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Resumen 
 

La regulación dependiente del voltaje de los canales de calcio tipo N (CaV2.2) por las 

proteínas G se lleva a cabo por el dímero beta gamma (Gβγ). La mayoría de las 

investigaciones, relacionadas con esta regulación, se han dirigido a estudiar la activación, 

mientras que pocos estudios se han enfocado en el efecto del dímero Gβγ sobre la 

inactivación de los canales CaV2.2.  

En el presente trabajo se estudió si el dímero Gβγ enlentece los componentes de la 

inactivación de los CaV2.2 en las neuronas del ganglio simpático cervical superior de rata 

(SCG). La corriente de los CaV2.2 fue registrada en neuronas SCG, por medio de la técnica 

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

entera, con y sin sobreexpresión del dímero Gβγ. En neuronas sin sobreexpresión, se encontró 

que el dímero Gβ5γ4 no tiene efecto sobre la inactivación, mientras que el dímero Gβ1γ4 

reduce el decaimiento de la corriente en un 80%. En condiciones sin sobreexpresión, el 

decaimiento de la corriente de los CaV2.2 presenta un componente rápido y uno lento; en 

tanto que, las neuronas que sobreexpresaron el dímero Gβ1γ4 únicamente mostraron el 

componente lento, sugiriendo que el componente rápido en la inactivación de los CaV2.2 está 

ausente bajo esta condición. La ausencia del componente rápido en la inactivación de 

neuronas sobreexpresadas con el dímero Gβ1γ4 es restablecido por un pulso de voltaje 

fuertemente despolarizante. El dímero Gβ1γ4 desplaza la curva de inactivación hacia voltajes 

más positivos y reduce la proporción de los CaV2.2 en estado inactivado. Además, se observó 

una reducción en la conductancia macroscópica a 20 ms en neuronas sobreexpresadas con el 

dímero Gβ1γ4. Estos resultados sugieren que el dímero Gβ1γ4 inhibe el componente rápido en 
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la inactivación, y sugieren que este dímero lleva a una fracción de los CaV2.2 a un estado no 

conductor.  
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Abreviaturas 

 
CaV2.2  Canales de calcio dependientes del voltaje tipo N 

CaVα1    Subunidad alfa de los canales de calcio dependientes del voltaje 

CaVα2δ  Subunidad alfa-2-delta de los canales de calcio dependientes del 

voltaje 

CaVβ    Subunidad beta de los canales de calcio dependientes del voltaje 

CaVγ   Subunidad gamma de los canales de calcio  

CDI   Inactivación dependiente de calcio 

GFP    Proteína verde fluorescente 

GPCR   Receptores acoplados a proteínas G  

GTP    Trifosfato de guanosina 

Gβ   Subunidad beta de las proteínas G 

Gγ                              Subunidad gamma de las proteínas G 

HVA    Canales de calcio de alto umbral de activación 

LVA    Canales de calcio de bajo umbral de activación 

SGC   Ganglio simpático cervical superior de rata 

VDCC   Canales de calcio dependientes del voltaje 

VDI   Inactivación dependiente de voltaje 
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1. Introducción 
 

La entrada de iones de calcio, hacia el citoplasma en algunas neuronas, se lleva 

principalmente a través de los canales CaV2.2 (1). La concentración de calcio en células en 

reposo es menor a 0.1 µM y puede llegar a elevarse, durante la activación de procesos 

celulares, hasta 100 µM (2). El incremento de calcio intracelular despolariza el potencial de 

membrana de la célula y activa o participa en varios procesos celulares, entre estos, la 

liberación de neurotransmisores y hormonas (1). Si las concentraciones de calcio son muy 

altas, la célula puede entrar en muerte celular debido a la toxicidad de este ion (3, 4). Por lo 

que, las concentraciones de calcio son rigurosamente reguladas por distintos mecanismos, 

dos de los cuales son la inactivación y la inhibición de los CaV2.2 por las proteínas G (5). 

La inhibición de los CaV2.2 por el dímero Gβγ es el mecanismo de regulación más estudiado 

en las vías de señalización de los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) que convergen 

en los CaV (6). Durante la aplicación de un pulso de voltaje despolarizante, el registro de la 

amplitud de la corriente de los CaV2.2, por medio de la técnica de patch-clamp en 

configuración de célula entera, muestra un incremento y posteriormente disminuye en el 

tiempo. Al incremento de la amplitud de la corriente al inicio del pulso se le denomina 

activación, mientras que a la disminución se le conoce como inactivación (7) de los CaV2.2. 

La gran mayoría de las investigaciones relacionadas con la regulación de los CaV por el 

dímero Gβγ se han enfocado en estudiar el efecto que este dímero induce en la activación, y 

de acuerdo con estos estudios se ha establecido que el dímero Gβγ: desplaza la curva de 

activación hacia voltajes más positivos (8), enlentece la activación (9), disminuye la amplitud 
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de la corriente e interactúa directamente con el CaV2.2 de la cual se libera con la aplicación 

de un pulso fuertemente despolarizante (10). De acuerdo con estos parámetros 

experimentales, a este tipo de regulación se le denomina: dependiente del voltaje (11).   

Por otra parte, se ha sugerido que el dímero Gβγ enlentece la inactivación de los CaV2.2 (12, 

13). Hallazgos similares se han observado con agonistas que activan principalmente a la vía 

de la regulación dependiente del voltaje (9), sugiriendo que el causante de dicho 

enlentecimiento en la inactivación de los CaV2.2 es el dímero Gβγ. Por consiguiente, la 

regulación de los CaV2.2, ha sido poco explorada y entendida. Un modelo clásico en el cual 

se ha estudiado la regulación de los CaV2.2 por el dímero Gβγ son las neuronas simpáticas 

de rata, en éstas, la cinética de la inactivación está conformada por un componente rápido y 

uno lento (12).  Por lo cual, en el presente trabajo se investigó si el dímero Gβγ enlentece el 

o los componentes de la inactivación de los CaV2.2 en neuronas simpáticas de rata. 
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2. Antecedentes 
 

2.1. Estructura y clasificación de los canales de calcio dependientes del voltaje 

El VDCC es un complejo constituido por varios subtipos de subunidades, constituidos 

principalmente por la subunidad alfa 1 (CaVα1) y al menos dos de las tres subunidades 

accesorias: beta (CaVβ), gamma (CaVγ) y alfa dos delta (CaVα2δ, Fig. 1).  

La subunidad CaVα1 es la más grande de todas (170-250 kDa), es la que forma el poro del 

canal a través del cual se lleva a cabo el flujo, la permeabilidad y la selectividad de los iones 

Ca2+; así como, los mecanismos de cierre y apertura (“gating”). Estructuralmente, esta 

subunidad presenta cuatro dominios diferentes (I-IV) unidos por asas citoplasmáticas.  A su 

vez, cada dominio está formado por seis segmentos transmembranales (S1-S6). Los 

segmentos del S1 al S4 forman el dominio del sensor del voltaje (VSD), mediante el cual el 

canal detecta los cambios en el potencial de membrana. El VSD está cargado positivamente, 

siendo el S4 uno de los segmentos con mayor cantidad de cargas positivas debido a la 

presencia de residuos de arginina y lisina. Los segmentos S5 y S6 forman el filtro de 

selectividad y las paredes del poro del canal por donde cruzan los iones Ca2+ (14). 10 subtipos 

de subunidades CaVα1 han sido identificados en mamífero y clasificados, por medio de 

técnicas de biología molecular, estudios biofísicos y electrofisiológicos, en dos grupos (Fig. 

2): los canales de calcio de alto umbral de activación (HVA) y los canales de bajo umbral de 

activación (LVA). Los canales LVA, CaV3 o tipo T están constituidos por tres isoformas 

(CaV3.1-3.3). Los canales HVA se clasificaron, de acuerdo con la sensibilidad en su corriente 

a los fármacos de dihidropiridinas, en dos subfamilias: CaV1 y CaV2. La corriente de los 
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canales CaV1 o tipo L es bloqueada o afectada por dihidropiridinas y se han identificado 

cuatro isoformas de estos canales (CaV1.1-1.4). La corriente de la subfamilia de canales CaV2 

es insensible a dihidropiridinas y se conforma por los canales CaV2.1 o canales tipo P/Q, 

bloqueados por ω-agatoxina IVA; los CaV2.2 o tipo N, bloqueados por la ω-conotoxina y los 

CaV2.3 o tipo R, bloqueados por SNX-482 (15).  

La subunidad CaVβ interactúa directamente con la subunidad CaVα1 del canal CaV, regulando 

 

Fig. 1 Esquema representativo de las distintas subunidades que conforman el complejo de 
los VDCC. Adaptado de Dolphin (2006). 
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sus propiedades biofísicas, de tráfico y de estabilidad (16). Cuatro isoformas de la CaVβ (β1-

β4), con un peso molecular entre 50 y 78 kDa, se han descrito en el corazón, el cerebro, el 

pulmón, la aorta, la tráquea y el músculo esquelético de mamíferos (17). La interacción de la 

subunidad CaVβ con la subunidad CaVα1 ocurre del lado citoplasmático a través de una región 

denominada interacción con el dominio beta. Ésta es una región de 30 aminoácidos, 

altamente conservada, que se ubica en el amino terminal de la subunidad CaVβ. El dominio 

de interacción con la subunidad beta le proporciona a la subunidad CaVα1 una alta afinidad y 

especificidad. La subunidad CaVβ4 predomina en los CaV2.1, mientras que la subunidad 

CaVβ3 en los CaV2.2 (18, 19). La subunidad CaVβ favorece el tráfico de la subunidad CaVα1 

hacia la membrana plasmática, en gran parte, debido a que enmascara la señal de retención 

del retículo endoplásmico (20). Además, la coexpresión de la subunidad CaVβ promueve la 

aceleración de la cinética de la inactivación (21) y el desplazamiento hacia voltajes más 

negativos de la relación corriente voltaje de los VDCC (22).  

La subunidad CaVα2δ (α2δ-1 a la α2δ-4) presenta un peso molecular aproximado de 170 kDa. 

