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Resumen

La superfamilia de canales i6nicos TRP puede encontrarse en una amplia
variedad de organismos y tejidos, en los cuales desarrollan funciones de
naturaleza diversa. Al ser canales polimodales, estas proteinas pueden responder

a diversos estimulos fisicos y quimicos.

El canal TRPV1 es el miembro mas ampliamente estudiado de esta superfamilia
de proteinas. Una gran cantidad de informacion estructural y funcional de este
receptor ha surgido en los ultimos afios y ha puesto de manifiesto su importancia
en diversos procesos fisiolégicos, asi como en la aparicion de diferentes

enfermedades.

La capsaicina, compuesto presente en los chiles y pimientos, es el agonista por
excelencia del canal TRPV1. ElI mecanismo por medio del cual promueve la
activacion de esta proteina es objeto de amplio estudio por distintos grupos en

todo el mundo.

Asimismo, se ha descrito la activacion de este canal por otro tipo de estimulos,
entre los que puede encontrarse una gran variedad de compuestos de naturaleza
lipidica. Aunque clasicamente se habia propuesto que la activacion de canales
iGnicos por este tipo de compuestos ocurria a través de mecanismos indirectos,
recientemente se desarrollaron trabajos pioneros que indicaron que ciertos tipos
de canales, pertenecientes a la superfamilia TRP, pueden interactuar y ser
activados directamente por lisofosfolipidos, como el acido lisofosfatidico (LPA), en
el caso de TRPV1, o la lisofosfatidilcolina (LPC) para el canal TRPV4.

En este trabajo, se estudié la activacién del canal TRPV1 por LPA y se describio,
por primera vez, que la corriente unitaria promovida por este compuesto es
diferente a la evocada en presencia de capsaicina, poniendo de manifiesto que
existen estados conformacionales diferentes para ambas condiciones. Se propone
qgue el efecto observado se debe a la interaccion electrostatica del LPA con un

residuo cargado positivamente, ubicado en la regién de la caja TRP del canal.



Asimismo, se evalud la contribucion de efectos asociados a la integracion del
lipido en la membrana plasmatica, posiblemente cambiando la forma o rigidez de
la misma, o bien, modificando el microambiente electrostatico en las cercanias del
canal. Los resultados obtenidos en este sentido indicaron que estos efectos no se

encuentran presentes en nuestro sistema.

Dada la relevancia fisiologica del canal TRPV1 tanto en condiciones normales
como en patologicas, los resultados obtenidos podrian resultar un avance
importante en la blsqueda de nuevas aproximaciones terapéuticas que

aprovechen las caracteristicas biofisicas de este canal.



1. Antecedentes

Es indispensable que los organismos posean la capacidad de detectar los
estimulos del medio ambiente y responder a ellos eficientemente para lograr su
supervivencia. Con este fin, a través de la evolucion, se han desarrollado una serie
de adaptaciones que les permiten detectar sefiales del medio ambiente (Islas,
2008).

Asi, los organismos poseen receptores especializados que detectan dichas
sefiales, un caso son los canales ionicos, proteinas de membrana que permiten el
flujo de iones a favor de un gradiente electroquimico, generando sefales que
favorecen la comunicacion entre las células eléctricamente excitables. De modo
general, los canales idnicos son complejos proteicos constituidos por dominios
estructurales que les confieren su funcién y que regulan las particularidades de la
misma. En las ultimas décadas, diversos estudios de las relaciones que existen
entre la estructura y la funcion de los canales i6nicos han generado conocimiento
acerca de las regiones de estas proteinas que responden a cambios en el voltaje,
a la union de ciertos ligandos, asi como a otros estimulos quimicos y fisicos
(Clapham, 2003).

1.1.Superfamilia de canales i6nicos TRP

Una familia de canales iénicos, descrita hace relativamente poco, es la de los
Receptores de Potencial Transitorio (TRP). Estos conforman una superfamilia de
proteinas que responden a una gran variedad de estimulos de naturaleza fisica y
quimica, como el microambiente lipidico, el pH, temperatura o ligandos
especificos, entre otros (Ramsey et al., 2006). Su contribucién es importante para
una gran cantidad de procesos fisiolégicos que incluye a la funcién sensorial
(Grazia y Ferrer, 2017).

Estas proteinas son canales ionicos localizados en la membrana plasmatica, no
selectivos y que principalmente permiten el ingreso de Ca?* a la célula. Tras su
activacion, los canales de esta superfamilia pueden contribuir a la generacion de

potenciales de accion en células tipicamente excitables, mientras que en otro tipo



de células pueden interactuar con otros canales idnicos e influir en procesos como

la transcripcion y migracion, entre otros (Grazia y Ferrer, 2017).

En términos historicos, la identificacion de corrientes asociadas a un canal idnico
de esta superfamilia se llevo a cabo en el modelo de Drosophila en 1969, mientras
que la identificacion molecular del primer gen trp se realiz6 en 1975. Actualmente,
se reconoce que existen 6 subfamilias de canales TRP que se expresan
principalmente en mamiferos, con una familia adicional que se encuentra

solamente en invertebrados y otras especies (Rosasco y Gordon, 2017).

A pesar de que algunos miembros de la superfamilia TRP muestran una débil
dependencia del voltaje, se considera que estos canales son miembros de la
superfamilia de canales acoplados a voltaje, junto con los canales de K*, Na*y
Ca*, con los que comparten ciertas caracteristicas estructurales (Rosasco y
Gordon, 2017). En este sentido, cabe destacar que la estructura de los canales
TRP fue inicialmente predicha con base en estudios filogenéticos y de prediccion
de segmentos transmembranales. Mas recientemente, se logrdé la obtencion de
informacion estructural con ensayos de cristalografia de rayos X, asi como de
mutagénesis dirigida combinada con ensayos funcionales y de criomicroscopia

electronica (Grazia y Ferrer, 2017).
1.2.El canal TRPV1

El TRPV1 (vaniloide 1) fue el primer miembro de la superfamilia TRP en ser
caracterizado y se considera que es el mas ampliamente estudiado. Es un canal
catibnico no selectivo y polimodal, que actia como un integrador de diversos
estimulos nocivos en los tejidos en los que se expresa. Se encuentra
principalmente en neuronas sensoriales periféricas, aunque también se expresa
en neuronas del ganglio de la raiz dorsal y del hipocampo, musculo liso,
queratinocitos en la epidermis, células renales y macrégafos, entre otros
(Tominaga et al., 1998; Caterina et al., 1997; Nilius, 2007; Sanchez et al., 2004).

El canal se relaciona con diferentes patologias como el asma, el dolor asociado a

diversos tipos de cancer y artritis, entre otros. Asimismo, por el papel que



desempeiia en la nocicepcion, el canal TRPV1 resulta un blanco terapéutico
idoneo para el control de algunos procesos que involucran dolor (Szallasi et al.,
2006).

1.3.Estructura del canal TRPV1

Como los demas canales ionicos, el canal TRPV1 presenta una estrecha relacién
entre estructura y funcién. De este modo, el estudio de determinadas regiones de
Su estructura es especialmente importante para comprender los mecanismos que
median su activacion en los diferentes tejidos donde el canal se expresa y es

funcional.

Estructuralmente, el canal TRPV1 es un homotetramero de aproximadamente 95
kDa de peso molecular, donde cada subunidad esta compuesta de seis
segmentos transmembranales (S1-S6), con sus extremos terminales amino y
carboxilo situados hacia el lado intracelular (Figura 1). Seis repeticiones de
anquirina, que muestran una notable conservacion estructural entre los diferentes
miembros de la superfamilia TRP, conforman el dominio N terminal (Liao et al.,
2013; Islas, 2017). Por su parte, los primeros cuatro segmentos transmembranales
(S1-S4) se organizan estructuralmente de un modo similar a los segmentos
analogos que conforman los dominios sensores de voltaje (VSDs) en los canales
ligados a voltaje (Moiseenkova-Bell et al., 2008; Clapham, 2003; Ramsey et al.,
2006; Palovcak et al., 2015).

