar una V¢ en un rango de -60 a -4omV. En
segundo lugar, la carga elemental e, que transporta el canal para abrirse (carga de

compuerta) es mdas pequeiia que en las construcciones con Venus (0.4 eo de
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diferencia), haciendo que en su grafica se observe como un pendiente menos inclinada

en comparacion a las respectivas graficas de las otras dos proteinas de fusién aqui

estudiadas.
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Figura 37.Familia decorrientes de la construccion Hvl-tagRFP. Estos experimentos fueron realizados
con un ApH de 2 (pH interno =5y pH externo = 7)
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Figura 38. Curva G-V de los canales Hyl-tagRFP. El cdlculo de la conductancia se realizd con la
ecuacién de Ohm. Vie=-117mV. ApH =2. Después de ajustar los datos a la funcién Boltzmann se
obtuvo una Vps5=11.92 + 5.58 y una e0 de 0.89 + 0.14. Se puede observar como |la pendiente se ha
horizontalizado, haciendo la conduccidon mas lenta.
Coefficient values *+ one standard deviation

w_0 =0.99069 + 0.0369 63

w_1 =0.82272 + 0.0837

w_2 =11.606 + 4.07



6.3.3.2 Medicion de la fluorescencia
A pesar de obtener corrientes que sobrepasaban la magnitud del limite

establecido (mas de 50pA en el pulso de 100mV), el nivel de la fluorescencia era muy
bajo cuando se aplicaba el protocolo de adquisicion de imagenes. Esto se evidencid
después de normalizar los datos obtenidos y al momento de aplicar el analisis de
apagamiento de la fluorescencia. Se obtuvieron datos con errores amplios, lo que
indica que existe una gran variabilidad en la fluorescencia en cada voltaje estudiado.

Su amplitud fue tal que no les es posible ajustar la suma de funciones Boltzmann

(Figura 39).
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Figura 39.Grafica de apagamientorelativo en funcién del Voltajede la construccién Hvl-tagRFP. Se
observa una amplia variabilidad delos datos, porlo que no se puede ajustar la funcién Boltzmann
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=. DISCUSION

7.1 Distancia entre la proteina fluorescente y la membrana.

En este trabajo se propuso medir el movimiento del canal idnico permeable a
protones Hvi usando la transferencia de energia de fluorescencia por resonancia. Para
poder medir el movimiento, fue necesario valorar la fluorescencia en un estado de en
donde la membrana no esté siendo sometida a un voltaje que pueda cambial la
posicion del DPA y del segmento transmembranal. Esto nos permitio medir de manera
previa la distancia entre el fluoréforo de la proteina y la membrana. Los resultados
obtenidos con Hvi-Venus fueron de una eficiencia de FRET de 37% cuando se agrego
el DPA, que son resultados parecidos a los ya previamente obtenidos[48]. En estos
experimentos previos se reporta el uso de una proteina diferente a la de este
experimento (m-citrine), sin embargo tiene un R, igual a la Venus, es decir 3.7 nm.
Esto permitié asumir que la distancia en nuestros experimentoses la misma que la
que se adquirié en dichos trabajos que fue de 85 A u 8.5 nm. En concreto sobre la
proteina HyiAC-Venus, al momento de la presentacion de este trabajo, faltan los
resultados experimentales sobre la estimacidn de eficiencia de FRET con respecto al
DPA de la membrana (ver Perspectivas), sin embargo se puede asumir que la distancia
esaproximadamente de 2.0 nm es la distancia que queda cuando se sustrae la distancia
del coiled-coil, valorada en 6.5 nm[6, 31]. También es importante tener en cuenta que
la literatura se propone que cuando al canal carece de la estructura coiled-coil se
expresa en monomeros|1, 14, 15], por lo que la simulacion deberia de ajustarse a solo

un donador y no a dos como en las construcciones con el canal completo.