Esta subunidad es el producto de un solo gen que es sometido a un corte postraduccional. El 

dominio δ está unido a la membrana plasmática, mientras que el dominio α2 interactúa de 

manera extracelular con la subunidad CaVα1 (16).  

La subunidad CaVγ solo está reportada en el músculo esquelético (17) y neuronas (23). 

Aunque esta subunidad no es parte integral de los VDCC, se le ha sido asociado con el tráfico 

de estos canales en la membrana plasmática (16) y altera la cinética de la activación e 

inactivación en los canales CaV2.1-2.2 (24).  
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Fig. 2 Dendograma de la clasificación de los VDCC. Adaptado de Dolphin (2006). 
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2.2. Regulación de los canales de calcio dependientes del voltaje a través de 

receptores acoplados a proteínas G 

La diversidad funcional de los VDCC no sólo radica en la subunidad CaVα1, sino 

también en la regulación de las subunidades accesorias y en otras proteínas, tales como: el 

dímero Gβγ (25), la adenilato ciclasa (26), la fosfolipasa C-β (27), pequeñas proteínas G (28), 

proteínas SNARE (29) y la proteína cinasa C (30). Siendo la regulación de los CaV2.2 por 

proteínas G el principal mecanismo de inhibición de los CaV2.2 en neuronas  (31). 

2.2.1. Proteínas G heterotriméricas 

Las proteínas G heterotriméricas, de aquí en adelante nombradas proteínas G, están 

constituidas por tres polipéptidos distintos: la subunidad alfa (Gα), la beta (Gβ) y la gamma 

(Gγ). Las proteínas G se caracterizan por estar unida a un receptor de siete segmentos 

transmembranales (GPCRs) y por presentar una molécula de fosfato de guanosina en Gα, la 

cual determina el estado activo o inactivo de la proteína G.  

La actividad funcional de las proteínas G es un ciclo, el cual empezaré explicando a partir de 

su estado inactivo (Fig. 3) (32).  El GPCR forma un complejo con la proteína G. En este 

estado, la proteína Gα tiene unida una molécula de difosfato de guanosina (GDP). La 

activación del GPCR por un agonista, induce un cambio conformacional que promueve el 

intercambio de la molécula de GDP por la unión de una molécula de trifosfato de guanosina 
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(GTP). La adherencia de la molécula de GTP a la subunidad Gα disocia al complejo Gαβγ 

en dos componentes; por una parte, la subunidad Gα y por la otra el dímero Gβγ. 

Posteriormente, tanto la subunidad Gα como el dímero Gβγ regulan río abajo a canales 

iónicos y a otras proteínas (33). Debido a la propiedad intrínseca de GTPasa de la subunidad 

Gα y junto con la ayuda de otras proteínas que regulan la vía de señalización de las proteínas 

G (RGS), el GTP se hidroliza a GDP y nuevamente el dímero Gβγ se asocia con la subunidad 

Gα formando el complejo Gαβγ. Este complejo se une al GPCR, terminando el ciclo.  

 

Fig. 3 Ciclo de las proteínas G. Adaptado de Wettschureck (2005).  
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Las proteínas G se clasifican en cuatro grandes familias según el tipo y la respuesta 

fisiológica que desencadenan. La familia Gsα, está asociada con el aumento en la 

concentración intracelular de adenosinmonofosfato cíclico (AMPc) a través de la enzima 

adenilato ciclasa; la familia Giα, está asociada con la disminución de las concentraciones de 

AMPc; la familia Gq/11α, está acoplada a la vía de señalización de la fosfolipasa  Cβ y la 

familia G12/13α, está relacionada con la proliferación y la forma celular, la activación de 

Rho y el con el intercambiador Na+/H+ (34).  
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2.2.2. Regulación de los CaV2.2 por el dímero Gβγ  

En 1978 Dunlap y Fishbach reportaron que el componente, originado por los canales 

de calcio en el potencial de acción, disminuía ante la presencia de algunos neurotransmisores. 

Ellos propusieron que lo anterior ocurría por una reducción en el número de canales de calcio 

funcionales (35, 36). En respuesta, Bean en 1989 mostró que la reducción en la corriente de 

los canales de calcio era debida a un cambio en la dependencia del voltaje de la activación y 

sugirió que dicha regulación era llevada a cabo por las proteínas G (8). Este autor sugirió que 

el corrimiento en la curva de activación hacia voltajes más positivos, por la aplicación de un 

activador de las proteínas G, se puede explicar por la coexistencia de dos poblaciones: una 

población no regulada (dispuesta), que requiere despolarizaciones moderadas para abrirse, y 

una población regulada (reluctante), que requiere de fuertes despolarizaciones para abrirse 

(Fig. 4).  

Fig. 4 Curva de activación de la población reluctante y de la población dispuesta, obtenida 
a partir de registros en neuronas simpáticas. Adaptado de Bean (1989). 
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El mecanismo de regulación de los CaV2.2 por proteínas G está acoplado a dos rutas de 

señalización que activan a los receptores Gαi/o y Gαq/11 (37).   

La vía de regulación acoplada a Gαi/o involucra al dímero Gβγ, el cual se une a la membrana 

plasmática por medio de la subunidad Gγ. Esta regulación se desarrolla en menos de 1s, está 

delimitada a la membrana y es dependiente del voltaje (38). El dímero Gβγ interactúa 

directamente con la subunidad CaV2.2α, enlenteciendo la activación (9), reduciendo la 

amplitud de la corriente y desplazando la dependencia del voltaje de la curva de activación 

hacia voltajes más positivos (39). Se ha sugerido que la regulación del dímero Gβγ es liberada 

por un pulso fuertemente despolarizante (10). Por otra parte, se ha sugerido que la vía 

reguladora correspondiente a la subunidad Gαq/11, se lleva a cabo por la molécula del 

fosfatidilinositol-4,5 difosfato (PIP2) y su regulación no se libera por un pulso fuertemente 

despolarizante (40). 
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2.2.3. Regulación de la inactivación de los CaV2.2 por el dímero Gβγ  

En los registros de corriente macroscópica, la inactivación se define como una 

disminución en la amplitud de la corriente durante la aplicación de un pulso de voltaje 

despolarizante. La disminución de la corriente se debe a la transición del canal a un estado 

no conductor; a partir del cual, disminuye su disponibilidad para abrirse a potenciales más 

positivos y sólo se puede recuperar de este estado por medio de pulsos hiperpolarizantes (41).  

En los canales de calcio, la inactivación es dependiente tanto del voltaje (VDI) como de los 

iones de Ca2+ (CDI). Ambos mecanismos son fácilmente separables al reemplazar el calcio 

extracelular por Ba2+. La CDI se activa con el incremento del calcio intracelular y es mediada 

por la activación de la calmodulina (42). Por otra parte, la VDI puede ocurrir desde estados 

cerrados o abiertos, y exhibe múltiples componentes cinéticos asociados a distintos procesos 

relacionados con la inactivación (43).  

Se ha reportado que los CaV2.2 presentan CDI y VDI, siendo esta última la predominante 

(44). La VDI, en los  CaV2.2, presenta inactivación de estados cerrados y abiertos (45).  Se 

ha sugerido que el dímero Gβγ regula la inactivación de los estados cerrados (31). Sin 

embargo, se desconoce el mecanismo molecular que correlaciona la parte estructural con la 

regulación del dímero Gβγ. Se ha propuesto la participación del asa I-II de la subunidad 

CaV2.2α como la responsable del componente rápido de la inactivación y se ha sugerido que 

esta asa interactúa con el dímero Gβγ. Aunque, no se ha realizado un estudio detallado de la 

regulación que ejerce el dímero Gβγ sobre la inactivación de los CaV2.2. 
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3. Planteamiento del problema 

 
La regulación de los canales de calcio CaV2.2 por las proteínas G ha sido objeto de 

estudio por más de 30 años. La mayoría de los estudiados se han enfocado en la regulación 

de la activación de los CaV2.2 por las proteínas G. A partir de estos estudios se estableció que 

la regulación dependiente del voltaje es conducida por el dímero Gβγ (25, 46), induciendo 

en  los CaV2.2 un enlentecimiento cinético en la activación (9), una disminución en la 

amplitud de la corriente principalmente a voltajes moderados y, un desplazamiento en la 

curva de activación hacia voltajes más positivos (8). Por otra parte, se ha propuesto que los 

efectos inducidos en la inactivación de los CaV2.2 por el dímero Gβγ es una consecuencia de 

la regulación por este dímero durante la activación (14), sugiriendo que la inactivación de los 

CaV2.2 no es afectada por el dímero Gβγ. Sin embargo, Weiss y colaboradores (2007) 

mostraron que al activar las proteínas G con DAMGO, un agonista de GPCRs que reproduce 

la regulación de los CaV2.2 por proteínas G, la inactivación se enlentece (13). Asimismo, la 

norepinefrina, otro agonista de GPCRs que reproduce la regulación dependiente del voltaje 

por el dímero Gβγ (47), también enlentece la inactivación de los CaV2.2 (9). Estos hallazgos 

experimentales sugieren que la inactivación de los CaV2.2 se enlentece por el dímero Gβγ.  

Las neuronas simpáticas de rata son un modelo clásico en el estudio de la regulación de los 

CaV2.2 por proteínas G. En esta preparación experimental, la inactivación presenta un 

componente rápido y uno lento. Por ello, el presente trabajo se enfocó en determinar si el 

enlentecimiento en la inactivación de los CaV2.2 por las proteínas G se debe a que el dímero 

Gβγ enlentece el componente rápido y/o lento que forman parte de la inactivación de los 

CaV2.2. 
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4. Hipótesis 

 

El dímero Gβγ enlentece el componente de inactivación rápida y/o lenta de los CaV2.2 

en neuronas simpáticas de rata. 

5. Objetivos 

 
5.1. Objetivo general 

Mostrar que el dímero Gβγ enlentece los componentes de inactivación de los CaV2.2 en 

neuronas simpáticas de rata.  