Por su parte, los segmentos S5 y S6 de cada subunidad, asi como el asa que los
conecta, se encuentran situados hacia el centro del canal y forman la region del

poro y el filtro de selectividad (Clapham, 2003; Ramsey et al., 2006).
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Figura 1. Representacion esquemética de una subunidad del canal TRPV1 y de los dominios
estructurales que lo conforman. Se observan seis cruces transmembranales y la ubicacion
intracelular de los extremos amino (purpura) y carboxilo (naranja). El extremo amino (N, rectangulo
purpura) se conforma de seis repeticiones de anquirina (ARD) y se conecta al primer cruce
transmembranal a través de una hélice denominada pre-S1 (verde). La region del poro se

conforma por las hélices transmembranales S5 y S6 (rojo) y el asa que los une (azul).

1.4.El canal TRPV1 es un receptor polimodal

La activacion de TRPV1 puede ser mediada por diversos estimulos, entre los que
se encuentran temperaturas cercanas a los 42 °C, condiciones extracelulares de
acidez y la union de diversos ligandos. Tales agonistas pueden ser de naturaleza
exdgena, como la resiniferatoxina producida por los cactus del género Euphorbia,
la capsaicina de los chiles del género Capsicum o la alicina del ajo y la cebolla
(género Allium); o bien, pueden ser compuestos endégenos como el diacilglicerol,
la anandamida e incluso otros lipidos bioactivos como el acido lisofosfatidico
(LPA), compuesto que ha sido relacionado con la generacion y mantenimiento de
procesos de dolor crénico, dolor neuropatico, entre otros (Tominaga et al., 1998;
Caterina et al., 1997; Szallasi et al., 2006).

En cuanto a los lipidos, se ha propuesto que estos tienen una funcién importante
en la activacion de los canales TRP y en la modulacién de su actividad, tanto en
condiciones fisiolégicas como en las patoldgicas. Se considera que estos efectos

pueden llevarse a cabo principalmente por diferentes vias, que incluyen:



interaccion directa de alguna region del canal iGnico con estos compuestos,
modulacion de las propiedades fisicoquimicas de la membrana o a través de vias
de sefializacion que regulan la actividad del canal (Grazia y Ferrer, 2017).

1.4.1. El canal TRPV1 es activado por la capsaicina

La capsaicina ((E)-N-[(4-Hidroxi-3-metoxifenil)metil]-8-metilnon-6-enamida) es el
capsaicinoide mas abundante en las plantas del género Capsicum, familia
Solanaceae, ademas, es el compuesto responsable de la sensacion de irritacion
que se tiene al consumir los frutos de éstas. Al mismo tiempo, es uno de los
agonistas mas ampliamente estudiados del canal TRPV1, pudiendo evocar la
activacion completa del canal con probabilidades de apertura (Po) cercanas al
maximo, de forma dependiente de la concentracion (Yang y Zheng, 2017; Yang, et
al., 2015).

De modo similar a otros capsaicinoides, la capsaicina posee una cabeza
conformada por un grupo vaniloide, un grupo amida que forma el cuello y una

cadena de acido graso como cola (Figura 2; Yang y Zheng, 2017)
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Figura 2. Estructura quimica de la capsaicina. Se sefialan las diferentes partes que la conforman y
que son similares a las observadas en otros capsaicinoides: la cabeza vaniloide, el cuello amida y
la cola hidrofébica. Se remarcan con recuadros rojos los &tomos que se sugiere interactdan con el

canal TRPV1 por medio de puentes de hidrogeno.



Tales caracteristicas estructurales permiten a la capsaicina interactuar con el
canal TRPV1 y activarlo eficientemente. El mecanismo por medio del cual este
lipido puede activar al canal se ha estudiado ampliamente mediante diversas
aproximaciones experimentales. En primer lugar, la construccién de quimeras que
contenian los segmentos transmembranales S2 a S4 del canal TRPV1 de rata
sobre un templado del canal de pollo (insensible a capsaicina) confirié a este
altimo la capacidad de responder a este lipido, o que sugirié que estas regiones
son claves en este proceso. Asimismo, estos estudios permitieron sugerir que los
residuos Y511 y S512 estaban implicados en el reconocimiento de la capsaicina
(Jordt y Julius, 2002).

Posteriormente, ensayos de mutagénesis realizados sobre el canal TRPV1 de
conejo permitieron comprobar que los segmentos transmembranales S3 y S4
efectivamente son importantes para la activacion del canal por capsaicina. Mas
aun, pusieron de manifiesto la importancia del residuo T550 en el proceso, junto
con los residuos propuestos previamente (Gavva, et al., 2004).

Esta informacion funcional fue confirmada con la apariciébn de las estructuras
criomicroscopicas del canal, que inequivocamente colocaron a los segmentos
transmembranales S3 y S4, asi como el asa que une a S4 y S5, como las

estructuras que conforman el sitio de unién a capsaicina (Cao, et al., 2013).

Asimismo, en la estructura de TRPV1 unida a capsaicina se identific6 una
densidad electronica dentro de este sitio de uniéon (Figura 3), que de hecho
corresponderia a este compuesto. De modo interesante, tal densidad se observa
también en el estado apo (no unido a ligando), lo que sugeriria que la capsaicina
compite con un lipido que se encuentra ocupando el sitio de unién durante el

proceso de activacion del canal (Cao, et al., 2013).

Otra observacion importante radica en el hecho de que el asa que une a S4 con
S5 sufre un movimiento durante la activacion del canal, que involucra que esta
parte se aleje de la region del poro. Se sugiere que este movimiento podria llevar

a la apertura del poro, como ocurre en canales ligados a voltaje, en los cuales el



movimiento del asa acopla al sensor de voltaje S4 con la activacion de la

compuerta S6 (Lu, et al., 2002; Yarov-Yarovoy, et al. 2012).

Posteriormente, la utilizacion de técnicas computacionales permitié predecir que la
capsaicina adquiere una configuracion de “cola arriba, cabeza abajo” en el sitio
vaniloide, con la region de la cola mostrando gran flexibilidad y adoptando
diferentes conformaciones. Asimismo, puso de manifiesto que la union de
capsaicina a TRPV1 ocurre a través de interacciones de van de Waals y dos
puentes de hidrogenos entre atomos de la cabeza y el cuello con T550 y E570,

respectivamente. (Figura 3, Yang, et al., 2015).

Figura 3. Acoplamiento molecular de la capsaicina y TRPV1. La cabeza, cuello y cola se
encuentran coloreadas en rojo, azul y magenta, respectivamente. Se muestran en naranja los dos
residuos que interactian con la capsaicina a través de puentes de hidrégeno. La densidad
electrénica encontrada en los experimentos de cryo-EM que corresponde a la capsaicina se
muestra en color rojo, superpuesta a su estructura. Se observa que la regién de la cola no se
encuentra resuelta en este modelo estructural, posiblemente debido a su elevada flexibilidad.
Modificado de Yang, et al., 2015.

Mientras que la capsaicina y la resiniferatoxina interaccionan con el sitio de unién
a vaniloides en el canal, ya descrito arriba, otros agonistas lo pueden hacer con
otros sitios. Lo interesante es que, diferentes agentes que interaccionan con

regiones distintas en la estructura del canal desembocan en el mismo evento: la



apertura del poro del canal ante su activacion. Es importante mencionar que una
de las preguntas generales, aun prevalecientes en el campo de estudio de la
biofisica de canales idnicos, es: ¢coOmo es que se acopla la union de un ligando a
la apertura de los canales i6nicos? En particular, esta pregunta busca definir
cudles son los cambios conformacionales que se producen en respuesta al ligando

para generar la activacion de los canales idnicos.
1.5.El 4cido lisofosfatidico (LPA): un regulador de la actividad del TRPV1

El LPA posee una gran diversidad de funciones biolégicas y se ha relacionado con
diferentes patologias que incluyen algunos tipos de cancer y dolor neuropatico
(Schumacher et al., 1979; Liu et al., 2009; Inoue et al., 2004). Este lisofosfolipido
contiene un esqueleto de glicerol, un grupo fosfato y una cadena de acido graso

saturada o insaturada (Figura 4, van Corven et al., 1989).

