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1. Resumen

La proteina Hv1 es un canal de protones activado por voltaje, es modulado por
la diferencia en la concentracion de pH intracelular y extracelular, y es inhibido por
zinc. Cada subunidad presenta cuatro segmentos transmembranales (S1-S4), los
cuales conforman el dominio sensor de voltaje (VSD) y al mismo tiempo el poro del
canal; ademas presenta su dominio Amino y Carboxilo terminal en la region

intracelular.

Los canales Hvl generalmente se expresan como un dimero, cada subunidad
presenta su propio poro de conduccion, sin embargo, se ha descrito la existencia de
una cooperatividad entre las dos subunidades durante el mecanismo de apertura o
"gating”. Existen evidencias que el dominio C terminal esta implicado en la

dimerizacion del canal.

Dicha proteina ha sido identificada en diferentes organismos a lo largo de la
escala evolutiva y participa en la regulacién del pH celular. Uno de los procesos
biolégicos en lo que se le ha visto relacionado es en la calcificacién, de manera
particular en cocolitéforos. Otros de los organismos que también llevan a cabo la
calcificacion son los corales, sin embargo, en estos organismos aun no se tiene
claro cual es la maquinaria que participa en dicho proceso quimico y de manera

puntual se desconoce si también expresan el canal Hv1.

El objetivo del presente trabajo fue identificar y clonar el posible canal de
protones Hvl expresado en Acropora millepora y realizar la caracterizacion de la
estequiometria del mismo. Utilizando técnicas de biologia molecular se logré clonar
el canal Hv1 del coral perteneciente a la especie Acropora millepora en el vector
pPcDNA3.1 para su expresion heterologa en células HEK293.



Con la finalidad de conocer la estequiometria del canal, se realizaron
construcciones del canal Hvl con las proteinas fluorescentes Cerulean y Citrine.
Dichas construcciones fueron caracterizadas por medio de la técnica de
Transferencia de energia por resonancia de Fluorescencia (FRET). Para estudiar el
papel del dominio C terminal en la estequiometria del canal, se realizaron otras dos
construcciones del canal Hvl con las mismas proteinas fluorescentes, pero en

dichas construcciones se eliminé el C terminal del canal.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este proyecto podemos decir que:
a) El coral A. millepora expresa el canal Hvl; b) Dicho canal se distribuye en la
membrana celular y es funcional al expresarlo en células HEK293; c) De acuerdo
con los resultados obtenidos mediante la técnica de FRET, el canal Hvl de A
millepora se expresa como un dimero; y d) El dominio C terminal no parece ser

fundamental en la formacion del canal dimérico.

Finalmente podemos decir que, este proyecto sienta las bases para futuros
estudios que permitan conocer el papel que juega el canal Hvl en el proceso de
calcificacion en coral y por otra parte contribuye con el estudio de la relacion

estructura-funcion de dicho canal.



2. Introduccién

2.1 Corales

Los corales son animales marinos pertenecientes al Filo Cnidaria. Su forma
basica denominada pdlipo, presenta un cuerpo tubular con una boca rodeada de
tentaculos urticantes. Los pdlipos de coral son normalmente pequefios, muchas
especies han desarrollado la capacidad de vivir en colonias y construir esqueletos
calcareos protectores los cuales forman arrecifes (Brusca et al., 2003).

En general los animales pertenecientes al Filo Cnidaria presentan un
verdadero tejido epidermal (Figura 1), este tejido esta compuesto por dos capas de
células epiteliales, el ectodermo y el endodermo, que como su nombre lo dice, el
primero se encuentra en la parte mas externa y el segundo en la parte mas interna
del organismo. Estas capas celulares se encuentran separadas por una matriz
extracelular de coldgeno denominada mesoglea dividida en dos regiones: aboral y
oral, siendo la primera la que se encuentra en la parte mas proxima al esqueleto y
la segunda proxima al medio externo (agua de mar), esta division esta dada por una

estructura conocida como celenteron (Allemand et al., 2011).

Es importante sefalar que existe un tejido que se encuentra alrededor del
esqueleto, en una zona contigua a la regién aboral, esta capa celular es la mas
delgada de todas las demas y recibe el nombre de ectodermo calicoblastico, debido
a que las células que lo componen son precisamente los calicoblastos (Allemand et
al., 2011).
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Figura 1. Esquema de la anatomia del coral. Representacion de las diferentes capas que
conforman el tejido epitelial de un coral, como se muestra, se encuentra dividido en ectodermo y
endodermo que a su vez se dividen en la parte oral y aboral separados por la mesoglea y el

celenteron respectivamente (Modificado de Allemand et al., 2011).

2.2 Importancia de los corales

Los arrecifes coralinos no solamente estan constituidos por corales, sino que
lo conforman una gran diversidad de peces, esponjas, moluscos, crinoideos, etc.,
por lo mismo los arrecifes de coral son considerados como un ecosistema en si
(Allemand et al., 2011).

Al ser un ecosistema, los arrecifes coralinos proveen refugio a las diferentes
organismos antes mencionados, ademas también fungen como biofiltros, filtrando
el plancton de las grandes cantidades de agua marina que pasan a través de ellos,
obteniendo ademas nutrientes y carbono (Erez, 1990).

Una de las funciones més importantes que tienen los arrecifes de coral es la

de precipitar el CaCOs a una velocidad mayor que las tasas de erosién biologica,
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quimica y fisica a la que estan expuestos, esta precipitacion permite el crecimiento
y expansion de corales lo que a su vez les permite hacer frente a diversos cambios
como al aumento del nivel del mar o al hundimiento del s6tano (Hutchings et al.,
2005).

Por mencionar algunos de los beneficios que proveen los arrecifes de coral
a la humanidad estan: el ser la fuente de alimento para millones de habitantes en el
mundo y reciclar el CO2 atmosférico (Von Prahl y Erhardt, 1985).

2.3 Calcificacioén

A nivel molecular la formacion de arrecifes de coral esta determinado por un
proceso quimico llamado calcificacion. El proceso de calcificacion se define como
la reaccién quimica en donde a partir de Ca?* y CO2/HCO3 se genera CaCOs + H*.
Esta reaccion es una combinacion de los dos procesos de mineralizacion: 1)
biol6gicamente inducido y 2) mediado por una matriz organica. El primero esta dado
por la maquinaria celular o molecular no especializada para inducir dicha
mineralizacion, y el segundo implica un ambiente y lugar delimitado (Allemand et
al., 2011). Uno de los animales que realizan el proceso de calcificacion son
justamente los corales. Sin embargo, existen otros organismos que también son

capaces de realizar el proceso de calcificacion.

Por ejemplo, en los cocolitéforos, se ha descrito que al producir cocolitos
(derivado de la calcificacion), éstos son secretados de un compartimento
intracelular, y que por lo mismo requiere grandes flujos idnicos transcelulares para
soportar dicho proceso. En particular, la precipitacion intracelular de CaCOs
utilizando CO2/HCOs y Ca?* como sustrato genera cantidades equimolares de H*,
los cuales deben eliminarse rapidamente para evitar la acidificacion citoplasmatica
(Taylor et al., 2011), es en esta parte del proceso en donde participa el canal de
protones Hv1, evitando dicha acidificacién y contribuyendo a que se lleve a cabo la

calcificacion.



A continuacion, se describe lo que se conoce hasta el momento de cémo es

gue ocurre el proceso de calcificacion en corales.

2.4 Calcificacion en corales

Para hablar de la calcificacion en corales primero se tiene que tener en
cuenta la existencia de una interface entre el ectodermo calicoblastico y el esqueleto
calcareo, dicha interface recibe el nombre de Medio extracelular Calcificante (ECM
por sus siglas en inglés, Extracellular Calcifying Medium). Dicho medio es
importante ya que se ha descrito que tiene comunicacion con las células
calicoblasticas que son las encargadas de llevar a cabo la calcificacion, esto nos
lleva a su vez a la necesidad de una via de permeacion para los iones que participan
en el proceso de calcificacion (Allemand et al., 2011), sin embargo, ain no se
conocen los detalles de como es que se lleva a cabo el transporte de iones.

Por otra parte, es preciso sefalar el efecto que tiene el pH en el proceso de
calcificacion. En algunos estudios se midi6 el pH y la concentracién de calcio en el
ECM, y lo que observaron fue que se obtienen pH alcalinos al momento en que se
empieza a dar la calcificacion (Al-horani et al., 2003). Este mismo fenomeno fue
observado en el foraminifero Amphistegina lobifera (Erez, 2004), lo cual sugiere que

existe una estrecha relacién entre la calcificacion y el pH.

Otro punto a considerar es que existe una gran relacion entre el crecimiento
del organismo y los niveles de pH, siendo pHs basicos los 6ptimos para que haya
calcificaciébn. Sumado a lo anterior, se ha descrito que los corales de agua fria son
los que presentan mayor esta regulacion del crecimiento por el pH, seguido de los
de aguas templadas y por ultimo los tropicales (Acropora spp.) (Raybaud et al.,
2017).



El efecto que tiene el pH sobre el crecimiento de los corales también se ha
visto reflejado en el crecimiento de los arrecifes de corales. Como sabemos, en los
ultimos afios se han detectado diferentes cambios en el ambiente, principalmente
por el aumento en el CO2 atmosférico producto de la quema de combustible lo que
ha ocasionado que haya una acidificacion en los océanos repercutiendo a su vez
en la calcificacién y por ende a la estructura tridimensional del esqueleto calcareo
(Chan et al., 2013), todo esto sugiere que el pH juega un papel fundamental sobre

el crecimiento de los corales.

Ahora bien, de acuerdo con lo observado en cocolitéforos (Taylor et al.,
2011), foraminiferos (Faber y Preising, 1994; Erez, 2004) y moluscos (Wheeler,
1992) se ha intentado explicar como ocurre el transporte de iones en estos
organismos durante el proceso de calcificacion. Lo anterior ha dado pauta para

proponer diferentes modelos que intentan explicar esto mismo aplicado a corales.

Dichos modelos han sido enriquecidos por los resultados de un andlisis de
trascriptoma completo de pélipos pertenecientes a la especie Acropora millepora
(Moya et al., 2012). En dicho analisis se pudo apreciar la presencia de diferentes
genes que codifican proteinas que pueden participar en la calcificacion como
canales de Ca*, ATPasas de Ca*, intercambiador de Na*- HCO3 dependiente de CI
, lo cual permitio postular un modelo que describe el proceso completo (Figura 2),
en el cual se propone un canal de Ca?* en la mesoglea como medio de transporte
para obtener el calcio necesario para el proceso de calcificacion, también se
proponen la existencia de dos ATPasas de calcio como los principales
transportadores de H*, una en el ectodermo calicoblastico y otra en la mesoglea,
estas ATPasas presumiblemente tienen el mismo papel que el canal Hvl
encontrado en cocolitéforos, es decir, evitar una acidificacion citoplasmatica
sacando los H* del ECM.
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Figura 2. Esquema del proceso de calcificaciéon en el coral A. millepora. a) Foto del pélipo
desde un punto de vista cenital, b) Esqueleto calcareo dejado por el pdlipo una vez removido éste
¢) Representacion esquematica del pdlipo en los primeros estados calcificantes d) Modelo
propuesto en el que no solo se utilizaron las proteinas encontradas a partir del trascriptoma
completo del pdlipo sino que plantea posibles proteinas que ayuden a explicar el principal flujo de
iones durante el proceso completo de calcificacion en los diferentes tejidos (oral y aboral)
(Modificado de Moya et al., 2012).

Un punto que es importante a considerar es que, a pesar de saber el gran
papel que juega el pH en la calcificacion, hasta el momento no se ha reportado

ningun estudio que demuestre la existencia de un transportador o canal de H* que



regule de manera efectiva el pH intracelular en los calicoblastos durante la

calcificacion.

Respecto a los cocolitéforos es importante mencionar que ya se tiene una
idea mas clara de cada uno de los elementos que participan en el proceso de
calcificacién, incluso en esos organismos ya se ha reportado la expresion del canal
de protones Hv1, el cual participa en la regulacion del pH durante dicho proceso
(Taylor et al., 2011).

2.5 Canal Hv1 y la calcificacion

Como se menciond, los cocolitéforos son los Unicos organismos que llevan a
cabo la calcificacion en los que se ha visto implicado el canal Hv1. Como se observa
en la Figura 3, en estos organismos existe un compartimento especial derivado del
aparato de Golgi, denominado Vesicula Cocolitica en donde se lleva a cabo la

calcificaciéon (Makinder et al., 2010).

De acuerdo con lo reportado para estos organismos, el canal Hv1 participa
en la regulacién del pH durante el proceso de calcificacion. Durante este proceso
se producen dos H* por cada molécula de CO2/HCOg, los cuales se salen de la
Vesicula Cocolitica hacia el citoplasma por gradiente electroquimico, es aqui donde
se propone que esta participando el canal Hvl (Figura 3), ya que se necesita
expulsar los protones al citoplasma y después al espacio extracelular, para asi evitar

una acidosis en las células.
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Figura 3. Modelo de los principales flujos de iones que participan durante la calcificacién en
cocolitoéforos. Este modelo representa el papel que juegan los diferentes iones en la regulacion de
la calcificacion, se observa la participacion del canal Hv1 para mantener la homeostasis del pH
expulsando H* del medio citoplasméatico al medio extracelular, también esté presente un canal de
Cloro que ayuda a mantener el potencial de membrana en niveles negativos, actuando como un

canal rectificador. (Modificado de Taylor et al., 2011).

