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RESUMEN

Los canales de calcio activados por voltaje (canales Cay) son fundamentales para el
influjo del calcio a las células, preservando asi la homeostasis celular. En particular,
los canales Cav de bajo umbral de activacién (LVA o tipo T), se caracterizan por
conferir propiedades marcapaso a la excitabilidad celular de neuronas, y células
cardiacas y endocrinas. Ademas, la disfuncién de los canales tipo T se ha implicado
en patologias como epilepsia, dolor neuropatico, desordenes neuropsiquiatricos,
fibrilacidn atrial, insuficiencia cardiaca congénita y cancer, entre otras. No obstante, la
relacion entre la estructura y funcionamiento de los canales LVA, asi como su

modulacién por otras proteinas no ha sido completamente estudiada.

En el presente trabajo investigamos si la actividad funcional de los canales LVA es
regulada por las subunidades 3 de los canales Cav de alto umbral de activacion (HVA)
y si ello implica una interaccion fisica entre ambas proteinas. Nuestros resultados
demuestran que los canales LVA son regulados por la subunidad 1b de los canales
HVA mediante un incremento de canales en la membrana plasmatica de células
HEK-293 transfectadas con ambas proteinas. No obstante, experimentos de
inmunoprecipitacibn no mostraron interaccion entre estas proteinas, lo cual fue
confirmado por la baja sefial de FRET detectada en estas células. En conclusién, la
modulacién de los canales LVA por la subunidad B1b de los canales HVA no parece
requerir de una interaccion fisica entre estas dos proteinas o si existe, esta es de baja

afinidad.

Por otro lado, previamente hemos reportado que el asa que une los Dominios | y Il de
la subunidad a1 de los canales LVA funciona como un freno de la compuerta (de la

activacion e inactivacion dependiente del voltaje) del canal, cuya relevancia ha sido



evidenciada en algunos tipos de epilepsia. Aqui, realizando experimentos de biologia
molecular para generar mutantes y quimeras de canales LVA y HVA, reportamos que
la disrupcién del puente salino que mantiene la estructura del freno de la compuerta no
modificd sustancialmente su estructura; sin embargo, el funcionamiento de los tres
canales LVA se alteré de manera significativa induciendo una activacion e inactivacion
a voltajes mas negativos que los observados en los canales silvestres. El efecto mas
drastico se observé al reemplazar el asa I-Il completa del canal LVA por la del HVA, lo
cual generé un canal “super LVA” cuya dependencia al voltaje se desplazd hacia
voltajes mas negativos (20-30 mV) con respecto al canal LVA. Con base en estos
resultados, proponemos que el asa |-l se mueve hacia el asa S4-S5 en el Dominio | de
la subunidad o1 de los canales LVA, facilitando la interaccion de aminoacidos con
cargas eléctricas opuestas en estas regiones intracelulares, lo que da lugar a la
peculiar dependencia al voltaje de los canales LVA, es decir, de bajo umbral de
activacién. Por lo tanto, una de las perspectivas del presente trabajo consiste en
realizar experimentos de estructura-funcién en los canales Cav3 en los que se
investigue la contribucién de las argininas (y residuos contiguos) del asa IS4-IS5 en la

dependencia al voltaje de la activacion e inactivacion de los canales Cav3.



ABSTRACT

Voltage-activated calcium channels (Cav channels) are essential for the influx of
calcium into cells, thus preserving cell homeostasis. In particular, Cav channels with
low-threshold activation (LVA or T-type) are characterized by conferring pacemaker
properties to the cell excitability of neurons, cardiac and endocrine cells. In addition,
dysfunction of T-type channels has been implicated in pathologies such as epilepsy,
neuropathic pain, neuropsychiatric disorders, atrial fibrillation, congenital heart failure
and cancer. However, the relationship between structure and functioning of the LVA

channels, as well as their modulation by other proteins has not been fully studied.

In the present work we investigate whether the functional activity of the LVA channels
is regulated by the auxiliary B -subunits of the high-voltage-activated (HVA) Cav
channels and if this implies a physical interaction between both proteins. Our results
demonstrate that LVA channels are regulated by the 1b subunit of HVA channels by
increasing the number of channels in the plasma membrane of HEK-293 cells
transfected with both proteins. However, immunoprecipitation experiments showed no
interaction between these proteins, which was confirmed by the low FRET signal
detected in these cells. In conclusion, the modulation of the LVA channels by 1b
subunit does not seem to require a physical interaction between these two proteins or if

it exists, it is of low affinity.

On the other hand, we have previously reported that the loop that links domains | and |l
of a1 subunit of LVA channels functions as a gating brake (for the voltage dependent
activation and inactivation) of the channel, whose relevance has been evidenced in
some types of epilepsy. Making molecular biology experiments to generate mutants

and chimeras of LVA and HVA channels, we report that the disruption of the salt bridge



of the gating brake did not modify its structure; however, the function of the three LVA
channels was significantly altered by inducing activation and inactivation to more
negative voltages than those observed in the wild-type channels. The most drastic
effect was observed when replacing the complete I-1l loop of the LVA channel with that
of the HVA, which generated a “super LVA” channel whose voltage dependence
shifted towards more negative voltages (20-30 mV) with respect to the LVA channel.
Based on these results, we propose that I-Il loop moves towards 1S4-IS5 linker of o4
subunit in LVA channels, facilitating the interaction of amino acids with opposite
electrical charges in these intracellular regions, giving rise to the peculiar dependence
on the voltage of the LVA channels, that is, of low-threshold activation. Therefore, one
of the perspectives of the present work consists in carrying out structure-function
experiments in the Cav3 channels to investigate the contribution of arginines of the
IS4-IS5 linker in the voltage dependence of the activation and inactivation of the Cay3

channels.



INTRODUCCION

La excitabilidad celular es la propiedad que poseen las células para generar y
transmitir sefiales eléctricas e involucra invariablemente el movimiento de iones a
través de la membrana plasmatica. Los principales iones que participan en este
fendmeno son el sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca?*) y cloruro (CI). Los iones son
moléculas inmiscibles en los lipidos de la membrana y para atravesarla requieren de
mecanismos especificos de transporte, de los que los mas importantes son los poros o
canales idnicos que atraviesan la bicapa lipidica. Dichas estructuras son complejos
multiproteicos que permiten el paso selectivo de los iones mencionados arriba (Hille,

2001).

Fueron Alan Hodgkin y Andrew Huxley (que en 1963 recibieron el Premio Nobel de
Fisiologia y Medicina) los que demostraron que los canales iénicos (Hodking y Huxley,
1952) permiten el flujo pasivo de los iones a favor de su gradiente de concentracion
quimico y eléctrico. No obstante que las contribuciones de Hodgkin y Huxley
significaron los cimientos para el entendimiento de la excitabilidad celular y los
mecanismos que la subyacen, fue hasta la segunda mitad de la década de 1970
cuando se dilucido la naturaleza molecular de los canales idnicos (Henderson y Wang,
1972; Weill et al., 1974; Agnew et al., 1978; Raftery et al., 1980). Posteriormente, con
la aplicacion de técnicas de biologia molecular y mas recientemente, de cristalografia,
se obtuvo informacién mas clara y definida de la estructura de los canales iGnicos

(Armstrong, 2007).

La vision actual de los canales i6nicos los considera moléculas excitables de las
membranas biolégicas que responden de manera especifica a determinados
estimulos. Algunos de estos estimulos incluyen la deformacion mecanica de la

membrana celular, uniéon de neurotransmisores o cambio en el potencial de membrana.
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No obstante, los canales idnicos no son simples poros acuosos conductores, sino que,

ademas, desarrollan 3 funciones fundamentales:

1) Permiten el flujo de iones a una velocidad muy superior a la de cualquier otro
sistema bioldgico (108 iones s, frente a 10° iones s™' que mueve un transportador o
una ATPasa con funciéon de bomba iénica). El flujo de iones que atraviesa cada canal
puede medirse como una corriente eléctrica (107'2- 10-1° A) que es capaz de producir

rapidos cambios en el potencial de membrana.

2) En respuesta a diversos estimulos, los componentes moleculares del canal son
capaces de adoptar diversos estados o conformaciones estructurales. Los canales
activados por cambios de voltaje presentan, al menos, un estado conductor (abierto o
activo) y dos no conductores (inactivo y de reposo o cerrado). El estado abierto
permite el paso de iones. A nivel del potencial de reposo celular, la probabilidad de
apertura de algunos canales es minima, es decir, que solo un reducido numero de
canales puede abrirse al azar. La despolarizacion celular (i.e., cuando el potencial de
membrana se lleva a un valor mas positivo) produce la activacion del canal al
aumentar la probabilidad de apertura del mismo, pero si la despolarizacion es
mantenida, la probabilidad de apertura disminuye como consecuencia del proceso de
inactivacioén iniciado simultaneamente por el proceso de activacion; asi el canal pasa
al estado inactivado desde el cual ya no puede volver a abrirse. Para que el canal
vuelva a abrirse es necesario que regrese al estado de reposo. Este paso del estado
inactivo al de reposo, se denomina reactivacion del canal y se produce durante la
repolarizacién celular. Por tanto, la magnitud de la corriente que cruza la membrana
depende de la densidad de canales, de la conductancia del canal (constante eléctrica
asociada a la magnitud de la corriente que fluye a través del canal) abierto y de cuanto

tiempo el canal permanece en el estado abierto.
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3) Presentan selectividad ionica, en el caso particular de los canales de K*, son al
menos, 10,000 veces mas permeables al K* que al Na* (Hille, 2001). En general, el
poro de los canales activados por voltaje es altamente selectivo para un determinado
ion, mientras que los activados por otros estimulos presentan menor selectividad y

pueden, en muchos casos, permitir el flujo de aniones o cationes.

Seguramente los canales idnicos aparecieron muy temprano en la historia de la vida,
ya que se han encontrado en bacterias y protozoarios, ademas se especula que han
evolucionado a partir de un ancestro comun y que han estado sujetos a presiones
evolutivas alcanzando mayor precision y velocidad en el sefalamiento en animales

con sistemas nerviosos bien desarrollados (Franciolini y Petris, 1989; Hille, 2001).

Los canales idnicos pueden ser agrupados de forma general en dos grandes clases,
los canales activados por ligando (p. €j., hormonas y neurotransmisores) y los canales
activados por voltaje. Estos ultimos responden a cambios en el potencial de
membrana (Vm), modulan el potencial de membrana y la permeabilidad iénica en la
mayoria de las células excitables (Catterall, 1988; Strong et al., 1993). En el presente
trabajo se utilizara el termino “canales activados por voltaje” para referirse a los
canales activados por cambios en el V. Debido a las similitudes que los caracterizan
y que comparten entre ellos, los canales activados por voltaje se integran en una
superfamilia conformada por los canales de K*, Na*y Ca?* (Catterall, 1988; Jan y Jan,

1990; Hille, 2001) (Fig. 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico de las relaciones evolutivas entre los principales
grupos de la superfamilia de canales ionicos. La linea del tiempo imaginaria es de
izquierda a derecha, con las estructuras de los canales mas elementales indicados por la linea
verde de la extrema izquierda y las mas complejas hacia la derecha del arbol. En la parte
superior de la figura se muestra la estructura de los canales, de izquierda a derecha un canal
de fuga de K* compuesto por dos hélices transmembranales y un poro (azul); un canal con
seis segmentos transmembranales (6TM) con un unico sensor de voltaje (rojo) y un canal
4X6TM con cuatro sensores de voltaje (Zakon, 2012).

CANALES DE CALCIO ACTIVADOS POR VOLTAJE
Los canales de calcio activados por voltaje (canales Cav) juegan un papel fundamental

en el influjo de calcio a las células. La elevacion de las concentraciones intracelulares
de calcio contribuye a la regulacion de diferentes procesos fisiologicos incluyendo la
excitabilidad celular, la contraccion muscular y la secrecion de hormonas vy
neurotransmisores (Berridge, 2005). La primera clasificacion de los canales Cay tomo

en consideracion el voltaje que se requiere para activarlos. De acuerdo a los estudios



electrofisiologicos realizados en la década de 1980-1990, se logré identificar dos
grandes clases de canales de calcio, los de bajo umbral de activacion o LVA y los de
alto umbral de activacion o HVA (Carbone y Lux, 1984; Matteson y Armstrong, 1986;
Bean, 1989). Los canales LVA se activan a potenciales de membrana cercanos a -60
mV, mientras que los HVA se activan a voltajes menos negativos, entre -30 y -20 mV.
Ademas de su bajo umbral de activacion, los canales LVA también se caracterizan por
su rapida inactivacion durante una despolarizacion sostenida, su lenta desactivacion o
cierre del canal, y una conductancia unitaria de aproximadamente 8 pico Siemens (pS).
Por su parte, los canales HVA se inactivan mas lentamente, se cierran muy rapido y
tienen una conductancia unitaria tres veces mas grande que los LVA (Bean, 1985;

Nowycky et al., 1985; Matteson y Armstrong, 1986).

Los diversos tipos de corrientes de calcio pueden ser distinguidos de forma individual
por sus propiedades biofisicas, asi como por su sensibilidad a diferentes toxinas y
farmacos (Catterall, 2000). Los canales HVA generan corrientes tipo L (de larga
duracion), tipo N (identificadas originalmente en neuronas), las corrientes tipo P
(registradas por primera vez en neuronas de Purkinje), las corrientes tipo Q
(caracterizadas en células granulares del cerebelo), y finalmente, las corrientes tipo R,
que se refiere a la corriente de calcio remanente después haber bloqueado el resto de
canales HVA. Por su parte, los canales LVA generan unicamente corrientes tipo T

(transitorias).

Combinando estudios de clonacion, expresion de canales recombinantes vy
farmacologia, a la fecha se ha logrado la identificacién de diez genes que codifican
para subunidades a1 de canales Cay. Siete de tales subunidades generan corrientes
tipo HVA (Tsien et al., 1995), mientras que los restantes tres genes codifican para

subunidades o 1 que dan origen a corrientes tipo LVA (Perez-Reyes, 2003). La
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correspondencia entre subunidad o1 y tipo de canal Cay, asi como su mas reciente
nomenclatura se presenta en la Fig. 2. Como se puede concluir a partir de la
informacion de dicha figura, existen diferentes nomenclaturas para nombrar un mismo
tipo de canal de calcio dependiente de voltaje. Con la idea de unificar criterios para la
clasificacion de los canales de calcio, se recurri6 a la nomenclatura ya utilizada
previamente en otras familias de canales activados por voltaje (Jan y Jan, 1990; Ertel
et al., 2000; Goldin et al., 2000). El primer término de la nomenclatura se refiere al ion
permeante (Ca?*, en este caso), seguido del estimulo principal para la apertura o
cierre del canal, que en este caso es el voltaje (indicado como subindice). Finalmente,
dos numeros separados por un punto: el primero indica la familia de proteinas,
mientras que el segundo numero identifica a la isoforma particular. Por ejemplo, el
canal Cav3.2 identifica al canal de calcio dependiente de voltaje tipo T, codificado por

la subunidad o1H.

Los canales LVA también conocidos como canales tipo T o Cay3 se expresan en
diferentes tejidos incluyendo el sistema nervioso (Talley et al., 1999; Molineux et al.,
2006) corazoén (Bohn et al., 2000; Larsen et al., 2002; Cribbs, 2010) musculo liso y
esquelético (Chen et al., 2003; Cribbs 2006), espermatozoides (Darszon et al., 2006) y
algunos 6rganos endocrinos (Yang y Berggren, 2005; Braun et al., 2008). Muestran
propiedades funcionales unicas, estan disponibles para su apertura desde potenciales
de membrana muy negativos cercanos al potencial de reposo celular, por o que son
ideales para regular la excitabilidad de neuronas y otros tipos celulares bajo
condiciones fisiolégicas. Una caracteristica tipica de estos canales es la “corriente de
ventana” que se observa principalmente en neuronas con un potencial de reposo
celular relativamente hiperpolarizado, donde las curvas de activacion e inactivacion se

empalman en un rango de voltajes, resultando en una ventana de voltajes en los que
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los canales se encuentran abiertos y permiten el influjo pasivo de calcio al interior
celular (Hirano et al., 1989; Crunelli et al., 2005). Los canales LVA también son
responsables de las espigas de calcio de bajo umbral en una variedad de neuronas del
sistema nerviosos central (Cheong y Shin, 2013). Ademas, la disfuncion de los canales
tipo T se ha implicado en diferentes condiciones patolégicas como epilepsia, dolor
neuropatico, desordenes neuropsiquiatricos, fibrilacién atrial, insuficiencia cardiaca
congénita y cancer (Kim et al., 2001; Chen et al., 2003; Bourinet et al., 2005; Nelson et
al., 2006; Choi et al., 2007; Cribbs, 2010; Uslaner et al., 2012; Gangarossa et al., 2014;

Weaver et al., 2015; Antal y Martin-Carballo, 2019).