Los datos de la eficiencia de FRET entre la proteina Hvi-tagRFPy el DPA en la
membrana fue de 12%. Dado que la mayor parte de la distancia entre nuestra
construccion y la membrana es el coiled-coil del canal, asumimos que el fluor6foro se
encuentra a lamisma distancia que Hvi-Venus ya que la secuencia de aminodcidosdel

canal estd completa, justo como la construcciéon con Venus. Hasta el momento en que
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se escribio este trabajo, no se ha podido calcular la distancia y compararlos con los
datos experimentales que confirmen dicha distancia (ver Perspectivas). Para la
construccion HviAC-tagRFPla eficienciade FRET al DPA aumento a 31%, lo cual hace
sentido debido a que ahora la estructura coiled-coil no se encuentra, acercando a la
proteina fluorescente al DPA y aumentando la transferencia de energia como
resultado. De igual manera como en la anterior proteina de fusidn, al final de este
trabajo no se ha calculado la distancia a partir de la eficiencia de FRET que se obtuvo
en los experimentos, sin embargo se puede suponer que es alrededor de 2 nm por las
mismas razones que se mencionan arriba (ver Perspectivas). Los calculos en la
simulacion para obtener la distancia se deberan hacer para ajustarlos a un solo

donador por la expresiéon en monomeros que se describié anteriormente.

7.2 Apagamiento por el movimiento de S4

Se logré medir un aumento en la eficiencia de transferencia en la construccién
HviAC-Venus provocada por el movimiento del S4 del canal, sitio donde estuvo unida
la proteina fluorescente. Cabe mencionar que en estos experimentos la regién coiled-
coil fue removida desde el aminoacido 221, provocando que el fluoroforo de la proteina

se acercara mas a la membrana.

El apagamiento provocado por el movimiento del S4 fue del 43% del total de la
transferencia de energia. Este porcentaje implica que el S4 produce un movimiento
importante a través de la membrana, de una magnitud aproximada a la de distancia
que produce el propio movimiento del DPA, el cual reduce la fluorescencia en un 57%.
Sin embargo, el ajuste del apagamiento estd normalizado con su propia magnitud, es
decir, los datos obtenidos indican cémo se comporta el apagamiento relativo mas no
se conoce el porcentaje que provoca este apagamiento con respecto a la fluorescencia
absoluta de los parches y por ende la distancia que el S4 recorre. Es de particular
interés que el segundo componente del apagamiento en los experimentos comience a
suceder alrededor de los 55mV, que es el voltaje en donde la mitad de los canales
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HwviAC se han abierto. Esto podria relacionarse con que el apagamiento debido al
movimiento del S4 solo seria notorio cuando se haya superado la Vo5 de los canales
idnicos, sin embargo es una relacion que se debe de confirmar con una mayor cantidad
de experimentos y con otros pH para evaluar el comportamiento del segundo
componente visto en esta construccion. El hecho de que se encuentre mas cerca de la
membrana hace probablemente que los cambios de fluorescencia sean mas notoriosy

por ende la estimacion sea mds precisa que en la construccion Hvi-Venus.

En los datos de apagamiento obtenidos por la construcciéon Hwvi-Venus,
posiblemente movimiento del DPA se encuentra subestimado ya que el éste es
responsable del 13% del apagamiento del experimentoy en simulaciones previas del
comportamiento de los experimentos, el movimiento del DPA reduce hasta
aproximadamente el 50% o mas de la fluorescencia, por otra parte los errores en la
obtencion de los datos no permiten un ajuste correcto de la ecuacion de Boltzmann.
Los valores del apagamiento, a pesar de lo mencionado anteriormente, son
consistentes con lo ya mostrado en los experimentos con el canal HviAC-Venus. Se
deben realizar parches con ovocitos de mejor expresion ademas de procurar analizar

una mayor area datos para obtener resultados mas analizables.

Para poder confirmar el movimiento del S4, se volvié necesario que se
experimente con la capacidad que tiene el canal de cambiar su voltaje de activaciony
con esto, se vuelve necesario a su vez cambiar la concentracién de hidrogeniones en
amboslados de la membrana. Esta es la razén por la que en este trabajo se buscé usar
a la proteina fluorescente tagRFP unida al canal dimérico Hvi, sin embargo en los
resultados obtenidos, el apagamiento de la fluorescencia no parece relacionarse con
ningan tipo de movimiento, ni el de DPA ni el de S4. No obstante, se debe de revisar
el protocolo de la captaciéon de imdagenes y la forma de expresion de dicha
construccion en la membrana, para descartar errores sistematicos que puedan estar

viciando los resultados. Hay que valorar que la proteina no se esta estimulando con su
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pico de excitaciony que ademas el filtro con el cual se estan recolectando los datoses
un “paso banda” que no discriminaria entre la luz de nuestra construccion y la auto
fluorescencia del ovocito pudiendo afectar la valoracion del movimiento del S4. Se
debe de mencionar que en el momento de realizar esta tesis an no se han logrado
parches con la construccion HviAC-tagRFP, quedando por realizar en la seccion de

Perspectivas.