2.6 Canales idnicos activados por voltaje

Antes de profundizar sobre el canal Hvl, se tiene que hablar de la super
familia de canales i6nicos activados por voltaje. Esta familia esta formada por un
gran numero de miembros con diferentes caracteristicas estructurales. Sin
embargo, la mayoria presentan un dominio sensor de voltaje (VSD por sus siglas

en inglés, Voltage sensor domain).

El VSD es fundamental en este tipo de canales, debido a que contiene de
cinco a seis residuos de aminoéacidos con carga positiva. Principalmente el cuarto
segmento transmembranal contiene aminoacidos como Arginina y Lisina que le
permite al canal sensar cambios en el potencial de membrana. Cuando hay un

cambio en el potencial de membrana induce un cambio conformacional del canal, lo
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gue generalmente conllevara en ultima instancia a la apertura del mismo (Castillo et
al., 2015). La presencia de secuencias repetidas de aminoacidos cargados
separados entre si por dos aminoacidos no cargados (cuales sean) a lo largo del
cuarto segmento transmembranal como RXXRXXRxXRxXKxxRxx es considerado

COmMoO un rasgo caracteristico de los canales activados por voltaje.

La arquitectura comun de cada subunidad (Ver Figura 4) de este tipo de
canales consta de tres partes basicas: el sensor de voltaje, el dominio del poro o via
de conduccién y la compuerta de activacion (Bezanilla, 2005). EI nidmero de
subunidades que forma un canal funcional es muy variable en la super familia de
canales activados por voltaje, por ejemplo, algunos de los canales de K* estan
formados por cuatro subunidades, mientras que determinados canales de Ca?*

presentan cinco subunidades.

De manera general, cada subunidad presenta seis segmentos
transmembranales y un asa del poro. Regularmente la compuerta de activacion y el
poro estan conformados por el asa entre S5 y S6, mientras que el dominio sensor

de voltaje esta formado por los segmentos S1-S4 (Castillo et al., 2015).

Esctructura clasica de los canales activados por voltaje

Dominio del poro ; VSD

¥
=N ]

A g ( b g ‘v
A W o0
P s YO s ‘X’é’k
T+ W e ‘é\ > \’\
e W . > b
_ "’;»,J AL
Acoplamiento o A e
electromecanico L

Figura 4. Modelo de un canal iénico activado por voltaje. Se presenta la estructura clasica de
un canal activado por voltaje, la cual estd dada por las cuatro subunidades (Kv) cada subunidad
esta constituido por seis segmentos transmembranales (S1-S6), siendo los primeros cuatro los que

forman el VSD, mientras que los Ultimos dos (S5-S6) forman el dominio del poro, lo que da paso a
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la compuerta de activacion. La subunidad que se muestra del lado derecho corresponde a la
quimera Kv1.2/2.1 (PDB: 4JTD) (Modificado de Castillo et al., 2015).

2.7 Canal iénico de protones Hyl

El canal i6nico de protones Hvl (voltage-gated proton channel), es una
proteina transmembranal que ha sido identificada en diferentes organismos como
humano, raton, foraminiferos, cocolitéforos, caracol etc., el cual puede detectar
cambios en el potencial de membrana celular (DeCoursey, 2018). Es un canal
selectivo a protones (H*), activado por la despolarizacion del potencial de la
membrana y modulado por la diferencia de pH entre el medio interno y externo de
la célula (Zhao et al., 2014). Al igual que los canales de K*, Ca*y Na* éste pertenece

a la super familia de canales activados por voltaje.

Hv1 consta de cuatro segmentos transmembranales (S1-S4), y al igual que
en los canales candnicos de esta super familia, estos segmentos (S1-S4) son los
que forman el dominio sensor de voltaje. Cada subunidad presenta los grupos N y
C terminal ubicados en el espacio intracelular (Wang et al., 2013).

Dicho canal no presenta propiamente un dominio del poro como en el caso
de los canales de K*, Ca?* y Na* activados por voltaje. Lo que se ha descrito hasta
el momento es que el mismo VSD es el que tiene ambos papeles, es decir, sensa
el voltaje y permite el paso de protones a traves de él (Kurokawa and Okamura
2014). Esto lo hace, debido a que en los segmentos S1-S3 existen residuos de
aminodacidos de caracter acido, los cuales se propone participan en la creacion de
puentes salinos con los residuos béasicos en el VSD, estabilizando la posicion de la
hélice del segmento S4 (Okamura et al., 2015).

2.8 Posible filtro de protones y mecanismo de transporte

Desde que se logro observar el canal Hvl en neuronas de caracol (Thomas

& Meech, 1982) y subsecuentemente identificar y clonar el canal Hv1l de humano
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(Ramsey et al., 2006) se ha intentado describir como es que funciona el transporte
de protones. Hasta el dia de hoy no se sabe a ciencia cierta como es que ocurre el
movimiento de protones a través del canal. Sin embargo, gracias a diferentes
estudios se ha podido proponer un mecanismo que explica coémo puede ocurrir este
fendmeno. Hasta el momento, el Mecanismo de Grotthuss es el que mejor logra

explicar este fendmeno (Dudev et al., 2015).

El mecanismo de Grotthuss propone la generacibn de movimientos
saltatorios de protones provocando asociaciones entre las moléculas de agua,
formando de esta manera moléculas de hidronio (H3O*). Las moléculas de H3O™ al
estar embebidas en el agua van formando enlaces de hidrogeno entre ellas, dando
origen al cation Eigen (HeO4*) (DeCoursey, 2013), de esta manera se genera una
cadena entre estos cationes que promueve la transferencia de los protones a través

de ella (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del mecanismo de cadena de enlaces de hidrogeno. A. corresponde al
transporte de H* por medio de saltos que ocurren a través de la cadena. B. Es la cadena después
del transporte de H*, la cadena no puede aceptar otro protén hasta que todos los grupos de la

cadena se reorienten. (DeCoursey, 2013).

De acuerdo con resultados experimentales se ha determinado que el
aminoacido que participa en el filtro de selectividad es el acido aspartico en la

posicién 112 (en el caso del canal Hvl de humano), ya que, si es sustituido por un
13



residuo de aminoacido neutro como una asparagina o serina, genera que el canal

sea selectivo a aniones (DeCoursey et al., 2016).

A través de modelos computacionales se propuso la interaccion entre el &cido
aspartico 112 y la arginina 208 del segmento S1 y S4 respectivamente, formando
puentes salinos entre ellos (Figura 6), dichos puentes son facilmente rotos por la
interaccién de los H3O*, propiciando la realizacién de la cadena en el mecanismo
de Grotthuss (Dudev et al,.2015).

3 >

Figura 6. Esquema del filtro de selectividad en Hvl. Representacion de la interaccion que se da
entre los segmentos S4 y S1 por medio de los residuos de aminoéacidos Acido aspartico (Asp) y
Arginina (Arg) respectivamente. En lineas punteadas se muestra el puente salino que forman el
Aspy la Arg, (lado izquierdo) el cual es brevemente interrumpido por el hidronio, protonando el
filtro de selectividad y formando enlaces de hidrogeno con el Asp (parte central), dejando que la
molécula de agua funja como un puente entre los dos residuos de aminoacidos, una vez pasa el

hidronio se vuelve a formar el puente salino (lado derecho). (Dudev et al., 2015).

2.9 Modulacion por el pH

Es importante mencionar que el canal Hv1 es regulado por el ApH (pHe — pHi),
es decir, que su activacion se ve afectada por la diferencia entre el pH intracelular
(pHi) y extracelular (pHe), abriéndose facilmente al disminuir el pH intracelular o
aumentar el pH extracelular. En un contexto biologico la tendencia es a aumentar el

acido intracelular, lo que conlleva a que el canal se abra cuando existe un gradiente
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electroquimico de salida, expulsando de esta manera el &cido intracelular
(DeCoursey, & Cherny, 1995).

Una caracteristica que se aprecia al cambiar las concentraciones de pH es la
respuesta que tiene el voltaje de activacion media (V12) a estos cambios (Figura 7),
siendo que a ApH positivos la dependencia al voltaje cambia aproximadamente -40
mV por unidad de ApH, mientras que a valores negativos de ApH la dependencia
cambia +40 mV por unidad de ApH (DeCoursey, 2018).

20 4-
| (pA/pF)

0.5

A pH

~-100  -50 0 50 100
Voltaje (mV)

Figura 7. Gréaficas Corriente vs Voltaje (I/V) a diferentes deltas pH del canal Hv1 de rata. Se
observa la relacién entre nueve valores de ApH (de 2.5 a -1.5) y la activacion del canal Hvl en
células epiteliales alveolares de tipo Il de rata, cambiando su relacién aproximadamente +40 mV
por unidad negativa de ApH y -40 mV por unidad positiva de ApH (Modificado de DeCoursey &
Cherny, 1995).

La modulaciéon dada por el ApH se ha sugerido que se debe a las
interacciones electrostaticas que se dan entre las argininas en S4 y los residuos de
aminoacidos de caracter acido presentes en los demas segmentos
transmembranales (Figura 8), las cuales estabilizan el estado cerrado o abierto del
canal. Estas interacciones pueden ser inhibidas por la protonacion de los residuos
acidos, de esta manera cuando estas interacciones estan en contacto con la

solucion interna en el estado cerrado ocasiona que se desestabilicen promoviendo
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el estado abierto del canal, de la misma manera la protonacion de los residuos que
estan accesibles en la parte externa cuando el canal estd en estado abierto,

ocasiona la eliminacion de las interacciones con las argininas, dado como resultado

el estado cerrado del mismo (DeCoursey, 2018).

(@ Canal cerrado

D123 D123
E119 E119
D185 D185
D112 D112
S1,S2,S3 S1, 52, S3
E153 E153
D174 D174

E171

(b) Canal abierto

E171

H* H*
pHi bajo estabiliza el estado abierto

pHe bajo estabiliza el estado cerrado

Figura 8. Modelo de la participacion del pH en la regulacion del canal Hvl. Esquema en donde
se ven representados los 4 segmentos transmembranales (S1-S4), asi como los residuos de
aminoacidos de caracter acido en rojo presentes en los segmentos S1-S3 que interactlan con los
residuos de caracter basico en el segmento S4 representados de color azul. A corresponde al
estado cerrado del canal debido a las interacciones electrostéaticas entre los 4 segmentos. B es el
estado abierto del canal resultado de la protonacion de las interacciones en A (Modificado de
DeCoursey, 2018).

2.10 Dimerizacioén del canal Hy1

De acuerdo con los resultados obtenidos en diferentes estudios, se ha
propuesto que este canal esta formado por dos subunidades. La region que se ha
sugerido esta involucrada en el ensamble del canal es el Carboxilo terminal (C-

terminal) (Figura 9).
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Los dominios C-terminal de cada subunidad forman una estructura
denominada Coiled-coil (rollo enrollado) (DeCoursey, 2018), dicha estructura esta
dada por unidades presentes en las hélices que la conforman, en las cuales se
repite generalmente siete aminoacidos hidrofébicos denominados (a-g), en donde
las posiciones a, d, e y g pueden regular la estructura y la estabilidad del Coiled-
coil, siendo las posiciones e y g las que participan con sus cargas electrostaticas,
mientras las posiciones a y d son las que forman el ensamblaje en la dimerizacion

(Boonamnaj et al., 2018).

Canal Hv1

Espacio
extracelular

/
Estructura PO
Coiled-coil 4

Figura 9. Esquema de la estructura del canal Hv1. En la parte superior se encuentra el esquema
de un mondémero de Hv1, en donde se aprecian los cuatro segmentos transmembranales (S1-S4),
ademas del C terminal y el N terminal que estan en la parte intracelular. En la parte inferior se
observa el esquema de Hvl como dimero, en donde se aprecia la estructura Coiled-coil que esta

esté dada por los C terminales de cada uno de los monémeros. (Modificada de DeCoursey, 2018).

En estudios en los cuales se ha analizado la funcién de canales a los cuales

se les elimind el carboxilo terminal se observé que la cinética de activacion cambia
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con respecto al canal completo (Figura 10). En el canal sin C-terminal se observa
un comportamiento exponencial, mientras que para el canal completo se observo

un comportamiento sigmoideo (DeCoursey, 2018).

Dichos resultados sugieren que existe un “gating” o mecanismo de apertura
cooperativa, es decir, que cada subunidad presenta actividad independiente por lo
cual al ser un dimero, ambas subunidades tienen que estar en un estado conductivo,
misma raz6n que ocasiona que la activacion del canal completo sea
aproximadamente 5.5 veces mas lenta que el canal sin C-terminal (Musset et al.,
2010; Zhao et al., 2014).