5.2. Objetivos específicos 

1. Seleccionar qué dímero Gβγ reproduce la regulación dependiente e independiente del 

voltaje. 

2.  Determinar el porcentaje de inhibición en la inactivación de los CaV2.2 por el dímero 

Gβγ. 

3. Hacer un análisis cinético del efecto de los dímeros Gβγ en los componentes de la 

inactivación de los CaV2.2. 

4. Determinar el efecto del dímero Gβγ en la dependencia del voltaje de la inactivación 

de los CaV2.2. 

5. Determinar el efecto del dímero Gβγ en la recuperación de la inactivación de los 

CaV2.2. 

6.  Determinar el efecto del dímero Gβγ en la conductancia macroscópica de los CaV2.2. 
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6. Métodos 
 

6.1. Cultivo primario de neuronas de rata  

Las neuronas del SCG fueron obtenidas de ratas macho de la cepa Wistar de 5 

semanas de edad. Las ratas fueron cuidadas en el bioterio de la Facultad de Medicina de la 

UNAM de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el uso, cuidado y reproducción de 

animales de laboratorio (NOM-062-ZOO-1990). 

Las ratas fueron anestesiadas con CO2 y posteriormente decapitadas. La cabeza fue enjuagada 

en una solución de cloruro de benzalconio al 70% y posteriormente colocada en posición 

rostral hacia arriba en una caja de Petri previamente tratada con agar. La piel y la musculatura 

del cuello fueron separadas por un corte medio sagital. Tomando como punto de referencia 

la tráquea, se exhibió la bifurcación de las carótidas, que es el sitio en donde se encuentran 

los ganglios cervicales superiores. Dichos ganglios fueron removidos de la bifurcación y 

colocados en una caja de Petri con solución Hank´s, sobre hielo y con oxigenación constante. 

A cada ganglio se les retiró el tejido conectivo que los recubría y se les hizo de 8 a 10 cortes 

transversales. Después, fueron colocados en una solución Hank´s con 20 U/mL de papaína e 

incubados a 37 °C, en baño maría, con agitación constante, durante 20 minutos. Una vez 

concluido este procedimiento, la solución con papaína fue sustituida por una solución Hank´s 

con 1 mg/mL de colagenasa tipo I y 10 mg/mL de dispasa e incubados con agitación constante 

durante 40 min. En ocasiones, el tiempo de incubación para disociar a los ganglios con 

colagenasa no es suficiente, por lo que es necesario hacerlo manualmente con una pipeta de 

extremos romos con movimientos delicados. La reacción enzimática de la disociación de los 
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ganglios fue detenida con medio Leibovitz (L-15) más 10% de suero fetal bovino y 1% de 

penicilina estreptomicina. La muestra fue centrifugada a 100 g durante 8 minutos, retirando 

el sobrenadante y adicionando medio DMEM más 10% de suero fetal bovino y 1% de 

penicilina estreptomicina. Este último tratamiento a la muestra con DMEM fue repetido una 

vez más. 

En cajas de Petri con 2 mL de medio DMEM fue colocado un anillo de poliestireno y adentro 

de éste una muestra de 50 µL de las neuronas disociadas. La caja fue incubada a 37 °C con 

5% de CO2, durante seis horas previas a la microinyección. 
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6.2. Microinyección intranuclear de neuronas SCG 

El método de microinyección se llevó a cabo utilizando un sistema compuesto por un 

microinyector (Eppendorf, Madison, WI, modelo 5242) y un micromanipulador (Eppendorf, 

Madison, WI, modelo 5171). Las neuronas del SCG fueron inyectadas con una solución de 

microinyección a una presión de 10 a 20 kPa durante 0.3 s. La solución de microinyección 

contenía el plásmido que codifica para la proteína verde fluorescente mutada (YGP) 

fusionada con los distintos tipos de subunidades de las proteínas G (Gβ-YFP; 100 ng/μL; 

Gγ4; 100 ng/μL), junto con 1 mg/mL de dextranfluoresceína (PM = 10,000 kDa). En algunos 

casos, para confirmar que el plásmido de fusión no alteraba las propiedades del dímero Gβγ, 

algunas células fueron microinyectadas solo con el plásmido GFP (Proteína verde 

fluorescente, 100 ng/µL) y otras con el plásmido GFP, la subunidad Gβ (100 ng/µL) y la 

subunidad Gγ (100 ng/µL). La expresión de todos los vectores fue dirigida por un promotor 

de citomegalovirus y los plásmidos fueron purificados con un kit comercial. El cDNA que 

codifica para la subunidad Gβ1 fue expresado en el plásmido pCDM8, el de la subunidad Gβ3 

en el plásmido pCIS, el de la subunidad Gβ5 en el plásmido pcDNA I, la subunidad Gγ4 en 

el plásmido pCI, la GFP en el plásmido pEGFP-N1 y la Gβ1-GFP en plásmido pEYFPGb. 

Después de 18 a 24 horas de incubación las neuronas inyectadas con las subunidades Gβxγ4, 

referidas como neuronas que sobreexpresaron la subunidad Gβx, fueron identificadas, por su 

color verde fluorescente, usando un microscopio invertido equipado con epiflourescencia 

(Axiovert 135; Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). Debido a que en todos los experimentos 

realizado en el presente trabajo siempre se inyectó a la subunidad Gγ4 junto con la Gβx, solo 

mencionaremos de aquí en adelante a esta última.  
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6.3. Registro electrofisiológico 

Las corrientes de los CaV2.2 en neuronas del SCG fueron registradas a temperatura 

ambiente (22-24 °C) por medio de la técnica de patch-clamp en configuración de célula 

entera, usando un amplificador EPC-9 (HEKA Instruments, Lambrecht/Pfalz, Germany). Los 

protocolos de voltaje fueron generados usando el software Patchmaster. La respuesta de la 

corriente registrada de los CaV2.2 fue digitalizada y almacenada usando el mismo software. 

Las pipetas de borosilicato (Kimax-51, Kimble Products, Toledo, Ohio, USA) fueron hechas 

con un estirador horizontal (P97, ) y llenadas con una solución interna ajustada a un pH de 

7.2, cuya composición se muestra en la siguiente tabla: 

Solución interna 

Compuesto  Concentración (mM) 

CsCl 140 

TEA-Cl 20 

HEPES 10 

BAPTA-Cs4 0.1 

MgCl2 5 

Na2ATP 5 

Na2GTP 0.3 

Leupeptina 0.1 

 

La resistencia de las pipetas fue de 1.8 a 2 MΩ.  

Durante el registro, las neuronas fueron perfundidas externamente (1-2 ml/min) con dos 
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soluciones; una que permitió el establecimiento del sello (solución de sello) ajustada a un pH 

de 7.4 y otra para registrar la corriente de Ba2+ a través de los CaV2.2 (solución de registro) 

ajustada a un pH de 7.4. La composición de ambas soluciones se detalla a continuación. 

Solución de sello 

Compuesto Concentración (mM) 

NaCl 63.6 

TEA-Cl 103 

MgCl2 2.9 

Glucosa 8 

HEPES 10 

CaCl2 0.3 

CdCl2 10 

 

Solución de registro 

Compuesto Concentración (mM) 

TEA-Cl 165 

BaCl2 2 

HEPES 10 

Glucosa 8 

MgCl2 1 

TTX 0.0002 
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Todos los reactivos fueron adquiridos en Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Las corrientes de Ba2+ fueron muestreadas a 10 kHz y los transitorios capacitivos fueron 

eliminados por medio de la circuitería del EPC-9. Las resistencias en serie fueron 

compensadas >70% y no excedieron los 10 MΩ (1.9 ± 1.3 MΩ).  
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6.4. Análisis de los datos 

El promedio de la capacitancia de las neuronas fue de 74.56 ± 1.3 pF.  Para cada 

célula, la densidad de la corriente se determinó midiendo su amplitud macroscópica y 

normalizándola con respecto a su capacitancia. 

Para la caracterización electrofisiológica de la regulación de los Cav2.2 por el dímero Gβγ 

se midió la amplitud de la corriente en el sexto milisegundo después de haber aplicado el 

pulso de voltaje despolarizante. La constante de tiempo del enlentecimiento cinético de la de 

activación se obtuvo al ajustar la corriente, durante los primeros 10 ms después de haber 

aplicado el pulso despolarizante, a una función exponencial simple: 

𝐼𝐼(𝑡𝑡) = 𝐴𝐴 𝑒𝑒−(𝑡𝑡𝜏𝜏) 

Donde I(t) es la densidad de la corriente, A es la fracción que forma el componente del 

enlentecimiento cinético y τ representa la constante de tiempo. El índice de facilitación se 

calculó con el protocolo de prepulso de facilitación, el cual consiste en dos pulsos de voltaje 

idénticos (P1 y P2) a –8 mV durante 7 ms, separados por un prepulso (PP) a –100 mV durante 

90 ms. La densidad de la corriente al pico del P2 se normalizó con respecto a la densidad de 

la corriente al pico del P1, denominando a este cociente: índice de facilitación (IF). La 

amplitud de la corriente, el enlentecimiento cinético y el índice de facilitación fueron los 

parámetros considerados para determinar que hubo una sobreexpresión adecuada del dímero 

Gβγ en las neuronas del SCG por el método de microinyección. Solo las células 

microinyectadas que mostraron una reducción del 60% de su corriente, un enlentecimiento 

cinético mayor a 2 y un índice de facilitación mayor o igual a 3 fueron incluidas en el análisis 

de los datos. 
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El porcentaje de inactivación (inactivación %) fue calculado por medio de la siguiente 

ecuación: 

𝐼𝐼(𝑡𝑡) = 1 −
𝐼𝐼500 𝑚𝑚𝑚𝑚

𝐼𝐼7 𝑚𝑚𝑚𝑚
 

Donde I(t) es la amplitud de la corriente durante la aplicación del pulso, I7ms e I500 ms son las 

amplitudes de las corrientes medidas a los 7 y a los 500 ms después de haber aplicado el 

pulso despolarizante. El decaimiento de la corriente fue ajustado a una función exponencial 

doble: 

𝐼𝐼(𝑡𝑡) = 𝐴𝐴𝑟𝑟𝑒𝑒
− 𝑡𝑡
𝜏𝜏𝑟𝑟 + 𝐴𝐴𝑙𝑙𝑒𝑒

− 𝑡𝑡𝜏𝜏𝑙𝑙 + 𝑌𝑌0 

Donde la I(t) es la amplitud de la corriente, A es la fracción de la amplitud de los componentes 

de inactivación,  Y0 es la corriente residual y, τr y τl son las constantes de tiempo rápida y 

lenta, respectivamente. La tasa de cambio de la amplitud de la corriente de Ba2+ (Δ(IBa
2+)) 

fue obtenida como un cociente, tal como se describe en la siguiente ecuación: 

∆(𝐼𝐼𝐵𝐵𝐵𝐵2+) =
𝐼𝐼𝑛𝑛 − 𝐼𝐼𝑛𝑛+1

𝐼𝐼𝑛𝑛
 

Donde In representan la medida de la densidad de la corriente al tiempo t e In+1 a los 20 ms 

después, durante la aplicación del pulso despolarizante. 