Cadena de grupo acil Fosfato

A {_1_\
- ~

o

Q

/\/“\/\/‘\/\/\/\/\\)l\ H
= G/Y\G"“DH

H on ©

Esqueleto de

glicerol
L

Figura 4. Estructura quimica del acido lisofosfatidico (LPA). Se sefialan las diferentes partes que la
conforman: la cabeza fosfato cargada negativamente, el esqueleto de glicerol y la cadena de grupo
acil, que puede ser saturada o insaturada y poseer diferentes longitudes. La estructura mostrada

corresponde al LPA 18:1 (1-oleoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfato).

Existen diversas vias para la sintesis de LPA (Figura 5). En la primera de ellas,

qgue ocurre a nivel intracelular, el acido fosfatidico (PA) pierde una cadena de



acido graso para producir LPA, en una reaccion catalizada por las fosfolipasas Al
0 A2 (PLA1 o PLA2, por sus siglas en inglés). EI PA usado puede provenir de
diversas fuentes, como la ruptura de fosfolipidos de membrana (por ejemplo,
fosfatidilserina, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) por la fosfolipasa D, o bien,
por accion de la diacilglicerol cinasa sobre un diglicérido (Okudaira et al., 2010;
Pages et al., 2001).

Por su parte, la via extracelular involucra dos pasos: primero, la desacilacion de
fosfolipidos por PLAL1 o PLA2, y posteriormente la ruptura de los lisofosfolipidos
producidos, en una reaccion catalizada por la lisofosfolipasa D, también
denominada autotaxina o ATX (Hernandez-Araiza et al., 2018; Tokumura et al.,
2002; Umezu-Goto et al., 2002).

INTRACELULAR EXTRACELULAR
Fosfolipido
Fosfolipasa D
ﬁ {PLD) O
" Fosfolipasa
Fosfolipasa Lisofosfolipasa D PLA1/PLA2
PLA1/PLA2 (Autotaxina) 4——_.
—— — | - -
. | . LPA
Acido lisofosfatidico aciltransferasa
Acido fosfatidico (LPA) Lisofosfolipido Fosfolipido
DAG cinasa
(DGK)
[:] Acido graso
Diacilglicerol :] Glicerol
O Colina, serina o etanolamina
O Fosfato

Figura 5. ElI LPA puede provenir de diversas fuentes intra o extracelulares, que involucran la

actividad de diversas enzimas.

Recientemente, el LPA ha emergido como un regulador importante de la actividad
de diferentes canales i6nicos, que incluyen, a canales activados por voltaje y

activados por ligando, entre otros (Stirling et al., 2009; Jans et al., 2013). Tal
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regulacion puede llevarse a cabo tanto por interaccion directa del LPA con estos
canales como por mecanismos indirectos, que en algunos casos pueden incluir la
actividad de al menos uno de los seis receptores especificos acoplados a
proteinas G (GPCRs), denominados LPA1-s (Yung et al., 2014).

Recientemente en nuestro laboratorio se describidé por primera vez la activacion
directa del canal TRPV1 por el LPA y también se estableci6 la asociacion de este

proceso con la aparicion de dolor (Nieto-Posadas et al., 2012).

También, se dilucidaron algunas caracteristicas necesarias para que éste y otros
lipidos bioactivos de estructura quimica similar promuevan la activacion del canal
TRPV1 y se propuso un mecanismo para que esta se lleve a cabo. Lo que
propuso nuestro grupo es que las caracteristicas estructurales del LPA (longitud
especifica, angulo de torsion y presencia de un grupo cargado) permiten que se
genere un cambio conformacional en la region de la caja TRP del canal (Figura 6),
promoviendo su desplazamiento y un giro de modo paralelo a la membrana, lo
que, en ultimo término, resulta en la apertura del canal y el flujo de iones. Esta
hipotesis se basa también en que en las estructuras de criomicroscopia obtenidas
por Cao, et al. se observa que la caja TRP se desplaza y gira con respecto a la
membrana cuando se comparan las estructuras en ausencia y en presencia de

diferentes agonistas (Cao, et al. 2013).

La obtencion de diversas estructuras criomicroscopicas unidas a diferentes
agonistas como la capsaicina o las toxinas doble nudo (DkTx) y resiniferatoxina
(RTX) soporta la idea de que podrian existir diferentes estados conformacionales

del canal TRPV1 en funcion del agonista empleado (Figura 7, Cao et al., 2013).

Una observacion preliminar del estudio realizado en nuestro laboratorio y, que
constituye uno de los antecedentes del presente trabajo (Nieto-Posadas et al.,
2012; Morales-Lazaro, et al., 2014), es que el LPA parece promover un aumento
en la conductancia del canal en comparacion con la capsaicina. Asi, resulta
interesante estudiar si este fenbmeno se encuentra relacionado con cambios
conformacionales diferentes en la estructura del canal inducidos por diferentes

agonistas.
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Figura 6. La caja TRP, mostrada en color amarillo (A), es una regién importante para la
modulacién alostérica del canal TRPV1, que se encuentra altamente conservada entre los
miembros de la superfamilia de canales ionicos TRP. Esta region también contiene sitios
importantes para la activacion del canal, como la lisina ubicada en la posicion 710 (esferas azules
en panel B), sitio de union para el LPA. Representaciones de PBD ID: 3J5P, (estructura a
resolucion de 3.4 A) creadas con el programa Visual Molecular Dynamics (VMD) (Liao et al., 2013;
Humphrey et al., 1996).
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Figura 7. El canal TRPV1 posee diferentes estados conformacionales en ausencia (A) o presencia
de diferentes agonistas, como la capsaicina (B) o las toxinas (C) resiniferatoxina (RTX) y doble
nudo (DkTx). Modificado de Cao, et al., 2013.



2. Hipotesis
La aplicacion de LPA produce un aumento en la magnitud de la corriente unitaria
del canal TRPV1, a través de un cambio conformacional distinto al que produce la

capsaicina.

3. Objetivos

3.1. Describir el comportamiento a nivel macroscopico de la activacion del canal
TRPV1 ante capsaicina y LPA.

3.2.Determinar, por medio de experimentos de canal unitario, si existen
diferencias entre la activacion del canal TRPV1 al aplicar capsaicina o LPA.

3.3.Estudiar cambios en la respuesta del canal TRPV1 en funcién del voltaje y
el agonista a nivel de la corriente unitaria.

3.4.Determinar si en la mutante TRPV1-K710D, que no se activa con LPA;

existe un aumento en la corriente unitaria al aplicar LPA.
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4. Métodos.

4.1.Mantenimiento de la linea celular HEK293 y transfeccidn transitoria.

Para los ensayos electrofisiologicos se utilizaron células embrionarias de rifidn
humano (HEK293, American Type Culture Collection), las cuales fueron
mantenidas en condiciones estandar de cultivo celular (37 °C, 5 % CO2) en medio
DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino (HyClone) y 100 U/mL de

penicilina-estreptomicina (Gibco).

Las siembras celulares se realizaron cada tres dias, utilizando 0.25 % de tripsina-
EDTA. Las células se colocaban en vidrios tratados con poli-D-lisina para su
adhesion. Un dia después, las células fueron cotransfectadas con dos plasmidos,
correspondientes al ADN que codifica para el canal rTRPV1-WT o rTRPV1-K710D,
y para la proteina verde fluorescente (pIRES-GFP). Esta ultima proteina funcion6
como un control de éxito de la transfeccidn. Se empleo el reactivo JetPei (Polyplus
transfection), de acuerdo a las indicaciones del fabricante, para llevar a cabo la

cotransfeccion.

Para la obtencion de las curvas de respuesta a dosis de los diferentes agonistas
(capsaicina, BrP-LPA y LPA) se emplearon células transfectadas con 1 ug del
ADN del canal rTRPV1-WT.