(a)

Figura 10. Cinética de activacion del canal Hvl de ratén en células HEK293. Se muestran dos
curvas G-V del canal Hvl completo y sin el C-terminal. Presentando en (a) un comportamiento
sigmoideo y en (b) un comportamiento exponencial, las lineas negras presentadas corresponden al
ajuste de una sola exponencial (DeCoursey, 2018)

2.11 Acropora millepora

En el presente estudio nos interesd saber si en especies de coral se expresa

alguna proteina especializada en regular la concentracion de protones durante la
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calcificacion. Como ya se ha descrito, una de las proteinas candidatas que pudiera
ser importante en la regulacion del pH es el canal Hv1. Dado que pudimos identificar
a nivel de transcriptoma algunas secuencias que parecian codificar al canal Hvl en

Acropora millepora, decidimos utilizar a esta especie como modelo de estudio.

Acropora millepora es un animal que pertenece al Filo Cnidaria, de la clase
Anthozoa, cuyo orden es Scleractinia y su familia es Acroporidae. Este organismo
se distribuye en aguas tropicales del océano Indo-Pacifico, desde las costas de
Africa hasta las islas Fiyi en el Pacifico (Brusca et al., 2003). En cuanto su
morfologia, las colonias de esta especie son tipicamente ramificadas, sus polipos
son muy pequefios y presentan células urticantes denominadas nematocistos
empleadas en la caza de presas microscépicas de plancton (Anthony, 1999). A.
millepora suele vivir en zonas iluminadas y poco profundas, en un rango no mayor
a los 12 metros, entre 25.48 °C y 28.61 °C (Richards et al., 2015).

A. millepora es un coral hermatipico, y forma parte de la base de los arrecifes
coralinos los cuales son constituidos ademas de corales de este tipo por animales
coloniales o solitarios que se caracterizan por tener la capacidad de secretar un
exoesqueleto calcareo, adoptando diferentes formas segun la especie, su ubicacién

en el sustrato y la presion del ambiente (Perilla et al., 2007).
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3. Justificacion

La calcificacion es un proceso de mineralizacion regulado por una matriz
organica (compartimento celular especializado) y por un suministro de iones cuyos
productos finales son CaCOsy H*. En cocolitéforos se tienen evidencias que el canal
Hv1 participa en el proceso de calificacion. En estos organismos se demostro que
dicho canal se expresa en la membrana celular y previene la acidosis citoplasmatica
expulsando protones. Dado que los corales llevan a cabo el proceso de calcificacion
y ésta se regula por la concentracion de pH, es probable que al igual que en los
cocolitéforos, los corales también expresen el canal Hv1, los cuales participarian en

el control de pH en las células calicoblasticas evitando la acidosis citoplasmatica.

De acuerdo con estos antecedentes planteamos la siguiente hipétesis:
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4. Hipotesis

Los corales al ser organismos calcificantes iguales a los cocolitoforos
expresan el canal Hv1. Dicho canal tendr& propiedades funcionales similares a las

ya descritas para esta proteina, incluyendo su estequiometria.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Establecer la existencia del putativo canal de protones Hv1 expresado en Acropora

millepora y realizar la clonacion y caracterizacion de la estequiometria del mismo.

5.2 Objetivos particulares

» Extraer ARN total del coral Acropora millepora.

» Disefar oligonuclettidos con base en los diferentes alineamientos de
secuencias reportadas de Hvl y amplificar por RT-PCR la secuencia
correspondiente.

» Clonar la secuencia de Hv1 putativo en el vector pcDNA3.1

» Obtener las construcciones del canal Hvl de A. millepora fusionado con las
proteinas Cerulean y Citrine, tanto para el canal completo como para el canal
gue tiene eliminado el dominio C-terminal.

» Verificar por medio de la técnica Patch clamp la funcionalidad de las
construcciones

» Realizar un andlisis mediante la técnica de FRET para determinar si el canal Hv1

del coral A. millepora se expresa como un dimero o0 como monémero.
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6. Material y método

6.1 Identificacién de la posible secuencia del canal Hyl putativo
de Acropora milleporay disefio de oligonucleotidos

Para llevar a cabo la clonacion del canal Hvl de A. millepora se buscaron
secuencias en el GenBank que codificaran para el canal Hv1 en diferentes especies
de corales. Se obtuvieron cuatro secuencias de nucleotidos resultado de la
busqueda. Los numeros de acceso correspondientes son: XM_015907823.1,
XM_015907824.1, XM_029346499.1 y XM_029346498.1, perteneciendo las
primeras dos a Acropora digitifera y las dos subsecuentes a Acropora millepora.
Todas las secuencias se reportaron como Hvl like y como parte de analisis de
transcriptoma de las dos especies.

Con el proposito de identificar regiones conservadas entre las secuencias
encontradas se efectuaron diversos alineamientos utilizando el servidor
CLUSTALW. De igual manera se llevo a cabo un analisis de estructura secundaria,
para lo cual se generaron modelos in silico de cada fragmento, utilizando el servidor
SWISS-MODEL. Por su resolucion (3.46 A) y debido a que es el modelo méas
completo que se tiene del canal Hy1 se emple6 como molde el PDB: 3WKYV, el cual
corresponde a la quimera del canal Hv1 de raton con el VSD del urocordado Ciona

intestinalis (mHv1cc). Los modelos obtenidos se analizaron en el programa Pymol.

Posteriormente se disefiaron oligonucleotidos que permitan clonar de manera

parcial y total el putativo canal Hv1 de coral (ver Tablal)

23



Tabla 1. Disefio de oligonucleotidos. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en la clonacién de

las regiones Amino y Carboxilo asi como el putativo canal completo Hv1 de A. millepora.

Nombre del _
_ o Secuencia

Oligonucledtido
AcHv1Ct5 ATGGGATTCACATTTTTCAAGCACAAAATGGAGGTGTTT
AcHv1Ct3 TCAGCTTTGTTTTAATGTTGTCAATTCAGACTCCAACTG
AcHvINt5 ATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGGATGAT
AcCHVINt3 TGATCCTGCTCTCAAGTCAAGAACCAACTCAGCAATGAC

6.2 Extraccion de ARNtotal de Acropora millepora

Como punto de partida se empleo el fragmento de un coral propagado de
manera in vitro proveniente de un acuario local, el cual fue identificado como

Acropora millepora por el Doctor Ledn Islas.

Se utilizé el método de Chomczynski y Sacchi (1987) para la extraccion de
ARNTtotal incubando por dos minutos una muestra de coral de aproximadamente 3
cm en 5 ml de Solucion D (Tiocianato de guanidina 4 M, Citrato de sodio 25 mM,
Sarcocyl 5% y 2-Mecarptoetanol 0.1 M). Posterior a la incubacién se despegaron
los polipos del esqueleto calcareo con una pipeta, subiendo y bajando suavemente
la solucién D por dos minutos. Después se retird el esqueleto calcareo y se continud

con la extraccion de ARNtotal de acuerdo con el protocolo antes citado.

6.3 Amplificacion del putativo canal Hyl por RT-PCR

Para realizar las amplificaciones se utilizé la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa o PCR (Polymerase Reaction Chain, por sus siglas en inglés), la
cual consiste en generar multiples copias de ADN a partir de un fragmento del
mismo, esto lo hace a través de tres fases: Desnaturalizacion, Alineamiento y

Elongacion, las cuales se repiten en 20 a 25 ciclos.
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En la Desnaturalizacion se calienta la muestra de ADN aproximadamente a
96-98°C para separar las hebras de ADN y de esta manera el oligonucle6tido
disefiado pueda unirse a la muestra. El Alineamiento consiste en la unién del
oligonucleodtido a la muestra desnaturalizada de ADN, para ello se baja la
temperatura aproximadamente a 40-68°C por 20-40 segundos dando pauta asi a la
unién entre ambos. Por ultimo estd la Elongacion, en la cual actia la ADN
polimerasa partiendo del oligonucle6tido para la sintesis del ADN nuevo, en esta
tltima fase la temperatura depende meramente de las caracteristicas de la
polimerasa que se empeld, aunque comunmente la temperatura que se utiliza en
esta fase es 72°C (Alberts et al., 2015).

Para obtener el ADN de A. millepora necesario para las amplificaciones por
PCR se hizo una retrotranscripcion partir de 1 pg de ARN total utilizando
Oligonucleétido dT y la enzima SuperScripll (Invitrogen) siguiendo las
especificaciones del proveedor. A continuacién, se realizaron tres mezclas
independientes de PCR para intentar amplificar los segmentos que se propone
corresponden a las regiones Amino y Carboxilo terminal de la proteina, al igual que

el tedrico canal Hvl completo del coral A. millepora.

Para llevar a cabo las PCRs independientes se utilizaron los oligonucleotidos:
1) AcHv1Nter5y 37; 2) AcHv1Cter5" y 3" y 3) AcHv1Nter5y AcHv1Cter3". En todas
las reacciones se utilizaron dos ADN polimerasa; La primera enzima fue la Platinium
Pfx DNA polymerase (Invitrogen) debido a su alta fidelidad, siguiendo las
especificaciones del proveedor. La segunda enzima que se utilizo una vez concluida
la PCR fue la Tag DNA polymerase manteniendo la reaccion por 10 minutos a 72°C
para que la muestra no se desnaturalice y que se agreguen de esta manera
Adeninas Unicamente en los extremos 5" y 3" y asi poder clonar facilmente los
fragmentos amplificados en el vector pGEM-T, ya que este vector es lineal y

presenta una serie de Timinas.

25



Una vez que se clond el canal completo AmHvl en el vector antes
mencionado, se procedid al disefio de nuevos oligonucle6tidos AcHv1Nter 5° y
AcHv1Cter 3" con sitios de restriccion de las enzimas Kpnl y Notl respectivamente
para lograr subclonar el canal en el vector pcDNA3.1 el cual tiene el promotor CMV,
necesario para su expresion en ceélulas HEK293, en donde se realizaron los
experimentos electrofisioldgicos y de fluorescencia. Cada una de las construcciones

fue verificada por secuenciacion automética.

6.4 Obtencion de las fusiones AmHy1y AmHy1AC con las
proteinas fluorescentes Cerulean y Citrine

Una vez clonado el canal AmHv1, se construyeron cuatro fusiones del canal
AmHvl (WT) y AmHvl sin el C-terminal (AC) con las proteinas fluorescentes
Cerulean y Citrine. Dichas construcciones fueron utilizadas para realizar el estudio
sobre la estequiometria del canal mediante la técnica de FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer, por sus siglas en inglés). Las construcciones quedaron

de la siguiente manera:

e Citrine-GGGG-AmHv1-pcDNA3.1

e Cerulean-GGGG-AmHyv1- pcDNA3.1

e Citrine-GGGG-AmHv1AC -pcDNA3.1

o Cerulean-GGGG-AmHv1AC-pcDNAS.1

Para determinar a partir de qué residuo de aminoacido comenzaba el C-terminal
e inicia la estructura conocida como Coiled-coil se tom6é como referencia el
aminoacido K221 del canal hHv1 (Qiu et al., 2013) que es donde se conoce empieza
este dominio en el canal de humano. El aminoacido correspondiente en AmHv1 es
Q185. Una vez determinado esto, se utilizo la técnica PCR overlap para construir

las fusiones previamente descritas (ver Figura 11).
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Figura 11. PCR overlap. Esquema en donde se ve representada la técnica PCR overlap, la cual
esta constituida por dos PCRs, siendo la primera utilizada con la finalidad de obtener el ADN de
cada una de las secuencias de interés y ademas agregar a las mismas una secuencia linker, la
cual contiene cuatro Glicinas. La segunda PCR es usada para fusionar ambas secuencias
amplificadas en la PCR 1. Esta misma estrategia se utilizé para obtener las construcciones con
AmHvV1AC.

Para las PCRs 1y 2 se utilizaron los oligonucleétidos que se encuentran en
la Tabla 2 y como moldes se emplearon: la construccion AmHv1-pcDNA3.1, para
amplificar el canal tanto completo como trunco, y para amplificar las secuencias de
las proteinas fluorescentes se utilizaron plasmidos que contenian las secuencias de

las proteinas fluorescentes.

Una vez que se obtuvieron los fragmentos amplificados en la PCR1 se realizo
la segunda PCR. Para esta reaccién se utilizaron como moldes los fragmentos
amplificados en la PCR1 y como oligonucleotidos Kpnl-Cit y AcHv1-Notl(o AC-Notl).
Los oligonucledtidos de los extremos 5y 3"de la fusion contienen los sitios Kpnl y

Notl respectivamente, estos sitios se utilizaron para clonar la fusion en pcDNA3.1.
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Para todos los casos se utilizd la enzima Platinium Pfx DNA polymerase
(Invitrogen) utilizando el protocolo recomendado por el proveedor. Obtenidas las

construcciones, todas fueron verificadas por secuenciacion automatica.

Tabla 2. Oligonucledtidos para PCR overlap. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en las

dos PCRs que conforman la técnica PCR overlap.

Nombre del Secuencia

oligonucledtido

KpnlI-Cit-dir TATACAAAAGGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
Citrine-Link com CCCGCCTCCACCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
Link-Hv1 dir GGTGGAGGCGGGATGGCCACCTGGGACGAAAAG
AcHv1 Q185Stop-Not 3° TGAACTTTCGCCTGCGGCCGCTCATTGCACGGACAAAATAATTCCGTT
AcHv1 Notl 3" CCATGAACTTTCGCCTGCGGCCGCTTCTCAGCTTTGCTTTAATGTTGTCAA

6.5 Expresion de las cuatro construcciones en células HEK293

Como modelo de expresion heterdloga se utilizaron las células HEK293
(Human Embrionic Kidney, por sus siglas en inglés) debido a que presentan pocas
corrientes ibnicas endogenas lo que permite controlar las condiciones

experimentales.