7.3 Electrofisiologia de las construcciones.

Una de las primeras inquietudes que se podrian tener es que la uniéon de una
proteina fluorescente al canal iénico pueda cambiar sus propiedades fisioldgicas. En
las dos construcciones en donde se unio la proteina fluorescente Venus al canal Hw,
ya sea completo o sin coiled-coil, se preservaron las funciones mas caracteristicas del
canal. La primera de ellas fue la regulacién que tiene el ApH sobre el Vi. En ambos
canales, la configuracion en donde la solucidén intracelular (bafio) como la solucién
extracelular (pipeta), es decir, ApH=0, produce que el canal se active a potenciales
positivos conun Vide 4omV. Esto concuerda con lo reportado en la literatura sobre el
cambio del potencial de activacidon debido a la concentracién de hidrogeniones a

ambos lados de la membrana.

Otra caracteristica que se nota en las construcciones probadas en este trabajo
con la proteina Venus, que es propia del canal Hvi es que en los canales en donde no
existe el coiled-coil (H1AC) se activan mas rdpido que los que expresan al canal
completo (Figura 40). En el canal truncado, al ajustarse los datos de una corriente a
un potencial de 160 mV, se obtuvo una tau invertida de 2.57s™ + 0.004, que se traduce
en una constante de activacién 0.388 segundos. En comparacion, la exponencial
ajustada al canal dimérico bajo el mismo potencial presentd una tau invertida de 1.10
+ 0.01s, es decir una constante de activacion de 0.904 segundos™. Esto concuerda con
la literatura donde se ha reportado esta diferencia de velocidades de activacion entre
este canal en dimero (canal con el coiled-coil) y en su presentacion en mondémero
(canal sin el coiled-coil)[s, 12, 21].
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Figura 40. Estimacion de la
velocidad de activacion de los
canales Hy1ACy Hvl. Se tomaron
las corrientes maximas de las
familias de corriente expuestas
en este trabajoenlas figuras3ly
34 alas cuales seles ajusto una
exponencial para determinar el
tiempo de activaciéon. A. Hy1AC
arrojéuna Tau invertida=2.57s"
1+ 0.00487 que otorga una
constante de activacién de
0.388s B. Hyl arrojé una Tau
invertida = 1.10 s+ 0.01 que
otorga una constante de
activacién de 0.904s.

Hasta e}’ moiiehi) s&-Hin comentado algunas de las caracteristicas

invTau  =1.0996 + 0.00603

electrofisiologicas de las construcciones del canal junto con la proteina fluorescente

Venus, sin embargo estas particularidades difieren con los resultados obtenidos con

la construccion del canal HV1y la proteina fluorescente tagRFP. Dicha construccion

al parecer se comporta diferente. A pesar de que su V;es de alrededor de -6omV,

situacion que se esperaria a un ApH = 2 concordando con la propiedad descrita con la

literatura[19, 36], parece que tiene una conductancia menor ya que alcanza su Vo

hasta los 11.9 mV haciendo que el cdlculo de e, sea menor al encontrado en las otras

dos construcciones, de 0.88 en tagRFP a 1.2 en las proteinasde fusion con Venus. Antes
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de llegar a la conclusion de que la fusidon con tagRFP cambia el comportamiento del
canal, se debe de valorar las caracteristicas del experimento de donde se adquirieron
los datos. Revisando las diferencias con los experimentos de las otras dos proteinas de
fusion, una de las mas notables es la diferencia de concentracion de hidrogeniones.
En losexperimentosde la proteina Hvi-tagRPF existia una diferencia de concentracion
de hidrogeniones de dos 6rdenes magnitud a través de la membrana. Ademas la
cantidad de buffer en las soluciones a amboslados de la membrana es de iomM. Estas
dos cualidades de las soluciones en donde se hicieron los experimentos podrian hacer
que el control de pH sea insuficiente después de las rdpidas corrientes de
hidrogeniones al activarse el canal, provocando que después de cada pulso prueba la
fuerza electroquimica de la cual depende la activacion del canal reduzca y a su vez,
reduzca la conductividad del canal. Por lo anteriormente descrito, se deben de
replantear los experimentos con una mayor concentracion de buffer, aumentando 10
veces su concentracion (1toomM), para poder tener un mejor control de pH a través de

los pulsos del experimento.