Por su parte, para los registros electrofisiologicos de canal unitario (“single
channels”) se emplearon células transfectadas con 10 6 25 ng de ADN de
rTRPV1-WT o con 500 ng de ADN de rTRPV1-K710D. En todos los casos, la
cantidad de ADN del reportero empleado (GFP) fue de 400 ng.

4.2.Mutagénesis dirigida

Se empled la construccion TRPV1-K710D, mutante en la cual la lisina ubicada en
la posicibn 710 de la secuencia del canal fue cambiada por un aspartato. Tal
posicion corresponde al sitio de union del LPA, como se reporté previamente
(Nieto-Posadas et al., 2012). Esta mutacion puntual fue generada previamente en
el laboratorio sobre el canal rTRPV1 silvestre (rTRPV1-WT). EI cDNA

correspondiente se introdujo en el plasmido rTRPV1-pCDNAS3 utilizando la
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reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de dos pasos descrita previamente
(Rosenbaum y Gordon, 2002).

4.3.Preparacion de soluciones

Se prepararon soluciones madre de los diferentes agonistas a emplear:
capsaicina, BrP-LPA y LPA. En el caso de la capsacina (Sigma-Aldrich) se preparo
a una concentracion de 10 mM en etanol absoluto. Por su parte, se preparé una
solucién madre de 1-bromo-3-(S)-hidroxi-4-(palmitoiloxi)butil fosfonato (BrP-LPA;
Echelon Biosciences) a una concentracion de 1 mM en agua desionizada. El acido
lisofosfatidico (LPA, Avanti Polar Lipids) fue preparado a 10 mM en DMEM con 1
% de albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés), debido a que este
lisofosfolipido no se solubiliza facilmente en otros disolventes. La solucion madre
de LPA fue disuelta agitando con un vortex por 10 minutos, incubando a 37 °C por
1 hora y sometiendo a sonicacion durante 15 minutos, previo a ser alicuotado y

congelado en nitrégeno liquido a -70 °C para su conservacion.

Para los ensayos electrofisiolégicos, los reactivos fueron diluidos a la
concentracion deseada en solucion de registro. Las soluciones de BrP-LPA y LPA
fueron preparadas el mismo dia de su utilizacion. En el caso del LPA, las alicuotas
fueron agitadas en un vértex e incubadas a 37 °C durante 20 minutos, previo a su

disolucion.
4.4.Electrofisiologia

Se empled la variante donde la membrana interna ve hacia afuera (“inside out”) de
la técnica de fijacion de voltaje en micro-areas de membrana (“patch clamp”). Se
emplearon soluciones isométricas en los registros, es decir, con las mismas
concentraciones en la pipeta y en el bafio (NaCl 130 mM, EDTA 1 mM, HEPES 3
mM), libres de Ca?* y con pH de 7.2 (ajustado con NaOH). Se utiliz6 un
amplificador EPC10 USB (HEKA Electronics). Los datos se obtuvieron con los
programas PULSE o Patchmaster (HEKA Electronic) y las curvas de respuesta a

dosis, asi como el analisis de los experimentos de canales unitarios, fueron
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realizados con el programa Igor Pro (Wavemetrics Inc., Portland). Las soluciones

en el bafo fueron cambiadas empleando un equipo RSC-200 (Biologic).
4.5.Registros de corrientes macroscopicas

Para obtener las curvas de respuesta a dosis de los agonistas del canal rTRPV1-
WT se aplicaron protocolos de voltaje consistentes en un pulso de 0 mV durante
10 ms, seguidos de un pulso cuadrado a -120 y +120 mV por 100 ms, para
posteriormente regresar a 0 mV durante 10 ms (Figura 8A). Para todos los
agonistas se midié la corriente de fuga (‘leak”) previo a la aplicacion del
compuesto. Tal corriente fue sustraida de las provocadas por el agonista en

cuestidén, a menos que se estipule lo contrario.

En el caso de la capsaicina se emplearon concentraciones en un intervalo entre 10
nM y 10 uM. Todas las concentraciones de este agonista fueron aplicadas al
mismo sello. Posteriormente, se normalizaron las corrientes obtenidas respecto a

la respuesta evocada ante la concentracion mas alta de capsaicina (10 pM).

Mientras tanto, para obtener la curva de respuesta a dosis para el LPA se
emplearon concentraciones en un intervalo entre 250 nM y 6 uM. Por su parte,
para la curva de BrP-LPA se utilizaron concentraciones entre 500 nM y 6 uM. Este
altimo compuesto se emple6 debido a que es un activador del canal TRPV1 con
efectos similares al LPA (Nieto-Posadas et al., 2012), con la ventaja de que parece

no afectar tanto la estabilidad de la membrana en el sello.

Debido a la dificultad para lavar los agonistas lipidicos en cada medicién, en
ambos casos, los ensayos para cada concentracién se realizaron en parches de
membrana distintos, después de 3 minutos de exposicidn al agonista. Las
corrientes obtenidas fueron normalizadas respecto a la respuesta obtenida con el
mismo sello al aplicar previamente la concentracion saturante de capsaicina (4
UM) y tras realizar un lavado de la misma (hasta lograr que la resistencia del sello

fuera similar a la observada durante la medicion del “leak”).

Para poder comparar las corrientes macroscépicas evocadas por LPA 5 uM o

capsaicina 4 UM se aplicaron protocolos de voltaje consistentes en un pulso de 0
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mV durante 10 ms, seguidos de un pulso cuadrado a -60 y +60 mV por 100 ms,

para posteriormente regresar a 0 mV durante 10 ms (Figura 8B).

Por su parte, con la finalidad de determinar cambios en el potencial local de la
membrana en las inmediaciones del canal, se construyeron curvas de
conductancia contra voltaje (G-V, por sus siglas en inglés). Para estimar cambios
en la dependencia de voltaje durante la activacion del canal se utilizaron
concentraciones saturantes y subsaturantes de capsaicina (50 nM y 4 uM) y LPA
(1 uM y 5 uM). Tales concentraciones fueron establecidas tomando como base los
valores de Kp obtenidos tras ajustar las curvas de respuesta a dosis a la ecuacién
de Hill. Se emplearon pulsos de prueba de -120 a +200 mV por 100 ms, con
incrementos de 10 mV (Figura 8C). Se normalizaron las corrientes contra el valor
maximo obtenido a 200 mV en condiciones saturantes del agonista en cuestion.
Posteriormente, para obtener el valor de V12 se realizd un ajuste a la ecuacion de

Boltzmann:

G — 1 (1)

Gmax 14 exp—qa(v—vl/2 )/KT

Donde Gmax €s la conductancia méaxima, ga es la carga asociada a la activacion
por voltaje, V12 es el voltaje al que se alcanza el 50 % de la conductancia maxima,

k es el factor de Boltzmann y T es la temperatura.
4.6.Registros de canales unitarios y anédlisis cinético

Para los experimentos en donde se analizo la actividad de canales unitarios con el
fin de medir la amplitud de las corrientes y la probabilidad de apertura para los
canales rTRPV1-WT o rTRPV1-K710D se aplicaron pulsos continuos a +60 mV
por 1 s en la configuracion “inside-out” del “patch clamp” (Figura 8D). Se
emplearon pipetas con una resistencia entre 6 y 8 MQ y los ensayos se realizaron

aproximadamente 36 horas después de la transfeccion de las células. Los sellos
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gue contenian una sola proteina fueron identificados exponiéndolos a capsaicina 4
HM.

Posteriormente, se aplicé solucidén de registro hasta que se observo la ausencia de
eventos de apertura y luego se aplicé LPA o BrP-LPA a concentraciones de 5 uM.
La probabilidad de apertura (Po) en presencia de los diferentes agonistas fue
calculada para cada pulso como la suma de la duracion de los eventos de apertura
dividida entre la duracion total del pulso. Asimismo, se obtuvieron histogramas de
todos los puntos que fueron ajustados a una funcion gaussiana para el calculo de

las amplitudes de las corrientes unitarias (Oseguera et al., 2007).