La participacion crucial de los canales de calcio tipo T en la fisiologia del humano se
enfatiza por la existencia de varias canalopatias, la cuales son desordenes causados o
exacerbados por mutaciones en los genes que codifican para estos canales. Las
manifestaciones clinicas de tales desordenes son debidas principalmente a la
disfuncion de las propiedades biofisicas y del transito de los canales a la membrana
plasmatica, lo cual puede conducir a una ganancia o perdida de funcién del canal.
Dentro de las canalopatias mas conocidas se encuentran la epilepsia idiopatica
generalizada, desordenes de autismo, dolor crénico, y aldosteronismo primario, todas
estas asociadas a mutaciones en el gen que codifica para el canal Cav3.2 (CACNA1H);
mientras que para Cav3.1 (CACNA1G) se han descrito varias mutaciones presentes
en ataxia cerebelar y en Cav3.3 (CACNA1l) se han observado mutaciones en

pacientes con esquizofrenia (para una revision ver Weiss y Zamponi, 2019).
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Figura 2. Filogenia de las subunidades o1 de los canales de calcio activados por voltaje.
La comparacion de las secuencias se basé en los aminoacidos (aa) de los segmentos
transmembranales y del poro (aproximadamente 350 residuos). El analisis arrojo como
resultado tres familias claramente separadas (Cav1, Cav2 y Cav3) con aproximadamente un
80% de identidad entre los miembros de cada familia. La identidad entre las secuencias de
aminoacidos de las familias Cav1 y Cav2 fue de 52%), mientras que Cav3 presento solo el 28%
de identidad con las otras dos familias (Modificado de Ertel et al., 2000).

PROPIEDADES ESTRUCTURALES DE LOS CANALES CAy

El poro de conduccion de ambos grupos de canales (HVA y LVA) esta formado por la
subunidad principal, a1, la cual detecta los cambios en el potencial de membrana e
incluye sitios de interaccion con farmacos que modulan la actividad del canal. La
subunidad a1 esta compuesta por cuatro dominios homélogos (I a IV), conectados por
asas intracelulares y cada dominio integrado a su vez por seis segmentos
transmembranales (S1 a S6) (Catterall, 2011). Del S1 al S4 de cada dominio se

considera como el modulo del sensor de voltaje mientras que el S5y S6 como el
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modulo del poro de conduccion (Catterall, 2010) (Fig. 3A). Cada segmento S4 de los
canales Cav contiene entre cuatro y seis aminoacidos con carga positiva (arginina o
lisina), lo cual le confiere la propiedad de detectar y responder a los cambios en el

potencial de membrana.

Los canales LVA parecen requerir unicamente de la subunidad o 1 para generar
corrientes como las que se registran generalmente de preparaciones biolégicas (Fig.
3B; Perez-Reyes et al., 1998; Klockner et al., 1999). Los canales HVA por el contrario
son complejos multiproteicos formados por la subunidad o1 y varias subunidades
auxiliares nombradas 8, a20 y y, mismas que modulan la actividad de dichos canales
(Fig. 3C y 3D) (Arikkath y Campbell, 2003; Simms y Zamponi, 2014; Wu et al., 2016).
En particular las subunidades 3 modulan a los canales HVA mediante incrementos en
la expresion de los canales en la membrana celular (Josephson et al., 1996; Kamp et
al., 1996; Jones et al., 1998; Yasuda et al., 2004) y modificando la dependencia al
voltaje y cinética de la corriente (Jones et al., 1998; Arikkath y Campbell, 2003; Simms
y Zamponi, 2014). La interaccion de las subunidades a1 y B se lleva a cabo a través de
una secuencia de 9 aminoacidos altamente conservada en todos los canales HVA
pero no en los LVA conocida como Alpha Interaction Domain (AlID; Fig. 4B) localizada
en el asa intracelular que une a los dominios | y Il de la subunidad principal, y una
estructura en forma de bolsa en la subunidad auxiliar, conocida como Alpha Binding
Pocket (ABP; Fig. 4A), esta es una interaccion de alta afinidad, con un Ky entre 2 y 54

nM (DeWaard et al., 1995; DeWaard et al., 1996; Canti et al., 2001).
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Figura 3. Arquitectura de los canales Cav. A) Representacion esquematica de la estructura
primaria de la subunidad o4 de los canales de calcio. La subunidad a4, la Unica que es comun
a los canales LVA y HVA, es una proteina de ~270 kDa que consiste de cuatro dominios
homologos (I al IV), y cada uno de ellos presenta seis segmentos transmembranales (S1 a S6)
y un asa del poro (P) entre el S5 y S6. El segmento S4 se caracteriza por poseer varios
aminoacidos con carga positiva, que le permiten detectar los cambios en el voltaje
transmembranal, por lo que recibe el nombre de sensor de voltaje. By C) Topologia propuesta
para el patron de ensamblaje de un canal LVA y un HVA, respectivamente. Las evidencias
experimentales sugieren que los canales LVA consisten unicamente de la subunidad principal
a1. Por su lado, los canales HVA incluyen ademas diferentes subunidades accesorias: 3, a.23,
y v. El poro central se forma por el plegamiento de los cuatro dominios que conforman la
subunidad o.1. En estos esquemas el sensor de voltaje (S4) se presenta aislado del ambiente
lipidico de la membrana por el resto de la proteina de la subunidad a1. Las subunidades a1 y B
interactuan en un sitio denominado AID en el asa que une los dominios | y Il de la subunidad
o1 (Modificado de Randall y Benham, 1999). D) Estructura del canal de calcio de musculo
esquelético de conejo (Cav1.1) obtenida por Crio microscopia Electronica (Cryo-EM; Wu et al.,
2016). Las subunidades estan indicadas en colores, asi como la regién AID. CTD, dominio
carboxilo terminal de la subunidad a 1. Notese que el dominio de anclaje de la subunidad &
(café claro) esta distanciada de su supuesta posicion en la membrana celular en esta
estructura de Cryo-EM, probablemente porque esta interactuando con el detergente y no con
la membrana celular, la cual no esta presente en la preparacion de Cryo-EM.
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También han sido implicados sitios de interaccidn de baja afinidad en el amino y
carboxilo terminal de los canales HVA (Walker et al., 1998; Gao et al., 2000; Stephens
et al., 2000; Cornet et al., 2002). En contraste, se ha sugerido que los canales LVA no
son modulados por las subunidades auxiliares (Lacinova et al., 1995; Leuranguer et al.,
1998; Arias et al., 2005). Las corrientes nativas muestran un comportamiento
electrofisiolégico bastante similar al de los canales recombinantes expresados sin
subunidades auxiliares (Perez-Reyes et al., 1998; Klockner et al., 1999) en sistemas
heterélogos y la composicion por subunidad se desconoce debido a la estrategia con
la cual fueron clonados (estrategia in silico) (Cribbs et al., 1998; Perez-Reyes et al.,
1998; Lee et al., 1999; Gomora et al., 2002). Sin embargo, algunos estudios respaldan
la idea que las subunidades auxiliares pueden regular a los canales LVA (Dolphin et al.,
1999; Dubel et al., 2004; Hansen et al., 2004; Thomsom et al., 2011). Mas reciente se
ha sugerido una asociacion de baja afinidad entre péptidos sintéticos correspondientes

a la parte proximal del asa I-ll de Cav3.3 y subunidades 3 (Bae et al., 2010).

Uno de los objetivos del presente trabajo consistid precisamente en investigar
sistematicamente si la actividad funcional de los canales LVA es regulada por las
subunidades 3 de los canales HVA y si dicha regulacion puede ser explicada por una
interaccion fisica entre las proteinas completas de los canales LVA y las subunidades

B en cuestion.
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Ca,l.1 QQLDEDLRGYMSWITQGE
Ca,l.2 QQLEEDLKGYLDWITQAE
Cayl.3 QQLEEDLKGYLDWITQAE
Ca,l.4 QQMEEDLRGYLDWITQAE
Ca,2.1 QQIERELNGYMEWISKAE
Ca,2.2 QQIERELNGYLEWIFKAE
Ca,2.3 QQIERELNGYRAWIDKAE
QQ-E--L-GY--WI---E

Ca, 3.1 GSCYEELLKYLVYILRKA
Ca,3.2 GSCYEELLKYVGHIFRAV
Ca,3.3 GDCYEEIFQYVCHILRKA
hhhhhhhhhhhhhhhh

hélice 2

Figura 4. Interaccién entre el AID y el ABP y alineamiento del AID para los canales Cav.
A) Representacion de superficie del dominio ABP de la subunidad f2a unida a la regién AID
(ilustrada como cilindros anaranjados). La Tirosina 437 y el triptofano 440 se ilustran en color
blanco; se puede observar que estos aminoacidos son los que penetran mas en el ABP. Los
residuos que participan en interacciones hidrofébicas se marcan con azul y los que forman
puentes de hidrogeno con rojo (Tomada de Van Petegem et al., 2004). B) Alineamiento de los
aminoacidos que constituyen la regién del AID en los canales HVA (subfamilias Cav1 y Cav2).
Los 9 residuos conservados en todos los canales HVA se presentan en la linea que separa el
alineamiento con el de los canales LVA (subfamilia Cav3). En estos ultimos solo se conservan
tres residuos de los 9 y uno mas mantiene la misma carga (indicados con los asteriscos y un
guion, respectivamente). En la parte inferior del alineamiento se muestra la prediccion de
estructura secundaria de la secuencia de aminoacidos para los canales Cav3 con el algoritmo
SOPMA (ver Métodos; la letra h indica estructura en hélice). Notese que la posible region del
AID en los canales Cay3 se sobre lapa con la hélice 2 del freno de la compuerta distintivo de
estos canales (véase el siguiente apartado).
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Freno de la compuerta de los canales Cav3
El asa intracelular que une a los dominios | y Il de los canales de calcio HVA es una

region relevante para la regulacion de estos ya que es blanco de proteinas G,
proteinas cinasas y subunidades auxiliares (Catterall, 2000). Nuestro grupo de
investigacion en conjunto con el grupo del Dr. Edward Perez-Reyes de la Universidad
de Virginia, hemos mostrado que el asa correspondiente en los canales LVA funciona
como un punto regulador intrinseco para la dependencia al voltaje de la activacién e
inactivaciéon a través de una estructura denominada freno de la compuerta de
activacién-inactivacion (del inglés gating brake) (Arias-Olguin et al., 2008). Para los
fines del presente trabajo, en adelante esta estructura sera referida exclusivamente
como freno de la compuerta (en el entendido de que dicha estructura influye en el
movimiento de las estructuras del canal asociadas con la dependencia al voltaje de la
activacién e inactivacién). El freno de la compuerta comprende los primeros 65
aminoacidos que se ubican justo después del extremo intracelular del S6 del Dominio |
y presenta una estructura secundaria bien definida, dos hélices alfa unidas por una

estructura aleatoria (Arias-Olguin et al., 2008; Perez-Reyes, 2010) (Fig. 5).

Esta region es crucial para que los canales LVA presenten una activacion e
inactivacién (gating), asi como otras propiedades biofisicas distintivas de estos
canales. Cuando la estructura de cualquiera de las dos hélices es alterada o incluso
cuando la estructura aleatoria que las une se sustituye por una estructura mas estable
como una hélice, la activacién e inactivacion que caracteriza los canales LVA se
modifica drasticamente, llevandose a cabo a potenciales de membrana
hiper-negativos (Baumgart et al., 2008). La relevancia del freno de la compuerta se ha
puesto de manifiesto en algunos tipos de epilepsia debidas a mutaciones puntuales en
dicha region del canal (Chen et al., 2003; Vitko et al., 2007; Eckle et al., 2014).

Interesantemente, se ha propuesto la formacion de una interaccion electrostatica, un
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puente salino entre dos aminoacidos con carga eléctrica opuesta, uno negativo (acido
glutamico) en la hélice 1 y uno positivo (arginina) en la hélice 2. Dicha interaccion se
ha propuesto para el canal Cav3.2, sin embargo, no es claro si ésta se conserva en los
tres canales LVA y menos evidente es su papel a nivel estructural o funcional, por lo
que una segunda meta del presente trabajo es estudiar la relevancia
estructura-funcion que el presunto puente salino representa para el freno de la

compuerta en todos los canales LVA.

A

extremo de IS6 _ hélice 1 ____giro hélice 2
3.2 S0PMA hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhettcheesacccttchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Ca,3.1 FSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLEYLVY ILREAARRLAQVSRAR
Ca.3.2 FSETKQRESQLMREQRARHLSND STLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFREVERRSLRLYARW
Ca,3.3 FSETKQREHRLMLEQRORY LSS S TVASYAEPGDCYEE IFQYVCHILREAKRRALGLY QAL

Figura 5. Secuencia y modelo de la estructura del freno de la compuerta de los canales
LVA. A) Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de los tres canales Cav3 de humano.
La prediccién de la estructura secundaria con el algoritmo SOPMA se muestra en la parte
superior del alineamiento. Cada letra simboliza un estado estructural, donde h = hélice alfa, ¢
= espiral al azar, t = giro beta, e = hebra extendida. B) Modelo tridimensional propuesto del
freno de la compuerta (azul claro) superpuesto en la estructura cristalografica de la
construccion quimérica Kv1.2-Kv2.1 (azul, amarillo, gris, verde y rojo). La vista es desde el
interior de la célula de frente a la membrana, se sugieren contactos entre las hélices del freno
de la compuerta con las regiones de la proteina del canal quimérico de potasio equivalentes a
los Dominos | y Il de la subunidad a1 de los canales LVA (Modificado de Perez-Reyes, 2010).
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Otra caracteristica estructural de los canales LVA o Cayv3 es que, ademas de los
cuatro residuos cargados positivamente en el S4 del Dominio | (1S4), contienen dos
argininas extras en el asa que une los segmentos S4 y S5 (asa 1S4-1S5). Con los datos
publicados de la estructura atomica del canal Cav1.1 (Wu et al., 2016) es posible
predecir que esta region pudiera interactuar fisicamente con otras regiones
intracelulares como el asa I-ll, la cual es la region intracelular de mayor tamafo y
movilidad (Perez-Reyes, 2010). Esta posibilidad ha sido inferida por el trabajo de
Sanchez-Sandoval y cols. (2018), en el que al transferir el IS4 del canal Cav3.3 en el
del Cav1.2 se observo que el canal quimérico se inactiva a voltajes sustancialmente
mas negativos de lo normal, una caracteristica semejante a la observada cuando los
canales LVA pierden su regulaciéon intrinseca por afectaciones en el freno de la

compuerta (Arias-Olguin et al., 1998).

JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
El estudio de los canales LVA o Cayv3 con un abordaje de estructura-funcion como el

presente son de sustancial relevancia ya que por un lado, estos canales se expresan
ampliamente en el organismo, encontrandose en el sistema nervioso, corazon, riflones,
pancreas, musculo esquelético, espermatozoides, arterias, venas, pulmones, utero,
vejiga y colon entre otros tejidos (Perez-Reyes, 2003); y por otro lado muestran
propiedades funcionales unicas, entre ellas que se encuentran disponibles para
abrirse desde potenciales de membrana muy negativos, cercanos al potencial de
reposo de varios tipos celulares, por lo que representan elementos cruciales para la
regulacion de la excitabilidad celular en los tejidos mencionados bajo condiciones
fisiologicas. Una caracteristica relevante de estos canales es la presencia de la
corriente de ventana, observada principalmente en neuronas con potencial de

membrana relativamente hiperpolarizado, donde la dependencia al voltaje de
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activacién e inactivacidon se empalman en un estrecho intervalo de voltajes que
permite la activacion estocastica de dichos canales, permitiendo la entrada de calcio a
las células de manera espontanea, asi como pequeias despolarizaciones del
potencial de membrana que pueden originar el disparo de potenciales de accion
(Huguenard y Prince, 1992; Perez-Reyes, 1998, Cribbs et al. 2000; Crunelli et al.,
2005; ). Los canales LVA originan las espigas de calcio de bajo umbral (Cheong y Shin,
2013) en una variedad de células, con lo cual pueden ser responsables de los
marcapasos celulares en los tejidos donde se expresan. Como es de esperarse debido
a su amplia distribucién e importantes funciones se ha implicado el mal funcionamiento
de estos canales en diversas patologias como epilepsia, dolor neuropatico,
desordenes neuropsiquiatricos, fibrilacion atrial y cancer (Kim et al., 2001; Chen et al.,
2003; Bourinet et al., 2005; Nelson et al., 2006; Choi et al., 2007; Cribbs, 2010;
Uslaner et al., 2012; Gangarossa et al., 2014; Weaver et al., 2015). Por lo anterior, el
avance en el conocimiento de la modulacién de los canales Cav3 por subunidades J3,
asi como la regulacion de su funcionamiento por la estructura del asa I-Il de la
subunidad a1 permitira un mejor entendimiento de la fisiologia de los canales Cav3, asi

como de las enfermedades en las que han sido involucrados.
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HIPOTESIS
Con base en los antecedentes mostrados anteriormente se formularon las siguientes

hipoétesis de investigacion:

1. Las subunidades a1 de los canales LVA seran reguladas por las subunidades f3

mediada por una interaccion fisica entre ambas proteinas.

2. El canal quimérico ICL.i exhibird una dependencia al voltaje de la activacién e

inactivacién a voltajes mas negativos comparada con el canal LVA Cav3.3 silvestre.

3. El puente salino que une ambas hélices del freno de la compuerta de activacion e
inactivacion de los canales LVA sera crucial para la preservacion estructural y

funcional del mencionado freno.
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OBJETIVOS
Los objetivos generales del presente trabajo de investigacion son los siguientes:
1. Evaluar los cambios en la corriente de los canales LVA generados por la presencia

de las subunidades 3 de los canales de calcio activados por voltaje.

2. Determinar si las proteinas correspondientes a las subunidades o 1 de los tres
canales LVA interactuan fisicamente con alguna de las proteinas correspondientes a

las subunidades 3 de los canales de calcio HVA.

3. Investigar la relevancia estructural y funcional del puente salino situado en el freno

de la compuerta.

Para cumplir con las metas anteriores se propusieron los siguientes objetivos

particulares:

1.1. Expresar los canales LVA en un sistema heterélogo idoneo para evaluar por
medio de la técnica de patch-clamp sus propiedades electrofisioldgicas, entre estas, la
densidad de corriente, dependencia al voltaje de activacion e inactivacidén, asi como
las caracteristicas cinéticas de tales procesos y de la desactivacién de dichos canales

en ausencia y en presencia de las subunidades 3 de los canales HVA.

2.1. Investigar si la presencia de las subunidades B (o alguna de ellas en particular)
modifica la distribucion celular de los canales LVA, evaluando la colocalizacién de

estos canales con la membrana celular por medio de microscopia confocal.

2.2 Determinar si existe FRET entre los canales LVA y las subunidades 3 (o alguna de
ellas en particular); considerando este fendbmeno como una medida de asociacion

fisica entre ambas proteinas.
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2.3. Evaluar si existe un acoplamiento fisico entre los canales LVA y la subunidad 3 en
cuestion, estudiando la co-inmunoprecipitacion entre estas dos proteinas por medio de

western blot.

3.1. Generar una bateria de canales LVA mutantes tanto in silico como in vitro con
sustituciones de los aminoacidos cargados negativamente por alanina, indispensables
para la formacion del puente salino entre las hélices alfa del freno de la compuerta de

los canales LVA y evaluar el efecto de estas sustituciones en su estructura y funcion.

3.2. Explorar la conservacion del freno de la compuerta y el puente salino en los
canales LVA de diferentes taxa animales, mediante la generacion de alineamientos de

la secuencia del asa I-Il.

3.3. Evaluar la relevancia que tiene el asa I-ll de los canales LVA en la dependencia al
voltaje de activacion e inactivacion, mediante la construccion de un canal Cav3.3

quimérico en el cual se sustituya la mencionada asa por la del canal HVA Cav1.2.
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METODOLOGIA
La metodologia empleada en este trabajo se divide en seis apartados: |) construccion

de los canales fusionados y mutantes, Il) prediccion de la estructura de los canales
LVA, ll) cultivo celular y transfeccion, V) registro electrofisiolégico, V)
inmunoprecipitacién y VI) microscopia confocal. A continuacién, se describe cada uno

de estos apartados.

I. CONSTRUCCION DE LOS CANALES FUSIONADOS Y MUTANTES

Se construyeron mutantes de las diferentes subunidades a1 y B de los Cav que
posteriormente se emplearon para estudiar su funcién y/o interaccion por medio de
electrofisiologia, microscopia confocal y western blot. En la Tabla 1 se presentan las
subunidades silvestres y mutantes empleadas en este trabajo, asi como los
oligonucledtidos utilizados para su desarrollo. Todas las construcciones mutantes
fueron verificadas mediante secuenciacion automatizada en la Unidad de Biologia

Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Subunidades a1 y B fusionadas a proteinas fluorescentes.
Las subunidades usadas en los experimentos de microscopia confocal fueron

fusionadas a proteinas fluorescentes. Por un lado, la subunidad a1 de Cav1.2 se
fusiond a la proteina verde fluorescente (GFP) y la subunidad B1b a la proteina azul
fluorescente (BFP). Los vectores de ambas proteinas se obtuvieron de la marca
Invitrogen (pPRSET/EmGFP y pRSET/EmGBFP; ambos donados amablemente por el
Dr. Gustavo Martinez, Instituto Nacional de Psiquiatria). Por otro lado, la GFP
empleada para fusionar a las subunidades a1 los canales Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3 fue
la de Clontech (pEGFP-C1, donada amablemente por el Dr. Edward Perez-Reyes,

University of Virginia).
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Mediante mutagénesis dirigida (oligonucleotidos 1-F y 1-R) se insertaron sitios de
reconocimiento para la enzima BamHI en los extremos amino y carboxilo de la
secuencia de nucledtidos de la BFP; posteriormente la secuencia de la BFP
(flanqueada por los sitios BamHlI) se clond en este mismo sitio de restriccién del vector
B1b-pcDNA3 (donacion del Dr. Terrance Snutch, University of British Columbia),
asegurando que el marco de lectura no se desplazara, con lo cual la BFP quedo
fusionada al amino terminal de la subunidad B1b. Adicionalmente, esta misma
subunidad auxiliar fue etiquetada en el carboxilo terminal con la secuencia de
aminoacidos YPYDVPDYA (oligonucledtidos 2-F y 2R), correspondientes al epitopo
de la hemaglutinina del virus de influenza (HA), con la finalidad de ser utilizada en
experimentos de inmunoprecipitacion y western blot. Para fusionar la GFP en el amino
terminal del canal Cav1.2, se insertaron sitios de reconocimiento para la enzima EcoRl
en los extremos de la secuencia de nucledtidos del cDNA que codifica para la proteina
fluorescente (oligonucledtidos 1-F y 3-R), posteriormente esta construccion se
subclond en el sitio EcoRI del vector Cav1.2-pcDNA6 (Donado por la Dra. Diane
Lipscombe, Brown University), garantizando que el marco de lectura no se desplazara.
Mientras que la secuencia de nucleotidos de los canales Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3 fue
clonada en el sitio Kpnl del vector pEGFP-C1 lo que resulté en canales fusionados al

carboxilo terminal de la GFP.

Canales LVA mutantes del freno de la compuerta
En la construccion de los canales LVA mutantes donde se cambié el acido glutamico

(Glu o E) por la alanina (Ala o A) con la finalidad de estudiar la relevancia estructural y
funcional del puente salino (iénico) formado entre ambas hélices alfa del freno de la
compuerta (asa I-l; ver Fig. 4), se ocuparon plasmidos de tamafio menor al original
(mas de 13 kb) en los cuales se generaron las mutaciones mediante PCR con la

estrategia de QuikChange (Agilent Technologies), la cual permite insertar una
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mutacion especifica en cualquier plasmido y no requiere de vectores especializados,
sitios de restriccion unicos o multiples transformaciones. Para llevar a cabo este tipo
de ensayos se requiere de dos oligonucledtidos sintéticos (primers) que contengan la
mutacion que se desea insertar en el plasmido de interés. Los oligonucleétidos (cada
uno complementario a la hebra opuesta de DNA, con una longitud de 25 - 45 bases y
una Tm = 78°C) se extienden durante ciclos de temperatura utilizando la DNA
polimerasa PfuUltra (Agilent Technologies) u otra polimerasa de alta fidelidad. La
incorporacion de los oligonucledtidos genera al plasmido mutante, el cual se trata con
la enzima Dpn |, que digiere al DNA templado parental (proveniente de una cepa de
Escherichia coli), debido a su actividad de endonucleasa especifica para el DNA
metilado o hemimetilado. Como resultado de esta reaccion se selecciona
exclusivamente el DNA mutante recientemente sintetizado. Por ultimo, el DNA
mutante se transforma en células ultra competentes (One Shot® TOP10, Thermo
Fisher Scientific). Las colonias de bacterias obtenidas se tamizan mediante

secuenciacion automatizada para identificar las mutantes positivas.

Para la construccion del canal mutante Cav3.1-E477A se clon6é el fragmento
Hindlll-Nhel de Cav3.1 (1.5 kilo bases; kb) en los mismos sitios del sitio de clonacién
multiple (polylinker) del vector pcDNAG6. En esta construccién intermedia se realiz6 la
reaccion de PCR para sustituir el Glu477 por Ala (oligonucleétidos 4-F y 4-R), con la
misma estrategia de QuikChange. El fragmento mutante se subclonoé en el plasmido
Cav3.1-pcDNAS utilizando los mismos sitios de restriccion (Hindlll-Nhel), obteniendo

asi el canal Cayv3.1-E477A.

De manera similar, el canal mutante Cav3.2-E429A se generd a partir de la clonacion
del fragmento EcoRI-EcoRI de 2.2 kb de Cav3.2 en pUC19, en cuya construccion

intermedia se realizd la PCR con la que se sustituydo el Glu429 por Ala
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(oligonucledtidos 5-F y 5-R). Posteriormente, se traslado el fragmento Ascl-Ascl (1.6
kb) de la construccién mutante intermedia al plasmido Cav3.2-pcDNA3, obteniendo asi

la construccion final Cay3.2-E429A.

Para producir al canal mutante Cav3.3-E408A, se utilizé la construccién intermedia
Cav3.3-AvCI-pBSIIKS(-) de 5.6 kb, que contiene el fragmento Avrll-Clal de 2.6 kb
clonado en los mismos sitios del vector pBluescript Il KS (-) (Donado por el Dr. Félix
Recillas, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM) previamente modificado para expresar
el sitio Avrll en su polylinker. En dicha construccion intermedia se llevé a cabo la
PCR para insertar la mutacion del Glu por Ala (oligonucleétidos 6-F y 6-R).
Posteriormente se trasladd el fragmento con la mutacién (Clal-Avrll, 2.6 kb) al

plasmido Cayv3.3-pcDNA3 para obtener al canal mutante completo Cav3.3-E408A.

El canal quimérico ICL..i se construyo trasladando el asa I-1l del canal Cay1.2 al canal
Cav3.3, para lo cual se insertaron los sitios de reconocimiento para las enzimas BsiWI
y Mfel, justo al inicio y al final del asa I-ll en ambos canales sin insertar mutaciones
indeseadas o corrigiéndolas en su defecto y cuidando que no se desplazara el marco
de lectura. Los sitios de restriccion se produjeron mediante mutagénesis dirigida
(oligonucledtidos del 7-F al 10-R) en vectores intermedios de tamafio menor a los
canales completos, Cav3.3 (Clal-Avrll)-pBluescript de 5.7 kb y Cav1.2
(Apal-Apal)-pBluescript de 5.4 kb. El asa I-ll de Cav3.3 se intercambié por su
homéloga de Cav1.2, obteniendo asi la construccion intermedia ICLi.i-pBluescript a
partir de la cual se transfiridé el fragmento Clal-Avrll (que contiene el fragmento
quimérico ICp.i) al plasmido Cav3.3-pcDNA3, para generar el canal quimérico

completo Cay3.3-ICL..
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Tabla 1. Subunidades silvestres, sus contrapartes mutantes y oligonucleétidos

empleados para su construccion

Silvestre / Mutante Oligonucleétidos
Origen /
GeneBank
B1b/ 1b-BFP 1-F GATCGATGGGGATCCGAATTC
Oryctolagus 1-R AGAGGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
cuniculus / B1b-HA 2-F ATCGATAAGCTTGATATCG
X61394 2-R GGGAAGCTTTCAGGCGTAGTCGGGGACGTCGTAGGGGTAGC
GGATGTAGACGCCTTGTC
Cav1.2/ Cav1.2-GFP 1-F GATCGATGGGGATCCGAATTC
Mus musculus / 3-R AGAGAATTCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
AY728090
Cav3.1/ Cav3.1-GFP No aplica
Homo sapiens / E477A 4-F GAGACCAAGCAGCGGGCCAGCCAGCTGATGCGG
AF190860 4-R CCGCATCAGCTGACTGGCCCGCTGCTTCGTCTC
Cav3.2/ Cav3.2-GFP No aplica
Homo sapiens / E429A 5-F GAGACGAAGCAGCGGGCCAGTCAGCTGATGCGG
AF051946 5-R CCGCATCAGCTGACTGGCCCGCTGCTTCGTCTC
Cav3.3/ Cav3.3-GFP No aplica
Homo sapiens / E408A 6-F GAGACCAAGCAACGGGCCCACCGGCTGATGCTG
AF393329 6-R CAGCATCAGCCGGTGGGCCCGTTGCTTGGTCT
ICL 7-F GGTTCTCGGTGTTTTGACGTACGAGTTTTCCAAAGAGAGGGAG

7-R CTCCCTCTCTTTGGAAAACTCGTACGTCAAAACACCGAGAACC
8-F GCAGCAGTTAAGTCCAATTGCTTCTACTGGCTCGTG

8-R CACGAGCCAGTAGAAGCAATTGGACTTAACTGCTGC

9-F CTCGTTGTCATAGCGTACGAGTTCTCGGAGACC

9-R GGTCTCCGAGAACTCGTACGCTATGACAACGAG

10-F CATCGTGGACAGCAATTGCTTCAACCGGGGCATC

10-R GATGCCCCGGTTGAAGCAATTGCTGTCCACGATG

F: primer sentido; R: primer antisentido. En el caso de B1a /Rattus norvegicus /M25817; 2a /Rattus
norvegicus /M80545; B3 /Rattus norvegicus M88751; y B4 /Rattus norvegicus /1.02315, ningun primer

fue disefado.
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Il. PREDICCION DE LA ESTRUCTURA DE LOS CANALES LVA.
Se desarrollaron modelos de la estructura secundaria y terciaria de la regidén proximal

del asa I-Il de los canales LVA, donde se encuentra el freno de la compuerta (Fig. 5).
La prediccidon de la estructura secundaria se realiz6 empleando el algoritmo SOPMA
(Geourjon y Deléage, 1995) disponible en el sitio
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html. La
prediccion de la estructura tridimensional del freno de la compuerta se desarrollé en el
servidor  de I-TASSER (Zhang, 2008) disponible en el sitio
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/. Se eligié el modelo atémico con los
mejores parametros estructurales (C-score y TM-score; para una revisidon consultar
Zhang y Skolnick, 2004) y se desplegd en el visualizador molecular PyMOL

(Schrddinger).

lll. CULTIVO CELULAR Y TRANSFECCION.