Es importante mencionar que la eleccién de medir la conductancia con la ley
de Ohm, a pesar en sus inexactitudesimplicadas en la estimacion de la conductancia
cuando las corrientes pequefias y cuando el voltaje es cercano al potencial de
reversion, podria ser la mdas aceptable. Hay otros métodos implican la medida del
tamario de las colas de corriente al momento de cerrar el canal como una forma de
estimar la conductancia, esto porque como el canal se encuentra abierto previamente,
la cantidad de corriente al cierre describira de manera proporcional cuantos canales
se encuentran abiertosy como conduce el poro del canal i6nico. Sin embargo, el canal
Hv1 al activarse reduce la concentracién de hidrogeniones en un medio local a una
velocidad tan alta que cambia la fuerza electroquimica alrededor del canal,
produciendo que lascolas de corriente al cierre de los canales no estén bajo las mismas
las fuerzas electroquimicasque al inicio del experimento, porende, estas no reflejaran

correctamente el comportamiento del canal.
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Cuando se estima la conductancia a través de la ecuacion de Ohm se puede
observar en las graficas G contra V (Figuras 28 y 31) que a potencialesnegativos previos
a la apertura del canal los datos se colocan como si existiera una conductancia
“negativa”, éste efecto es producido por el cidlculo donde la corriente inexistente o
cercana a cero se divide entre la negatividad del potencial del pulso (como el potencial
de reversién es cero, la corriente se divide solamente por el del pulso prueba),
resultando en una conductancia aparentemente negativa. Cabe sefialar que no existen
las conductancias negativas ya que el valor de cero significa que el canal no conduce

y por lo tanto no hay datos menores.
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. CONCLUSIONES

El FRET es una herramienta adecuada para medir movimientos
perpendiculares de los segmentos de los canales cuando éstos se activan por
voltaje.

La técnica de Patch-Clamp Fluorometry es una herramienta titil para investigar
los cambios conformacionales dependientes de activacion del canal HV1 y
HV1AC

La union de proteinas fluorescentes al canal HV1y HV1AC no se interponen en
el funcionamiento del canal.

Se pudo estimar el movimiento del S4 del canal es de manera perpendicular en

la activacién del canal.

72



9. PERSPECTIVAS

Al momento de escribir este documento quedan por realizar experimentos que
constaten el movimiento del S4 del canal Hv1 a través de la membrana, los cuales se

resumen en los siguientes puntos:

» (Calcular la distancia entre el fluor6foro de Venus y tagRFP con respecto a la
membrana celular colocando DPA intramembranal y valorando de eficiencia de
FRET.

» Estandarizar la cantidad de buffer en las soluciones con las que se hacen los
experimentos para mantener fijo el pH durante el desarrollo de los mismos.

= Expresar la proteina de fusion HviAC-tagRFP en membranas de ovocitos para
realizar los experimentos de Patch-Clamp Fluorometry con el DPA.

= Realizar protocolos experimentales que varien el pH lo suficiente para cambiar el
voltaje de activacion del canal vy asi, evaluar las caracteristicas del segundo
componente de apagamiento de la fluorescencia y su posible relaciéon con el
movimiento del S4.

* Aumentar la n de los experimentos de Patch-Clamp Fluorometry en cada una de
las construcciones aqui descritas. Lo que nos permitira conocer de cerca el
comportamiento del S4 durante la activaciondel canal. Y al final, comparando con
la fluorescencia absoluta del parche, se podra establecer un rango de movimiento
del S4 a través de la membrana lipidica.

* Aumentar la cantidad de construcciones colocando la proteina fluorescente en el
N-Terminal y verificar si éste presenta un cambio conformacional también.

= Realizarlosexperimentosde anisotropia de las construcciones para valorar cuanto

comprometen las medidas de eficiencia de FRET.

Una de las consideraciones futuras de este trabajo es tratar de desarrollar
estrategias experimentales con las cuales se pueda medir los cambios

conformacionales de este canal a través de sondas fluorescentes que puedan
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inmiscuirse dentro de su secuencia, como los aminoacidos no naturales, que al ser
mas pequeiios que las proteinas fluorescentes su Ro también lo es, propiciando que se

puedan obtener estudios mas precisos sobre los movimientos que activan al Hvi.
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