Por su parte, para la obtencién de las curvas corriente-voltaje (I-V) para los
canales unitarios se emplearon pulsos con una duracion de 500 ms y con voltajes
de -100 mV a +100 mV en pasos de 40 mV, el voltaje fue mantenido a 0 mV
durante 5 ms antes y después de cada pulso (Figura 8E). Estos ensayos fueron

realizados sobre sellos que expresaban rTRPV1-WT.

Para el andlisis cinético de canales unitarios fue necesario realizar la idealizacion
de los registros obtenidos en presencia de concentraciones saturantes y
subsaturantes de capsaicina (4 uM y 50 nM, respectivamente) y LPA G uM y 1
MM, respectivamente), utilizando como umbral el valor del 50 % de la amplitud
promedio obtenida en cada caso (Colquhoun y Sigworth, 1995). Los tiempos de
estadia en los estados cerrado o abierto (“dwell times”) son presentados como
histogramas de acuerdo a la transformada de Sine-Sigworth (Sigworth y Sine,
1987). Fueron descartados aquellos eventos con una duracion menor de 100 ps.
Los histogramas fueron ajustados a funciones multiexponenciales para obtener los

valores de las constantes de tiempo en cada distribucion.
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Figura 8. Resumen de los protocolos de voltaje empleados para la obtencion de los registros. A la
izquierda se muestran algunos valores de voltaje como referencia. El tiempo de los trazos no se
encuentra a escala y se muestra para cada uno de los esquemas. (A) Protocolo utilizado para la
obtencién de curvas de respuesta a dosis. (B) Protocolo de voltaje empleado para la medicion de
corrientes macroscépicas evocadas ante los agonistas. (C) Voltajes utilizados para la obtencion de
curvas G-V. (D) Protocolo empleado para la mediciébn de corrientes unitarias. (E) Voltajes

empleados para la obtencion de curvas I-V en canal unitario.
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5. Resultados y discusion

5.1.Activacion del canal rTRPV1-WT ante diferentes agonistas

Se inicié por estandarizar las curvas de respuesta a dosis del canal rTRPV1-WT
ante los diferentes agonistas a estudiar. En el caso de la capsaicina, la curva se
presenta en la Figura 9. Los valores del numero de Hill (1.44 + 0.05) y de la Kp
(177 £ 23 nM) se encuentran dentro de los rangos esperados para el canal
TRPV1, ya que se ha reportado previamente que la Ko de esta proteina para la
capsaicina se encuentra en el rango sub-micromolar, entre 100 y 250 nM
(Caterina, et al., 1997; Kim, et al., 2006). Por su parte, el valor del coeficiente o
namero de Hill es de utilidad en la estimaciébn de la estequiometria de la
interaccion saturable y no lineal entre una proteina y su agonista, ya que permite
sugerir el nimero aparente de moléculas de ligando que deben unirse a un

receptor para producir un efecto observable (Weiss, 1977; Goutelle, et al., 2008).
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Figura 9. Curva de respuesta a dosis del canal rTRPV1-WT ante capsaicina (n=9). Puede
observarse que a concentraciones cercanas a 4 uM se alcanza un estado de saturacion del canal,

donde se obtiene un valor méximo de activacion. Los datos se presentan como promedio + S.E.M.
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Por su parte, en la Figura 10 se muestran las curvas de respuesta a dosis
obtenidas para el canal rTRPV1-WT ante BrP-LPA (cuadros azules) y LPA
(triangulos rojos). Se ajustaron los datos con la ecuacion de Hill. En el caso del
BrP-LPA se obtuvo una Kp de 3.79 £ 0.61 pM y namero de Hill de 3.0789 + 1.45.
Mientras tanto, para el LPA se obtuvo una Kp de 3.77 £ 0.7 uM y nimero de Hill de
3.52 +1.88.
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3 4 5 6789 2 3 4 5 6
10°
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Figura 10. Curvas de respuesta a dosis del canal rTRPV1-WT en presencia de BrP-LPA (cuadros
azules, n=5) o ante LPA (tridngulos rojos, n=5). En el caso del BrP-LPA se obtuvo una Kp de 3.79 +
0.61 uM y numero de Hill de 3.0789 + 1.45. Por su parte, para el LPA se obtuvo una Kp de 3.77 +
0.7 UM y nimero de Hill de 3.5291 + 1.88. Los datos se presentan como el promedio + S.E.M.
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En conjunto, estas curvas indican que las propiedades farmacoldgicas del canal
rTRPV1-WT ante los diferentes agonistas a emplear son adecuadas y que el
sistema responde de modo idoneo para el estudio de las caracteristicas biofisicas
inherentes al proceso de activacion, ya que esta proteina tiene una respuesta
dependiente de la dosis aplicada, como se demostré previamente (Hazan, et al.,
2015). También, permiten establecer una diferencia entre las propiedades de
activacion a concentraciones saturantes y subsaturantes que resulta util para el

analisis de experimentos en los que se emplean ambas condiciones.

5.2.La respuesta obtenida al aplicar LPA a nivel macroscépico es mayor

en comparacion a la observada con capsaicina

A continuacioén, se determinaron los efectos de una concentracion saturante de
LPA sobre las corrientes mediadas por el TRPV1 y se compararon contra las
corrientes activadas por capsaicina a una concentracion saturante. Al aplicar
pulsos cuadrados de voltaje de -60 y +60 mV se observé que las corrientes
obtenidas al aplicar LPA 5 uM en el canal rTRPV1-WT fueron aproximadamente

42.34 £ 0.04 % mas grandes que las evocadas ante capsaicina 4 uM (Figura 11).
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Figura 11. Trazos representativos a + 60 mV (A) donde puede observarse que la corriente
obtenida al aplicar LPA 5 pM es mayor que la obtenida al aplicar capsaicina 4 uM en el mismo sello
para el canal rTRPV1-WT (n=5). Este aumento es de aproximadamente el 42.34 + 0.04 % (B) y es

estadisticamente significativo (***, p=0.0005). Los datos se muestran como el promedio + S.E.M.
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La corriente macroscépica (I) depende del numero de canales (N) en la
membrana, la probabilidad de apertura del canal (Po) y la corriente unitaria de
cada canal (i). Debido a que el primer pardmetro no parece cambiar
sustancialmente en los sellos durante los registros, el aumento observado en la
corriente podria deberse a alguno de los otros dos factores, que en conjunto
podrian sugerir que este lisofosfolipido ocasiona un cambio conformacional
diferente en el canal respecto a la activacion evocada ante el agonista por

excelencia, la capsaicina.

5.3.El aumento en la corriente observada al aplicar LPA en corrientes

macroscopicas también se observa a nivel microscépico

Una vez que se determind que las corrientes macroscopicas producidas por el
canal rTRPV1-WT en presencia de LPA fueron mayores a las producidas por
capsaicina, se realizaron ensayos de canal unitario para definir si el mismo
comportamiento se observa a nivel microscopico y para determinar si existen

cambios que sugieran un cambio conformacional diferente.

Como puede observarse en las Figuras 12A y 12C, la aplicaciéon de LPA provoca
eventos de apertura cuya amplitud de corriente es de 9.66 + 0.03 pA (n=10), con
una probabilidad de apertura (Po) de 0.78 + 0.04. Por su parte, la aplicacion de
capsaicina promueve amplitudes de corriente de 6.84 + 0.02 pA (Po = 0.81 £ 0.02,
n=24). Es decir, a nivel de corriente idnica unitaria, se observa un aumento de
amplitud de corriente de aproximadamente 41 % al aplicar LPA respecto a
capsaicina (Figura 12E). Este incremento es muy similar al observado a nivel de
corrientes macroscoépicas (42.34 %). Por su parte, la probabilidad de apertura a 60

mV en ambas condiciones se mantiene en valores similares.