Se empledé como sistema de expresidon de los canales Cayv y los canales Nav1.6
(NM_019266) a las células HEK-293. Debido a que esta linea celular inmortalizada,
proveniente de riidn de embridén humano, no expresa corrientes de calcio endégenas,
representa un excelente sistema de expresion heterdloga para estudiar canales de
calcio y de sodio de manera aislada. Las células HEK-293 fueron crecidas en
monocapa sobre cajas Petri de plastico de 100 mm de diametro (BD Falcon) a 37°C en
una atmosfera saturada de agua y compuesta de 95% de Oz y 5% de CO.. La
composicion del medio de cultivo fue la siguiente: 90% de medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium), suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Todos los productos quimicos para el cultivo

y mantenimiento de las células se obtuvieron de GIBCO-Invitrogen. El cultivo celular

-30-



fue regenerado una o dos veces por semana, cuando la monocapa de células se
encontraba alrededor del 90% de confluencia. Para ello, las células fueron
despegadas con una solucion que contenia 0.05% de tripsina y 0.53 mM EDTA en una
solucion balanceada de Hanks libre de calcio, y se disociaron mecanicamente
mediante la utilizacion de pipetas serolégicas de 10 ml. Las células fueron
resembradas a una densidad aproximadamente 10-20 veces menor en una caja de
Petri nueva. Esta misma suspension celular permitio inocular cajas Petri de 35 mm de

diametro para realizar las multiples transfecciones transitorias.

Las transfecciones destinadas para el registro electrofisiolégico y ColP se realizaron
con JetPEI® (Polyplus Transfection) mientras que las transfecciones para microscopia
confocal se hicieron con PEI (protocolo descrito mas adelante). El dia previo a la
transfeccion, se sembraron células HEK-293 en cajas Petri de 35 mm (para las cajas
de 100 mm empleadas para ColP solo se escalaron las cantidades de cada reactivo) a
una densidad de 0.25 a 1.0 x 108 células con 2 ml de medio DMEM, de tal forma que,
al momento de la transfeccion, la monocapa de células presentara entre 60-70% de
confluencia. Previo a la transfeccién per se, se cambi6 el medio DMEM completo que
contenian las cajas de cultivo por 1 ml de DMEM no suplementado. Para cada
experimento de transfeccidén se prepararon dos soluciones, una de ellas compuesta
por 3 ug de DNA (1.5 pg de la subunidad a1y 1.5 pg de la subunidad B) y 0.15 ug del
plasmido de la GFP (no requerida para ColP), la cual sirve como marcador de las
células que han sido transfectadas. El volumen final de esta solucién se llevé a 100 pl
con NaCl 150 mM. La segunda solucion contenia 5 pl del agente transfectante y 95 pl
de NaCl. Ambas soluciones se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente
durante 30 min. Al transcurrir los 30 minutos, se agrego el complejo de transfeccion a

las células. Estas se incubaron a 37°C con una atmodsfera de 5% de CO2 durante 12
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horas, posteriormente el complejo de transfeccion fue retirado y se agregaron 2 ml de
medio DMEM completo. Las células se incubaron nuevamente bajo las mismas

condiciones por 12 horas adicionales.

Las células transfectadas se despegaron a las 24 h después de iniciada la
transfeccion y se sembraron en una caja de Petri de 35 mm que contenia de 6 a 8
cubreobjetos de vidrio cuadrados de 5 x 5 mm. Los registros electrofisiolégicos se
llevaron a cabo en las células contenidas en estas cajas, después de ser incubadas al
menos 2 h. La caja con el resto de las células transfectadas se incubé con 1 ml de
medio completo hasta el dia siguiente, cuando se repitié el procedimiento anterior. Las

células transfectadas de manera transitoria se utilizaron durante 3 dias.

IV. REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO.
Para registrar la actividad electrofisiolégica de los canales i6nicos expresados en las

células HEK-293, se utilizo la técnica patch-clamp (fijacion de voltaje en microareas de
membrana) en la configuracion de célula completa (Hamill et al., 1981; Marty y Neher,
1995) a una temperatura de 20 a 23°C. Los registros se obtuvieron con la ayuda de un
amplificador de patch-clamp Axopatch 200B, que se encontraba conectado
directamente a una interfase Digidata 1322 A/D, misma que se encarga de convertir
las sefiales analdgicas provenientes de la célula en sehales digitales para ser
almacenadas en una computadora mediante el empleo del programa pClamp 9.02.
Con este ultimo se disefiaron y aplicaron los diferentes protocolos de voltaje que se
utilizaron en el registro electrofisiolégico. El amplificador, la interfase y el programa de
adquisicion de datos se obtuvieron de Molecular Devices. Todos los componentes

anteriores, asi como sus conexiones se muestran en la Fig. 6.
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Figura 6. Esquema del registro electrofisiolégico utilizado en los experimentos de
fijacion de voltaje. La corriente de Ca?* se registré con la técnica de patch-clamp en la
configuracién de célula completa. El transductor (headstage) regula el voltaje del electrodo y
mide la corriente membranal (Im). Los pulsos comando (V) y el potencial de mantenimiento
(HP) se generan en el convertidor digital-analdégico (DAC) de la interfase. ElI amplificador
permite reducir las espigas de corriente capacitiva asociadas a la instalacion y corte de los
pulsos. La sefial de corriente inducida por V. es digitalizada mediante el convertidor
analdgico-digital (ADC) de la interfase y capturada en el disco duro de la computadora, para su
analisis posterior. La In se visualizd en el monitor de la computadora para vigilar la formacién
de un sello de alta resistencia entre la punta del electrodo y la membrana celular, asi como
para supervisar la cancelacién analégica de las espigas capacitivas. Las células bajo estudio
se encuentran en una camara de registro perfundida constantemente por la solucion externa
de registro impulsada por gravedad. La camara de registro se encuentra conectada mediante
un electrodo de tierra a la entrada no inversora del amplificador operacional del cabezal o
headstage del amplificador.

Antes de iniciar los registros electrofisiolégicos, un cubreobjetos con células fue
transferido de la incubadora a la camara de registro ubicada sobre la platina de un
microscopio optico invertido modelo Eclipse TE300 (Nikon). La solucion contenida en

la camara, denominada solucion externa de registro (véase Soluciones de Registro
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mas adelante) fue recambiada constantemente por un sistema de perfusion impulsado
por gravedad (Fig. 6) y controlado por una valvula de seis vias. El flujo fue de
aproximadamente 1.0 ml por min. Las células fueron visualizadas con un objetivo de
40X. Los electrodos o pipetas de registro se fabricaron a partir de capilares de vidrio
(TW150-3; WPI Inc.) con la ayuda de un estirador horizontal Modelo P-97 (Sutter
Instrument Co.). Posteriormente, las puntas de estos fueron pulidas al calor con una
microforja (MF-830, Narishigue Co.) y llenados con la solucidon interna (véase
Soluciones de Registro), misma que permitid medir la resistencia eléctrica de los
electrodos. Los registros electrofisiolégicos se realizaron con electrodos cuya

resistencia oscilé entre 1.8 y 3.5 MQ.

La técnica de patch-clamp consiste en posicionar un electrodo (de resistencia
adecuada) sobre la membrana plasmatica de una célula hasta formar un gigasello
(resistencia en el orden de 1x10° Q) en el area de contacto entre la punta del electrodo
y la membrana celular. Acto seguido, se aplica un nivel estacionario de voltaje en la
pipeta (HP; en los experimentos reportados en este trabajo dicho valor siempre fue
-100 mV salvo excepciones en los que fue -110 y se menciona en el texto
posteriormente) y mediante la aplicacién de presion negativa, se rompe el sello de
membrana incluido en la punta del electrodo para establecer la configuracion de célula
completa. A consecuencia de la adicion de la capacitancia asociada a la membrana
plasmatica de la célula en estudio, se incrementan los transitorios capacitivos
asociados a la instalacion y terminacion de pulsos de voltaje. Dichos transitorios son
cancelados de forma analdgica con el amplificador de patch-clamp. Una vez realizado
este procedimiento en todas las células estudiadas, se procedié a la aplicaciéon de

protocolos de voltaje disefiados previamente para registrar las corrientes de calcio. La
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forma y uso de cada uno de tales protocolos se describiran conforme se presenten los

resultados correspondientes a lo largo del trabajo.

La calidad de los registros electrofisiolégicos depende principalmente de dos
parametros: la capacitancia membranal (Cn) y la resistencia en serie (Rs). Esta ultima
se define como la suma de la resistencia de acceso a la célula y la resistencia del
electrodo. El producto CnRs determina la constante de tiempo (t) con la que suceden
los cambios en el potencial de membrana (Vi) debidos a la aplicacion de los pulsos de
voltaje en el interior del electrodo. Con base en lo anterior y con el objetivo de
garantizar una buena resoluciéon temporal en el registro de las corrientes, en el
presente trabajo solo se utilizaron los datos de los experimentos en los que el producto

de CnRs no excedid los 60 ps.

En la mayoria de los registros la resta de la corriente de fuga (corriente que se escapa
a través del sello entre la punta del electrodo de registro y la membrana celular) se
realizd off line, es decir, al momento de analizar los datos en la computadora y para
ello se recurrié al algoritmo de resistencia pasiva del programa Clampfit contenido en
el paquete de pClamp 9.02. En algunos casos las corrientes fueron registradas en dos
canales, uno de ellos con la sustraccion de la corriente de fuga on line, empleando el
método P/-5, y el otro sin alterar la corriente con el objetivo de monitorear la

estabilidad de la célula.

Todas las corrientes registradas fueron filtradas a 5 kHz excepto cuando se registraron
las colas de corriente, en cuyo caso se uso el filtro de 10 kHz. Esto fue debido a la alta
velocidad con la que se lleva a cabo el cierre de los canales LVA, siendo mas
conveniente que el espectro del filtro sea mayor, pues de este modo se mejora

sustancialmente la informacion de la sefial de corriente registrada. Las sefiales de
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corriente fueron digitalizadas a diferentes intervalos de tiempo (10 - 100 us) por medio
del convertidor analdgico-digital de la interfase y finalmente almacenadas en el disco

duro de la computadora para su posterior analisis.

Soluciones de registro
Las corrientes de calcio fueron registradas utilizando dos soluciones (cuyas

concentraciones son expresadas en mM): solucion externa, la cual se compone de:
175 cloruro de tetra-etil-amonio (TEA-CI), 5 CaCl. y 10 HEPES con un pH de 7.4
ajustado con TEA-OH; y solucion interna o solucién de la pipeta de registro, cuya
composicion es: 130 CsCl, 10 EGTA, 2 CaClz, 1 MgClz, 4 Mg-ATP, 0.3 NasGTP y 10

HEPES con un pH de 7.3 ajustado con CsOH.

Analisis de datos
Los registros electrofisiologicos fueron analizados y graficados utilizando los

programas Clampfit del paquete pClamp 9.02 (Molecular Devices) y Prism 6.0
(GraphPad Software Inc.). El potencial de inversion (voltaje al cual la corriente cambia
su direccion de entrante a saliente) de la corriente se obtuvo del ajuste a la relacion

corriente-voltaje (/-V) con la ecuacién de Boltzmann modificada:

Ica = Imax (Vin— Vinv) / (1 + exp (Va2 = Vim) 1 K)) (Ecuacion 1)

donde Ica es la corriente al pico, Imax €s la corriente maxima observada, Vm es el
potencial de membrana, Vi, €s el potencial de inversion, Vi es el voltaje al cual se

activa el 50% de la corriente maxima y k es la pendiente de la relacion.

Para analizar la dependencia al voltaje de la activacion de la corriente de calcio se
calculé la conductancia de dos formas diferentes. La primera, mediante la ecuacion de
conductancia que toma en cuenta a la fuerza impulsora, y se representa por la

ecuacion siguiente:
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G =lcal (Vm— Vinv) (Ecuacion 2)

donde G es la conductancia, Ica es la corriente al pico, Vi es el valor de voltaje con el
que se evoco la corriente, y Viny €s el potencial de inversién. A esta ecuacién se le
denominara en adelante conductancia cuerda. Los valores de conductancia fueron
normalizados, graficados y ajustados con la ecuacion de Boltzmann para obtener las

curva conductancia-voltaje (G-V):

G = Gmax/ (1 + exp (V12— Vi) | k)) (Ecuacion 3)

donde, nuevamente, G es la conductancia y Gmax la conductancia maxima, Vm es el
potencial de membrana, V42 es el voltaje al cual el 50% de los canales se encuentran

activados y k es la pendiente.

Los datos de inactivacion en el estado estacionario de los canales LVA se ajustaron

con una funcioén de Boltzmann de la siguiente forma:

Ica = Imax / (1 + exp ((Vm — Var2) I k)) (Ecuacion 4)

con las mismas definiciones ya descritas para las ecuaciones anteriores.

Por otro lado, la cinética de las corrientes registradas a los diferentes voltajes fue
analizada mediante ajustes con funciones biexponencial, donde la primera
exponencial describe la fase de activacién y la segunda, la inactivacion de la corriente.
Por su parte, el cierre de los canales o cinética de desactivacion fue analizada con el
ajuste de dos funciones exponenciales a las colas de corriente generadas al
repolarizar la membrana. Los valores de amplitud y constante de tiempo de cada
componente se utilizaron para calcular una constante de tiempo ponderada, la cual
refleja adecuadamente la dependencia al voltaje de los componentes rapido y lento de

las colas de corriente generadas por los canales tipo T (Gomora et al., 2002). Los
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valores de la constante de tiempo (t) ponderada asi obtenidos se compararon entre
las diferentes condiciones experimentales. Los datos correspondientes a la
recuperacion de la inactivacion se ajustaron con una funcién exponencial, a partir de la
cual se obtuvo la constante de tiempo que describe el curso temporal con el que los

canales de calcio abandonan el estado inactivado (tn).

Todos los resultados se expresan como la media £ el error estandar (EEM) de los
valores obtenidos en diferentes células. La comparacion entre las medias para
determinar la significancia estadistica se llevd a cabo con la t de Student para
muestras no pareadas. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor

de P fue inferior a 0.05.

V. INMUNOPRECIPITACION.
Para estudiar la posible interaccion fisica entre los canales LVA y la subunidad 1b se

utilizé a las subunidades a1 fusionadas a la GFP y la subunidad auxiliar etiquetada con

HA en experimentos de co-inmunoprecipitacion (Co-IP) y western blot.

Ambas subunidades fueron expresadas por separado en células HEK-293, mediante
transfecciones transitorias en cajas de 100 mm. Cuarenta y ocho horas después de
la transfeccion, se extrajeron las proteinas totales empleando el buffer RIPA 7.6 pH
(Tris-HCI 25 mM, NaCl 150 mM, IGEPAL CA-630 1%, desoxicolato de sodio 1% y SDS
1%) suplementado con el inhibidor de proteasas cOmplete (Roche). Al final de la
extraccion la muestra se sometié a digestion con DNasel (NEB) y sonicacion con la
finalidad de romper las moléculas de DNA y con ello tener un mejor manejo de la
misma. La proteina se cuantifico por el método de Bradford (Biorad). A partir de las

muestras de proteina total se mezclaron 1 mg de la subunidad o 1 (Cav1.2-GFP o
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Cav3.3-GFP), 1 mg de B1bHA con 50 ul de la matriz de afinidad anti-HA (Roche); la
mezcla se sometio a agitacion ligera a 4°C toda la noche para promover la interaccion.
Al dia siguiente las proteinas se eluyeron de la matriz anti-HA mediante centrifugacion,
lavado astringente por tres ocasiones con buffer RIPA para desechar las interacciones
inespecificas y evitar asi falsos positivos, asi como la adicién de 50ul de amortiguador
Laemmli (SDS 6%, glicerol 15%, azul de bromofenol 0.3%, Tris pH 7.6 150 mM y
beta-mercaptoetanol 4%) y, por ultimo, desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos para
separar B1bHA de la matriz anti-HA, junto con las proteinas que interactuen
fisicamente con la subunidad auxiliar (Co-IP). Posterior a la elucion se cargaron las
muestras en geles de acrilamida al 7.5% (con gel concentrador al 4%) y se corrio la
electroforesis hasta la separacion clara de las proteinas (aproximadamente 1.5 h a
100 V). En los experimentos control se cargaron 15 ug de proteina total de los lisados
celulares, asi como 10 pl (de un total de 500 pl) de los sobrenadantes de los lavados

de la Co-IP.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de polivinil difluoruro (PVDF, Thermo
Fisher) empleando una camara de transferencia semi-seca (Trans-Blot®, Bio-Rad)
durante 1.5 h a 20 V de potencia, posteriormente se analizaron dichas membranas
mediante Western Blot previo tratamiento con leche sin grasa en polvo como agente
bloqueante (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad) al 5% durante 1 hora, empleando los
anticuerpos y concentraciones mostradas en la Tabla 2. El anticuerpo primario se
incubd con agitacion ligera a 4°C durante toda la noche a diferencia del anticuerpo
secundario que fue incubado a temperatura ambiente durante 1 hora. El revelado de
los inmunoblots se hizo con el kit de quimioluminiscencia de Thermo Scientific y los

filmes se expusieron de 15 segundos a 2 minutos.
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Tabla 2. Anticuerpos empleados en los ensayos de Western Blot.