Las células HEK293 se incubaron en una caja Petri de 10 cm de diametro
con 10 ml de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Invitrogen),
suplementado con suero fetal bovino al 10% y penicilina-estreptomicina al 1%, a
una temperatura de 37°C con 5% de COz. Las células se dejaron crecer 72 horas
para posteriormente ser resembradas en cajas Petri de 35 mm x 10 mm con 2 ml
de medio, estas cajas tenian de 6 a 10 vidrios esterilizados para los experimentos
electrofisiolégicos, en el caso de los experimentos de fluorescencia se utilizaron

cajas Petri del mismo tamarfo pero con fondo de vidrio, marca WPI.
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Transcurridas 24 horas después del resembrado de células, se realizaron
transfecciones y co-transfecciones transitorias de las cuatro construcciones
Cerulean-GGGG-AmHvl1, Citrine-GGGG-AmHv1, Cerulean-GGGG-AmHv1AC vy
Citrine-GGGG-AmHv1AC, denominadas a partir de este momento como Cerulean

WT, Citrine WT, Cerulean AC y Citrine AC respectivamente.

Para las transfecciones individuales de las construcciones se hicieron dos
mezclas en tubos Eppendorf de 1.5 ml por separado, en el primer tubo se colocaron
100 ul de NaCl y 50 ng-100 ng de ADN total; en el segundo tubo se pusieron 4 pl
de jetPEI (PolyPlus) como agente transfectante y 100 ul de NacCl, esta ultima mezcla
se vertio en el primer tubo y se homogeneizaron las mezclas. Esta nueva mezcla se
dej6 incubando por 30 minutos a temperatura ambiente y después fue agregada a
las cajas pequefias con células para el registro electrofisiol6gico o para FRET.

En el caso de las co-transfecciones se siguié el mismo protocolo que las
transfecciones individuales variando Unicamente las proporciones que fueron de 1:1

hasta 5:1, dependiendo de la combinacion a estudiar.

6.6 Electrofisiologia

La medicion de la corriente que pasa a través de los canales iénicos se hizo
mediante la técnica de fijacion de voltaje en microdreas de membrana o patch
clamp. Esta técnica consiste en formar sellos de alta resistencia (GQ) con una pipeta

de borosilicato en una pequefia parte de la membrana celular.

De manera general el Patch clamp utiliza un amplificador operacional que
compara la entrada del potencial de la pipeta con un potencial de referencia, la
salida de este amplificador esta conectada a una resistencia de retroalimentacion,
es debido a esto que es considerado un sistema de retroalimentacion positiva
(Kornreich, 2007)
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Para evitar alteraciones en el potencial de membrana, el amplificador genera
una corriente de compensacion que se asemeja a la corriente que fluye a través de
la membrana. El potencial de membrana de la célula se mide y se compara con el
potencial de referencia. Si hay diferencias entre el potencial de referencia y la
medida, se inyectara una corriente. Esta corriente de compensacion se registrara y
permitira sacar conclusiones sobre la conductancia de la membrana (Veitinger et
al., 2011)

Existen diferentes configuraciones de la técnica Patch clamp (ver Figura 12),
cada una ellas tienen como base la configuracién célula adherida o cell attached, la
cual consiste en la formacion del sello en la célula, permitiendo de esta manera

conservar el ambiente natural del medio interno de la célula (Veitinger et al., 2011).

Al succionar levemente la pipeta inmediatamente después de tener el cell
attached, se obtiene la siguiente configuracién llamada inside-out, exponiendo la
parte intracelular de la membrana al medio externo o bafio con solucion de registro.
Si en vez de succionar levemente se hace con un poco mas de fuerza y se logra
romper el fragmento de membrana que se encuentra dentro de la pipeta sin perder
el sello se obtiene la configuracién whole-cell, misma que permite el acceso al
citoplasma para que de esta manera se puedan registrar todos los canales

presentes en la célula (Kornreich, 2007).

Por altimo, se encuentra la configuracién outside-out que se obtiene a partir
del whole-cell, levantando la pipeta y dejando que los trozos de la membrana se
vuelvan a unir por las propiedades fosofolipidicas, dando acceso al dominio

extracelular (Veitinger et al., 2011).
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Figura 12. Configuraciones de la técnica Patch clamp. Esquema que muestra las cuatro
configuraciones de la técnica de fijacion de voltaje en microdreas de membrana o patch clamp. A)
corresponde a la formacién del sello entre la pipeta de registro y la célula a registrar dando la
configuracion Cell attached. B) Es la representacion de la pequefia succién que se necesita hacer
para obtener la configuracion inside out. C) Es la configuracién whole-cell que se tiene después de
ejercer una succion fuerte una vez conseguido el Cell attached. D) muestra cémo se reincorporan
los fragmentos de la membrana por sus propiedades fosoflipidicas retirando la pipeta de registro

una vez alcanzo el Whole-cell. (Modificado de Veitinger, 2011).

6.7 Obtencidn de datos electrofisioldgicos

Los registros electrofisiologicos se realizaron en una configuracion inside out
de la técnica Patch clamp. Se utilizaron pipetas de borosilicato (Sutter), mismas que
fueron pulidas con una microforja MF-830 (Narishige) dando como resultado una
resistencia entre 3-6 MQ en las pipetas. Los experimentos se hicieron a temperatura

ambiente (~25°C) utilizando un amplificador EPC (HEKA Electronic) y el programa
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Pulse y Patch Master (HEKA Electronic GMBH). Las corrientes obtenidas fueron

analizadas con el programa lgor Pro (Wavemetrics Inc).

Los experimentos se realizaron con un ApH de 0.5 (6.5 extracelular y 6
intracelular), y con un protocolo de registro que va de -40 a 120 mV con pulsos de
incremento de 20 mV y un potencial de mantenimiento de -60 mV. Se utiliz6 la
misma solucion tanto para la pipeta como para el bafio, en la Tabla 3 se muestran

los reactivos y concentraciones de la solucién utilizada.

Tabla 3. Soluciéon empleada en los registros electrofisioldgicos.

Reactivo Concentracion (mM)
TMAOH 80
HMESO3 80
HEPES 100
HCI 8
CaCl2
MgCl2 2

6.8 Microscopia confocal

Para conocer la distribucion del canal AmHv1 en las células HEK293, se
tomaron imagenes con un microscopio confocal invertido Leica TCS SPS de las
cuatro construcciones, transfectadas por separado asi como co-transfectadas en
las combinaciones Cerulean-WT:Citrine-WT y Cerulean-AC:Citrine-AC en una

proporcion 1:1.

Las imagenes se obtuvieron excitando la muestra a 458 nm y 488 nm con un

laser de Argon. Asi mismo se obtuvieron imagenes en campo claro. Las imagenes

32



de confocal fueron adquiridas a 63X y se obtuvieron cortes de 1 um de grosor en el

eje Z; Las imagenes obtenidas se analizaron con el programa LAS X (Leica).

6.9 FRET

La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia, es un fenbmeno
fisico en el que la energia absorbida por una molécula fluorescente denominada
donadora es transferida a otra molécula (que puede o no ser una proteina
fluorescente) conocida como aceptora a través de un proceso no radiativo. Cabe
mencionar que esta transferencia es dada por las interacciones dipolo-dipolo entre

ambas moléculas (Takanishi et al., 2006).

Para que este fendmeno ocurra se necesitan cumplir tres condiciones (Ver
Figura 13), 1) Que el espectro de emisién del donador se superponga con el
espectro de excitacion del aceptor. 2) La orientacion relativa entre el dipolo de
emision del donador y el dipolo de absorcion del aceptor no se encuentre de manera
perpendicular, ya que al ser mas perpendicular sus orientaciones, las oscilaciones
de la resonancia entre éstas se cancelan y por ende hay menos transferencia
energeética. 3) La distancia entre el donador y aceptor debe ser no mayor de 10 nm
(Vogel et al., 2006) (este numero puede variar dependiendo del donador-aceptor
gue se utilice). Esta dltima condicién es de suma importancia ya que es gracias a
ella que podemos utilizar este fendbmeno como regla molecular debido a que esta

involucrada la distancia en el mismo.
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Figura 13. Condiciones FRET. Se muestras las tres principales condiciones para tener FRET. A
Es el sobrelapamiento de los espectros de emision y excitacion del donador-aceptor. B La
orientacién de los dipolos del par FRET. C Es la distancia minima sugerida requerida. (Modificada
de Vogel et al., 2006)

La teoria de la transferencia de energia muestra que la eficiencia de FRET
es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia entre dos moléculas
(Lakowcz, 2006):

Donde r es la distancia que hay entre el donador y aceptor, Ro es la distancia
en donde la eficiencia de FRET es del 50%, el valor de éste ultimo deriva de las
propiedades espectroscopicas de cada par FRET (donador-aceptor) asi como de
las caracteristicas entre ellas y del medio en donde se localicen, por lo cual Ro se

puede calcular para cualquier par FRET por medio de la siguiente ecuacion:

1
Ry = 0.211(k*n™*QpJ(1))8
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Donde k? es el factor de orientacion entre los dipolos del donador y aceptor,
n es el indice refractario del medio, Qo es el rendimiento cuantico del donador en
ausencia del aceptor y J(A) es la integral del sobrelapamiento del espectro de

emision del donador y el espectro de excitacién del aceptor, y esta dada por:

IO = [ Bes 2

0

Donde Fp es la intensidad de la fluorescencia del donador en el rango de A
con el total de la intensidad (area bajo la curva) normalizada a la unidad, €a es el

coeficiente de extincion molar del aceptor en A.

El factor k? esta definido por la posicién angular del aceptor con respecto al
vector del dipolo de emision del donador 8y, la orientacion del dipolo de absorcion
del aceptor con relacion al campo eléctrico del donador (Van der Meer, 2002). Por

lo cual el factor k? esta dado por:
k? = (1 + 3 cosB) cosw

Un factor importante que se debe de considerar es que la orientacion de las
moléculas donadoras y aceptoras se da de manera azarosa por lo cual se
desconocen los valores reales de 6 y w y por lo tanto también de k2. Utilizando la
probabilidad se ha establecido que el valor de k? es 2/3, debido a que el valor
promedio de un angulo polar es de 1/3 y dado que 6 y w son independientes da

como resultado el valor antes descrito para k? (Vogel et al., 2006).

6.10 Adquisicion de datos FRET

Para determinar la eficiencia aparente de FRET (Eapp), se tiene que medir

los espectros de emision del donador (Cerulean) y del aceptor (Citrine) por
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separado, por lo cual se realizaron transfecciones transitorias con 50 ng totales de

ADN de las construcciones Cerulean WT y Citrine WT en células HEK293.

De 24 a 48 horas después de la transfeccion, se realizaron las mediciones
de los espectros de emision correspondientes a cada una de las proteinas
fluorescentes. Las células fueron analizadas en un microscopio invertido de
epifluorescencia TE-2000U (Nikon), el cual estd acoplado a un laser Ar-lon 163C
(Spectra-Physics) de tres lineas: 458, 488 y 514 nm, ocupando las lineas 458 nmy
488 nn para excitar a Cerulean y Citrine respectivamente. Para ello se utilizé un
espectrografo de gradilla Spectra Pro 2150i (Action Instruments) acoplado a la
camara EMCCD modelo DL-658M-TIL (Luca, Andor) (Ver Figura 14).

Espejo Muestra

Microscopio
Filtro de Densidad Neutra

Lente Colector

Disparador
Laser
Fuente del laser

Espectrografo

Vision Interna

B.

Camara CCD
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> Parche de Membrana
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Filtro de Excitation «-

$== Al espectrografo, ocular o cAmara CCD
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Figura 14. Esquema del equipo utilizado. Esquema en donde se observan los diferentes
componentes y equipos que se ocuparon para la adquisicién de datos en los experimentos, asi
como su distribucion, empezando por el laser de tres lineas (458, 488 y 514 nm) el cual pasa por
un filtro de densidad neutra, seguido de un espejo que redirecciona el laser hacia el microscopio,
excitando de esta manera la muestra de interés, la sefial emitida por la muestra es captada por un
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espectrografo el cual estd acoplado a una cdmara, finalmente la sefial capturada por la camara es
enviada a una computadora para su posterior andlisis. (Modificado de Suarez-Delgado & Islas,
2020).

Debido a que, en parte, Citrine también se excita a 458 nm, se tiene que
determinar cual es el porcentaje de fluorescencia dada a esa longitud de onda, para
lo cual se realiza un cociente del valor a la longitud de onda de 458 nm entre el valor

a 488 nm (Figura 15F), el cual llamaremos cociente Ao.

Una vez medidas la excitacion de Cerulean WT y Citrine WT por separado,
se realizaron co-transfecciones utilizando 100 ng totales de ADN de las
construcciones antes mencionadas. De 24 a 48 horas después se midieron los
espectros de emision utilizando longitudes de onda de 458 nm y 488 nm.