La curva de inactivación en estado estacionario fue obtenida a partir de la aplicación de dos 

pulsos idénticos a -8 mV con una duración de 7 ms (prepulso y postpulso) y entre estos pulsos 

un pulso variable de voltaje de – 110 a 0 mV, con incrementos de 10 mV, durante 40 s (pulso 

condicionante). Los puntos experimentales de la curva de inactivación en estado estacionario 

fueron calculados a partir del cociente entre la corriente al pico del prepulso con respecto al 

postpulso. Los puntos experimentales fueron graficados con respecto al voltaje del pulso 
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condicionante y ajustados a una función de Boltzmann:   

𝑓𝑓 =
𝐼𝐼𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚

1 + 𝑒𝑒
𝑉𝑉−𝑉𝑉𝑚𝑚
𝑘𝑘

 

Donde Imax es la fracción disponible de la corriente, Vm es el voltaje de la mitad de canales 

disponibles, y K es la dependencia del voltaje.  

La recuperación de la inactivación se obtuvo usando un protocolo de doble pulso. Primero, 

se aplicó un pulso condicionante a –8 mV durante 500 ms, seguido por un pulso a –100 mV 

con duración variable desde 1 ms hasta 10 s, antes de aplicar un pulso de prueba a –8 mV por 

7 ms. La corriente al pico del pulso de prueba fue normalizada con la corriente al pico del 

pulso condicionante.  Los puntos experimentales de la recuperación fueron graficados con 

respecto a la duración del interpulso.  

La conductancia se calculó midiendo la amplitud de la corriente a 20 y 200 ms durante la 

aplicación de una serie de pulsos de voltaje, de acuerdo con la ecuación: 

 

𝐺𝐺(𝑉𝑉) =
𝐼𝐼

𝑉𝑉𝑎𝑎 − 𝑉𝑉𝑟𝑟
 

Donde G(V) es la conductancia a cada uno de los voltajes, I es la amplitud de la corriente, Va 

es el potencial de membrana aplicado durante el pulso despolarizante, y Vr es el potencial de 

inversión. La relación conductancia voltaje de los datos experimentales fue ajustada con una 

función de Boltzmann:  

𝐺𝐺(𝑉𝑉) = 𝐺𝐺𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚(1 + 𝑒𝑒
𝑉𝑉ℎ−𝑉𝑉
𝑘𝑘 − 1) 

Donde Gmax es la conductancia máxima, Vh es la activación media, y K es el factor pendiente. 
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7. Resultados 

 
7.1. La inhibición de los CaV2.2 por la subunidad Gβ1 es dependiente del 

voltaje, mientras que por la subunidad Gβ5 es resistente al voltaje 

La inhibición dependiente del voltaje de los CaV2.2 se lleva a cabo por la subunidad 

Gβγ (25, 46), siendo la subunidad Gβ la que interactúa directamente con la subunidad 

CaV2.2α (38). Hasta hoy, se han descrito cinco subtipos de subunidades Gβ (Gβ1-5).  De 

acuerdo con Khan y colaboradores (2013), la similitud en la secuencia lineal de los 

aminoácidos (indicado entre paréntesis) de las subunidades, con respecto a la subunidad Gβ1, 

presenta el siguiente ordenamiento Gβ1> Gβ2 (90%) = Gβ4 (90%) > Gβ3 (83%)>> Gβ5 (52%) 

(48). Considerando lo anterior, se evaluaron las características electrofisiológicas de la 

regulación dependiente del voltaje de los CaV2.2 en neuronas que sobreexpresaron las 

subunidades Gβ1, Gβ3 y Gβ5. Se aplicó un protocolo de doble pulso, el cual consiste en dos 

pulsos de voltaje idénticos a –8 mV durante 7 ms (P1 y P2) y entre éstos, un pulso de voltaje 

a +120 mV con una duración de 90 ms (PP), tal como se muestra en la Fig. 5.  La 

sobreexpresión de las subunidades Gβ1 o Gβ3 reduce la densidad de la corriente con respecto 

a las neuronas sin inyectar, de aquí en adelante denominadas control, o con aquellas que solo 

sobreexpresaron la proteína GFP.  La densidad de la corriente máxima en neuronas control 

(Icontrol) fue de –23 ± 2.98 pA/pF, mientras que en las que expresaron GFP (IGFP) fue de –20 

± 1.71 pA/pF, la densidad de la IGβ1 fue de –5.14 ± 1.08 pA/pF y de la IGβ3 fue de –8.17 ± 

2.17 pA/pF (Fig. 5a, b). Las subunidades Gβ1 y Gβ3 incrementaron el IF. El IFcontrol fue de 

1.08 ± 0.06, el IFGFP fue de 1.03 ± 0.05, el IFGβ1 fue de 3.6 ± 0.4 y el IFGβ3 fue de 1.71 ± 0.13 
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(Fig. 5c). Las subunidades Gβ1 y Gβ3 también produjeron un enlentecimiento cinético (τ). La 

τcontrol fue de 0.9 ± 0.08 ms, la τGFP fue de 1.1 ± 0.06 ms, la τGβ1 fue de 2.3 ± 0.25 ms y la τGβ3 

fue de 1.4 ± 0.1 ms (Fig. 5d). La subunidad Gβ5 solo redujo la densidad de la corriente (IGβ5 

= –15.2 ± 1.95 pA/pF), en menor grado que la subunidad Gβ1 o Gβ3, sin incrementar el índice 

de facilitación (IFGβ5 = 0.98 ± 0.04) ni el enlentecimiento cinético (τGβ5 = 0.8 ± 0.16 ms). De 

 

Fig. 5 La inhibición de los CaV2.2 por la subunidad Gβ1 es dependiente del voltaje, mientras 
que la inhibición por la subunidad Gβ5 es independiente del voltaje. (a) En la parte superior 
se muestra el protocolo a partir del cual fueron generados los trazos de de IBa

2+ que se muestran 
en la parte inferior de la figura. En color gris se muestra el trazo de de IBa

2+  de una neurona que 
sobreexpresó la subunidad Gβ1, mientras que el trazo negro se muestra el registro de una neurona 
control. Resumen de (b) la densidad de la corriente (n = 7), (c) el índice de facilitación y (d) la τ 
de activación bajo las condiciones experimentales indicadas en cada panel (*p < 0.05 vs. control). 
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acuerdo con estos resultados, la subunidad Gβ1 presenta una regulación predominantemente 

dependiente del voltaje, mientras que la subunidad Gβ5 presenta una regulación 

independiente del voltaje. Estos resultados concuerdan con hallazgos experimentales 

obtenidos por otros autores (38, 49, 50). Lo anterior sustenta que nuestros parámetros 

experimentales de inyección fueron adecuados para la sobreexpresión de cada una de las 

subunidades y que las subunidades Gβ1 y Gβ5 presentan dos mecanismos de regulación 

opuestos sobre los CaV2.2, lo cual nos proporciona la ventaja de conocer y profundizar más 

sobre el mecanismo que subyace en la regulación de la inactivación de estos canales por la 

subunidad Gβ.  
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7.2. El componente rápido de la inactivación de los CaV2.2 es inhibido por la 

subunidad Gβ1, pero no por la subunidad Gβ5 

El efecto antagónico en la regulación de los CaV2.2 por las subunidades Gβ1 y Gβ5 fue 

empleado para evaluar si estas subunidades afectaban la inactivación de los CaV2.2. Se aplicó 

un pulso despolarizante a – 8 mV durante 500 ms. Tal como se muestra en la Fig. 6, la 

inactivación de los CaV2.2 en neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 se redujo en 

un 62 ± 3.25% con respecto al control (control = 80 ± 9.1%; neuronas que sobreexpresaron 

la subunidad Gβ1 = 30 ± 6.3%; Fig. 6a y c). Mientras que en el caso de la sobreexpresión de 

la subunidad Gβ5 no hubo cambio en la inactivación (neuronas que sobreexpresaron la 

subnidad Gβ5 = 73.7 ± 2.3%, Fig. 6b y c), mostrando que esta subunidad no regula la 

inactivación de los CaV2.2. Durante la aplicación del pulso de voltaje, los principales cambios 

inducidos por la subunidad Gβ1 ocurrieron al inicio del pulso de voltaje. Para corroborar esta 

observación se midió la tasa de cambio durante la inactivación. De modo interesante, la tasa 

de cambio en neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 se mantuvo prácticamente 

lineal durante el decaimiento de la corriente, mientras que la inactivación de las neuronas 

control presenta un comportamiento bifásico, una fase rápida en los primeros 100 ms y 

posteriormente una fase lenta similar a las neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 

(Fig. 6d). Estos resultados muestran que la reducción de la inactivación por la subunidad Gβ1 

se establece al principio del decaimiento de la corriente, sugiriendo que impide el desarrollo 

de un componente rápido en la inactivación de los CaV2.2. Para corroborar esta propuesta se 

procedió hacer un análisis cinético de la inactivación de los CaV2.2 en neuronas 
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sobreexpresadas con la subunidad Gβ1.  