Anticuerpo Proteina que Marca Dilucion Tipo Origen / blanco
reconoce (No.Cat.)

anti-HA B1b-HA Roche 1:5000 Primario Cabra/ Rata
(11867431001)

anti-GFP Cav1.2-GFPy Santa Cruz 1:5000 Primario Cabra /Conejo

Cav3.3-GFP Biotechnology
(8334)
anti-B actina B actina Dr. Manuel 1:5000 Primario Conejo / Humano
(control de carga) Hernandez

(CINVESTAV)

IgG-HRP IgG Santa Cruz 1:10000 | Secundario Cabra/ Rata
Biotechnology Cabra/ Conejo
(2030 y 2006)

VI. MICROSCOPIA CONFOCAL.
En los experimentos de microscopia confocal se utilizaron los canales HVA y LVA

fusionados a la GFP (Tabla 1), los cuales fueron expresados solos o en presencia de
la subunidad B1b-BFP. La transfeccion de las células HEK-293 se realizé en placas de
12 pozos con el agente transfectante PEI (Santa Cruz Biotechnology), empleando 1.25
pMg de DNA de cada una de las subunidades y 7.5 pl del agente transfectante. Después
de 48 h de iniciada la transfeccion, las células fueron sembradas en cubreobjetos de
25 mm de diametro e incubadas por 12 h mas antes de ser observadas bajo el
microscopio confocal (Olympus Fv10i) equipado con un objetivo de inmersién
60%/1.35 UPLSAPO. Las longitudes de onda utilizadas fueron las siguientes:
excitacién, 405 nm para B1b-BFP, 489 nm para los canales fusionados a la GFP y 559
nm para el marcador de membrana plasmatica FM464 (Invitrogen). La adquisicion de
las imagenes se realizé en una ventana de 512 x 512 pixeles cada 9 s para cada
fluoréforo. La colocalizaciéon de los fluoréforos al igual que el coeficiente de correlacion

de Pearson se calculé con el software Imaris 8.2 (Bitplane).
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La transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) entre las subunidades o
fusionadas a la GFP y B1b-BFP se analizé con el software Imaged (NIH) con el plugin
FRET analyzer. Se utilizé el protocolo sensitized emission (SE) midiendo la emision
del aceptor como resultado de la excitacion del donador. Para evitar la
sobreestimaciéon del FRET se evalué el bleed-trough entre los dos canales de
fluorescencia para el donador y aceptor. Después de restar el bleed-trough de la
emision del donador se  calculd el FRET  con la siguiente
ecuacion:nF = FeM - gF®»eM _F**™ | Jsando una longitud de onda de excitacién

u imu , uv isic
e estimula solo al donador, se obtuvo la emision para los canales del aceptor
( F®**™ ) y donador ( F®*°™ ). Posteriormente se midi6 la fluorescencia en el canal

aceptor (F®~°™ ) a una longitud de onda que solo excita al aceptor. La cantidad de
bleed-trough del donante hacia el aceptor fue determinada por las mediciones

exclusivas del donante, que proporciona la constante de calibracidon

B =F3®m/Fy*™ . Midiendo solo el canal correspondiente al aceptor se obtuvo la

constante o« =F;°°"*/F**"™ | Para el procedimiento de calibracion completo se

recomienda revisar Zeug et al., 2012.
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RESULTADOS

LA DENSIDAD DE CORRIENTE DE LOS CANALES LVA AUMENTA DEBIDO A LA PRESENCIA
DE LA SUBUNIDAD B1B.

El primer objetivo del presente trabajo de tesis consistid en investigar si la corriente de
los canales Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3 se modifica cuando son co-expresados con cada
una de las diferentes subunidades p de los canales HVA (B1a, B1b, p2a, B3 y p4) en
células HEK-293. Las posibles modificaciones en las corrientes de calcio de los
canales LVA se estudiaron mediante el empleo de la técnica de patch-clamp en la
configuracion de célula completa. La Fig. 7A-C muestra corrientes de calcio
representativas registradas a -30 mV, de cada uno de los canales LVA expresados
solos (trazos en color azul) y en presencia de la subunidad B1b (trazos en color rojo).
En todos los casos las corrientes fueron de mayor amplitud cuando B 1b se
co-transfectdé con la subunidad a 1. EI aumento en la amplitud de la corriente se
observo en todo el rango de voltajes que generan corrientes entrantes sin ningun
cambio significativo en la dependencia al voltaje de activacion, como se puede
observar en las curvas /-V mostradas en la Fig. 7D-F. Aunque todas las subunidades
incrementaron la densidad de corriente de al menos uno de los canales LVA, solo la
subunidad B1b fue capaz de inducir aumentos consistentes en los tres canales LVA,
sin embargo, solo en Cay3.1 y Cav3.3 las diferencias fueron significativas (Fig. 8A-C).
En promedio, B1b provoco incrementos de 63 + 18, 57 + 28 y 81 £ 16 % en la densidad
de corriente de células HEK-293 transfectadas con Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3
respectivamente. Excepto por un discreto, pero significativo cambio de 4 mV hacia
voltajes mas negativos en el V5o de la dependencia al voltaje de activacién de las

corrientes de Cav3.3 (Tabla 3), no hubo otro cambio en la activacién o inactivacion
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dependiente de voltaje de los canales LVA, asi como tampoco en la cinética de
activacion, inactivacion o recuperacion de la inactivacion, debido a la presencia de la

subunidad B1b (Figs. 9-11).
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Figura 7. Relacion corriente-voltaje de los canales LVA. A-C) Trazos de corriente de calcio
representativos registrados a -30 mV en células HEK-293 transfectadas con los canales LVA
(Cav3.1, Cav3.2 y Cay3.3) solos y en presencia de la subunidad B1b. Los experimentos de
patch-clamp en configuracion de célula completa se realizaron con un potencial de
mantenimiento de -100 mV y 5 mM de Ca?* como acarreador de carga. D-F) Curvas
corriente-voltaje (/-V) para los tres canales LVA. Se muestran los datos promedio (+ error
estandar) de las corrientes al pico registradas a los voltajes indicados a partir de un HP de
-100 mV. La amplitud de la corriente fue normalizada con la capacitancia membranal para
obtener la densidad de corriente. Los datos experimentales fueron ajustados con una funcion
de Boltzmann modificada (lineas continuas; ver Métodos). EI numero de células analizadas
vario de 8 a 29. Los parametros de tales ajustes se presentan en la Tabla 3.
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Como control positivo se co-transfecté al canal HVA Cav1.2 con B1b; y de acuerdo a lo
esperado (Yasuda et al., 2004), esta subunidad auxiliar aumenté la densidad de
corriente del canal HVA cerca de 400% (Fig. 12A y B). Por el contrario, la
co-expresion de B1b con el canal de sodio Nav1.6 no indujo cambios significativos en

las propiedades de la corriente de sodio (control negativo; Fig. 12C y D).

>

150
100

50

Densidad de corriente (%

vy
O

s 200r ~ 200 *

< I X

Y T

5 150- 2 150

= 1))

5 L

(6]

o 100+ S

- o 100

- o

= ®

@ 50r T

c w

-] &

o ) 8
O % 2 0 > D
o@:‘;‘) X% X% X%q, X% o’b“-\ x%\ x%\ x%q, X% KQ‘

Figura 8. La subunidad 1b incrementa la densidad de corriente de los canales LVA. A-C)
Densidad de corriente (promedio * error estandar) obtenida a -30 mV en células HEK-293
transfectadas con el canal LVA sefalado en cada panel, solo y en presencia de las
subunidades B1a, p1b, p2a, p3 y 4. Unicamente B1b incrementa la densidad de corriente de
manera significativa de los 3 canales LVA. Los datos fueron normalizados con la densidad de
corriente obtenida con los canales expresados sin la subunidad auxiliar. *Significancia
estadistica usando una ANOVA seguida de una prueba de Dunnett (P < 0.05). El numero de
células analizadas varié de 5 a 29.
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Figura 9. La dependencia al voltaje de la activacion e inactivacion de los canales LVA no
es modificada por 1b. A) Familia de corrientes de calcio obtenida de una célula HEK-293
co-transfectada con el canal Cav3.2 y la subunidad B 1b. Las corrientes se evocaron en
respuesta a despolarizaciones de 200 ms a -30 mV, después de la aplicacién de prepulsos
inactivantes de 10 s a los valores de Vi, indicados. Para mayor claridad sélo se muestran los
ultimos 20 ms de los prepulsos y los primeros 130 ms del pulso de prueba a -30 mV, como se
indica en el protocolo. B-D) Curvas de inactivacion en estado estacionario, asi como la
relacion conductancia - voltaje para los tres canales LVA solos y en presencia de la subunidad
auxiliar B1b. Los datos correspondientes a la inactivacién son el promedio de la amplitud de la
corriente de calcio a -30 mV normalizada respecto al valor de corriente maxima y graficada en
funcion del valor de Vi, del prepulso. Las lineas continuas son el ajuste con la funcion de
Boltzmann (Ecuacion 4, ver Métodos). Los valores de conductancia cuerda se obtuvieron con
la ecuacion 2 (ver Métodos) a partir de los mismos datos que en la Fig. 7; estos se
normalizaron, promediaron y graficaron en funcion del voltaje respectivo. Las lineas continuas
son los ajustes con la ecuacion de Boltzmann (Ecuacion 3) cuyos parametros se presentan en
la Tabla 3. El numero de células estudiadas vario de 8 a 29.
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Figura 10. La cinética de activacion e inactivacion de los canales LVA no es afectada
por la subunidad auxiliar 1b. A) Trazo de corriente de calcio registrada a -30 mV en una
célula HEK-293 transfectada con el canal Cav3.1. La linea gruesa discontinua indica el ajuste
del registro de corriente con una funcion exponencial de dos componentes que describe la
fase de activacion y de inactivacion. B-D) Constantes de tiempo de activacion (parte inferior) e
inactivacién (parte superior) para cada uno de los canales LVA indicados. Las constantes de
tiempo se obtuvieron de los ajustes como se muestra en A, a los voltajes indicados en el eje
de las abscisas. Los datos son el promedio + error estandar. El nimero de células analizadas
vario de 8 a 29. Los valores respectivos a -30 mV se muestran en la Tabla 3.
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Figura 11. La recuperacion de la inactivacion de los canales LVA no se modifica por la
presencia de B1b. A) Trazos representativos de corrientes de calcio registradas en células
HEK-293 que expresan al canal Cav3.1 junto con B 1b. Las corrientes se generaron en
respuesta al protocolo mostrado en la parte de arriba de los trazos (para mas detalles véase el
texto). En el extremo inferior se presenta la magnificacion de las corrientes registradas durante
el pulso de prueba a los tiempos indicados. B-D) Curso temporal de la recuperacion de la
inactivacion para los canales Cay3.1, Cav3.2 y Cav3.3 solos y en presencia de la subunidad
auxiliar B1b, respectivamente. Los datos son el promedio del porcentaje de la Ica recuperada a
diferentes intervalos de tiempo. Las lineas continuas son el ajuste de los datos con una
funcion exponencial. El numero de células analizadas varié de 9 a 23. El valor de la tau de
recuperacién para cada canal se muestra en la Tabla 3.
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Figura 12. El efecto modulador de la subunidad B1b es especifico para los canales de
calcio activados por voltaje. A) Registros representativos obtenidos a +10 mV en células
HEK-293 transfectadas con el canal Cav1.2 solo y en presencia de B 1b. En este caso el
acarreador de corriente fue 10 mM de Ba?*. B) Relacion /-V para la densidad de corriente del
canal HVA Cav1.2 solo y en presencia de B1b. Nétese que el incremento de la densidad de
corriente provocado por la subunidad auxiliar es mas que evidente. C) Corrientes
representativas registradas a +10 mV en células HEK-293 transfectadas con el canal Nav1.6
solo y en presencia de B1b. El acarreador de corriente fue 158 mM de Na*. D) Curva /-V del
canal Nav1.6 expresado solo y con la subunidad auxiliar sefialada. Notese que no hay un
cambio evidente en la densidad de corriente del canal provocado por la subunidad auxiliar.
Los experimentos de patch-clamp se realizaron con un potencial de mantenimiento de -100
mV, ambas curvas -V fueron ajustadas con una funcién de Boltzmann modificada. El numero
de células empleadas en el analisis varié de 13 a 16.
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Tabla 3. Propiedades electrofisiologicas de los canales LVA en ausencia y presencia de
las subunidades 3 de los canales HVA.

Canal Ica Activacion Inactivacion T act T inact Th
(pA/pF) V50 (MV) V50 (mV) (ms) (ms) (ms)
Cav3.1 + pla 72+14  -48+06 -76+06 34+03 196+10 13149
Cav3.1 + p1b -87+9*  51+04 77+05 21+01 162%05 108 + 4
Cav3.1 + p2a 55+14  -48+1.2 -78+08 29+03 21.8+09 140+ 5
Cav3.1 + B3 64 +8 46 + 1.2 76+15 34+03 205+1.1 129+ 6
Cav3.1 + B4 -56 + 11 -49 + 1 78+12  31+02 195+1.1 142 + 8
Cav3.2 + pla 81+12  -49+1.0 7709  43+01 244+21  449+35
Cav3.2 + p1b 95+ 17 44 £1.0 73+07 54+04 245+23  495+19
Cav3.2 + p2a 49+ 6 -41+18 71+16 58+08 248+27  445+102
Cav3.2 + B3 -58+18  -40+0.8 69+1.1 44+04 206+28  391+21
Cav3.2 + B4 66 + 7 41+ 1.4 70+11  52+08 226+23  403+15
Cav3.3 + pla 91+13 44 +1.0 72+25 195 + 754+58 367 +34
Cav33+pBlb  -129+11* -46%0.7* -73+0.8 146 + 65.9 + 3.2 345+9
Cav3.3 + B2a 73+12 41409 74+04 179 + 53.6 + 8.1 301+ 26
Cav3.3 + B3 -136+38  -43+1.8 70+ 1.0 18.2 + 739450  343+29
Cav3.3 + p4 112422 44116 -71+0.9 20.9 + 87.7+52  334+17

Los valores se presentan como la media + EEM. Densidad de corriente (pA/pF) a -30 mV. Los
parametros de Vs de activacion e inactivacion se obtuvieron a partir de ajustes con la funcién
de Boltzmann a las curvas de conductancia-voltaje, asi como la de inactivacion en estado
estacionario, respectivamente. La t de activacién e inactivacion se obtuvieron a partir de
ajustes con dos funciones exponenciales de los trazos de corriente generados a -30 mV. La 1
se calculd a partir de un ajuste con una funcién exponencial de los datos de recuperacion de la
inactivacion a -100 mV. El numero de células analizadas varié de 5 a 29. Los asteriscos
denotan significancia estadistica (Prueba t de Student; P < 0.05) entre los canales LVA solos y
en presencia de las diferentes subunidades auxiliares mostradas. En negritas se resaltan los
valores que presentaron diferencias significativas respecto al canal en ausencia de
subunidades .

Los resultados presentados hasta aqui demuestran que al co-transfectar los canales
LVA con la subunidad B 1b se incrementa la densidad de corriente de manera
especifica y significativa sin afectar sus propiedades biofisicas. Estudios previos han
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mostrado efectos similares, aunque los datos electrofisiolégicos de Cav3.3
presentados en este trabajo son los primeros en evidenciar de manera clara el efecto

de las subunidades 3.

LA CO-EXPRESION CON LA SUBUNIDAD B1B AUMENTA LA EXPRESION DE LOS CANALES
LVA EN LA MEMBRANA CELULAR.