El espectro de emision excitado a 458 nm presenta dos componentes (Figura
15A), uno que corresponde a una parte del espectro de emisién de Cerulean (Figura
15B) y el otro que corresponde al fendmeno conocido como FRET, para poder
cuantificar la eficiencia de FRET se tiene que escalar el espectro de Cerulean antes
calculado al primer componente (Figura 15C) y restarlo, dejando de este modo sélo
el segundo componente (Figura 15D). Para determinar el porcentaje real del
espectro sustraido que es explicado por FRET (si es que lo hay) se deben excitar
las células co-transfectadas a 488 nm (Figura 15E). Se obtiene entonces el cociente
del espectro sustraido y el espectro obtenido a 488 nm, dicho cociente se conoce

como cociente A.

Obtenidos los cocientes Ao y A se puede calcular la eficiencia aparente de

FRET (Eapp) por medio de la siguiente operacion:

Eapp = Cociente A — Cociente A,
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Si hay transferencia de energia, el valor del cociente A debe aumentar debido

al incremento del espectro de emision de Citrine, es decir, que para que haya FRET

el valor del cociente A debe ser mayor al cociente Ao.

Obtenido el valor de Eapp, se midi6 la intensidad tanto del donador (Id) como

del aceptor (la), para poder obtener un cociente entre ambas intensidades (Id/l1a) y

hacer una gréfica Eapp vs Id/la, cabe mencionar que este primer acercamiento se

hizo con una proporcion donador:aceptor 1:1. Posteriormente se trabajé con

diferentes proporciones de donador:aceptor (2:1 y 3:1) para observar el cambio en

la grafica Eapp vs Id/la y ajustar una curva que describa el comportamiento de las

construcciones WT.
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Figura 15. Determinacién de la eficiencia aparente de FRET (Eaap). A corresponde al espectro

de emision de las células co-transfectadas con Cerulean WT y Citrine WT excitadas a 458 nm. B es

el espectro de emision unicamente de Cerulean WT excitado a 458 nm, el cual se escal6 en C con

el espectro de emision de las células co-transfectadas. D es el espectro resultante de la
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sustraccion de A-B. E son los espectros de las células co-transfectadas excitadas a 488 nm
(amarillo). F corresponde a los espectros de emision tnicamente de Citrine WT excitado a 458 nm

(negro) y 488 nm (amarillo), para poder obtener el cociente conocido como Ao entre ellos.

De igual forma se realizé el mismo procedimiento antes descrito para las
construcciones Cerulean AC y Citrine AC respectivamente, variando unicamente en
la cantidad de ADN total utilizado en las co-transfecciones, siendo en este caso de

50 ng, utilizando las proporciones de donador:aceptor 1:1, 1:2 y 1:4.

Con la finalidad de corroborar si el C-terminal es el Unico factor determinante
en la dimerizacion del canal se prob6é una combinacién extra, co-transfectando
Cerulean WT y Citrine AC en las proporciones donador:aceptor 1:2, 2:1, 3:1, 4:11y
5:1 con la misma cantidad de ADN total que en las co-transfecciones WT.

Por ultimo, se utilizé6 como control negativo la construccion ArcLight, la cual
es una fusion entre el VSD de la fosfatasa de Ciona intestinalis (CiVSD) y la proteina
fluorescente pHluorina super ecliptica, misma que presenta una mutacion en la
posicion 227, sustituyendo la Alanina por un Acido Aspartico (Jin et al., 2012). Se
opté por esta construccién debido a que la fosfatasa no presenta el C-terminal con
las caracteristicas necesarias para formar el Coiled-coil, para este experimento se
utilizaron 200 ng totales de ADN en las co-transfecciones y en las transfecciones
individuales de cada construccion 100 ng totales. Las imagenes y datos obtenidos
de los experimentos fueron analizados con los programas Image J e Igor Pro

(Wavemetrics).
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7. Resultados

7.1 Identificacién de la secuencia del canal Hyl de Acropora
millepora

A partir de las secuencias que parecian corresponder al canal Hvl en los
corales A. millepora y A. digitifera (XM_015907823.1, XM _015907824.1,
XM_029346499.1 y XM_029346498.1) localizadas en el GenBank, se encontré el
marco de lectura abierto para cada una de las mismas, lo que permiti6 a su vez
seleccionar un par de las secuencias (XM_015907823.1 y XM_029346499.1) para
el disefio de los oligonucledtidos tomando como criterio de seleccidn las regiones
conservadas entre ellas. A continuacion, se presentan la traduccién de las

secuencias seleccionadas denominadas Ay B.

Traduccion de la secuencia A flanqueado por el primer par de

oligonucledtidos

MIDARTRRSSMDDQLPADELKEMGQPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANKNHR
EKLNELLHGDKIQYAIVVLVIIDIIVIAELVLDLRAGS

Traduccion de la secuencia B flanqueado por el segundo par de

oligonucledtidos

MGFTFFKHKMEVFDGFVIIVSFALDIAFSNEQGGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGIIL
SVQMRAEKKVQAVMKENAELKAELEQLKSKCAQLESELTTLKQS-

Para realizar un analisis de la posible estructura de las secuencias
flagueadas por los oligonucledétidos, se realizé un modelado por homologia de cada
una de las secuencias (Figura 16), utilizando el servidor SWISS-MODEL. Para
obtener el modelo de ambos fragmentos, se utiliz6 como molde el PDB: 3WKV, el
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cual corresponde a la quimera del canal Hvl de raton con el VSD de Ciona

intestinalis (mHv1cc).

Empalme

Quimera Hvl (mHvilcc)

Secuencias Ay B

5.
£
<
_;

%

»

»

>
4
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Figura 16. Modelos de las secuencias identificados como Hv1 de Acropora.
A) Modelos de las secuencias A y B obtenidos en SWISS-MODEL; B) Hv1 de ratén (PDB: 3WKYV);
y C) Empalme.

Con base en los resultados obtenidos en el analisis de los modelos, se pudo
proponer que la secuencia A corresponde al Amino terminal y parte del primer

segmento transmembranal de AmHv1, por otra parte, la secuencia B parece

corresponder ademas de los segmentos transmembranales tres y cuatro al

Carboxilo terminal del mismo canal.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede pensar que con el
oligonucledtido 5" y 3" de las secuencias A 'y B respectivamente se podria amplificar

la secuencia completa del canal AmHv1.

7.2 Amplificacion y clonacion del canal Hy1 de Acropora
millepora

Como se menciond en el método, se realizé la extraccion de ARNtotal de

acuerdo al método de Chomczynski y Sacchi (1987) para clonar el posible canal
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Hvl de A. millepora. En la figura 17 se observa un analisis por electroforesis de
agarosa (al 1.4% en MOPS 1X) del ARN total obtenido del coral. Por otra parte, se
determind la concentracion y pureza de la muestra (0.5 pg/pl y 1.8 respectivamente)
tomando los valores de absorbancia a 260 nm (para el caso de la concentracion) y

280 nm para la pureza (dividiendo los valores a 260 nm/280 nm).

Acropora
HEK  millepora

Figura 17. Extraccién de ARNtotal de Acropora. Carril 1. ARNtotal de Células HEK293, Carril 2:
ARNtotal de Acropora millepora. En ambas muestras se muestran los ARNribosomales, 28s, 18s,

5s en HEK293 y sus correspondientes bandas en la muestra de Acropora.

Determinados los valores de integridad, concentracion y pureza de la
muestra del ARN total, se hizo una RT-PCR usando tres pares de oligonucledtidos
independientes. Para amplificar las secuencias A y B antes descritas se utilizaron
los pares de oligonucleétidos AcHvl Nter 5 y 3" y AcHvl Cter 5" y 3
respectivamente, mientras que para amplificar el canal completo tedrico se usaron
los oligonucledtidos AcHv1 Nter 5° y AcHv1 Cter 3". En la figura 18 se muestran los

resultados de las amplificaciones obtenidas en las reacciones de PCR.
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SECUENCIA A SECUENCIA B SECUENCIA COMPLETA
M (N-TERMINAL) (C-TERMINAL) (HV1)

Figura 18. Amplificaciones por RT-PCR de AmH.1 parcial y completo. Carril 1: Marcador de peso
molecular 1 Kb, Carril 2: Amplificacion con los oligonucleétidos AcHvl Nter 5y 3°; Carril 3: AcHv1
Cter 5’y 37; Carril 4) Amplificacién con los oligonucleotidos AcHv1 Nter 5y AcHv1 Cter 37, ésta Ultima

combinacion nos permitié obtener en canal AmHv1 completo.

Las tres secuencias amplificadas fueron clonadas de manera independiente
en el vector pGEMT para generar mas copias y realizar la secuenciacion
correspondiente. Analizadas las secuencias se corroboré que corresponden
justamente a las secuencias A y B, asi como a la secuencia completa del canal
AmHv1. A continuacion se muestran los alineamientos del putativo canal AmHv1
con las secuencias A y B asi como la secuencia de residuos de aminoacidos del

canal.
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Secuenciad
Ambvl

Secuenciah
Ambvl

Secuenciah
AmHvl

Secuenciad
AmHvl

Secuenciad
AmHvl

Secuenciad
AmHvl

Secuenciad
Ambvl

SecuenciaA
Ambvl

Secuenciad
AmHvl

Secusnciad
AmHvl

Secusnciad
AmHvl

CTAGTACCAGACCTETCCGETTTCAAAAGTGACGCCTGGTTAATTTGCATATTTATGAAG

ACCACCAGCATGREATTTCGCAAATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGEATG

_______________________ ATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGRATG
B e e

ATCAACTTCCTGCAGATGAACTCAAGEAGATGREACAGCCAGRCACAACAGCTGCAGTGA
ATCAACTTCCTGCAGATGAACT CAAGGAGATEEEACAGCCAGRCACAACAGCTGLAGTGA

e e e e e T e

TEECAAGCACAGTATGTTTOACGOAAGATGACACGOAATGCCCAGCAAATALGAACCACT
TEECAAGCACAGTOTGTTTOACGOAAGAT GACACGRAATGCCCAGCAAATARGAACCACT

e e e P

GEGAAAAACTOAATGAACTACTTCATGGAGATAAGATTCAGTATGCCATTGTAGTTTTAG
GEGAAAAACTOAATGAACTACTTCATGGAGATAAGATTCAGTATGCCATTGTAGTTTTAG

e e e P

TGATCATTGATATCATCATTGTCATTGCTGAGTTGGTTCTTGACTTGAGAGCAGRATCAG
TGATCATTGATATCATCATTGTCATTGCTGAGTTGGTTCTTGACTTGAGAGCAGRATCAG

e e e P

ANCATCATGACAATTCTGCATCTCATGTCCTEGCACTATATCAGTATTGLCATCCTATCAG

AN AT CATOACAAT TCTGCATCTCATATCCTOCACTATATCAGTATTGCCATCCTATCAG
L e T LT TP

TCTTTATGATTGAGTTGCTTTTGAAGATCTATGCCATGGEATTCACATTTTTCAAGCACA

TCTTTATGATTGAGTTGCT TT TGAAGATCTATOCCATGOGATTCACATTTTTCAAGCACA
L e T LT TP

ARATGEAGGTGTTTEATGGCTTTGTTATAATTGTGTCATTTGCCTTGGATATTGLCTTCA
ARATGEAGGTGTTTGATGGCTTTGTTATAATTGTAGTCATTTGLCTTGGATATTGLCTTCA

R e R L L

Secuenciaf
AmHvl

Secuenciaf
AmHvl

Secuenciahd
AmHvl

Secuenciahd
AmHvl

Secuenciad
AmHvl

Secuenciad
AmHvl

Secuenciad
AmHvl

Secuenciahd
AmHwl

Secuenciahd
AmHwl

Secuenciahd
AmHwl

Secuenciahd
AmHwl

Secuenciah
AmHvl

Secuenciah
AmHvl

GTAATGAGCAGGRAGGTGTTEATGRCATGAGTCTTATTGTT TTACTTCGACTTTGGAGAG

GTAATGAGCAGOEAGETET TEATOECATEAGTCTCATTATTTTACTTCGACTTTGECGAG
T e LT LT E S P R

TAACAAGAATTGTCAACGEAATTATTTTGTCCATGLAAATGCGOGCTGAAAAGAAAGTTC

TAACAAGAATTOTCAACEEAAT TATTTTATCCETACAAATECERECTEAAAAGARAAGTTC
T L P e

ARGCEGTGATGAAGGAAAATGCTOAGC TAAAAGCAGAACTTEGAGCAATTGAAGAGCAAGT
AAGCGETEATCAMGEAAAATCCTGAGCTACALAMAGAACTTGAGCAATTGAAGAGCAAGT

I I  Er s Lt TEE e PP P

GTGCECAGTTGEAGTCTGAAT TRACAACATTAAAGCAAAGC TEAGAAGAGAAAAGAGLGE
GTECGCAGTTECAGTCTEAAT TEACAACATTAAAGCAAAGCTEA- -~~~ -~ - -

R R R R R R R S R R SRR R R e

AAGTAAGET TATCGAGGLGAAAGT TCATAGTGATACTGCCCTARATATGATCAGTGATTT

Figura 19. Alineamiento de la secuencia de nucledtidos entre las secuencia A con el putativo

canal AmHv1. Los amino&cidos con * son 100% idénticos, los que presentan : son aquellos que

presentan propiedades similares, los que no tienen ningulin signo son aminoacidos completamente

diferentes.
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SecuenciaB
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SecuenciaB
AmHvl