  

 

Fig. 6 La subunidad Gβ1 reduce la inactivación de los CaV2.2. Trazos de IBa
2+ de una neurona 

sobreexpresada con la subunidad Gβ1 (a) y con la subunidad Gβ5 (b) generados por el pulso de 
voltaje que se muestra en la parte superior en ambas secciones de la figura y comparados con un 
trazo de IBa

2+ de una neurona control. (c) Resumen del porcentaje de la inactivación a 500 ms en 
neuronas control y sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 y Gβ5 a 500 ms (n = 7). (d) Tasa de 
cambio de la densidad de la de IBa

2+  en neuronas control y expresadas con la subunidad Gβ1 
durante 500 ms (n = 7; *p < 0.05 vs. control).  
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7.3. El componte rápido de la inactivación de los CaV2.2 es ocluido por la 

subunidad Gβ1 a través de un mecanismo dependiente del voltaje 

Se ha sugerido que las proteínas G enlentecen la inactivación debido a un 

enlentecimiento cinético de la activación de los CaV2.2. Para investigar esta propuesta, se 

aplicó un pulso a -8 mV durante 2 s en neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1. Tal 

como se muestra en la Fig. 7a, los cambios inducidos por la subunidad Gβ1 solo se observan 

durante los primeros 100 ms (Fig. 7b), sin ningún desplazamiento en la densidad de la 

corriente durante la aplicación del pulso de voltaje. Esto confirma que el enlentecimiento 

cinético inducido en la activación no retrasa la aparición de la inactivación de los CaV2.2, 

sugiriendo que la subunidad Gβ1 solo afecta la inactivación rápida de los CaV2.2. 

La inactivación de los CaV2.2 presenta un componente rápido y uno lento (12, 44). Para 

analizar a cada uno de los componentes se ajustó una función exponencial doble al 

decaimiento de la corriente de las neuronas control. La constante de tiempo del componente 

rápido en la inactivación fue de 35 ± 1.9 ms, mientras que para el componente lento fue de 

768.16 ± 128.6 ms (Fig. 7c). La amplitud de la densidad corriente (A) fue de −15.3 ± 1.5 

pA/pF para la inactivación del componente rápido y de −8.5 ± 0.9 pA/pF para la inactivación 

del componente lento (Fig. 7d). La misma función también se ajustó a la inactivación de 

neuronas que sobreexpresaron la subunidad Gβ1. Sin embargo, en este caso, el mejor ajuste 

del decaimiento de la corriente fue una función exponencial simple. La τ de inactivación fue 

de 745.8 ± 71.5 ms y la A fue de −7.0 ± 0.8 pA/pF (Fig. 7c, d). Los valores de la inactivación 

en neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 son similares a los valores del 

componente lento de la inactivación de neuronas control (Fig. 7c y d), lo cual sugiere que se 
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trata del mismo componente.  

El CaV2.2 es regulado por distintos tipos de proteínas, tal como las cinasas, que corresponden 

a una vía de señalización independiente de la regulación de la subunidad Gβ (48). Por ello, 

la ausencia del componente rápido en la inactivación de los CaV2.2 podría deberse a un 

mecanismo ajeno a la subunidad Gβ. Para examinar esta posibilidad, se probó si un pulso 

fuertemente despolarizante, el cual es considerado como una herramienta para mostrar que 

la regulación dependiente del voltaje de los CaV2.2 es llevada a cabo por la subunidad Gβ1 

(10, 49), puede reestablecer el componente rápido en la inactivación (Fig. 8). En neuronas 

sobreexpresadas con la subunidad Gβ1, el ajuste del decaimiento de la corriente pasó de ser 

monofásico (P1) a bifásico (P2), después de haber sido sometidas a un pulso fuertemente 

despolarizante (Fig. 8a). Los trazos de la corriente de P1 y P2 fueron sobrepuestos para 

indicar que el componente rápido en la inactivación es recuperado (Fig. 4b). Además, el 

decaimiento de la corriente de P2 fue ajustado a una función exponencial doble y los 

parámetros del componente rápido de la inactivación (A fue de -14.3 ± 1.24 pA/pF y τ fue de 

30.02 ± 2.4 ms) son similares (Fig. 8c) a los parámetros reportados en las neuronas control 

(Fig. 7c y d). Estos resultados soportan la idea de que la subunidad Gβ1 impide la expresión 

del componente rápido en la inactivación. 
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Fig. 7 La inhibición de la inactivación rápida por la subunidad Gβ1 es dependiente del 
voltaje. (a) Trazos de IBa

2+ de neuronas control y sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 generados 
por el protocolo de voltaje que se muestra en la parte superior de cada una de las figuras. (b) 
Exhibe los primeros 200 ms del panel a (indicado en el recuadro de líneas punteadas). (c) 
Resumen de la constante de tiempo (τ) de la inactivación de neuronas control y sobreexpresadas 
con la subunidad Gβ1 (n=7). (d) Resumen de la densidad de corriente máxima (A) de la 
inactivación rápida y lenta de neuronas control y sobreexpresadas con la subunidad Gβ1, NP indica 
que no está presente. 



38 
 

  

 

Fig. 8 El componente rápido de la inactivación de los CaV2.2 es recuperado por un pulso 
fuertemente despolarizante. (a) Trazo de IBa

2+ representativo de una neurona sobreexpresada 
con la subunidad Gβ1 generado por el protocolo que se muestra en la parte superior del panel. (b)  
Trazos de IBa

2+ de la corriente del P1 y P2 de una neurona sobreexpresada con la subunidad Gβ1. 
La sección con líneas punteadas indica la recuperación del componente rápido de la inactivación. 
(c) Resumen de los valores de la amplitud de la densidad corriente (A) y de la constante de tiempo 
(τ) del componente recuperado en el P2 (n = 6). 
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7.4. La subunidad Gβ1 regula la dependencia del voltaje de la inactivación de 

los CaV2.2 y reduce la fracción de los canales inactivados.  

Previamente se sugirió que la regulación de los CaV2.2 por la subunidad Gβ1 está relacionada 

con la dependencia del voltaje de la inactivación. Por lo que evaluamos la regulación de la 

inactivación en el estado estacionario en neuronas que sobreexpresaron la subunidad Gβ1. En 

la Fig. 9a se muestra que en neuronas sobreexpresadas, los trazos generados a -8 mV tienen 

una densidad de corriente similar antes y después de haber aplicado un interpulso a – 70 mV, 

mientras que en neuronas control esta amplitud es reducida en un 25%. Como una 

consecuencia de esta reducción, la curva de inactivación de neuronas sobreexpresadas con la 

subunidad Gβ1 se desplaza hacia voltajes más positivos (Vm = –58.07 para neuronas control 

y Vm = –48.2 mV para neuronas que sobreexpresadas). El desplazamiento de la curva de 

inactivación se observó en un rango del voltaje de –30 a –70 mV (Fig. 9b). Además, se evalúo 

 

Fig. 9 La subunidad Gβ1 regula la dependencia del voltaje de la inactivación de los CaV2.2. 
(a) Trazos de de IBa

2+ de neuronas control y sobreexpresadas con la subunidad Gβ1. Los trazos 
fueron evocados a partir del protocolo que se muestra en la parte superior del panel. (b)  Curva de 
inactivación en estado estacionario de neuronas control (círculos vacíos, n = 7) y sobreexpresadas 
con la subunidad Gβ1 (cuadrados rellenos, n = 7). La línea continua representa el ajuste a los 
puntos experimentales a una función de Boltzmann.  
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la curva de recuperación de la inactivación de los CaV2.2 en neuronas que sobreexpresaron 

la subunidad Gβ1  por medio de la aplicación de un protocolo de doble pulso, el cual consiste 

en aplicar un pulso despolarizante de larga duración (500 ms), durante el cual los canales 

entran en un estado inactivado, seguido de un pulso hiperpolarizante (-100 mV) con duración 

variable, a partir del cual los canales se recuperan gradualmente, y finalmente, un pulso 

despolarizante que determina la fracción de canales que se han recuperado de la inactivación 

(Fig. 10a, b). En la Fig. 10c, se muestra una comparación de la recuperación de la inactivación 

en neuronas sobreexpresadas y en neuronas control. Las neuronas que sobreexpresaron la 

subunidad Gβ1 mostraron una reducción en la fracción de los CaV2.2 recuperados durante los 

primeros 100 ms. De modo interesante, el curso temporal de la recuperación fue el mismo 

entre neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 y las neuronas control (Fig. 10c). Estos 

datos muestran que en las neuronas sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 se incrementó la 
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fracción de canales en estado inactivado. 

 

7.5. La subunidad Gβ1 reduce la conductancia macroscópica de los CaV2.2  

Se ha reportado en los canales de sodio y potasio que la conductancia incrementa al eliminar 

la inactivación (51). Similarmente, nosotros observamos que la subunidad Gβ1 reduce la 

inactivación de los CaV2.2. Por ello, se examinó si la ausencia del componente rápido de la 

inactivación modifica la conductancia de los CaV2.2. La relación conductancia-voltaje fue 

calculada a 20 y 200 ms usando una serie de pulsos de -100 hasta +80 mV de 500 ms (Fig. 