Para investigar si los incrementos en la densidad de corriente de los canales LVA
co-expresados con la subunidad B1b son el resultado de una mayor expresion de los
canales en la membrana plasmatica de las células HEK-293, se evalud la localizacion
celular de los canales LVA por microscopia confocal en presencia o ausencia de la
subunidad B1b. Para este propédsito se usaron los canales Cav1.2 y Cav3 etiquetados
con GFP y la subunidad B 1b fusionada con BFP (B 1b-BFP). Como marcador de la
membrana celular se utilizé el indicador fluorescente FM4-64. Las transfecciones
transitorias de los canales Cav1.2 y de los 3 canales LVA (Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3) en
las células HEK-293 mostraron una sefal mayormente restringida a la membrana
celular y algunas membranas intracelulares (Fig. 13, lineas - 1b). Interesantemente,
cuando las subunidades a1 de Cav1.2, Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3 se co-transfectaron
con B 1b-BFP la colocalizacion de estos canales con el marcador de la membrana
celular se incremento drasticamente (Fig. 13, columnas Merge y Colocalizacion). En
promedio el coeficiente de Pearson de colocalizacion entre los canales estudiados y la
membrana celular, se incrementé mas de seis veces en presencia de la subunidad 1b.
Estos resultados sugieren que B 1b promueve el trafico hacia la membrana celular
tanto del canal HVA (Cav1.2) como de los tres canales LVA lo cual es consistente con

los resultados electrofisioldgicos mostrados en las Figs. 7 y 8.
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Figura 13. La subunidad B1b incrementa la cantidad de canales de calcio activados por
voltaje en la membrana celular. Analisis de colocalizacion en células HEK-293 que expresan
la subunidad a1 de los canales Cav1.2, Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3 fusionados a la GFP en
ausencia (lineas -p1b) y presencia (lineas +p1b) de la subunidad B1b. Los paneles de la
izquierda muestran imagenes representativas de microscopia confocal de células HEK-293
que expresan el canal indicado (sefal verde; columna Canal) y tefiidas con el marcador de
membrana celular FM4-64 (senal roja; columna FM4-64). La colocalizaciéon entre la subunidad
a1 de los canales Cav y el FM4-64 se muestra en amarillo en la columna Merge. La barra de
escala en todos los paneles corresponde a 10 um. Los paneles de la columna de la extrema
derecha (Colocalizacién) muestran los pixeles totales que colocalizan de la senal verde (o 1)
con la de la senal roja (FM4-64). En la esquina superior derecha de cada panel se presenta el
coeficiente de correlacion de Pearson (R) para cada condicion.
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Posteriormente, para evaluar si los incrementos en la expresion de los canales LVA en
la membrana plasmatica obedecen a una interaccion fisica directa con la subunidad
B1b se realizaron mediciones de FRET entre las subunidades o1 de cada uno de los
canales Cayv3 y la subunidad B1b, utilizando el protocolo sensitized emission (Zeug et
al., 2012). Como ya ha sido reportado anteriormente (Altier et al., 2011; Waithe et al.,
2011) la subunidad B 1b mostré una amplia distribucion a través del citoplasma y
nucleo (Fig. 14, columna de la izquierda, pixeles azules). Nuevamente, la subunidad
a1 de los canales Cav se observo distribuida ampliamente en la membrana plasmatica
de las células HEK-293 (pixeles verdes). En cuanto a la sefial de FRET, esta se
manifestd de manera evidente cuando los canales Cav1.2 se co-expresaron con la
subunidad B 1b; la sefial se detectd principalmente en la membrana celular de las
células HEK-293 (Fig. 14, panel superior derecho). De manera mas interesante, no se
observd sefal de FRET significativa para ninguno de los canales LVA con la
subunidad B1b; solamente en el caso del canal Cav3.3 se observd una débil senal de

FRET (Fig. 14, panel inferior derecho).

Los analisis de FRET confirman que la subunidad a4 del canal Cav1.2 y la subunidad
B1b se encuentran dentro de un rango de distancia entre 10 y 100 nm, mientras que
los canales LVA, con la probable excepcién de Cayv3.3, se encontrarian a una distancia
mayor a los 100 nm de la subunidad B 1b, sugiriendo que dichas subunidades no

interaccionan fisicamente.
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Figura 14. Analisis de FRET entre las subunidades a1 de los canales Cay y la subunidad
B1b de los canales HVA. En la columna de la izquierda se muestran la fluorescencia de la
subunidad o 1 de los canales Cav (GFP) y la subunidad g 1b (BFP) de células HEK-293
co-transfectadas como se indica en cada panel. EI FRET entre la GFP en cada canal de calcio
sefialado y la BFP en la subunidad B1b se muestra en la columna de la derecha. No6tese que
FRET solo se observa entre el canal HVA Cav1.2 y B1b, pero no se observa con ninguno de
los canales LVA, con la excepcién de algunos pixeles de FRET en el panel del canal Cav3.3.
El FRET bajo y alto fue calculado pixel por pixel, y en la barra de la derecha se muestra la
intensidad del FRET en pseudo color. El nimero de células analizadas para la colocalizacion y
el FRET vario de 32 a 65, provenientes de 4 a 13 experimentos independientes. La escala en
todos los paneles corresponde a 10 um.

indice de FRET
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EL CANAL CAv3.3 NO INTERACTUA FiSICAMENTE CON LA SUBUNIDAD B1B.

Con el propdsito de estudiar con mas detalle, la posible interaccién fisica entre el canal
Cav3.3 y la subunidad B1b sugerida por los resultados de FRET (Figs. 13 y 14), se
realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacién (Co-IP) y western blot. En extractos de
proteina total de células HEK-293 transfectadas con f 1b-HA y de
inmunoprecipitaciones de estos mismos extractos con una matriz de afinidad con
anti-HA se detect6 una banda bien definida e intensa de alrededor de 75 kDa (Fig. 15,
panel de en medio), misma que estuvo totalmente ausente en extractos de células
transfectadas con los canales Cav1.2 o Cav3.3 (Fig. 15, carriles 5 y 6 del panel de en
medio), demostrando que la especificidad del anticuerpo contra HA permite identificar
unicamente la subunidad B 1b. Por otro lado, cuando las células HEK-293 fueron
transfectadas con los canales Cayv1.2-GFP o Cav3.3-GFP y sus extractos de proteina
total correspondientes fueron retados con el anticuerpo contra GFP se observé una
banda cercana a los 250 kDa (Fig. 15, carriles 5 y 6, panel superior), indicando la
presencia de las subunidades o 1 de dichos canales. Adicionalmente, el complejo
proteico Cav1.2-GFP/ B 1b-HA fue co-inmunoprecipitado con la matriz de afinidad
anti-HA, en el que la presencia del canal Cayv1.2-GFP fue detectado como una banda
de 250 kDa usando el anticuerpo anti-GFP (Fig. 15, carril 1, panel superior). Por el
contrario, el mismo procedimiento no evidencio precipitacion alguna cuando el canal
Cav3.3-GFP se empled en lugar del canal HVA (Fig. 15, carril 2, panel superior). Los
sobrenadantes obtenidos de las muestras de co-inmunoprecipitacion utilizadas en los
carriles 1 y 2 muestran cantidades considerables de los canales Cavy1.2 (carril 7) y
Cav3.3 (carril 8) indicando que la falta de sefial en el carril 2 se debe a la ausencia de
una interaccion fisica suficientemente fuerte entre el canal Cav3.3 y B 1b, y no

definitivamente a la escasez de proteina en la muestra. De manera interesante cuando
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Figura 15. Los canales Cav3.3 y la subunidad $1b no co-inmunoprecipitan. Western blot
de la inmunoprecipitacién (IP) de Cav1.2-GFP con B 1b-HA (control positivo, carril 1) y
Cav3.3-GFP con B 1b-HA (carril 2 y 3). Las muestras de las inmunoprecipitaciones de los
carriles 1y 2 fueron lavadas 3 veces con amortiguador de lisis después de una incubacién a 4°
C toda la noche, mientras que la muestra del carril 3 Unicamente recibié un lavado. Los
inmunoblots se incubaron con anticuerpo anti GFP (panel superior) para visualizar las
subunidades o 1, posteriormente se desnud6 la membrana y se incubd con anti HA para
detectar a la subunidad B1b; después se repitié el mismo procedimiento con el anticuerpo anti
actina como control de carga. Los carriles 4-6 se cargaron con 15 ug de proteina total de los
lisados de células HEK-293 transfectadas con B 1b, Cav1.2 y Cav3.3 respectivamente.
Finalmente, los carriles 7 y 8 fueron cargados con 10 pl del sobrenadante (IP-SN) de las
muestras cargadas en los carriles 1 y 2. Notese la importancia de los lavados exhaustivos ya
que lavados incompletos de la matriz anti HA permite la obtencién de resultados falsos
positivos. Como se puede observar Cay1.2 co-inmunoprecipita con B 1b (carril 1, panel
superior) pero Cav3.3 no lo hace (carrii 2, panel superior). Se muestra una figura
representativa de 3 experimentos independientes.
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las co-inmunoprecipitaciones se procesaron de manera menos exhaustiva, esto es
lavando la matriz de afinidad anti-HA solo una vez y no tres veces, como se hizo para
los carriles 1y 2 de la Fig. 15 (panel superior), la inmunodeteccién con el anticuerpo
contra GFP revela una banda que corresponde al canal Cav3.3 y una banda por lo
menos tres veces mas intensa para f1b-HA en la misma inmunoprecipitacion (Fig. 15,
carril 3) asi como la presencia de actina (Fig. 15, carril 3, panel inferior), indicando la

importancia del correcto proceso de lavado en estos ensayos.

En suma, los experimentos de precipitaciéon indican que la subunidad B 1b no
interactua fisicamente con el canal Cav3.3 o por lo menos no con una alta afinidad,
como si lo hace con el canal HVA Cav1.2. A la luz de tales resultados, el incremento en
la densidad de corriente observada en las co-transfecciones de los canales Cayv3 con
la subunidad B1b de los canales HVA no parece ser debido a una interaccion fisica

directa entre ambas subunidades.

EL ASA QUE UNE LOS DOMINIOS | Y Il ES CRUCIAL PARA EL GATING DE LOS CANALES
LVA.

La segunda parte de la presente tesis consistié en investigar si la transferencia del
sustrato molecular responsable de la interaccion entre las subunidades 3 con las
subunidades a1 de los canales HVA al canal LVA Cay3.3 era suficiente para inducir la
modulacién de estos ultimos por la subunidad . Para tal fin se construyé un canal
quimérico formado por el canal Cav3.3 (LVA) al cual se le intercambio el asa I-Il por la
correspondiente del canal Cav1.2 (HVA) (Fig. 16). La prediccién fue que la remocion
del freno de la compuerta de los canales LVA modificaria drasticamente las
caracteristicas distintivas de estos canales en cuanto a su dependencia al voltaje. La

expresion del canal Cav3.3 en células HEK-293 generd corrientes visibles a partir de
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-50 mV aproximadamente y la corriente maxima se alcanzé entre -20 y -30 mV (Fig.
16A, izquierda), mientras que el canal quimérico IC..i que esta formado por el
“‘esqueleto” del canal Cav3.3 con el asa I-ll de Cav1.2 (Fig. 16A, derecha) exhibid
corrientes visibles alrededor de -70 mV y su maximo de corriente cercano a -50 mV. La
relacion corriente-voltaje de ambos canales muestra un claro aumento en la densidad
de corriente del canal quimérico respecto al canal silvestre cercano al 50%, asi como
un drastico desplazamiento del pico de la corriente maxima hacia voltajes mas
negativos (alrededor de 30 mV) (Fig. 16C). El analisis de la dependencia al voltaje de
la activacion e inactivacion en estado estacionario de los canales Cav3.3 demostro
que el canal quimérico presentd un gating a voltajes mas negativos que el canal
silvestre (Fig. 16D), cuyos valores de activacion e inactivacion media (Vso0) se
desplazaron alrededor de 20 mV hacia voltajes mas negativos con respecto al canal
silvestre (Tabla 4). La sustitucion del asa I-ll del canal Cav3.3 por la del Cav1.2
también promovio alteraciones en la cinética de las corrientes de calcio generadas por
el canal quimérico. Por un lado, aceler6 significativamente la activacion a voltajes muy
negativos (entre -50 y -20 mV; Fig. 16D), por el contrario, a voltajes mas positivos la
inactivacion fue enlentecida de manera drastica entre -30 y +10 mV (Fig. 16D). Aun
considerando que el canal quimérico presenta un gating 20 mV mas negativo que el
canal Cav3.3 silvestre, los cambios en la cinética de la corriente es un efecto
verdadero sobre las transiciones conformacionales del canal del estado cerrado al
abierto (activacion) y de éste al estado activado no conductor (inactivacion).
Finalmente, los cambios cinéticos también se manifestaron en la recuperacion de
inactivacion, ya que la quimera ICp.i fue ligeramente mas lenta que el canal Cav3.3
silvestre (Fig. 16E). Estos datos electrofisioloégicos confirman que dentro del asa que

une a los dominios | y Il de los canales LVA existen determinantes moleculares criticos
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para el funcionamiento caracteristico de estas proteinas (Baumgart et al., 2008), entre

los que destaca el freno de la compuerta.

Tabla 4. Propiedades electrofisiologicas del canal silvestre Cav3.3 y quimérico ICy.u.

Canal Ica Activacion Inactivacion 1 act T inact Th
(PA/pF) V50 (MV) Vs (mV) (ms) (ms) (ms)
Cav3.3 -81+18 -39.0+£0.1 -70.0+1.3 251+22 774+44 467 + 45
ICLin -115+ 16 -63.2+08* -97.1+09* 94+1.1* 106 + 4.8* 789 + 38*

Los valores se presentan como en la Tabla 3. En este caso, la densidad de corriente (pA/pF)
se reporta para el voltaje al cual se registro el pico maximo de corriente, esto es -30 mV para el
silvestre y -50 mV para el canal quimera. El numero de células analizadas fue de 6 para
Cav3.3 y 7 para ICp.i. Los asteriscos denotan significancia estadistica (Prueba t de Student; P
< 0.05) entre ambos canales.
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Figura 16. El cambio del asa I-ll del canal LVA Cay3.3 por el asa del canal HVA Cav1.2
modifica notablemente las propiedades electrofisiolégicas del LVA. A, B) representacion
esquematica del canal LVA silvestre (izquierda) y quimérico (derecha) asi como la corriente
representativa a los voltajes senalados en células HEK-293 transfectadas con dichos canales.
Es claro que el canal quimérico genera corrientes a voltajes mas negativos que el canal
silvestre, incluso desde los -70 mV (trazo en color rojo). C) Las curvas /-V muestran que la
corriente maxima para el canal quimérico se alcanza a -50 mV mientras que para el canal
silvestre entre -20 mV y -30 mV, el voltaje de inversion de la corriente no se ve afectado por el
cambio del asa. D) Las curvas de activacioén e inactivacién revelan un cambio generoso hacia
potenciales mas negativos (ver datos de Vso en Tabla 4) en el quimérico. E) La cinética de
inactivacion es mas lenta en el canal IC..1 comparado con el canal silvestre Cav3.3,
especialmente a potenciales de membrana mas positivos que -40 mV. F) El canal quimérico se
recupera de la inactivacion de manera mas lenta que el silvestre, incluso después de 2
segundos aun no se recupera completamente. El numero de células analizadas fue de 6 para
Cav3.3y 7 para ICpp.
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Con la finalidad de investigar si la transferencia del asa I-Il del canal HVA al canal LVA
(quimera ICL.i1) es suficiente para conferir a ésta la facultad de ser modulada por las
subunidades B de los canales HVA, procedimos a expresar la quimera ICL..i en
presencia de las diferentes subunidades B ya mencionadas con anterioridad. El
resumen de los resultados se presenta en la Fig. 17. La densidad de corriente
aumento (entre 10 y 30%) en presencia de cualquiera de las cuatro subunidades
estudiadas; sin embargo, las diferencias no solo no fueron significativas, sino que en
comparacién con los efectos observados en canales HVA (aumentos de 300-500%) no
son relevantes desde el punto de vista fisioldgico. Tampoco se observaron cambios en
el pico de la curva I-V en presencia de las subunidades accesorias (Fig. 17A). De igual
manera la inactivacion en el estado estacionario ni la cinética de activacién,
inactivacién, recuperacion de la inactivacion y cierre del canal desde el estado abierto
sufrieron modificaciones significativas (Fig. 17 B-E). Estos resultados sugieren que la
presencia de la secuencia AID necesaria para la interaccion fisica entre la subunidad
aq y la subunidad B; asi como la estructura secundaria de alfa hélice ininterrumpida
desde el IS6 hasta el final del AID no son suficientes para que la subunidad auxiliar
ejerza sus efectos sobre la subunidad principal. Lo anterior sugiere que el mecanismo
de acople entre la uniéon de la subunidad B y la subunidad a1 y los efectos en las
propiedades biofisicas de ésta ultima involucran estructuras adicionales al asa I-ll de

los canales HVA.
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Figura 17. Las propiedades biofisicas del canal quimérico ICL..1 no son afectadas por las
subunidades B. A) Las curvas /-V muestran que la corriente maxima para el canal quimérico
se alcanza a -50 mV en presencia o ausencia de cualquier subunidad § empleada. B) Las
curvas de activacién e inactivacion revelan que no hay cambios en la dependencia al voltaje
del canal IC_.i debidos a la presencia de las subunidades B. C - E) Las cinéticas de activacién
e inactivacion, de la recuperacion de la inactivacion y desactivacion fueron practicamente las
mismas independientemente de la presencia de las subunidades . El numero de células
estudiadas vario de 3 a 19. En todos los casos los datos se grafican como la media + EEM.
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CONSERVACION DEL PUENTE SALINO DEL FRENO DE LA COMPUERTA EN DIVERSOS TAXA
ANIMALES Y SU CONTRIBUCION A LA ACTIVACION DE BAJO UMBRAL DE LOS CANALES
LVA.