ACCCTTTTTAGTGAAGAGAAGTGCAAGATCAACATTTGCTATTCAGGTATTCGATTAATG  Szcuenciad TATTGCCTTCAGTAATGAGCAGGGAGETGTTEATGGCGTGAGTCTTATTGTTTTACTTCG
------------------------------------------------------------ AmHvl TATTGCCTTCAGTAATGAGCAGGGAGGTGTTGATGGCGTGAGTCTCATTGTTTTACTTCA
FEERER DI R DRR LR RRREREIR LI I R IR R IR R TR R RE sk ek Ry eRR

TGATCACAGTCTAAGATGTTTGATCACCAGTAAAAATAGTTTTGTCCTGAATTATAGTCA  secuenciaB ACTTTGGEAGAGTAACAAGAATTGTCAACGGAATTATTTTETCCGTGCARATGLGGGCTGA
S-o- Amhvl ACTTTGGCGAGTAACAAGAATTGT CAACGGAATTATTTTGTCCGTGCAAATGCGEGTGA

3*8**3*_$$‘éc*8*&‘8*8**838**838**338**338*33*8*33*3*3 FEEFEFRFRER

TCTTGAAGTCCAAACTATTGGTTCATTTCCGAGTTCCAEGTCTGTCAGAGGATCTCCATT g cyencian AAAGAMAGTTCAAGCGGETGATGAMGGAAMATGCT GAGE TARAAGCAGAACTTGAGCAATT
------------------------------------------------------------ AmHvl ARAGAAAGTTCAAGLGGETGATGAMGGAAAATECTGAGCTACAAASAGAACTTGAGCAATT

FEFHEFRFFERHIXFRLIFFRE AR EREBFEREBHEREXEE D BRI EEREBRERE SRS

TCTAGTGAGTTACCACCAGCATGGGATTTCGLAAATGATTGATGCAAGRACCAGACEATE  corjiancizg GAAGAGCAAGTGTGCGCAGTTEGAGTCTGAAT TGACAACAT TARAGCARAGC TGAGAAGA
""""""""""""""""" ATGATTGATGCAAGRACCAGACGATC gy g GAAGAGCAAGTGTGCGCAGTTGGAGTCTGAAT TRACAACATTAAAGCARAGCTGA - - - -

EHEEEERE SRR R SR SRR R R R R R
e e S e e

GAGCATOGATGATCAACTTCCTGCAGATGAAC TCAAGGAGATOOGACAGCCAGGLACAAD

GAGCATGGATGATCAACTTCCTGCAGATGAAC TCANGGAGAT GGEACAGCCAGGCACAAD iEEfEHCLaB BAAAACABCEGAAGTAAGETTATCEAGGCGRAAGTTCATAGTEATACTELCCTARATATE
AGCTGCAGTGATGECAAGCACAGTGTGTTTGACGRAAGATGACACGGAATGCCCAGCAR .

T AT AT A AGCACACT O T T T TOAC GO AACAT CACAC CEAATECCCAGCARs  SECUENCiaE ATCAGTGATTTTAAACAGTTTTGT TAGAT TGAAACAAGTTCGTAATAGTGGARATATATT
FEEFFFESE R E SRR I FEERE IR F IR A I XA R IR RSB R RS RERE R RS REEES AMH\JI ____________________________________________________________
TAAGAACCACCEGEAAMAACTGAATGAACTACTTCATEGAGATAAGATTCAGTATECCAT o+ g TTTATTTTTACAAAGT ACCTAGTTTACTGATGAGTGATAAARAAATAT CAACCARAGTCT

TAAGAACCACCOELAAAAACTGAATGAACTACTTCATGOAGATAAGATTCAGTATGCCAT
ST L

TOTAGTTTTAGTGATCATTGATATCATCATTGTCATTGCTGAGTTGETTCTTGACTTGAG .
TETAGTTTTAGTGATCATTGATATCATCATTGTCATTGCTGAGTTGETTCTTGACTTaAs  Secuencias ATAACT TAAGTGCTGCAAAGATAAAAAATTGACCATTTGTTTTCCTTAGTGEAAAGAAAC

e 5 R R mR R RS mmssEsssssssensssssnss  AMHV]

AGCAGGATCAGAACATCATGACAATTCTGCATCTCATGTCCTGCACTATATCAGTATTGE ,
AGCAGGATCAGAACATCATGACAATTCTGCATCTCATATCCTACACTATATCAGTATTGC  Secuenciad GTTGAAGTCATTTCGARAATATAGGAGATGTATCCTTTTTTTTAATTAGTGC TCAGACAA

SRR R R R AR R R RS R R R R AR AR AR AR R R R IR AR E SRS R R A e R e ke OOV ----iiioio i

CATCCTATCAGTCT TTATGATTEAGT TACTT T TRAAGATCTATGCCATAGRATTCACATT .
CATCCTATCAGTCTTTATGATTGAGT TGCTTTTGAAGATCTATGCCATGEGATTCACATT Secuenciad GCAATTOTOTAAAATT TOTAAAGCAATTTCATAGAGAATAATTTTTGTATTTTARGACTT
B T T T T T T T T T L T T T 11| i A e

TTTCAAGCACARAATGRAGGTGTTTEATGGCTTTATTATAATTGTGTCATTTGCCTTGGA
TTTCAAGCACAAAATGGAGETGTTTGATGGCTTTGTTATAATTGTGTCATTTGCCTTGGA SecuenciaB TTATGATTGCCTTAAAGTTAAAGAGAATTATCACTCAAAGAACGCAAGATTAAATATCAG
L T ] T e et e

SecuenciaB TEATTTCTTTGATTAT CAGAGAGTCCTTTTT TATAATGTAATCATCTTATTATTTACCAT
AMHWL s e e e oo -
SecuencizB ATAGGATAAGT TATACTTTCTACCTATATAGTAT TAT TASAATOTGOAALAGALATALAAL
AmHUL s e
SecuenciaB ATGAAACCTTG
AmHvl 0 meeeeeeeaea

Figura 20. Alineamiento de la secuencia de nucledtidos entre las secuencia B con el putativo
canal AmHv1. Los amino&cidos con * son 100% idénticos, los que presentan : son aquellos que
presentan propiedades similares, los que no tienen ninglin signo son aminoacidos completamente

diferentes.

Secuencia en aminoacidos del canal Hv1 de Acropora millepora

MIDARTRRSSMDDQLPADELKEMGQPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANKNHR
EKLNELLHGDKIQYAIVVLVIIDIIVIAELVLDLRAGSEHHDNSASHVLHYISIAILSVF
MIELLLKIYAMGFTFFKHKMEVFDGFVIIVSFALDIAFSNEQGGVDGVSLIVLLRLW
RVTRIVNGIILSVQMRAEKKVQAVMKENAELQKELEQLKSKCAQLESELTTLKQS-
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A partir de la secuencia del canal AmHvl, se realiz6 un modelado por
homologia en el servidor SWISS-MODEL, utilizando el PDB del canal mHvlcc
(BWKYV). En la figura 21 se observa la comparacion del modelo computacional
obtenido para el AmHv1 con la quimera de raton.

A HvldeAcropora millepora Quimera Hv1 (mHvlcc)

Empalme

S
T™2 :':
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Figura 21. Modelo estructural del canal Hy/1 de Acropora millepora.
A) Modelo computacional del canal AmH,1 obtenido en SWISS-MODEL; B) Quimera Hv1 (PDB:
3WKYV); y C) Empalme.

Clonada y caracterizada la secuencia del canal AmHvl, se realiz6 una
subclonacion de dicha secuencia ahora en el plasmido pcDNA3.1, el cual es un
vector de expresion en células de mamifero. Esta construccion fue utilizada para la
expresion transitoria del canal de estudio en células HEK293. Este sistema de
expresion heteréloga nos permite realizar la caracterizacion electrofisiolégica del

nuevo canal.

7.3 Obtencion de la fusiéon del canal AmHy1ly AmHy1AC con las
proteinas fluorescentes Cerulean y Citrine

Como se menciond en el método, para obtener la fusion de las proteinas
fluorescentes con el canal AmHv1 se utilizo la técnica PCR overlap, como primer

punto se amplificaron los canales AmHv1l y AmHv1AC. En la figura 22 se muestran
46



las amplificaciones obtenidas en la PCR1 para WT, AC y las proteinas Citrine y
Cerulean. Como se observa en la Figura 22, los tamaros del WT y el AC difieren un
poco como es de esperarse, siendo de 700 pb el canal completo y de 580 pb el
canal deletado. En el caso de las amplificaciones de las proteinas fluorescentes

Cerulean y Citrine, se obtuvo también el peso esperado de 800 pb en ambos casos.

AmHv1 AmHv1-AC

Citrine_ Cerulean

Figura 22. Productos de PCRL1. En la parte superior se muestras las bandas correspondientes al
canal AmHv1 y AmHy1AC, siendo el primero de aproximadamente de 700 pb, mientras el segundo
de 580 pb. En la parte inferior se muestran las bandas correspondientes a Citrine y Cerulean las
cuales tienen un peso de 800 pb. (Para todas las amplificaciones se realizé 2 reacciones de PCR

para obtener una cantidad suficiente de molde para iniciar la PCR2).

Al realizarse la PCR2 se obtuvieron las cuatro fusiones (denominadas a partir
de este momento como construcciones) necesarias para el estudio de la
estequiometria del canal. Se conserva la pequefia diferencia entre las
construcciones WT y AC (Figura 23) cuyos pesos moleculares son de 1.5 kb y 1.4

kb respectivamente.
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Citrine-AmHv1 Cerulean-AmHv1 Citrine-AmHv1AC Cerulean-AmHv1AC

Figura 23. Producto de PCR2. Se muestran las bandas de las cuatro fusiones de las proteinas,

siendo las construcciones con AmHv1 mas pesadas (1.5 Kb) que las construcciones con AmHv1AC
(1.4 Kb).

Una vez obtenidas las fusiones cada una de ellas fueron clonadas en el
vector pcDNA3.1 en los sitios Kpnl y Notl. Estas construcciones fueron utilizadas
para obtener las imagenes de microscopia confocal y para realizar el analisis por
FRET.

7.4 Distribucion del canal AmHv1 en células HEK293

Las construcciones AmHvl WT y AC fusionadas con las proteinas
fluorescentes fueron expresadas en células HEK293 y analizadas en microscopia
confocal como un primer acercamiento para conocer la distribucion de las mismas.
Se adquirieron diferentes imagenes a 63X de células HEK293 expresando cada una
de las construcciones por separado. En cada figura se presentan cortes de 1 um en
el eje Z (Figura 24 y 25).
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Z-08 Z-15

Cerulean-
AmHv1 WT

Citrine-
AmHvV1 WT

Figura 24. Fotos en microscopia confocal a 63X de las construcciones Cerulean WT y Citrine
WT. En la fila superior se muestran las células HEK 293 transfectadas con Cerulean WT en
diferentes planos del eje Z, Unicamente cuando es excitada a 458 nm. En la fila inferior se
encuentra la construccion Citrine WT en los mismos planos del eje Z que Cerulean WT, la cual

responde con fluorescencia exclusivamente al ser excitada a 488 nm.

Cerulean-
AmHv1 AC

Citrine-
AmHv1AC

Figura 25. Fotos en microscopia confocal a 63X de las construcciones Cerulean AC y Citrine
AC. En la fila superior se muestran la construcciéon Cerulean AC en diferentes planos del gje Z,
excitada a 458 nm. En la fila inferior se encuentra la construccién Citrine AC en los mismos planos
del eje Z que Cerulean AC, la cual responde con fluorescencia exclusivamente al ser excitada a
488 nm.

Como se puede observar en la Figura 24 y 25, es probable que la distribucion
del canal AmHv1 (fusionado a Cerulean o Citrine) sea en el citoplasma y membrana
plasmatica. Este mismo resultado se observé en las dos construcciones de AmHv1
AC fusionado a las mismas proteinas fluorescentes. Lo anterior indica que la
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eliminacion del C-terminal aparentemente no altera la distribucion del canal en la

célula.

Por otra parte, cuando se realizaron las co-transfeccion en proporcion 1:1 de
las construcciones: Citrine-AmHv1:Cerulean-AmHv1; Citrine-Hv1AC:Cerulean
Hv1AC y Citrine-AmHv1AC:Cerulean-AmHv1, para todos casos se observo la
misma distribuciéon del canal AmHvl1 WT y AC que la observada para las
transfecciones independientes (Figura 26).

En las co-transfecciones se puede observar que los canales WT y AC
independientemente de las combinaciones expresadas, siempre se expresan en el
citoplasma y en la membrana plasmatica. Otro punto importante es que al obtener
la combinacién de las imagenes obtenidas excitando a 458 nm y 488 nm se presenta

una colocalizacion de la sefal en todos los casos.