 

Fig. 10 La subunidad Gβ1 reduce la fracción de canales inactivados. Trazos de IBa
2+ de neuronas 

(a) control y (b) sobreexpresadas con la subunidad Gβ1. Los trazos fueron obtenidos con los 
protocolos que se muestran en la parte superior de cada panel. (c) Recuperación de la inactivación a 
–100 mV en neuronas control (n = 3) y sobreexpresadas con la subunidad Gβ1. La línea punteada 
separa dos componentes de recuperación de la inactivación.  
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11a).  A 20 ms, la conductancia máxima fue de 0.5 ± 0.024 nS en neuronas control, mientras 

que la conductancia fue reducida a 0.11 ± 0.006 nS en neuronas sobreexpresadas con la 

subunidad Gβ1 (Fig. 11b). Sin embargo, a 200 ms la conductancia máxima en neuronas 

control fue de 0.12 ± 0.018 nS, la cual fue similar a la conductancia medida en neuronas 

sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 (0.09 ± 0.006 nS; Fig. 11c). Estos datos sugieren que 

una fracción sustancial de los CaV2.2 se encuentran en un estado no conductor y de acuerdo 

 
Fig. 11 La subunidad Gβ1 reduce la conductancia macroscópica de los CaV2.2. Trazos 
representativos de la de IBa

2+ a distintos voltajes de neuronas (a) control y (b) sobreexpresadas 
con la subunidad Gβ1. Los trazos de la IBa

2+ fueron generados con los protocolos que se muestran 
en la parte superior de cada panel. Las curvas de conductancia en neuronas control (círculos 
vacíos, n = 7) y sobreexpresadas con la subunidad Gβ1 (cuadrados, n = 7) a 20 ms (c) y 200 ms 
(d). La línea continua indica el ajuste a una función de Boltzmann de los puntos experimentales. 
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con nuestros resultados anteriores sustenta que la ausencia del componente rápido de la 

inactivación de los CaV2.2 en neuronas sobreexpresadas con el dímero Gβγ podría deberse 

al incremento de una fracción de canales en estado inactivado. 
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8. Discusión 

 
En el presente trabajo de tesis se estudió el efecto del dímero Gβγ sobre la inactivación 

de los CaV2.2 y nuestro principal hallazgo fue que la subunidad Gβ1 impide la inactivación 

rápida de la inactivación de los CaV2.2. En contraste con nuestra hipótesis, basada en la 

propuesta hecha por el grupo de De Waard, el cual sugiere que el dímero Gβγ enlentece la 

inactivación de los CaV2.2 (13). Con base en esta propuesta, se aplicó un pulso despolarizante 

de larga duración, en neuronas sobreexpresadas con el dímero Gβγ, suficiente para descartar 

que el enlentecimiento inducido en la activación no retrasa o enlentece los componentes de 

la activación de los CaV2.2. En este trabajo también descartamos la posibilidad de que el 

enlentecimiento de la activación enmascare el componente rápido de inactivación (31); ya 

que,  el enlentecimiento cinético de la activación se desarrolla antes (τ = 2.3 ms) que el 

componente rápido de la inactivación (τ = 35 ms) de los  CaV2.2.  

 
Fig. 11 Esquema representativo de la regulación de la inactivación de los CaV2.2 C, 

es el estado cerrado; O, es el estado abierto; If, es el estado de inactivación rápida; Is, es 

el estado de inactivación lento; CGβ, es el estado cerrado regulado y OGβ es el estado 

regulado abierto. 
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La ausencia del componente rápido en la inactivación de neuronas sobreexpresadas 

con el dímero Gβγ se puede explicar de acuerdo con la teoría propuesta por Bean (1989). De 

acuerdo con este autor, la regulación de los CaV2.2 por las proteínas G lleva al canal de un 

estado no regulado (dispuesto) a uno regulado (reluctante) por las proteínas G. Ambos, 

estados presentan características biofísicas distintas que permite distinguirlos de forma 

experimental. Quizás, la diferencia biofísica más notable, ante la sobreexpresión del dímero 

Gβγ, es el corrimiento de la curva de activación hacia voltajes despolarizantes (el umbral de 

activación >0 mV). Curiosamente, la regulación de los CaV2.2 por el dímero Gβγ sucede 

principalmente a potenciales moderados (de 20 a +20 mV), evidenciando que los canales 

reluctantes están ausentes a estos voltajes y sugiriendo que los canales en estado dispuesto 

son regulados por el dímero Gβγ. Hasta hoy en día, se ha sugerido que el dímero Gβγ 

interactúa con el asa citoplasmática I y II (52, 53), el amino terminal NH2 (54) y el carboxilo 

terminal (55) de la subunidad CaV2.2α. La afinidad particular que el dímero Gβγ presenta 

por cada uno de estos sitios es desconocido. Sin embargo, se ha sugerido que el asa I-II de la 

subunidad CaV2.2α podría ser la causante de la inactivación rápida de los CaV2.2. De modo 

interesante, hay una interacción directa entre el dímero Gβγ y el asa I-II de la subunidad 

CaV2.2α que ha sido asociado con la reluctancia del canal. Por lo cual, el componente rápido 

ausente en la inactivación podría deberse a una fracción de la población que es atrapa por el 

dímero Gβγ. La regulación de la inactivación de los CaV2.2 por el dímero Gβ1γ4 se resume 

en la Fig. 11. Los canales no regulados transitan de un estado cerrado a un estado abierto, 

seguidos por un estado de inactivación rápida o lenta. En la presencia del el dímero Gβ1γ4, 

el cual se une al canal en estado cerrado. Los canales regulados se activan, pero solo pueden 
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transitar al estado con lenta inactivación. Bajo estas condiciones, un pulso fuertemente 

despolarizante de voltaje desune el dímero Gβ1γ4 del canal, permitiendo que el canal 

nuevamente pueda pasar a un estado con una rápida o una lenta inactivación. En el diagrama 

se muestra que la inactivación esta acoplada a la activación, tal como también se ha descrito 

en canales de sodio. En estos canales, la amplitud de la densidad de la corriente incrementa 

cuando se elimina la inactivación. Ya que estos dos procesos están acoplados (51). 

Similarmente, la inactivación y la activación están acoplados en los CaV2.2 (56). Sin 

embargo, esto no concuerda con nuestros resultados. Ya que la ausencia del componente 

rápido en la inactivación de los CaV2.2 sugiere que el dímero Gβγ desacopla el componente 

rápido de la inactivación. Por lo que uno debería esperar un aumento en la amplitud de la 

densidad de la corriente. A diferencia de esto, se observó una disminución en la amplitud y 

en la conductancia en neuronas sobreexpresadas con el dímero Gβ1γ4. Estos resultados 

sugieren que la regulación del componente rápido de inactivación por el dímero Gβ1γ4 no es 

debido a un desacoplamiento de la inactivación del estado abierto del canal. Por lo cual este 

efecto sería, exclusivamente, de estados cerrados, concordante con nuestros resultados. En 

registros de canal unitario, se ha mostrado que la activación de proteínas G por norepinefrina 

disminuye la probabilidad de encontrar registros de canal con rápida probabilidad de apertura 

(57) y como consecuencia una disminución en la conductancia macroscópica. Previos 

modelos han sugerido que el sensor de voltaje de los CaV2.2 es atrapado por el dímero Gβγ 

(58) desde estados cerrados (59), sugiriendo que la ausencia del componente rápido de 

inactivación en neuronas sobreexpresadas con el dímero Gβ1γ4 surge a partir del atrapamiento 

del sensor de voltaje de los CaV2.2 en estado cerrado. En consecuencia, el dímero Gβ1γ4 
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impide la transición del estado cerrado del canal al estado abierto con inactivación rápida. 

Aunque nuestro modelo experimental ha sido utilizado para entender la regulación de los 

Cav2.2 por las proteínas G, este se limita a responder porqué el dímero Gβ1γ4 

preferentemente afecta la inactivación rápida. Es necesario realizar más experimentos para 

entender el mecanismo de regulación. 

El rol fisiológico de la inhibición del componente rápido de la inactivación de los 

CaV2.2 por el dímero Gβ1γ4 es desconocido. El proceso es complejo e involucra varios 

componentes  Aunque ratones deficientes con el gen que codifica para esta subunidad 

muestran defectos en el desarrollo del tubo neural y microcefalia (60), mostrando la 

importancia de la subunidad Gβ1 durante el desarrollo embrionario . Por otra parte, se ha 

mostrado que tanto la regulación de las subunidades de las proteínas G como la inactivación 

de los CaV2.2 disminuye las concentraciones de Ca2+ intracelular, el cual a su vez determina 

tanto la forma como la frecuencia de disparo de los  potenciales de acción (61). Por ello, se 

ha sugerido que la regulación de la inactivación de los CaV2.2 por las subunidades Gβ está 

involucrada en la eficacia presináptica.  
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Abstract Voltage-dependent regulation of CaV2.2 channels
by G-proteins is performed by the β (Gβ) subunit. Most stud-
ies of regulation by G-proteins have focused on channel acti-
vation; however, little is known regarding channel inactiva-
tion. This study investigated inactivation of CaV2.2 channels
in superior cervical ganglion neurons that overexpressed Gβ
subunits. CaV2.2 currents were recorded by whole-cell patch
clamping configuration. We found that the Gβ1 subunit re-
duced inactivation, while Gβ5 subunit did not alter at all in-
activation kinetics compared to control recordings. CaV2.2
current decay in control neurons consisted of both fast and
slow inactivation; however, Gβ1-overexpressing neurons
displayed only the slow inactivation. Fast inactivation was
restored by a strong depolarization of Gβ1-overexpressing
neurons, therefore, through a voltage-dependent mechanism.
The Gβ1 subunit shifted the voltage dependence of inactiva-
tion to more positive voltages and reduced the fraction of
CaV2.2 channels resting in the inactivated state. These results
support that the Gβ1 subunit inhibits the fast inactivation of
CaV2.2 channels in SCG neurons. They explain the long-
observed sustained Ca2+ current under G-protein modulation.