Los alineamientos mostrados en la Fig. 18 reflejan una alta conservacion de la
secuencia que corresponde a los primeros 65 aminoacidos del asa que une a los
dominios | y Il de los tres canales LVA en taxa animales sumamente diversos, desde
cnidarios (Hydra) hasta primates (Gorilla, Pan, Homo). La estructura secundaria
predicha por SOPMA en esta regién fue de dos hélices alfa separadas por una
estructura aleatoria (no alfa ni beta plegada), justo como ya se habia propuesto

anteriormente (Arias-Olguin et al., 2007; Baumgart et al., 2008).

En el alineamiento se observa la absoluta conservacion del freno de la compuerta en
diferentes grupos animales como cnidarios, peces, anfibios, reptiles y mamiferos; lo
cual sugiere la relevancia funcional de esta estructura en los canales LVA. Dentro del
alto grado de conservacion, es importante enfatizar el 100% de conservacion de dos
residuos con carga en todos los grupos animales analizados, el acido glutamico (E) en

la hélice 1y la arginina (R) en la hélice 2 (coloreados en rojo y azul en la Fig. 18).

La estructura tridimensional del freno de la compuerta obtenida mediante el servidor
de [|-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), sugiere una
estrecha proximidad entre dos aminoacidos cargados, el acido glutamico en la hélice 1
y la arginina en la hélice 2. La distancia calculada entre estos aminoacidos fue de 1.7
A para Cav3.1 y Cav3.2 mientras que para Cav3.3 fue de 7.2 A (Fig. 19A-C). Estas
distancias se encuentran dentro del intervalo en el que la formacién de una interaccion

electrostatica debida a un puente salino puede tener lugar (Donald, et al., 2011).
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Cav3.1 Regién proximal del Asa I-Il  (freno de la compuerta)
Ochotona ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARELAQVSRAVGVR—
Mus ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARELAQVSRAVGVR—
Rattus ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFRKVKRHSLRLYARWQSRW
Bos ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARHLAQVSRAAGVR—
Pteropus ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSDDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHICRKVKRESLRFYARWQSRW——
Canis ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARELAQVSRAAGVR———
Felis ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYVLRKAARELARRMDEEEDGAGT
Orcinus ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARELAQVSRAVGVR———
Gorilla ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARELAQVSRAAGVR———
Pan ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARHLAQVSRAAGVR———
Homo ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKAARHLAQVSRAAGVR———
Estructura | cchhhhhhhhhhhhhhhhhheehhhhhhhhhcccttchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhttcc
secundaria HELICE 1 ALEATORIA HELICE 2

Cav3.2 Regién proximal del Asa I-Il  (freno de la compuerta)

Hydra ATQFSETRQRESALMAEARKKARPGTFTSMSENENSGCYRQILSLAKYSIRNSYRH—L——RQRFIHKN——
Ochotona ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLRYLGHVCRKVRREGLRLYARWQSRW——
Mus ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFRKVKRHSLRLYARWQSRW——
Rattus ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFRKVKRESLRLYARWQSRW——
Bos ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLRYVGHVCRKLKREGLRLYARWQSRW——
Pteropus ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSDDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHICRKVKRESLRFYARWQSRW——
Canis ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHICRKVKRHSLRLYARWQSRW——
Felis ATQFSETKQRENQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHVCRKVKREGLRLYARWQSRW——
Orcinus ATQFSETKQRESQLMREQRARYLSNDSTLASFSEPGSCYEELLRYVGHVCRKLKREGLRLYARWQSRW——
Gorilla ATQFSETKQRESQLMREQRARHLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFRKVKRHSLRLYARWQSRW——
Pan ATQFSETKQRESQLMREQRARHLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFRKVKRHSLRLYARWQSRW——
Homo ATQFSETKQRESQLMREQRARHLSNDSTLASFSEPGSCYEELLKYVGHIFRKVKRESLRLYARWQSRW——
Estructura | cchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhccttcheeecccttcchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheth
secundaria HELICE 1 ALEATORIA HELICE 2

Cav3.3 Region proximal del Asa I-ll  (freno de la compuerta)
Ochotona ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKREALGLYQVLQSRR——
Mus ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKRHALGLYQALQNRR——
Rattus ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKREALGLYQALQNRR——
Bos ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKREALGLYQALRSRR——
Pteropus ATQFSETKQREHRLMLEQRQRFLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKRHALGLYQALQSRR——
Canis ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYICHILRKARRHALGLYQALQSRR——
Felis ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKARREALGLYQALQSRR——
Orcinus ATQFSETKQREHRLMLEQRQRDLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKREALGLYQALQRRR——
Gorilla ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKRHALGLYQALQSRR——
Pan ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKREALGLYQALQSRR——
Homo ATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS—STVASYAEPGDCYEEIFQYVCHILRKAKREALGLYQALQSRR——
Estructura | hccchhhhhhhhhhhhhhhhhhcch-hhhhhhccttcchhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhtt
secundaria HELICE 1 ALEATORIA HELICE 2

Figura 18. Conservacion filogenética del freno de la compuerta en los canales LVA. Se
muestran los alineamientos de la regién proximal del asa I-ll de los tres canales LVA en
diferentes grupos animales a lo largo de la escala evolutiva (desde los relativamente simples
como los cnidarios hasta mas complejos como los mamiferos). Los alineamientos se muestran
agrupados para los canales Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3. La prediccion de la estructura
secundaria con el algoritmo SOPMA sugiere la presencia de dos hélices alfa separadas por
una region con estructura aleatoria. Se resalta en color rojo (acido glutamico) y azul (arginina)
a los aminoacidos con carga eléctrica neta propuestos para formar un puente salino entre la
hélice 1y la hélice 2 del freno de la compuerta. El nombre completo de cada especie mostrada
en el alineamiento y el nUmero de acceso de la secuencia para Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3

respectivamente son los siguientes: Hydra vulgaris (nétese que solo aplica para Cav3.2
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Cuando se realizaron mutaciones in silico para evitar la formacion del puente salino no
se observaron modificaciones importantes en la estructura del freno de la compuerta
(hélice-aleatoria-hélice), lo que sugiere que dicho puente salino no es de crucial
relevancia para el mantenimiento de la estructura del freno de la compuerta, sin
embargo, su posible efecto en la funcion del mismo fue investigado
experimentalmente mediante la introduccion de las mutaciones en el cDNA de cada

uno de los canales Cav3.

Con el objetivo de estudiar la contribucion funcional del putativo puente salino del
freno de la compuerta formado por el acido glutamico y arginina, se eliminé esta
interaccion sustituyendo el Glu por Ala en los tres canales LVA mediante mutagénesis

sitio dirigida.

Los tres canales mutantes E477A, E429A y E408A correspondientes a Cav3.1, Cav3.2
y Cav3.3 respectivamente, fueron funcionales y generaron corrientes detectables a
voltajes mas negativos que los canales silvestres (Fig. 20A-C), y una clara tendencia a
expresar corrientes mas robustas que se reflejaron en densidades de corriente mas
grandes, sobre todo para el caso de las mutantes de los canales Cav3.2 y Cav3.3, no

obstante, dichos cambios no fueron significativos (Fig. 20D-F y Tabla 5).

HAADO01005429), Ochotona princeps (XM_004591023, XM_004596803 y XM_004589745),
Mus musculus (NM_009783, NM_021415 y NM_001044308), Rattus norvegicus (AF290212,
NM_153814 y NM_020084), Bos taurus (NM_001193140, XM_015460299 y XM_010805738),
Pteropus vampyrus (XM_011365046, XM_011376985 y XM _011369120), Canis lupus
familiaris (XM_005624647, XM_014114720 y XM_014117423), Felis catus (XM_019816934,
XM_019820296 y XM_019835888), Orcinus orca (XM_004282562, XM_004270474 y
XM_004279506), Gorilla gorilla (XM_004041354, XM_019012668 y XM_019018027), Pan
troglodytes (XM_016932515, XM_016929117 y XM_016939202) y Homo sapiens (AF190860,
AF051946 y AF393329).
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Interesantemente, la propiedad mas afectada en los tres canales Cayv3 fue la
dependencia al voltaje de activacion e inactivacion, ya que las curvas de
conductancia-voltaje y de inactivacion en estado estacionario se desplazaron hacia
voltajes mas negativos (Fig. 20G-l). Los valores de Vs de la activaciéon como de la

inactivacion fueron alrededor de 8-10 mV mas negativos respecto al de los canales

silvestres (Tabla 5).

En resumen la serie de experimentos realizada en el presente trabajo muestra que los
canales LVA son afectados en su densidad de corriente por la subunidad 1b, que
este incremento no es consecuencia de una interaccion de alta afinidad entre las
subunidades a1 (de los canales LVA) y B1b; ademas que el freno de la compuerta se
encuentra altamente conservado entre los canales LVA conocidos de diferentes
especies animales y que al interior de esta estructura se conserva un puente salino

que contribuye de manera relevante en la dependencia al voltaje de los canales LVA.

Tabla 5. Caracteristicas electrofisiolégicas de los canales LVA silvestres y mutantes sin

puente salino del freno de la compuerta.

Canal lca Activacion Inactivacion Vs T act T inact
(pA/pF) V5o (MV) (mV) (ms) (ms)

Cav3.1 -72 £10 -48.8 +1.2 -77.2+16 25+0.2 18.0£0.8
E477A -70 £ 15 -57.2 +0.8* -84.0+1.2* 2.3+0.2 164+ 1.0
Cav3.2 -59+12 475+20 -78.3+2.1 45+05 27.2+1.8
E429A -106 + 19 -575+1.2* -85.4 + 0.9* 47+04 226+1.1*
Cav3.3 -138 £ 18 442 +1.0 -72.0+0.7 16.1+15 588+29
E408A -210 + 31 -56.7 +0.7* -81.2 +0.6* 91+08* 518+3.6

Los valores se presentan como la media £ EEM. Densidad de corriente (pA/pF) comparada al
pico maximo de corriente de la curva I-V, esto es -30 mV para el silvestre y -40 mV para los
canales mutantes. El resto de los parametros biofisicos se obtuvieron de la misma forma que
los presentados en la Tabla 3. El nimero de células analizadas varié entre 5 y 15. Los
asteriscos denotan significancia estadistica (t de Student; P < 0.05) entre el canal silvestre y
los mutantes.
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Figura 19. La disrupcion in silico del puente salino no modifica sustancialmente la
estructura del freno de la compuerta. A - C) Estructura tridimensional del freno de la
compuerta en los canales LVA generada en I-TASSER. En cada panel se muestra la
estructura completa (derecha) del freno de la compuerta dos hélices alfa unidas por una
estructura aleatoria en forma de asa. Se destaca en forma de palillos (sticks) los dos
aminodacidos que forman los puentes salinos: el Glu (E) en la hélice 1 y la Arg (R) en la hélice 2.
A la izquierda se muestra un acercamiento del puente salino, asi como las distancias entre los
aminoacidos mencionados en los tres casos es menor a 10 A, lo cual es determinante para la
formacion del puente salino. D - F) Mutaciones in silico para evitar la formacion del puente
salino, mediante la sustitucion del Glu ubicado en la hélice 1 por Ala, en cada uno de los
canales Cay3. Notese que la estructura del freno de la compuerta no sufre alteraciones
evidentes por la mutacion, en comparacion con la estructura obtenida en los canales
silvestres.




Corriente (pA/pF) D

m

Corriente (pA/pF)

m

v Cag3
Y E408A

Corriente (pA/pF)

G Inactivacién Activacion

1.00r &g w
N / A
0.75 :)\ 'y

~
@

@
3
G Normalizada

=)
=]

ST e TS A
B 2

1.00 1.00
5 075 075 &

]

5 H
2 050 050 £
2 2
8 0250 0.26 ©

0.00 0.00
10 80 -70 50 -30 -10
Vi (mY)

I 1.00 L‘.,T'\ iy 1.00
g 075 ' . ¥ n7s§
B AN o s
£ 0.50 J O e il 0.50 £
2 12y / 2
8025 A .25 ©

X f
PRI = O (TR
M0 0 70 50 30 10
v, (mv)

Figura 20. La disrupcion in situ del puente salino modifica sustancialmente la
dependencia al voltaje de los canales LVA. A - C) Corrientes representativas de Ca?*
generadas por células HEK-293 transfectadas con los canales LVA silvestres y mutantes
sefialados en cada caso. Los canales mutantes generan corrientes a voltajes mas negativos
que sus contrapartes silvestres. D - F) Curvas /-V donde se compara la densidad de corriente
de los canales LVA silvestres y mutantes. La tendencia a expresar corrientes mas robustas es
clara, aunque no significativa, sobre todo para los canales mutantes de Cay3.2 y Cay3.3.
Ademas, la corriente maxima de los canales carentes del puente salino, se alcanza a voltajes
mas negativos que los canales silvestres. G - I) Curvas conductancia-voltaje y de inactivacion
en estado estacionario. En los tres casos la dependencia al voltaje de ambas propiedades se
desplazo hacia voltajes mas negativos para los canales LVA mutantes comparada con los
silvestres (ver parametros Vso en Tabla 5). El nimero de células analizadas varié entre 5y 15.
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DiSCUSION
La contribucion de los canales de calcio LVA (tipo T o Cay3) a los diferentes procesos

celulares en los que estan involucrados es inherente, al menos de manera parcial, a
las propiedades electrofisiologicas que los distinguen. La apertura dependiente de
voltaje de los canales tipo T ocurre a potenciales de membrana (Vm)
comparativamente negativos donde la entrada de calcio contribuye a la
despolarizacion de la membrana plasmatica, incrementando asi la probabilidad de
apertura de canales de sodio activados por voltaje y la proclividad de las células para
generar potenciales de accion (Crandall et al., 2010). Ademas, la rapida recuperacién
de la inactivacién permite a los canales tipo T generar espigas de calcio en los
periodos breves de hiperpolarizacién del Vm, lo cual conduce al disparo de rafagas o
potenciales de accién de rebote, fendbmeno que da lugar a varias formas de
ritmogénesis neuronal (Crunelli et al.,, 2006; Cain y Snutch, 2013). Igualmente,
relevante resulta ser la propiedad de “corriente de ventana” que generan los canales
tipo T. Aunque una fraccion importante de canales tipo T se encuentran inactivados al
Vm de la mayoria de las neuronas, una pequena fraccion de canales permanecen
abiertos permitiendo el influjo pasivo de calcio. En algunas neuronas, la corriente de
ventana ha sido asociada a la generacién de oscilaciones de baja frecuencia
observadas durante patrones del suefio (Crunelli et al., 2005), y es probable que
participe en funciones adicionales especialmente en células no excitables. Finalmente,
los canales de calcio tipo T participan en la liberacibn de bajo umbral de
neurotransmisores y hormonas, probablemente por su capacidad de acoplamiento
funcional con la maquinaria de liberacion vesicular (Weiss y Zamponi, 2013; Carbone
et al., 2014). En consecuencia, no es de sorprender que alteraciones en el
funcionamiento o expresion de estos canales repercuta en el funcionamiento celular
derivando en condiciones patolégicas como epilepsia, ataxia espinocerebelar, dolor
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neuropatico, desordenes neuropsiquiatricos, fibrilacién atrial, insuficiencia cardiaca
congénita y cancer (Gomora et al., 2001; Kim et al., 2001; Chen et al., 2003; Bourinet
et al., 2005; Nelson et al., 2006; Shin, 2006; Choi et al., 2007; Cribbs, 2010; Uslaner et
al.,, 2012; Gangarossa et al., 2014; Morino et al., 2015; Weaver et al., 2015). La
actividad de los canales tipo T es regulada finamente por diferentes mecanismos
celulares como la accion de hormonas y neurotransmisores (Chemin et al., 2006; Yu et
al.,, 2006; Zhang et al., 2013); asi como en procesos celulares entre ellos la
diferenciacion y proliferacion celular (Lory et al., 2006; Weaver et al., 2015); y
diferentes moléculas de sefalizacion y otras moléculas “compafieras” entre las que se
encuentran el dimero By de las proteinas G (Wolfe et al., 2003; DePuy et al., 2006);
calmodulina-CaMKIl (Welsby et al., 2003; Chemin et al., 2017; Lee et al., 2017),
kelch-like 1 (Aromolaran et al., 2010), calcineurina (Huang et al., 2013), sintaxina 1A
(Weiss et al., 2012), y CACHD1 (Cottrell et al., 2018; Stephens y Cottrell 2019). Sin
embargo, la regulacion por las subunidades auxiliares de los canales HVA es aun
controversial. Varios grupos de investigacion han reportado que los canales LVA no
son regulados por las subunidades auxiliares de los canales HVA (Lacinova et al.,
1995; Lambert et al., 1997; Leuranguer et al., 1998; Arias et al., 2005). Uno de estos
reportes muestra que la deplecién de las subunidades [ de neuronas del ganglio
nodoso no provoca cambios significativos en las corrientes generadas por los canales
LVA (Lambert et al., 1997). No obstante, esas células no expresan la subunidad 31b
que, de acuerdo a los datos reportados en la presente disertacion, es la que induce el
cambio mas importante en la actividad de los canales LVA. Por consiguiente, los
resultados de Lambert y colaboradores podrian ser explicados por la no expresion de
la proteina de B1b. En contraste, otro grupo de evidencias sugiere que los canales