Resulta interesante que el BrP-LPA, un analogo estructural del LPA que se une al
mismo sitio en TRPV1 (Nieto-Posadas et al.,, 2012), también promueve un
aumento en las corrientes unitarias del canal rTRPV1-WT (Figura 12B y 12D).
Para este compuesto, la amplitud de corriente unitaria corresponde a 8.97 £+ 0.03
pA, con una Po de 0.81 + 0.02 a 60 mV. De modo que el incremento respecto a

capsaicina es de 24 % aproximadamente (Figura 12E).
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Figura 12. Trazos representativos de corrientes unitarias del canal rTRPV1-WT a + 60 mV en
configuracién “inside-out”, en presencia de capsaicina 4 uM (A y B, trazos negros), LPA 5 uM (A,
trazo rojo) y BrP-LPA 5 uM (B, trazo azul). Las letras C y A representan el estado cerrado y abierto
del canal, respectivamente. Histograma de todos los puntos para las corrientes unitarias evocadas
ante LPA (C) y BrP-LPA (D). Las lineas punteadas verticales representan el estado cerrado y
abierto en presencia de capsaicina (amplitud de corriente unitaria promedio de 6.84 + 0.02 pA; n =
24). La amplitud unitaria de la corriente ante LPA (C) es de 9.66 + 0.03 pA (n=10). Por su parte, la
amplitud unitaria de la corriente ante BrP-LPA (D) es de 8.97 + 0.03 pA (n=6). (E) Gréfica de
barras donde se muestra el aumento de 41 % en las corrientes unitarias al aplicar LPA y de 24 %
en presencia de BrP-LPA, en comparacién de las producidas por capsaicina. (**, p<0.001). Los
datos se presentan como promedio + S.E.M.
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Adicionalmente, experimentos realizados previamente a modo de control indican
que el vehiculo (BSA 1 %) empleado para la preparacion del LPA no produce
aumento en la corriente unitaria del canal rTRPV1-WT tras su aplicacion

concomitante con capsaicina (Figuras 13A, 13C vy 13E).

Los lisofosfolipidos pueden afectar la funcion de los canales idnicos a través de
modificaciones fisicas en la membrana (van der Brink-van der Laan, 2004). Por
ejemplo, la LPC no activa al canal TRPV1, como se demostré previamente
(Morales-L&zaro et al., 2014), pero potencialmente puede provocar cambios en la
curvatura de la membrana (Lundbaek y Andersen, 1994), que podrian presentarse
también tras la aplicacion de LPA y BrP-LPA.

La aplicacion de lisofosfatidilcolina (LPC) tiene un efecto sobre la funcion de
canales de gramicidina, en los cuales este lipido produce un incremento en la
actividad del canal al aumentar la tasa de aparicion del mismo y su tiempo de vida,
aunque también provoca una disminucion de la corriente unitaria (Lundbaek y
Andersen, 1994).

En el caso del canal TRPV1, la aplicacion de LPC junto con capsaicina, no
produce un cambio significativo en la corriente unitaria respecto a capsaicina
(Figuras 13B, 13D y 13E). Estos datos sugieren que, en este disefio
experimental, cambios en la curvatura o forma de la membrana mediados por este
lipido parecen no estar jugando un papel importante en el aumento de la corriente

unitaria del canal.
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Figura 13. Trazos representativos de corrientes unitarias evocadas a 60 mV en presencia de
capsaicina 4 uM (A y B, trazos negros), capsaicina 4 UM + BSA 1 % (A, trazo amarillo) y capsaicina
4 uM + LPC 2.5 uM (B, trazo verde). Las letras C y A representan el estado cerrado y abierto del
canal, respectivamente. Histograma de todos los puntos para las corrientes unitarias evocadas
ante capsaicina 4 uM + BSA 1 % (C, 6.574 £ 1 pA, n = 4) y capsaicina 4 uM + LPC 2.5 uM (D, 7.34
+ 0.03 pA, n = 4). Las lineas punteadas verticales representan el estado cerrado y abierto en
presencia de capsaicina (6.84 + 0.02 pA; n = 24). (E) Gréfica de barras donde se muestra que no
existen diferencias entre las corrientes evocadas ante los tratamientos descritos respecto a

capsaicina. Los datos se presentan como promedio + S.E.M.

5.4.El aumento en las corrientes unitarias promovidas por LPA se

observa tanto a potenciales positivos como negativos

Se aplicaron pulsos a 6 diferentes voltajes (de -100 a +100 mV, con incrementos
de 40 mV y duraciones de 500 ms) con la finalidad de determinar si el

comportamiento observado a +60 mV se presenta también a otros potenciales.
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Los resultados obtenidos indican que el LPA promueve amplitudes de corriente
mayores que las evocadas ante capsaicina tanto a voltajes positivos como

negativos (Tabla 1, Figura 14).

De igual manera, estos datos apoyan la nocion de que los efectos promovidos por
la aplicacion intracelular de LPA sobre las corrientes unitarias no ocurren a través
de un cambio en la superficie de carga, ya que, si este fuera el caso, se esperaria

gue solamente las corrientes salientes sufrieran cambios.

Tabla 1. Amplitud de corrientes unitarias producidas en el canal rTRPV1-WT ante

capsaicina y LPA a diferentes voltajes.

Voltaje Capsaicina 4 pM LPA 5 uM (pA) Aumento en la
(mV) (pA) corriente (%)
-100 -3.96 £ 0.56 -6.8+1.6 71+0.32

-60 -2.66 £ 0.36 -5.2+0.96 95 +0.12
-20 -0.61 +0.26 -1.94 +0.31 218 £ 0.04
+20 2.1+0.38 3.05+0.29 45 +0.35
+60 5.78 £ 0.72 8.62+0.79 49 +0.21
+100 9.56 + 1.09 15+ 0.69 56 +0.17

En la Tabla 1 puede observarse que, aunque el incremento de la corriente unitaria
en presencia de LPA ocurre a todos los voltajes, el porcentaje de aumento a
voltajes negativos sufre mayores variaciones en comparacion a los voltajes
positivos, donde se observa un aumento entre 45 y 56 %. Tal comportamiento
puede estar relacionado con el hecho de que TRPV1 es un canal rectificador

saliente, débilmente dependiente de voltaje (Pingle, et al., 2007).

Dado el comportamiento de las corrientes unitarias a voltajes positivos, se realizo
un ajuste lineal (Figura 14C) con estos datos, empleando la ecuacién de la ley de
Ohm.
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Figura 14. Trazos representativos de las corrientes unitarias del canal rTRPV1-WT ante capsaicina
4 uM (A) o LPA 5 pM (B) a diferentes potenciales. (C) Curva de corriente contra voltaje para las
corrientes evocadas ante capsaicina (circulos negros) o LPA (tridngulos rojos). Los valores
obtenidos a voltajes positivos se ajustaron linealmente a la ecuacién de la ley de Ohm, donde la
pendiente de la recta obtenida corresponde a la conductancia en S. En el caso de la capsaicina
(color negro, R?=0.999) se obtuvo la ecuacion | = (9.325 x 1011) V + 2.183 x 1013, Por su parte,
para el LPA (color rojo, R?=0.998) se obtuvo la ecuacién | = (1.493 x 1019 V — 7.25 x 1014, Los

datos se presentan como el promedio £ S.E.M., n=5.
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Donde | es la corriente, V el voltaje y R es la resistencia. De este modo, la
pendiente de la recta obtenida corresponde al inverso de la resistencia, o bien, a la

conductancia del canal.

En el caso de la aplicacién de capsaicina, se obtuvo una conductancia de 93.25 +
0.001 pS, similar a la reportada previamente para el canal TRPV1, que se
encuentra entre 90 y 100 pS (Pingle, et al., 2007). Por su parte, en el caso del
LPA, como era de esperarse, la conductancia aumento, teniendo un valor de
149.38 £ 0.005 pS.

5.5.Analisis cinético de las corrientes unitarias del TRPV1 en respuesta a

diferentes agonistas

Se realizaron registros de canal unitario y el analisis cinético de los mismos,
obtenidos con concentraciones saturantes y subsaturantes de capsaicina y LPA.
Esto, para determinar si el aumento observado en las corrientes unitarias guarda
alguna relacién con cambios en los pardmetros asociados a la cinética del canal,

como los tiempos de permanencia en estado abierto y cerrado, entre otros.