Keywords Gβ subunits . Inactivation .CaV2.2 channels .Rat
SCG neurons

Introduction

N-type voltage-gated calcium (CaV2.2) channels are widely
expressed in many types of neurons (Adams and Berecki
2013). Calcium ion (Ca2+) influx through these channels is
implicated in several physiological processes, such as neuro-
transmitter and hormone release, neurite outgrowth, gene tran-
scription, and activation of Ca2+-dependent proteins (Zundorf
and Reiser 2011). A regulatory mechanism of CaV2.2 chan-
nels solidly established in neurons is performed by Gβγ sub-
units (Herlitze et al. 1996; Ikeda 1996), which are the Gβ
subunit responsible for modulation (Garcia et al. 1998).
During a depolarizing pulse, CaV2.2 channels are activated
and current increases in a time-dependent fashion.
Afterwards, the current decays (Zamponi 2001), indicating
channel inactivation. Many studies have investigated regula-
tion of activated channels through Gβ subunits and described
voltage-dependent and voltage-independent pathways (Currie
2010; de la Cruz et al. 2016; Dolphin 2003). Numerous ex-
perimental strategies have been employed to investigate the
interplay between signaling pathways. These include slowing
activation kinetics (Marchetti et al. 1986), shifting activation
thresholds to more positive potentials (Bean 1989), and recov-
ery by a strong depolarizing prepulse (Elmslie et al. 1990).
However, little is known whether or not channel inactivation
is regulated by G-protein subunits.

G-protein activation by guanosine 5′-O-[γ-thio]triphosphate
(GTPγS) has been shown to almost entirely prevent inactivation
ofCaV2.2channels (García-Ferreiroetal. 2001). Inactivationhas
also been prevented by norepinephrine (Marchetti et al. 1986), a
neurotransmitter that regulates CaV2.2 channels through G-
protein subunits (Delmas et al. 1998), which strongly suggests
that a G-protein subunit is responsible for regulating CaV2.2 in-
activation. Alternatively, it has been suggested that Gβ subunit-
activation only slows inactivation (Weiss and DeWaard 2007).
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Therefore, this study addressed whether a specific Gβ subunit
accounts for the regulationof the inactivationofCaV2.2channels
in rat sympathetic neurons.

Materials and Methods

Cell Culture and Nuclear Microinjection

Neurons from the superior cervical ganglia (SCG) of rats were
isolated as previously described (García-Ferreiro et al. 2001).
The animal breeding facility of the Universidad Nacional
Autónoma de México School of Medicine provided rats, and
these animals were handled according to the Mexican Official
Norm for Use, Care and Reproduction of Laboratory Animals
(NOM-062-ZOO-1999). Neurons were placed on polystyrene
culture dishes pretreated with poly-L-lysine and incubated at
37 °C in 5% CO2 for 6 h. After the 6-h incubation, nuclear
microinjections were performed with an Eppendorf 5242
microinjector (injection pressure of 10–20 kPa for 0.3 s) and
a 5171 micromanipulator (Eppendorf, Madison, WI). The in-
jection solution contained cDNA encoding a green fluorescent
protein (GFP) mutant fused to different types of Gβ (Gβ-GFP;
100 ng/μL) and Gγ4 subunits (Gγ4; 100 ng/μL). Expression
plasmids were mixed with 1 mg/mL of dextran-fluorescein
(MW = 10,000 KDa) as an injection marker. To confirm that
the fused Gβ-GFP did not alter the properties of the Gβ1 sub-
unit, some cells were transfected with the GFP plasmid
(100 ng/μL) alone and other cells were transfected with GFP
and Gβ subunit (100 ng/μL) in separate plasmids (data not
shown). cDNA encoding Gβ1 subunits were cloned into a
pCDM8 plasmid, Gβ5 subunits were cloned into a pcDNA I
plasmid, the Gγ4 subunit was cloned into a pCI plasmid, GFP
was cloned into a pEGFP-N1 plasmid, and theGβ1-GFP fusion
plasmid was cloned into a pEYFPGb plasmid (Clontech). The
expression of all vectors was driven by the cytomegalovirus
promoter. Plasmids were purified with the use of commercial
kits. After 18–24 h, Gβγ4-injected neurons, referred to as Gβ-
overexpressing neurons, were identified by GFP fluorescence
using an inverted microscope (Axiovert 135; Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) equipped with epifluorescence optics.

Electrophysiology and Analyses

Current recordings were obtained at room temperature (22–
24 °C) by whole-cell patch-clamping using an EPC-9 amplifier.
Voltage protocols were generated, and current responses were
digitized and stored using Patchmaster software. Pipettes were
pulled from borosilicate glass capillaries with a horizontal patch
electrode puller and were filled with an internal solution contain-
ing (in mM): 140 CsCl, 20 tetraethylammonium (TEA)-Cl, 10
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES),
0.1 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid

(BAPTA)-tetracesium, 5 MgCl2, 5 Na2ATP, 0.3 Na2 guanosine
triphosphate (GTP), and 0.1 leupeptin. The pH was adjusted to
7.2 with CsOH. The electrical resistance of pipettes was 1.8–
2.0 MΩ. Neurons were superfused (1–2 mL/min) with an exter-
nal solution designed to isolate Ba2+ currents (IBa) through
CaV2.2 channels. The composition of the external solution was
(in mM) 165 TEA-Cl, 2 BaCl2, 10 HEPES, 8 glucose, 1MgCl2,
and 0.0002 tetrodotoxin (TTX). The pHwas adjusted to 7.4with
TEA-OH. IBa recordings were sampled at 10 kHz, and capaci-
tive transients were eliminated by averaging the current traces.
The series resistances (1.9 ± 1.3 MΩ, mean ± SEM) were
compensated to > 70% and did not exceed 10 MΩ. Reagents
were obtained from Sigma Aldrich (St. Louis, MO).

The mean cell capacitance was 74.56 pF with an SEM of ±
11.28 pF. For each cell, IBa density was determined by divid-
ing the whole-cell total current by the membrane capacitance.
Peak current, kinetic slowing, steady-state and facilitation in-
dex of IBa were measured as previously described (Garcia
et al. 1998). According to Garcia and collegues (1998), facil-
itation index is a reliable indicator that microinjection is suc-
cessfully performed. Only Gβ1-overexpressing neurons with
a facilitation index ≥ 3 and Gβ5-overexpressing neurons with
an inhibition of the current ≥ 15% were included in the anal-
ysis. The percentage of inactivation (inactivation %; Fig. 2c)
was calculated by the following equation:

I tð Þ ¼ 1−
I500ms

I7ms

where I(t) is the current amplitude and I7ms and I500ms are the
current density amplitudes at 7 and 500 ms of the depolarizing
pulse, respectively. The rate of change for IBa (Fig. 2d) was
measured as the difference in current amplitudes measured
every 20 ms during depolarizing pulses. CaV2.2 current decay
(Figs. 3a and 4a) was fitted with the following two-variable
exponential equation:

I tð Þ ¼ Afaste
− t
τ fast þ Aslowe

− t
τslow þ Y 0

where I(t) is the current amplitude as a function of time t
during depolarizing pulse, A is the current amplitude of the
fast or the slow inactivation, τ is time constant, and Y0 is the
residual current. The data points of steady-state curve inacti-
vation (Fig. 5b) were obtained from steady-state current
evoked by depolarization pulse to − 8 mV and normalized
( f ) with an identical pulse preceding the conditional pulse,
as shown in Fig. 5a. The conditioning pulse of 40 s increased
in steps of 10 mV, from − 110 to 0 mV. The data was plotted
with respect to the voltage of conditioning pulses and fitted
according to the following Boltzmann equation:

f ¼ Imax

1þ e
V−V0:5

k

where Imax is the limiting fractional availability of the current,
V0.5 is the voltage of half availability, and k is the voltage
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dependence of distribution. A double pulse protocol (Fig. 5c,
d) was used to measure the recovery from inactivation. The
first pulse was 500 ms at − 8 mV followed by − 100 mV for
variable durations (from 1 to 10,000 ms) followed by the test
pulse of 7 ms at − 8 mV. The peak current of the test pulse was
normalized to the peak current of the conditioning pulse and
then plotted to the time of recovery.

All data are shown as mean ± SEM. Statistical significance
was determined by t tests where p values < 0.05 were consid-
ered significant.

Results

CaV2.2 Channel Regulation Dependents on the Specific
Gβ Subunit Isoform Overexpressed

Protein–protein interactions have been proposed to define spe-
cific effects of G-protein β subunits on calcium channels

(Hernandez-Castellanos et al. 2014). Furthermore, it has been
suggested that specific effector regions on the Gβ subunits of
the G proteins may account for calcium channel responses
(Ford et al. 1998). The question then arises whether functional
effects are not to solely due to level of expression rather than
difference in the isoform employed. Therefore, we examined
the specificity of Gβ1 subunit on CaV2.2 channel regulation.
We compared the hallmarks of the voltage-dependent CaV2.2
channel regulation by Gβ1 versus Gβ5 subunit, as the latest
shows the lowest degree of similarity in linear sequence, using
a prepulse protocol (Fig. 1c). Gβ-overexpressing neurons were
identifiedbyGFP fluorescence coupled to eachGβ subunit (Fig.
1a, b). Gβ1 subunit reduces IBa amplitude (Icontrol = − 23 ± 2.98,
IGFP = − 20 ± 1.71, and IGβ1 = − 5.14 ± 1.08 pA/pF; Fig. 1c, d),
increases the facilitation index (IFcontrol = 1.08 ± 0.06,
IFGFP = 1.03 ± 0.05, and IFGβ1 = 3.6 ± 0.4; Fig. 1e), and slows
the activation phase of IBa (taucont ro l = 0.9 ± 0.8,
tauGFP = 1.1 ± 0.06, and tauGβ1 = 2.3 ± 0.25 ms; Fig. 1f). Gβ5

subunit reduces IBa amplitude in a lesser extent without altering
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the facilitation index or a kinetic slowing (IGβ5 = − 15.2 ± 1.95
pA/pF, IFGβ5 = 0.98 ± 0.04, and tauGβ5 = 0.8 ± 0.16 ms).
We also observed that Gβ1 subunit inhibits CaV2.2 chan-
nels by a predominant voltage dependence regulation,
while Gβ5 subunit regulates CaV2.2 channels in a
voltage-independent manner. Similar findings have been
reported by others (Garcia et al. 1998; Hernandez-
Castellanos et al. 2014; Khan et al. 2013), showing that
CaV2.2 channel regulation by G-protein subunits specifi-
cally depends on the Gβ subunit type.