LVA si son regulados por las subunidades auxiliares de los canales HVA (Dolphin et al.,
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1999; Dubel et al., 2004; Bae et al., 2010). Empleando inmunoensayos in vitro, Bae y
colaboradores en 2010, sugirieron una interaccién de baja afinidad entre subunidades
By péptidos de Cav3.3 que contenian el equivalente a la secuencia AID (péptido de 30
residuos). En el presente trabajo se demostré que la co-transfeccion de los canales
LVA con diferentes subunidades B genera un incremento en la densidad de corriente,
un efecto que es mas robusto y consistente con el canal Cay3.3. Esta accion se limitd
a los niveles de densidad de corriente mientras que las propiedades biofisicas de los
canales no se afectaron, tal como se habia reportado por otros autores (Dubel et al.,

2004; Arias et al., 2005).

Usando las subunidades o1 completas de los canales LVA y Cav1.2 se observd un
incremento robusto en la colocalizacion de estas subunidades a1 con la membrana
celular en presencia de la subunidad B 1b. Estos resultados fueron confirmados
después con experimentos de co-inmunoprecipitacion donde solo la proteina del canal
Cav1.2 precipité con la subunidad B 1b, sugiriendo que el canal Cav3.3 no esta lo
suficientemente cerca de la subunidad 1b para tener una fuerte interaccion fisica, tal
como se observo con el canal Cayv1.2 (Fig. 13). En consecuencia, la regulacion
electrofisioldgica de los canales LVA por parte de las subunidades 3, mostrada en las
Figs. 6 y 7 no puede ser explicada por una interaccién fisica fuerte entre estas
proteinas, pero si por los incrementos observados en la localizacion de los canales
Cav3 en la membrana celular. La ausencia de una interaccion fuerte entre Cav3.3 y
B 1b puede explicarse en parte por la ausencia del AID, que se ha probado es
necesario para mediar la interaccion fisica entre los canales HVA y las subunidades 3
(Berrou et al., 2002; Chen et al., 2004; Van Petegem et al., 2004). Sin embargo, como
lo demuestran nuestros resultados de la quimera ICu.i en la cual el asa que une los

dominios | y Il del canal Cayv3.3 fue reemplazada con la del canal Cay1.2 que contiene
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la region AID, la presencia de esta ultima fue insuficiente para conferir la modulacion
del canal LVA por subunidades B de los canales HVA (Fig. 17). Probablemente se
requieran estructuras adicionales al AID para que la unidén de la subunidad B se
traduzca en la regulacién de las propiedades biofisicas de los canales HVA. Ademas,
una interaccion alterna al AID entre los canales LVA y las subunidades 3 no se puede
descartar. De hecho, esta posibilidad se sustenta en la observacion de que péptidos
sintéticos que corresponden al AID de Cav1.2 no alteran la unién del péptido
correspondiente al AID de Cav3.3 con la subunidad B1b y B4, sugiriendo que el sitio
ABP dentro de la subunidad  no juega un papel en la union con el AID de Cav3.3 (Bae

et al., 2010).

Evidencias adicionales permiten plantear la posibilidad de multiples sitios de
interaccién entre las subunidades o 1 de los canales HVA y las subunidades §,
incluyendo estudios estructurales (Maltez et al., 2005; Dresviannikov et al., 2009).
Debido a que en el presente trabajo se utilizaron a las proteinas completas en los
experimentos de colocalizacion, FRET y co-inmunoprecipitacién, la identificacion

precisa de los aminoacidos implicados en la interaccion no es posible.

Independientemente del probable sitio o sitios de interaccion de la subunidad 8 de los
canales HVA con las subunidades a1 de los canales LVA responsables del aumento
observado en la expresion de estos ultimos en la membrana plasmatica (Figs. 7, 8 y
13), es probable que tales subunidades auxiliares de los canales HVA no sean las
principales proteinas moduladoras de los canales LVA. Recientemente se han
mostrado evidencias de que la actividad funcional de los canales Cav3 (LVA) es

regulada por moléculas enddégenas como la proteina unidora de actina kelch-like 1, la

-71-



proteina adaptadora Stac1, la proteina integral de reticulo endoplasmico calnexina, y

la proteasa especifica de ubiquitina, USP5 (revisado en Weiss y Zamponi, 2019).

Mencion aparte merecen los recientes hallazgos con CACHD1 (Ca?* channel and
chemotaxis receptor domain containing protein 1), una proteina con similitudes
estructurales a otra de las subunidades auxiliares de los canales HVA, las
subunidades a25. Experimentos de expresion heterdloga con los tres tipos de canales
Cav3, asi como en neuronas del hipocampo de rata, demostraron que la sobre
expresion de la proteina CACHD1, pero no de o251, incrementa de manera robusta la
densidad de corriente de Ca?* al pico de la curva /-V, lo cual se acompafo de un
incremento en la probabilidad de apertura de los canales Cayv3; asi mismo, la
excitabilidad celular de las neuronas del hipocampo se incremento de manera
significativa al observarse un aumento en al frecuencia de disparo de potenciales de
accion mediados por la actividad de los canales Cayv3 (Cottrell et al., 2018).
Interesantemente, experimentos similares en el canal HVA Cay2.2 mostraron un
efecto mas discreto de CACHD1 en la densidad de corriente del canal; por el contrario,
la co-transfeccion con la subunidad o251 indujo un aumento que fue 4 veces mayor al
observado con CACHD1. Es probable que CACHD1 y o281 compitan por el mismo
motivo estructural en el canal Cayv2.2, ya que la co-expresion de CACHD1 reditu6 una
reduccion en las acciones mediadas por a281 en el canal Cav2.2 (Dahimene, et al.,
2018). Este conjunto de evidencias sugiere que CACHD1 podria ser una proteina que
module de manera especifica la actividad de los canales Cav3, por lo que podria
representar un posible blanco terapéutico para el tratamiento de padecimientos que
involucren una actividad neuronal aberrante, como en el caso de la epilepsia de tipo

ausencia e incluso en al canalopatia de epilepsia idiopatica generalizada, entre otros.
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En resumen, la primera parte del presente trabajo de tesis demostré que los canales
LVA son regulados por la subunidad 1b mediante el incremento de los canales en
localizados en la membrana celular y de la densidad de corriente en células HEK-293
que expresan ambas subunidades sefaladas. Sin embargo, la baja o practicamente
nula senal de FRET sugiere una débil (si es que existe) interaccion fisica entre las dos
proteinas, hecho que explicaria los incrementos en la densidad de los canales en la
membrana celular. Es importante mencionar que la debilidad de la mencionada
interaccion puede ser la principal razén de la discreta y en ocasiones total ausencia de
regulacion de las propiedades biofisicas de los canales LVA por parte de las

subunidades .

La segunda parte de la presente disertacion se enfocd a estudiar la contribucién del
asa que une los dominios | y Il (asa DI-DIl) de la subunidad a1 en el gating de los
canales LVA y la relevancia estructural y funcional del puente salino del freno de la
compuerta. El asa DI-DIl de los canales de calcio HVA es blanco de numerosas
regulaciones desde subunidades auxiliares (Arikkath y Campbell, 2013; Felix et al.,
2013; Simms y Zamponi, 2014); sitios de fosforilacion e interaccion con proteinas G
(Zamponi et al., 1997; Kamp y Hell, 2000). En contraste el asa I-ll de los canales LVA
no se le habia dado relevancia en la regulacion de los canales, hasta que el grupo del
Dr. Perez-Reyes de la Universidad de Virginia (Arias et al., 2005) construyeron un
canal hiper-LVA, cuando movieron el asa I-ll del canal HVA Cay2.2 al canal LVA
Cav3.2. A partir de los hallazgos de ese trabajo el estudio de la region del asa I-Il de
los canales LVA se hizo mas relevante para entender el gating de dichos canales.
Estudios posteriores disecaron la funcion de cada parte del asa I-ll hasta encontrar
que los primeros 65 aminoacidos formaban una estructura a la cual se le llamoé freno

de la compuerta que presentaba una estructura secundaria con dos hélices alfa unidas
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por un giro aleatorio. También se sugirié la presencia de un puente salino entre al
menos tres aminoacidos con carga eléctrica, un acido glutamico en la hélice 1 y dos
argininas en la hélice 2 (Vitko et al., 2007; Arias-Olguin et al., 2008; Baumgart et al.,
2008). En el presente trabajo se analiz6 la secuencia de los canales LVA en diferentes
taxa animales encontrando de manera interesante la completa conservacion de los
dos aminoacidos presuntamente involucrados en la formacion del puente salino; estos
datos sugieren la relevancia de dicha interaccion electrostatica. Cuando se previno la
formacion del puente salino mediante la sustitucion del acido glutamico en la hélice 1
por alanina, la estructura del freno de la compuerta de los tres canales LVA no cambio,
esto es, se mantuvieron las dos hélices alfa unidas por una estructura azarosa (Fig.
19); pero mas importante fue que el funcionamiento de los tres canales LVA se altero
de manera significativa (Fig. 20). Los cambios fueron similares a los encontrados en el
canal quimérico donde se sustituyd por completo el asa I-Il del canal LVA por el del
canal HVA (Fig. 16), basicamente la activacion e inactivacion de los canales mutantes
sin puente salino se manifiesta a voltajes mas negativos (Fig. 20), con la implicacion
fisiologica que ello conlleva. La importancia del freno de la compuerta en el
funcionamiento de los canales LVA ha sido mostrada por diferentes grupos (Arias et
al., 2005; Vitko et al., 2007; Arias-Olguin et al., 2008; Baumgart et al., 2008), sin
embargo justo como se menciono en el parrafo anterior la trascendencia del presente
trabajo consistio en revelar la elevada conservacion de aminoacidos eléctricamente
cargados dentro del freno de la compuerta y su importancia para las propiedades

voltaje dependientes de estos canales.

Es posible que el acido glutamico altamente conservado en el freno de la compuerta
de los canales LVA interactue fisicamente con aminoacidos cargados positivamente

(argininas y leucinas) presentes en la pequefia asa que une a los segmentos 4 y 5 del
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dominio | de estos canales, tal como lo sugiere el modelo del gating brake propuesto
por Perez-Reyes (2010) e ilustrado en la Fig. 5 de esta disertacion. Tal hipétesis fue
fortalecida recientemente por resultados de nuestro grupo de investigacion obtenidos
mediante la fabricacion de quimeras entre el canal LVA Cav3.3 y el HVA Cav1.2
(Sanchez-Sandoval et al., 2018). En una de dichas quimeras, el segmento S4 vy la
parte inicial del asa que une los segmentos S4 y S5 del dominio | de Cayv3.3 fueron
sustituidos por los segmentos correspondientes del canal Cav1.2 (quimera 1S4C). El
canal quimérico resultante mostré una curva de inactivacion en el estado estacionario
drasticamente desplazada hacia voltajes mas negativos (aproximadamente 20 mV),
comparado con el canal silvestre. El efecto fue especifico del dominio | ya que
quimeras similares de los dominios I, lll y IV no modificaron la dependencia al voltaje
de la inactivacion o lo hicieron hacia voltajes mas positivos (quimera 11S4C, 6 mV). Con
la sustitucion en la quimera IS4C se pierden dos aminoacidos con carga positiva
(argininas) que se encuentran en el asa intracelular que une los segmentos S4 y S5 de
los canales LVA, pero no en los canales HVA. Teniendo en cuenta la aparente alta
movilidad del asa I-Il y del asa IS4-IS5 es posible que se presente la interaccién entre
el acido glutamico altamente conservado dentro del freno de la compuerta y
estructuras muy cercanas al sensor de voltaje con la correspondiente afectacion en las

propiedades dependientes de voltaje de los canales LVA.

Se ha planteado que el freno de la compuerta estabiliza a los canales LVA en el
estado cerrado (Perez-Reyes, 2010), por ello cuando esta estructura se altera o es
afectada en su conformacién fundamental, justo como sucede en el canal quimérico
ICuL1i, el estado cerrado es desestabilizado y la activacion e inactivacion de los canales
se lleva a cabo a potenciales de membrana extremadamente negativos (cerca de 20

mV mas negativos; Fig. 16). Algo semejante ocurre con los canales mutantes E477A,
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E429A y E408A; en los que a pesar de que la estructura fundamental del freno de la
compuerta no se afecta, pero la formacién del puente salino se ve afectada al sustituir
el acido glutamico por alanina, lo cual probablemente previene la asociacion del freno
de la compuerta con regiones cercanas al sensor de voltaje (Sanchez-Sandoval et al.,
2018). Tomando en cuenta esta informacion se puede hipotetizar que el asa |-l de los
canales LVA se mueve hacia el asa S4-S5 en el dominio | y que los aminoacidos con
cargas opuestas en estas regiones intracelulares interactuan, permitiendo al canal
tener una dependencia al voltaje caracteristica (bajo umbral de activacion). Como
perspectiva del presente trabajo y para poder comprobar la hipétesis mencionada se
requieren realizar experimentos de estructura-funcién en los canales Cav3 en los que
se investigue la contribucion de las argininas (y residuos contiguos) del asa I1S4-1S5 en

la dependencia al voltaje de la activacion e inactivacion de los canales Cav3.
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CONCLUSIONES
Con base en las evidencias experimentales expuestas en el presente trabajo se

concluye que la subunidad B1b regula la corriente de los canales LVA incrementando
la densidad de corriente expresada por las células transfectadas con las subunidades
o1 de los tres canales LVA: Cav3.1, Cav3.2 y Cav3.3. Este efecto se relaciona con un
aumento en la membrana plasmatica de la cantidad de proteina de las subunidades o
de dichos canales. Sin embargo, dicha elevacion en la localizacién del canal en la
membrana no se puede asociar con una interaccion fisica de alta afinidad entre la

subunidad a1 de los canales LVA y la subunidad B1b.

Por otro lado, a partir del analisis de las secuencias de amioacidos de canales Cav y
las caracteristicas electrofisioldgicas de la quimera ICL.i y los canales mutantes del
puente salino, se concluye que el puente salino que se encuentra dentro del freno de
la compuerta de los canales LVA forma parte de una estructura altamente conservada
a lo largo de muy diversos grupos animales y que la interaccion electrostatica entre los
aminoacidos que lo forman es fundamental para el funcionamiento de bajo umbral del

freno de la compuerta, aunque la estructura global de éste no sufra mayores cambios.
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