Asimismo, a través del andlisis cinético de registros de este tipo es posible develar
a detalle eventos involucrados en la activacion de los canales i6nicos y que se
encuentran relacionados con el proceso de apertura de la compuerta (Qin, 2014).
Sin embargo, es importante considerar que, dependiendo de determinadas
condiciones, es posible que no todos los estados conformacionales individuales
puedan ser resueltos y analizados con este tipo de aproximaciones (Yang, et al.,
2018).

Los resultados obtenidos indican que cuando se emplean concentraciones
saturantes (capsaicina 4 UM o LPA 5 pM), el proceso de compuerta del canal
rTRPV1-WT ocurre de modo similar entre ambos agonistas (Figuras 15A y 15C).
Se observa una Po elevada en estas condiciones, reflejada en la alta duracion de
los estados abiertos, cuya distribucibn muestra una constante de tiempo de ~50

ms (Figuras 15B y 15D, paneles inferiores). Por su parte, la distribucion de
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tiempos de permanencia en el estado cerrado puede ser ajustada a una
exponencial cuadruple, siendo mas comunes los estados cerrados de corta
duracion (Figuras 15B y 15D, paneles superiores). El andlisis de la cinética de los
canales unitarios en presencia de concentraciones saturantes de agonistas
presenta el problema de que, dado que la respuesta esta saturada, es posible que
se pierda el detalle de efectos de los agonistas en la misma. Por tal motivo, se
procedi6 a determinar los efectos de concentraciones subsaturantes de
capasaicina y LPA sobre la cinética de activacion de los canales unitarios, como

se describe a continuacion.

Al aplicar concentraciones subsaturantes de ambos agonistas (capsaicina 50 nM y
LPA 1 uM) se obtuvo que el proceso de compuerta también se mantiene con un
comportamiento similar entre ambos compuestos en donde se determind que
disminuy¢ la duracion de rafagas o “bursts” de apertura (Figuras 15E y 15G). De
nuevo, la distribucion de tiempos en estado cerrado se ajusta a una exponencial
cuadruple, aunque en este caso, son mas comunes los tiempos largos de cierre
(Figuras 15F y 15H, paneles superiores). Por su parte, los histogramas
correspondientes al estado abierto se ajustan a una exponencial triple (Figuras
15F y 15H, paneles inferiores). Todos los valores de los ajustes realizados se

resumen en la Tabla 2.

El hecho de que los histogramas de distribucién de tiempos se ajusten en todos
los casos a una funcién multiexponencial sugeriria la presencia de mudltiples
estados abiertos y cerrados del canal, como se ha caracterizado en algunos
procesos alostéricos en proteinas modulares (Baez et al., 2014; Latorre et al.,
2007; Liu et al., 2003; Hui et al., 2003). En este sentido, diferentes estudios
enfocados al acoplamiento alostérico de los canales TRP han ofrecido importantes
observaciones referentes a los mecanismos de activacion de estas proteinas ante

diferentes estimulos (Zheng y Ma, 2014).

Sin embargo, los datos aqui presentados indican en general que tanto la
capsaicina como el LPA no producen diferencias apreciables en la cinética del
canal TRPV1.
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Figura 15. Trazos representativos de las corrientes unitarias obtenidas a 60 mV en presencia de
capsaicina 4 uM (A), LPA 5 uM (C), capsaicina 50 nM (E) y LPA 1 uM (G), Las lineas punteadas
indican los estados cerrado y abierto en presencia de concentraciones saturantes de LPA.
Distribucién de tiempos de permanencia en estado cerrado (paneles superiores) y abierto (paneles
inferiores) para capsaicina 4 pM (B), LPA 5 uM (D), capsaicina 50 nM (F) y LPA 1 uM (H). Las

lineas azules continuas sobre los histogramas son los ajustes a las funciones multiexponenciales

descritas.
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Tabla 2. Valores utilizados para el ajuste de estudios cinéticos de canales unitarios.

Condiciones saturantes

Condiciones subsaturantes

Parametro
Capsaicina 4 uM LPA 5 uM Capsaicina 50 Nm LPA 1 uM
A1 10.5+1.15 15.4 + 0.947 8.2 + 0.67 4.8+ 0.34
Tau, 6.37x10°+ 8.85x10°® 9.47x10° + 9.59x10°® 7.01x10°+ 8.55x10°® 6.55x10° + 5.35x10°®
g Az 3.1 + 0.655 7.2+0.75 7 £ 0.53 10 £ 0.824
% Tau; 0.0010 £ 0.0003 0.0016 + 0.0003 0.0006 + 0.0001 0.0016 + 0.0002
_g Az 23 +2.66 27.7+1.79 12+1.2 8.5+0.82
% Taus 0.032 + 0.002 0.017 £ 0.001 0.004 + 0.0003 0.011 + 0.0019
- As 8+232 19+ 2.04 = -
Taus 0.0094 + 0.002 0.0807 + 0.007 = -
A1 52.7+6.91 73.5+£15.4 15.7+21 7.9+1.78
Taus 3.52x10°+ 4.77x10°® 3.24x10°+ 6.71x10® 4.01x10°+ 9.13x10® 6.5x10°+ 5.71x10®
% Az 16.9+£1.93 27.6+4.1 9+0.92 6.1 + 0.87
q:, Tau; 0.00021 + 3.48x10° 0.00019 + 5.7x10° 0.0004 £ 0.0001 0.0005 + 0.0002
é Az 5.7+ 0.884 12.8 + 4.38 4.5+ 0.56 3.8£0.12
*(,g, Taus 0.0018 £ 0.0005 0.001 + 0.0004 0.345 £ 0.072 0.136 + 0.056
- As 0.9 £0.543 3.9+0.24 5.6 + 0.97 29+0.34
Taus 0.027 £ 0.0261 0.006 *= 0.003 0.007 = 0.001 0.005 £ 0.0003




5.6.Efectos sobre el potencial local de membrana parecen no ser
importantes para el aumento inducido por LPA en las corrientes

unitarias

Debido a que la estructura del LPA posee una cabeza con un grupo fosfato
cargado negativamente (Figura 4), potencialmente esta podria insertarse en la
membrana y generar un cambio en el potencial local de la cara intracelular, como

predice la teoria de Gouy-Chapmann-Stern (Oldham, 2008).

Estos cambios podrian tener un papel importante en el aumento de la
conductancia del canal TRPV1, ya que, por ejemplo, podrian estar relacionados
con el incremento en la disponibilidad de iones en regiones cercanas al poro. Por
tal motivo, resulta necesario determinar si este efecto se encuentra presente en el
sistema o si, efectivamente, el aumento en la conductancia se debe solamente a

un cambio conformacional en el canal.

Por tal motivo, se realizaron ensayos con concentraciones saturantes y
subsaturantes de capsaicina (50 nM y 4 uM, respectivamente) y LPA (1 y 5 uM,
respectivamente) para obtener curvas conductancia-voltaje (G-V) que ofrecieran
informacion sobre la presencia o ausencia de cambios en el potencial local de la
membrana que pudieran influir en la voltaje-dependencia de activacién del canal.
De este modo, puede obtenerse informacion relevante sobre los perfiles
energéticos del canal en los diferentes estados (Eisenman, et al., 1980). La
aplicacidon de concentraciones saturantes de los diferentes agonistas (Figura 16A)
arrojé valores similares para Vi al ajustar a la ecuaciéon de Boltzmann (Ec. 1; -
62.9 + 1.11 mV para capsaicina 4 uyM, -64.4 + 1.74 mV para LPA 5 uM).