Cerulean WT — Citrine WT
11

CeruleanAC - Citrine AC
11

Cerulean WT — Citrine AC
11

Figura 26. Distribucion de Cerulean WT, Citrine WT, Cerulean AC y Citrine AC
cotransfectados en células HEK293. Se muestra la fluorescencia de tres combinaciones de las

construcciones en células HEK293 a 63X excitadas a 458 nm y 488 nm asi como la co-localizacion
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de las mismas. La hilera superior corresponde a la combinaciéon WT, la hilera de en medio a la

combinacién AC y la hilera inferior a la combinacién WT-AC.

7.5 Registros electrofisiologicos

Una vez que se verificé que las construcciones tienen la misma distribucion
celular, se hicieron los registros electrofisiologicos de cada una de ellas con la
finalidad de comprobar si la fusién con Cerulean o Citrine afectaban o no la actividad
del canal. Para ello se obtuvieron las familias de corrientes tanto de las
construcciones WT (Figura 27A) como de las construcciones AC (Figura 28A)
mediante la técnica de Patch clamp en configuracion inside-out, en células HEK293

transfectadas con cada una de las construcciones.
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Figura 27. Registros electrofisioldgicos contrucciones de Hy1 WT. A) Familias de corrientes
representativas de las construcciones Cerulean WT (azul) y Citrine WT (amarillo) dadas por una
despolarizacién que va de -40 a 180 mV en intervalos de 20 mV. B) Curvas del promedio de las
Conductancias normalizadas vs voltaje (Gnorm-V) de los registros obtenidos de Cerulean WT (n=6) y
Citrine WT (n=7) a un ApH 0.5.
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A partir de las familias de corrientes se obtuvieron las graficas Corriente vs
Voltaje (IV) y subsecuentemente la conductancia de las mismas para graficarlas una
vez normalizadas contra el voltaje (Figuras 27B y 28B). De acuerdo con estos
resultados podemos concluir que las cuatro construcciones son funcionales al

presentar corrientes idnicas al despolarizar la membrana.
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Figura 28. Registros electrofisiologicos de las construcciones AC. A) Familias de corrientes
representativas de las construcciones Cerulean AC (azul; n=4) y Citrine AC (amarillo; n=7)
obtenidas con un protocolo de corriente que va de -40 a 180 mV en intervalos de 20 mV. B) Curvas
del promedio de las Conductancias normalizadas vs voltaje de los registros obtenidos a un ApH
0.5.

7.6 Eficiencia aparente de FRET

Como ya se menciond, en este trabajo se utilizé la técnica FRET para
determinar la estequiometria del canal AmHv1, para ello se obtuvieron imagenes de
la fluorescencia en células transfectadas y co-transfectadas con las diferentes

construcciones, asi como su respectivo campo claro, ademas se delimitd una
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seccion de la membrana para obtener el espectro de emision de la misma (Figura

29y 30).
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Figura 29. Espectro de emision de Cerulean WT y AC. Ay C muestra el método de como es la
obtencién del espectro de Cerulean, en I) se toma una fotografia en campo claro de la célula de
interés, posteriormente en Il) se toma la fluorescencia de la misma, y se elige una pequefia area
que delimite una parte de la fluorescencia de la membrana como se aprecia en lll), por dltimo, en

IV) se toma el espectro de emisién. B y D corresponden a las gréaficas del espectro obtenido.

Como siguiente paso hacia el estudio de la estequiometria por medio de
FRET se tiene que obtener el cociente Ao, para ello se mide tanto la excitacion
normal (a 488 nm) como la excitacién directa del aceptor (a 458 nm) (Figura 30B y
D), entendiéndose como excitacion directa al espectro de emision dado a la longitud

de onda en que se excita el donador. Teniendo ambos espectros se divide el

obtenido a 458 nm entre el de 488 nm.

53



Promedio Cociente AO= 12.45%

25 4
= 20
=
= 154
=
é 10 -
= 5

o T T T T T T
450 500 550 6800 650 700
Longitud de onda (nm)
Promedio Cociente AO = 12.66%
3000

2000

Intensidad (U.A)

1000

0 —Lemanacons e - : e vere

450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

=

Figura 30. Espectro de emision de Citrine WT y AC. En Ay C se muestra el método de como es
la obtencién del espectro de Citrine. B y D corresponde a los espectros de emisién de Citrine
excitados a 488 nm (amarillo) y 458 nm (rojo), ademas se muestra el porcentaje promedio del

cociente Ao tanto para WT como para AC.

Como primer experimento se co-transfectaron las construcciones Cerulean y
Citrine WT (Figura 31), calculando la Eapp asi como la intensidad del donador y
aceptor (Id e la) tal como se mencioné en el método, para que de esta manera se

pueda graficar la Eapp vs el cociente de las intensidades (Id/1a) (Figura 32).
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Figura 31. Co-expresion de las construcciones Cerulean y Citrine WT. En A se muestra el
método de cdmo es la obtencion de espectro de emision al co-expresarse Cerulean WT y Citrine
WT resultado de FRET. B corresponde a los espectros de emisién de Cerulean excitado a 458 nm
(azul) y Citrine excitado a 488 nm (amarillo). En verde se muestra el espectro de Cerulean y Citrine
resultado de la transferencia de energia y en rojo el espectro sustraido del mismo, ademas se

muestra el porcentaje del cociente A del experimento.

En el caso de esta primera combinacion se utilizaron las proporciones de
donador:aceptor 1:1, 2:1 y 4:1 con una n de 134 células en total, asi mismo se hizo
un ajuste en la grafica (Figura 32B) para determinar que comportamiento tiene el

canal, es decir, si realmente funciona como un dimero.
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Figura 32. Eficiencia aparente de FRET en Cerulean WT - Citrine WT. Se muestran dos
gréficas de Eaap vs Id/la. A corresponde a la grafica en donde se observan diferentes
concentraciones de donador-aceptor. B es el promedio de los puntos tomados en A tanto para el
eje X como el Y, junto con los ajustes de dimero, trimero y tetrAmero para la misma gréfica.

Como siguiente combinacion se co-transfectaron las construcciones
Cerulean y Citrine AC (Figura 33), para verificar si realmente el C-terminal es el
factor determinante en la dimerizacion del canal AmHv1, por lo cual se graficé de
igual manera la Eapp vs Id/la de esta combinacién (Figura 35) en la que se utilizaron

las proporciones de donador:aceptor 2:1 y 3:1 con una n de 116 células totales.
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Figura 33. Co-expresion de las construcciones Cerulean y Citrine AC. En A se muestra el
método de cémo es la obtencidon de espectro de emisién al co-expresarse Cerulean AC y Citrine
AC resultado de FRET. B corresponde a los espectros de emision de Cerulean excitado a 458 nm

(azul) y Citrine excitado a 488 nm (amarillo). En verde se muestra el espectro de Cerulean y Citrine
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resultado de la transferencia de energia y en rojo el espectro sustraido del mismo, ademas se

muestra el porcentaje del cociente A del experimento.
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Figura 34. Eficiencia aparente de FRET en Cerulean AC — Citrine AC. Se muestran dos graficas
de Eaap vs Id/la. A) corresponde a la gréfica en donde se observan la dispersion de datos del par
FRET. B) es el promedio de la dispersion de datos captados en A en ambos ejes, junto con los

ajustes para la misma gréfica.

Dado que se encontré FRET en la combinacion AC, se decidid hacer una
tercera combinacion entre Cerulean WT y Citrine AC (Figura 35) para ver si existe
Eapp y de esta manera estudiar si hay una interaccion entre ellos, lo que nos
permitiera seguir caracterizando el papel del C-terminal en la formacion de canal
dimérico. Para esta combinacién se utilizaron las proporciones donador:aceptor 1:1,

2:1,3:1,4:1,5:1y 1:2 con una n de 150 células totales (Figura 36).
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Figura 35. Co-expresion de las construcciones Cerulean WT y Citrine AC. En A se muestra el
método de cdmo es la obtencion de espectro de emisién al co-expresarse Cerulean WT y Citrine
AC resultado de FRET. B corresponde a los espectros de emision de Cerulean excitado a 458 nm
(azul) y Citrine excitado a 488 nm (amarillo). En verde se muestra el espectro de Cerulean WT y
Citrine AC resultado de la transferencia de energia y en rojo el espectro sustraido del mismo,

ademas se muestra el porcentaje del cociente A del experimento.
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Figura 36. Combinacion Cerulean WT-Citrine AC. Graficas de la Eapp vs Id/
la. A Muestra la dispersién de datos del donador:aceptor de 6 diferentes proporciones. B Promedio

de la dispersién de datos mostrada en A junto con tres ajustes a la gréfica.
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Para corroborar los resultados obtenidos en las combinaciones anteriores, se
utilizé como control negativo una cuarta combinacion entre la construccidon ArcLight
(Donador) y Citrine WT (aceptor) (Figura 36).
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Figura 37. Control negativo. En A se muestra el método de cdmo es la obtencién de espectro de
emisioén al co-expresarse Cerulean WT y Arclight resultado de FRET. B corresponde a los
espectros de emision de Cerulean excitado a 458 nm (azul) y Arclight excitado a 488 nm (amarillo).
En verde se muestra el espectro de Cerulean WT y Arclight resultado de la transferencia de
energiay en rojo el espectro sustraido del mismo, ademas se muestra el porcentaje del cociente A

del experimento.

AcrLight es una fusién entre una pHluorina y el CiVSD la cual no presenta el
C-terminal que es necesario para la formacién del Coiled-Caoll, lo cual hace que esta

construccion sea un candidato perfecto para ser un control negativo.
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Figura 38. Control negativo FRET. Graficas Eapp vs Id/la de la combinacion ArcLight y Citrine
WT. A Dispersién de datos en la proporcién 1:1 de donador:aceptor. B Promedio de los puntos e

A junto con diferentes ajustes para la misma.

n

A pesar de haber Eapp en esta ultima combinacién (Figura 38), el valor

obtenido para este grupo es menor en comparacion con los experimentos

anteriores, teniendo en la mayoria valores negativos o cercanos a cero. Lo que se

puede observar también es el hecho que el ajuste que mejor se adecua a los datos

sigue siendo el de dimero incluso en el control negativo. Estos resultados apoyan

a

los datos obtenidos en los grupos experimentales, en los cuales al parecer el C-

terminal no es determinante para que se dé la interaccion entre subunidades.
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8. Discusion

8.1 Caracteristicas generales de la secuencia AmHy1

Se han descrito diferentes modelos que intentan explicar el transporte de
iones que estan implicados en la calcificacion de corales, sin embargo, no se habia
podido identificar experimentalmente la existencia de alguna proteina que pudiera
estar implicada particularmente en el movimiento de protones durante ese proceso.
La identificacion y clonacion del canal Hvl en la especie A. millepora es un primer
acercamiento en el estudio del papel que pudiera tener este canal en el proceso de

calcificacién en corales.

Como se observa en las figuras 19 y 20 la similitud entre la secuencia de
nucledtidos del canal AmHv1 y las Secuencias A y B que se habian reportado
previamente es del 99.1%, difiriendo solamente en algunos nucledtidos. Al traducir
dichas secuencias y hacer un nuevo alineamiento entre ellas como el que se
presenta a continuacion se puede apreciar que la similitud entre las tres secuencias
se mantiene, solamente difieren dos aminoacidos entre la secuencia B y el canal
AmHv1 en las posiciones 203 y 204, sin embargo, es preciso sefialar que en la
primera posicion mencionada los aminoacidos aunque diferentes presentan
propiedades similares, mientras que en la siguiente posicibn son aminoacidos

totalmente diferentes.
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A) Alineamiento de las secuencia A con el putativo canal AmHv1

Secuenciad MIDARTRRSSMDDOLPADELKEMGOPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANKNHREKLNELL

Ambvl MIDARTRRSSMODOLPADELKEMGOPGTTAAVMASTYVCLTEDDTECPANKNHREK LNELL
R e e e R e e e e R

Secuenciad HEDKIOYATWVWILVIIDITIVIAELVLDLRAGS - - - - ---------m o mmmm e oo

AmHvl HEDKIQYAIVVLVIIDIIIVIAELVLDLRAGS EHHDONSASHYLHY ISIATLSVIFMIELLL
e R e e e e e

Secuencisl 0 m-mmmmmmmm e e

AmHvl KIYAMGFTFFRHKMEVFDGFVIIVEFALDIAF SNEQGGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGI

Secuencial 0 ---eememememem e

AmHvl ILSVOMRAEKKVQAVMKENAELQKELEQLKSKCAQLESELTTLRQS

B) Alineamiento de la secuencia B con el putativo canal AmHv1

SecusncidB 0 - e e e
AmHvl MIDARTRRSSMODQLPADE LKEMGQPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANKMHREKLMELL
SecusncidB 0 - e e e
AmHvl HEDEIQYATVVLVIIDITIIVIAELYLDLRAGSEHHDNSASHVLHY ISTATLSVFMIELLL
SecuencisB - ---MGFTFFKHKMEVFDGFVIIVSFALDIAFSHEQEGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGI
AmHvl KIYAMGFTFFEHKMEVFDGFYIIVSFALDIAFSHEQEGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGI
e e
SecuencisB ILSWOMRAEKEVOAVMEENAELKAELEQLIKSKCAQLESELTTLEQS
AmHvl ILSWOMRAEKEVOAVMEENAELQKELEQLKSKCAQLESELTTLRQS

*xExkkddrFrxsxbRkRFEEEE s kA FEFE LTI EIFEETXEER

Figura 39. Alineamiento de las secuencias Ay B con el canal AmHv1. A) Corresponde

al alineamiento entre la secuencia Ay el canal AmHv1 y B) Es el alineamiento entre la secuencia B
y el canal AmHv1. Los aminoacidos que son 100% idénticos son representados con un asterisco
(*), mientras que los aminoacidos que tienen dos puntos (;) son los que presentan propiedades

similares, por ultimo, los aminoacidos que no tienen ningun signo son completamente diferentes.