CaV2.2 Inactivation Is Reduced by Gβ1 Subunit
through a Time-Dependent Mechanism and Not
by the Gβ5 Subunit

We have previously shown that Gβ1 and Gβ5 subunits
have a strong and a weak voltage dependence regulation,
respectively (Fig. 1). Taking these subunits with opposite
activities, we assessed next whether CaV2.2 inactivation is
affected by Gβ1 or Gβ5 subunits. Figure 2 compares
CaV2.2 current decay in control, Gβ1-overexpressing neu-
rons, and Gβ5-overexpressing neurons. As shown in the
figure, the Gβ1 subunit reduces CaV2.2 inactivation by
62 ± 3.25% at 500 ms (control = 80 ± 9.1%; Gβ1-overex-
pressing neurons = 30 ± 6.3%; Fig. 2a, c). On the other
hand, the Gβ5 subunit does not significantly reduce
CaV2.2 inactivation at 500 ms (Gβ5-overexpressing neu-
rons = 73.7 ± 2.3%; Fig. 2c). Furthermore, the rate of IBa
change is reduced by the Gβ1 subunit during the first

100 ms (Fig. 2d), while the Gβ1 subunit does not signifi-
cantly reduce inactivation afterwards. The Gβ5 subunit
does not significantly alter the time course of IBa (Fig.
2b). These results suggest that Gβ1 subunit reduces the
CaV2.2 channel inactivation through a voltage- and time-
dependent mechanism. Thereafter, this data prompted us to
evaluate, first, the time course of CaV2.2 current decay
and, later, the voltage dependence of inactivation in Gβ1-
overexpressing neurons.

Fast Inactivation of CaV2.2 Channel-Current Is Prevented
by the Gβ1 Subunit

Although previous studies have shown that in the absence of
G-protein regulation, CaV2.2 inactivation has both a fast inac-
tivation and a slow inactivation (Garcia-Ferreiro et al. 2001;
Yasuda et al. 2004), whether or not the Gβ1 subunit regulates
these components remains unclear. Thus, the initial experi-
ment was applied along depolarizing pulse (2 s) to examine
the possibility that fast and/or slow CaV2.2 inactivation is
slowed. As seen in Fig. 3a, IBa amplitudes were similar in
the control and in the Gβ1-overexpressing neurons 100 ms
post-activation (Fig. 3a, b), indicating that the Gβ1 subunit
affects the fast inactivation. To assess this effect, kinetic pa-
rameters of CaV2.2 current decay were examined. CaV2.2 in-
activation in control neurons was best fit with a two-variable
exponential equation. The exponential time constant of the
fast inactivation was 35 ± 1.9 ms, whereas it was
768.16 ± 128.6 ms for the slow inactivation (Fig. 3c). The
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current amplitude (A) was − 15.3 ± 1.5 pA/pF for the fast inac-
tivation and − 8.5 ± 0.9 pA/pF for the slow inactivation (Fig.
3d). The best fit for current decay in Gβ1-overexpressing neu-
rons was a single-variable exponential function. τ of inactiva-
tion was 745.8 ± 71.5 ms, and Awas − 7.0 ± 0.8 pA/pF (Fig. 3c,
d). The inactivation values in Gβ1-overexpressing neurons
were not significantly different from the slow inactivation in
control neurons (Fig. 3c, d). Thus, in the Gβ1-overexpressing
neurons, only the slow inactivation can be observed.

The absence of the fast inactivation of CaV2.2 channels by
Gβ1 subunit could be due to independent G-proteins mecha-
nism. To examine this possibility, we next tested whether a
strong depolarizing pulse, which is considered a tool to prove
voltage-dependent regulation of CaV2.2 channels by G-
proteins (Diaz-Cardenas et al. 2008; Ruiz-Velasco and Ikeda
2000), could restore this fast inactivation in Gβ1-overexpress-
ing neurons. As shown in Fig. 4a, CaV2.2 current decay in
Gβ1-overexpressing neurons went from monophasic (slow
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only, P1) to bi-phasic (slow and fast, P2) upon a strong depo-
larization. Traces of IBa in P1 and P2 were overlapped to
indicate that the fast inactivation was recovered (Fig. 4b). In
addition, P2 was fitted with a two-variable exponential func-
tion to compare the fast and slow inactivation to the control.
The exponential parameters (A and τ) representing the slow
inactivation were not significantly different. The A (−
14.3 ± 1.24 pA/pF) and τ (30.02 ± 2.4 ms) of the recovered
fast inactivation (Fig. 4c) were similar to those of control
neurons (Fig. 3c, d), supporting the hypothesis that the Gβ1

subunit inhibits fast inactivation in Gβ1-overexpressing
neurons.

Gβ1 Subunit Regulates Voltage Dependence of CaV2.2
Inactivation and Reduces the Fraction of Inactivated
Channels

We have previously suggested that Gβ1 subunit effects are
related to the voltage dependence of CaV2.2 inactivation
(Figs. 2 and 4a). Thus, we evaluated steady-state inactivation

in Gβ1-overexpressing neurons. CaV2.2 inactivation voltage
dependence is reduced by the Gβ1 subunit. In Fig. 5a, IBa
traces evoked at − 8 mV show that the IBa amplitude before
and after the pulse are nearly the same. However, in control
neurons, this amplitude is reduced by 25%. As a consequence
of this reduction, the steady-state inactivation shifts the curve
to more positive potentials (Vm = − 58.07 ± 2.1 for control
neurons and Vm = − 48.2 ± 3.3 mV for Gβ1-overexpressing
neurons; Fig. 5b). In addition, we also assessed the recovery of
the CaV2.2 channels from inactivation in Gβ1-overexpressing
neurons by means of a double pulse protocol. The long
depolarizing pulse (500 ms) leads the channels to the
inactivated state, and the hyperpolarizing pulse recovers the
inactivated channels with pulses of variable duration. Finally,
a depolarizing pulse determines the fraction of channels that
are open. As seen in Fig. 5c, d, a comparison of the recoveries
from inactivation in Gβ1-overexpressing neurons and control
neurons was performed. Gβ1-overexpressing neurons
displayed a significant reduction in the fraction of recovered
CaV2.2 channels compared to the control neurons during the
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pulse to − 100 mVat different
times was applied (top of the
panel). e Recovery from
inactivation at − 100 mV in
control (open circle, n = 3) and
Gβ1-overexpressing (filled
squared, n = 3) neurons. The
dotted line indicated the
separation between from the first
and second components of
recovery (*p < 0.05 vs. control)
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first 100 ms. Interestingly, the time course of recovery was the
same between Gβ1-overexpressing and control neurons (Fig.
5e). This data shows that Gβ1-overexpressing neurons in-
crease a fraction of the CaV2.2 channels in a non-conducting
state, suggesting that this channel population corresponds to
the fast inactivation of CaV2.2 channels.

Discussion

These results show that the Gβ1 subunit inhibits the fast inac-
tivation of CaV2.2 currents. CaV2.2 channels in Gβ1-overex-
pressing neurons displayed only the slow inactivation, while
Gβ5-overexpressing neurons exhibited both slow and fast in-
activation. A strong depolarizing prepulse restored fast inacti-
vation of Gβ1-overexpressing neurons through a voltage-
dependent mechanism. It has been shown that Gβ subunits
directly bind the α subunits of the CaV2.2 channel (Colecraft
et al. 2000), and it has been suggested that a strong depolari-
zation unbinds the subunit (Elmslie et al. 1990). Therefore,
recovery of the fast component through a strong depolariza-
tion may be explained by the release of Gβ1 subunits from
CaV2.2 channels.

In sodium channels, it is thought that inactivation is
coupled to activation (Armstrong and Bezanilla 1977).
Similarly, CaV2.2 inactivation is also thought to be coupled
to activation (Jones et al. 1999). However, CaV2.2 channels
are distinct from sodium channels because occluding the fast
inactivation by Gβ1 subunit overexpression does not increase
IBa during the depolarizing pulse, but instead reduces the am-
plitude of IBa. This suggests a reduction in macroscopic con-
ductance through CaV2.2 channels. It was previously reported
that G-protein activation by norepinephrine lowered the fast-
open probability (Delcour and Tsien 1993) and decreased con-
ductance (Carabelli et al. 1996). This strongly suggests that
the Gβ1 subunit decreases the fraction of CaV2.2 channels
with a high fast-open probability and with a fast inactivation
rather than a slow inactivation of CaV2.2 channels by the Gβ
subunit (Weiss and DeWaard 2007). It remains unknown why
Gβ1 subunits preferentially affect the fast inactivation, and
future studies will explore this.

Interestingly, the effect on fast inactivation by the Gβ1

subunit is voltage-dependent. Previousmodeling suggests that
the voltage sensor of the channel is trapped by Gβ subunits
(Zhong et al. 2001). Moreover, G-protein subunits preferen-
tially bind CaV2.2 channels in a closed state (Colecraft et al.
2000). We propose that the absence of the fast inactivation in
Gβ1-overexpressing neurons arises from the Gβ1 subunit
trapping the voltage sensor, while in the closed state by im-
peding the transition to the fast inactivating state.

It has been long tested that norepinephrine elicits specific
responses on CaV2.2 channels in SCG neurons through the
activation of GPCRs (Delmas et al. 1998; Hernandez-

Castellanos et al. 2014; Ikeda 1996; Koh and Hille 1997).
This is a pertussis toxin-sensitive membrane-delimited Go/
Gi-mediated and voltage-dependent mechanism (Herlitze
et al. 1996; Ikeda 1996). As most of these experiments have
been done in SCGs, a classical sympathetic neurons prepara-
tion, the more likely first messenger modulating CaV2.2 chan-
nels through a GPCR by Gβ subunit is norepinephrine. Under
physiological conditions, regulation of the fast inactivation by
Gβ1 subunits may impact the Ca2+ influx, which modulates
neuronal firing rates (Mazzanti et al. 1992). Thus, this type of
regulation may govern spatial and temporal physiological pro-
cesses underlying neurotransmitter release.
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