Mientras tanto, cuando se aplicaron concentraciones subsaturantes de los
agonistas (Figura 16B), las curvas sufrieron, como se esperaba, un
desplazamiento hacia la derecha en comparacion a las condiciones de saturacion.
Sin embargo, los valores de Vi para ambos agonistas se mantuvieron similares
(68.53 + 1.64 mV para capsaicina50 nM y 72.09 + 5.62 mV para LPA 1 pM).
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Figura 16. (A) Curvas de conductancia contra voltaje (G-V) obtenidas en presencia de capsaicina 4
MM (circulos negros) o LPA 5 uM (circulos rojos). (B) Curvas G-V obtenidas tras la aplicaciéon de
capsaicina 50 nM (triAngulos negros) o LPA 1 uM (triAngulos rojos). Ajustes a la ecuacion de
Boltzmann arrojaron valores de Viz de -62.9 £ 1.11 mV para capsaicina 4 uM, -64.4 £ 1.74 mV
para LPA 5 uM, 68.53 £ 1.64 mV para capsaicina 50 nM y 72.09 + 5.62 mV para LPA 1 pM. Los
datos se presentan como el promedio £ S.E.M., n=5.

Adicionalmente, otros datos (aun no publicados) que apoyan esta observacién son
los obtenidos utilizando tetrapentilamonio (TPA), un amonio cuaternario que puede
bloguear al canal TRPV1 (Jara-Oseguera et al., 2008). Si el LPA produjera un
cambio en el potencial local de membrana, esto provocaria a su vez una variacion
en la dependencia de voltaje durante el bloqueo del canal, que se reflejaria en
cambios de la constante de bloqueo entre uno y otro agonista (Jara-Oseguera et
al., 2008; Oseguera et al., 2007; Thompson y Begenisich, 2000). Sin embargo, al
aplicar este bloqueador en conjunto con capsaicina o con LPA, no se observan
diferencias significativas en este parametro, lo que indica que el LPA no produce
un cambio en el potencial de la membrana en las cercanias al canal TRPV1.

Otra observacion importante radica en el hecho de que, en nuestro disefio
experimental, no existen indicios de la presencia del fendmeno de dilatacion del
poro, que consiste en un ensanchamiento de esta region del canal tras
exposiciones prolongadas al agonista. Los experimentos donde se describio

originalmente este comportamiento fueron realizados en configuracion de célula
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completa o “whole cell” (Chung et al., 2008). Por su parte, en nuestro laboratorio
se describid, por medio de experimentos en configuracion de parche escindido
“‘inside-out” (datos aun no publicados), que el incremento de la corriente unitaria
promovido por LPA ocurre de modo instantaneo y no esta acompafado por
cambios en la selectividad ante cationes de mayor tamafio, como la N-metil-D-
glucamina (NMDG, ~4.54 A).

5.7.La sustitucion de la lisina en la posiciéon 710 del canal por un
aspartato elimina el aumento en la corriente unitaria promovido por
LPA

Como se demostrd previamente, la lisina ubicada en la posicién 710 del canal es
el principal sitio de interaccion directa con el LPA (Nieto-Posadas et al., 2012).
Una vez que se descartd la contribucion de ciertos procesos inespecificos (por
ejemplo, alteraciones en la superficie de carga) se analizo si la sustitucion de este
sitio por un aminodcido de carga opuesta tiene un efecto importante en el aumento

de la corriente unitaria observada para el canal rTRPV1-WT.

Por tal motivo, se realizaron ensayos de canal unitario con la mutante rTRPV1-
K710D, donde un aminoacido cargado positivamente se sustituyd por otro de
carga negativa. Como se observa en la Figura 17 (n = 5), se elimina casi
totalmente el aumento observado en las corrientes unitarias para el canal silvestre,
ya que el LPA promueve eventos de apertura de este canal con una amplitud
media de 6.84 £ 0.59 pA, mientras que la capsaicina lo hace con una amplitud

media de 6.25 £ 0.4 pA, esto es, un aumento del 8.39 %.

Es importante notar que se observa la existencia de algunas aperturas en los
ensayos de canales unitarios a pesar de la eliminacién del sitio de interaccién con
LPA; estos eventos estarian mediados por vias de activacion que no dependen de
la interaccion directa con este residuo. De hecho, la probabilidad de apertura del
canal rTRPV1-K710D con LPA disminuye a 0.25 + 0.03, valor menor al observado
para el canal rTRPV1-WT (0.78 £ 0.04). Sin embargo, la Po para capsaicina (0.82
+ 0.03) se mantiene en valores cercanos a la observada para el canal rTRPV1-WT
(0.81 £ 0.02).

34



A Caps K710D LPA

T d T . T
4 8 12
Amplitud de corriente (pA)

o

K710D

C

Corriente normalizada

S e e

Caps LPAWT LPA K710D

0 4 8 12
Amplitud de corriente (pA)

Figura 17. (A) Trazos representativos de las corrientes unitarias promovidas por capsaicina 4 pM
(izquierda) o LPA 5 pM (derecha) en el canal rTRPV1-K710D. (B) Histogramas de todos los puntos
en presencia de capsaicina 4 uM (negro) o LPA 5 uM (rojo) para el canal rTRPV1-WT (panel
superior) y para el canal rTRPV1-K710D (panel inferior). Las lineas punteadas denotan los estados
cerrado y abierto de ambos canales en presencia de cada agonista. El valor de la amplitud de
corriente unitaria para el estado abierto del canal rTRPV1-WT en presencia de capsaicina fue de
6.84 + 0.02 pA (n=24), y en el caso de LPA fue de 9.66 + 0.03 pA, (n=10). Mientras tanto, para el
canal rTRPV1-K710D, el valor de la amplitud de corriente unitaria en presencia de capsaicina fue
de 6.25 + 0.4 pA (n=5) y en presencia de LPA de 6.84 + 0.59 pA (n=5). (C) Gréafica de barras donde
se muestra que, mientras que el LPA promueve un aumento en la corriente unitaria del canal
rTRPV1-WT de aproximadamente 41 % respecto a capsaicina (centro), este aumento es solo de 8

% en el canal rTRPV1-K710D (derecha). Los datos se presentan como el promedio + S.E.M.
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De modo similar, el canal TRPV4, en la posicion 746 de su secuencia, posee un
aminoacido cargado positivamente, correspondiente a una arginina. Una
aproximacion experimental similar a la de este trabajo permitio describir que este
residuo es importante para que este canal se active en presencia de LPC, en un
proceso que al igual que la activacion de TRPV1 por LPA, parece no estar
mediado por procesos de modificacién en la forma y rigidez de la membrana
celular (Medina, 2018).

Esto apoya la idea de que los canales TRP pueden ser activados por interaccion
directa con estimulos de naturaleza lipidica, a diferencia de otros canales i6nicos
para los cuales se requiere de la actividad de vias de sefalizacién rio arriba que
lleven a la apertura de los mismos. Sin embargo, dado que estas observaciones
son novedosas, aun hace falta elucidar a detalle los mecanismos que median
estas interacciones entre lipidos y proteinas. Sin duda, esta informacion podria ser
de amplia utilidad para el entendimiento completo de la relevancia fisiolégica de
estos canales, asi como de su papel en diversos procesos patoldgicos

relacionados, como el dolor neuropatico (Ueda, et al., 2013).
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6. Conclusiones

El LPA produce un aumento en la magnitud de las corrientes macroscopicas del

canal rTRPV1-WT en comparacion con las producidas por capsaicina.

El comportamiento observado a nivel macroscopico también se presenta a nivel de
las corrientes de canal unitario y no se encuentra acompafiado por cambios

significativos en la probabilidad de apertura del canal.

Asimismo, las caracteristicas biofisicas inherentes al proceso de activacion del
canal son similares en presencia de ambos agonistas, como se demuestra a partir

del andalisis de la cinética de canal unitario.

El aumento de la corriente unitaria por LPA se presenta tanto a voltajes positivos
como negativos y no se encuentra relacionado con otros efectos diferentes a un
cambio conformacional del canal, como cambios en la curvatura de la membrana
plasmatica, en el voltaje local o la carga de superficie. Tampoco se observan
indicios del fendmeno de dilatacién del poro, reportado previamente para el canal
TRPV1.

Por ultimo, el aumento de la corriente unitaria observado al aplicar LPA es
dependiente de la presencia de la lisina en la posicién 710 de la secuencia de
aminoacidos del canal. La sustitucion de este aminoacido por uno de carga

opuesta elimina el efecto observado.
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