Al ver el modelado de este nuevo canal (Figura 21) se puede decir que estas
diferencias tanto en nucleétidos como en aminoacidos no parecen afectar su
estructura por lo que se puede llegar a pensar que posiblemente se traten de

mutaciones silenciosas o variaciones sin importancia.

Comparando la secuencia de residuos de aminoacidos del canal AmHv1 con

el canal de humano (Figura 40) se puede observar una clara diferencia entre en
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tamafo de ambas secuencias, siendo 273 aminoacidos para el canal hHvl y 226

aminoacidos para AmHvl. En esta imagen también podemos ver que existen

muchos aminoacidos conservados, principalmente en el dominio S4, en donde se

observa el sello caracteristico de estos canales activados por voltaje (RXXRxxRXxXx).

Cabe mencionar que las regiones donde se encuentra la mayor diferencia son en

los dominios amino y carboxilo terminal. Finalmente, es importante resaltar que, a

pesar que a nivel de aminoacidos ambas secuencias muestran varias similitudes, a

nivel de nucleétidos son muy diferentes.

Alineamiento de las secuencias niumero de acceso NM_001040107.2 (H. sapiens) y

A.millepora
H.sapiens

A.millepora
H.sapiens

A.millepora
H.sapiens

A.millepora
H.sapiens

A.millepora
H.sapiens

XM_029346499.1 (A. millepora).
-—--MID S o SMDDQLPAD GT|
MATWDE KVAPAERMSKFLRHFTVVGDDYHAWNINYKKWENEE EE EE PP
AAVMASTVCLEE DTEC -BENKNHREKENEBLHGDKT Y 1TBrIIfiT
PVSGEEGRAAAP GPAPRAPLDFRGMERKEESSHRE LBALLVL
RAGSEHHDNSESH L IHLLLRIYAMGET GFMIT
I KIIQPDKN IIFKLEVFRLEEEHHKE IL 1Y
ESNEQGGVDGVS KKVQAVMKE E QK
I LLFQEHQFEALG KT S RQLLRLKQ

ELEQEKSKEAQL S LTTEKOS--------——-—
KIQH EFS@SEK| 1E NKLLRQHGLLGEVN

Figura 39. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de AmHv1 y hHv1. Se muestran

las secuencias de aminoé&cidos (aa) del canal Hv1 de las especies Acropora millepora y Homo

sapiens. Los aminoacidos en lila con un * son aquellos que se conservan al 100% en ambas

secuencias, en azul con : los aminodcidos que se conservan fuertemente y tienen propiedades

similares, en amarillo los aminoacidos que se conservan débilmente y en rojo se muestran las

Argininas conservadas del sensor de voltaje de ambos canales.

8.2 Electrofisiologia de AmHy1

Respecto a su estructura, el nuevo canal AmHv1 no parece ser muy diferente

a lo reportado para mamiferos (Figura 21), lo que sugiere que a nivel funcional
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puede ser muy parecido a lo ya descrito para el Hv1 de otras especies. De hecho,
de acuerdo con los resultados obtenidos por Cecilia Cervantes Cano, quien también
participd en la clonacion y caracterizacion electrofisiolégica de dicho canal,
podemos decir que funcionalmente se trata efectivamente de un canal selectivo a
protones, activado por voltaje, modulado por delta pH e inhibido por Zinc. Asi mismo,
se encontraron algunas caracteristicas exclusivas de este canal como su cinética
de activacion, entre otras. Ahora bien, el presente trabajo se centré6 puntualmente
en determinar si el nuevo canal AmHv1l se expresa como dimero y en aportar
informacion sobre el papel del C-terminal en la estequiometria del canal. Es
importante comentar que todos los resultados obtenidos durante la clonacion y
caracterizacion del nuevo canal AmHv1 ya han sido publicados recientemente por
nuestro grupo de trabajo (Rangel-Yescas et al., 2021).

A través de diferentes experimentos en el canal Hvl de humano (Tombola
et al., 2008), raton, urocordado (Koch et al.,, 2008; Gonzélez et al.,, 2010) y
cocolitéforo (Taylor et al., 2011) se ha reportado evidencia suficiente para demostrar
que el canal Hv1 trabaja normalmente como un dimero al menos en estas especies.
Sin embargo, como contraparte, se tienen evidencias que en otros organismos
como dinoflagelados (Smith et al., 2011) y diatomeas (Taylor et al., 2012) el canal

Hv1 se expresa como mondémero.

Una de las caracteristicas que permite discernir entre una configuracion
dimérica de una monomérica es el comportamiento en su cinética de activacion. Se
ha reportado que Hv1 al ser dimero presenta una cinética de activacion sigmoidea
mientras que es exponencial cuando se trata de un monomero (DeCoursey, 2018);
por este mismo comportamiento la activacion del canal es aproximadamente 5.5
veces mas lenta como dimero que como mondmero. Estas caracteristicas han sido
atribuidas a la existencia de un “gating” cooperativo que se presenta en dichos
canales diméricos, ademas las cargas elementales que tienen (eo) son 6 y 3
respectivamente, siendo la mitad cuando se trata de un mondémero (Smith &
DeCoursey, 2018).
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A pesar que este trabajo no se enfocO en realizar una caracterizacion
detallada de las propiedades biofisicas de los canales AmHvl1 WT y delta C, los
datos obtenidos en los registros electrofisiologicos (Figuras 25 y 26) difieren de las
caracteristicas presentadas para las construcciones monomeéricas. Las graficas
Conductancia vs Voltaje (G-V) tanto de las construcciones WT como AC presentan
un comportamiento sigmoideo en su cinética de activacion, ademas las cargas
elementales que tienen son 1.12 y 1.97 para el caso de las construcciones WT y
0.87 y 1.14 para las construcciones AC. Estas evidencias nos permiten sugerir que
la eliminacion del C-terminal para este nuevo canal AmHvl no le confiere
propiedades electrofisiologicas al canal trunco diferentes al WT. Dichos datos
concuerdan con lo reportado para otros canales delta C (DeCoursey, 2018).

8.3 Fluorescenciay estequiometria del canal AmHv1

Por otra parte, las imagenes obtenidas en microscopia confocal (Figura 24,
25y 26) junto con los registros electrofisioldgicos sugiere que las construcciones se
expresan en la membrana plasmética e indican que la eliminacién del C terminar no
parece afectar ni su distribucion ni su funcion. Ademas, es importante sefialar que
la funcion del canal WT y delta C no se ven afectada por la fusidon con las proteinas

fluorescentes.

Ahora bien, en los experimentos de FRET, se procuré usar una cantidad de
ADN total de 50-100 ng, con la finalidad de evitar una sobreexpresion de los canales
en la membrana dando como resultado un falso positivo en la interaccion entre las
subunidades, y que haya transferencia de energia debido a la cercania de los

mismos y no porque haya una configuracion oliogmérica entre ellos.

De acuerdo con los resultados mostrados y teniendo las precauciones antes
mencionadas, en la grafica Eapp vs Id/la de las construcciones WT (Figura 32) se

observa que existe FRET entre ellas, ademas se encontré que el ajuste que mejor

65



explica el comportamiento del promedio de los datos obtenidos es el ajuste dimérico,
por lo cual se puede sugerir que el canal AmHv1 WT se expresa como un dimero,

tal como ocurre en el canal de humano, raton, urocordado y cocolitéforo.

Para el caso de la combinacion de las construcciones AC (Figura 34), de igual
manera hay eficiencia aparente, sin embargo, al observar el ajuste de los datos
podemos decir que los resultados obtenidos no se ajustan al 100% a algun tipo de
estequiometria en particular, lo que hace pensar que este canal truncado forma
multimeros. A pesar de ello, tal como sucede en las construcciones WT, el ajuste

gue mejor explicacion tiene de los datos es el dimérico.

Dado que la eliminacion del C-terminal en el canal AmHv1 al parecer no es
determinante para la formacion de mondémeros, nuestros resultados podrian ser
explicados con la existencia de otras regiones de interaccion entre las subunidades
ademas del C-terminal, las cuales permitan la formacion de dimeros. Estos datos
concuerdan con lo reportado para otros canales Hv1, donde también se ha sugerido
la existencia de una interface dimérica la cual se ha propuesto en estudios con el
canal CiHv1 (Mony et al., 2020), en donde existen interacciones entre los segmentos
S1-S1, S4-S4 y S1-S4 de cada subunidad. Estas interacciones pueden seguir
existiendo aun sin los dominios C-terminales por lo cual es factible pensar que son

estas mismas las que de alguna manera generan la dimerizacion sin el Coiled-coil.

Por otro lado, se llega observar este mismo efecto en la combinacion
Cerulean WT-Citrine AC (Figura 36), hay eficiencia aparente que sigue siendo mejor
explicada por una configuracion dimérica, reforzando de esta manera la idea
propuesta por Mony y colaboradores, la cual sugiere que existen otras interacciones
en la interfaz dimérica que de alguna manera parecen jugar un papel en la

estequiometria del canal.

Es importante mencionar que en cada una de las combinaciones (WT-WT,

AC-AC y WT-AC) el porcentaje de la eficiencia aparente cambia, indicando que las
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posibles interacciones entre los segmentos de cada subunidad varian dependiendo
del contexto en el que se encuentren, pero manteniendo de alguna manera una
configuraciéon dimérica estable que permite la funcionalidad del canal AmHv1,
debido a esto se pudieron obtener registros de corriente de las cuatro

construcciones con resultados muy similares entre si.

Para constatar los datos experimentales obtenidos en los experimentos
anteriores, se utiliz6 como control negativo la construccion ArcLight como donador
(Figura 37), debido a que presenta cierto parecido estructural con el VSD del canal
Hvl, siendo la unica diferencia el no contar con un C-terminal que permita la

estructura Coiled-coil (Jin et al., 2012).

Si bien en este Ultimo experimento también hay eficiencia aparente, es
preciso sefialar que la hubo en menor medida (siendo de aproximadamente un 5%)
comparado con los demas experimentos, esto posiblemente es explicado por los
microdominios lipidicos como las balsas lipidicas o caveolas que suelen secuestrar
las proteinas asociadas a las membranas plasmaticas como los canales ionicos,
generando agrupaciones dentro de las mismas (Zacharias et al., 2002) y por
consiguiente hay transferencia de energia por la cercania de los canales dentro de
las mismas agrupaciones. Asi mismo la mayoria de los datos obtenidos en el control
negativo (Figura 38) tienen valores cercanos a cero o negativos, explicados por un
posible fotoblanqueo del aceptor. A pesar de haber utilizado un aceptor diferente
como parte del control negativo y que por ende su valor de Ro sea diferente al de
los demas experimentos, el valor de r entre las combinaciones WT-WT, AC-AC y
WT-ArcLight son similares (58, 54 y 56 respectivamente) validando de esta manera
los resultados obtenidos, es decir, que los datos no resultan de algun artefacto,
haciendo de esta manera un control negativo aceptable. Otro punto a recalcar es el
hecho que inclusive en este Ultimo experimento el ajuste que mejor se adapta a los

datos es el dimérico.
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Los resultados obtenidos en conjunto nos indican que existen otras
interacciones ademas de la estructura Coiled-coil dada por los C-terminales de cada
subunidad, las cuales permite la formacién de dimeros. Sera necesario en un futuro
identificar que otras regiones, ademas del C-terminal, participan en la formacion de

dimeros en los canales Hv1.
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. Conclusiones

% Se logré identificar y establecer la existencia del canal Hvl de Acropora
millepora (AmHv1), asi como clonarlo y expresarlo en un sistema heterélogo

% Lafusion de las proteinas fluorescentes Cerulean y Citrine al canal AmHv1 y
AmHv1 AC no afecta la funcionalidad de los mismos.

% Tanto el canal AmHv1 como AmHv1l AC trabajan predominantemente como
un dimero.

% La estructura Coiled-coil no es determinante para la dimerizacion del canal.

% Es posible que existen otras interacciones entre las subunidades del canal

que participan en la dimerizacién del mismo.
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10. Perspectivas

Al demostrar la existencia de un canal de protones en corales, este trabajo abre
las puertas a la investigacion sobre la importancia de canal Hy1 en estos organismos
y de esta manera tener posiblemente un panorama mas cercano a la descripcion

del proceso de calcificacion en corales.

Por otra parte, de acuerdo con las evidencias mostradas en este trabajo, el C-
terminal y la estructura Coiled-coil no parecen ser determinantes para la formacion
de dimeros, por tal motivo, serd necesario realizar futuras investigaciones que se
centren en dilucidar si existen otras interacciones entre las subunidades que
participen en la formacion de dimeros. Asi mismo como un estudio complementario
se podria utilizar la técnica de fotoblanqueo para confirmar de otra forma la

formacién de posibles dimeros con propiedades diferentes al WT de este canal.
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