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1. RESUMEN    

 

El canal iónico Hv1 es una proteína integral que permite el paso de protones en 

respuesta a cambios en el potencial de membrana, está constituida por un domino sensor de 

voltaje (voltaje-seensing domain VSD por sus siglas en inglés) y no posee un dominio de 

poro. Además, es modulado por ΔpH e inhibido por zinc extracelular. Una vez activo, este 

canal permite la salida de protones al espacio extracelular, evitando así un pH ácido en la 

célula. El Hv1 se expresa en diferentes organismos a lo largo de la escala evolutiva. En el 

humano, por ejemplo, se expresa en diversas células del sistema inmune, participando en la 

regulación del pH durante la producción de especies reactivas de oxígeno (reactive oxygen 

species, ROS por sus siglas en inglés). Por otra parte, se tienen evidencias que el Hv1 se 

expresa también en cocolitóforos, en donde se sugiere que participa en el proceso de 

calcificación. Otros de los organismos en donde se lleva a cabo dicho proceso de calcificación 

son los corales, sin embargo, se desconoce si en estos organismos también se expresan los 

canales Hv1. El presente trabajo tuvo como objetivo general identificar y clonar el canal Hv1 

perteneciente al coral Acropora millepora. Además de la clonación, en este proyecto también 

se realizó la caracterización electrofisiológica del canal AmHv1 utilizando la técnica de 

Patch-clamp. Como resultados de este proyecto podemos destacar que:  Se logró clonar y 

secuenciar el canal AmHv1, así mismo se realizó la caracterización funcional de dicha 

proteína. El estudio electrofisiológico se realizó en células HEK293 (Human Embrionic 

Kidney cells por sus siglas en inglés) que expresaban de manera transitoria el nuevo canal 

AmHv1. Nuestros resultados muestran que este canal permea protones de manera selectiva y 

que es activado por cambios de voltaje, observando corrientes a partir de -40 mV a ΔpH = 2. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, este canal también es modulado por ΔpH, 

encontrando mayor corriente a ΔpH = -2. Por otra parte, observamos que su cinética de 

activación es mucho más rápida que la descrita para otros canales Hv1. Finalmente, se 

encontró que también puede ser inhibido por la presencia de zinc. De acuerdo con nuestros 

resultados se puede concluir que el canal Hv1 clonado de A. millepora es un canal funcional 

en sistemas de expresión heterólogos y presenta algunas diferencias electrofisiológicas con 

respecto a los canales Hv1 reportados en otras especies. En un futuro, será necesario estudiar 

el papel que este canal pueda tener en el proceso de calcificación de los corales. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

La membrana plasmática está conformada principalmente por una bicapa de 

fosfolípidos (Cooper, 2000), cuya estructura consiste en grupo fosfato unido a un glicerol y a 

dos ácidos grasos. Existen diversos tipos de fosfolípidos y pueden variar en su estructura, 

algunos de ellos son: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y 

fosfatidilserina (Gordon, 2003). Además, la membrana plasmática presenta moléculas de 

colesterol y glucolípidos, estos últimos sólo representan el 2 % de los lípidos de las 

membranas plasmáticas. Los lípidos son parte importante en la estructura de la membrana ya 

que conforman una barrera que limita el paso de moléculas dentro y fuera de la célula. 

Además de los lípidos, en la membrana celular también se encuentran muchos tipos de 

proteínas cuya principal función es la de mantener una comunicación entre el medio 

extracelular y el interior de la célula. El modelo de mosaico fluido (ver Figura 1), describe 

justamente cada una de las moléculas ya mencionadas y como se organizan en la membrana. 

Este modelo fue propuesto en 1972 por Jonathan Singer y Garth Nicolson.  

 

De manera general las proteínas se clasifican en dos tipos; proteínas periféricas e 

integrales, las primeras son proteínas solubles, mientras que las segundas son proteínas 

transmembranales que están insertadas directamente en la bicapa y sus extremos sobresalen 

de la membrana (ver Figura 1) (Cooper, 2000). Un ejemplo de proteínas integrales son los 

canales iónicos, de los cuales se hablará a continuación. 
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Figura 1. Esquema de la membrana plasmática. Vista dimensional y tridimensional donde se observan algunos de sus 

componentes, proteínas transmembranales, glicolípidos, proteínas ancladas a GPI y filamentos de actina. Modificado de 

Sezgin et al. (2017). 
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2.1 CANALES IÓNICOS 

 

Los canales iónicos son proteínas integrales, generalmente multiméricas, que permiten 

el paso selectivo de iones de un lado a otro de la membrana, los cuales son activados en 

respuesta a un estímulo (ver Figura 2). Estas proteínas tienen un papel fundamental en las 

membranas tanto de células excitables como en las no excitables. Los canales están 

implicados principalmente en la señalización eléctrica de nervios y músculos, sin embargo, 

también participan en muchos otros procesos fisiológicos a nivel celular. Los canales iónicos 

responden de manera orquestada a diversas señales intracelulares o extracelulares, dichas 

señales promueven cambios conformacionales en los canales lo que permite la transición de 

un estado cerrado a uno abierto, permitiendo con ello el paso de iones (Hille, 2001). También 

existe el estado inactivado, en ese estado la señal que permite la apertura del canal está 

presente pero el canal no transita al estado abierto (Hille, 2001 en Sanchez, 2018). Para fines 

prácticos de este trabajo sólo se esquematiza el estado abierto y cerrado. 

 

Figura 2. Esquema de la membrana plasmática. Entre los fosfolípidos se encuentra un canal iónico cerrado y uno abierto, 

éste último conduce los iones. Modificado de Fleig et al. (2014-2021). 

 

Los canales iónicos se encargan de transportar diferentes iones de un lado a otro de la 

membrana plasmática. A través de ellos pueden pasar de 107-108 de iones por segundo, 

además, no necesitan energía para mover a los iones, participando en el transporte pasivo de 

la membrana. Los principales iones que atraviesan un canal iónico son: Na+, K+, Ca2+ y Cl-, 



   
 

15 
 

cada uno se difunde rápidamente de acuerdo con su gradiente electroquímico (Hille, 2001; 

Taleinsnik, 2006). 

En la siguiente tabla se muestran las concentraciones promedio de los iones principales 

en el medio intracelular y extracelular en una célula animal.  

 

Tabla 1. Distribución de iones en medio intracelular y extracelular. La concentración 

está dada en milimolar (mM). Modificado de Molleman, 2003. 

Ión   Intracelular (mM) Extracelular (mM) 

Na+ 5-20 130-160 

K2+ 130-160 4-8 

Ca2+ 50-1000 nM a 1.2-4 

Mg2+ 10-20 1-5 

 Cl- 1-60 100-140 

HCO3
- 1-3  20-30  

a Concentración en nanomolar (nM) 

 

           En la tabla puede observarse que existe una mayor concentración de iones de Na+ en 

el medio extracelular, lo que da como resultado mayor carga positiva fuera de la célula y la 

presencia de cargas negativas dentro de la misma.  (Leuchtag, 2008). El potencial de reposo 

está dado por esta diferencia de concentración iónica dentro y fuera de la célula. Es 

importante mencionar que en el estado de reposo los canales iónicos están en un estado 

cerrado de manera general. Al medir la diferencia en la concentración de cargas dentro y 

fuera de las células se puede obtener un valor cercano a -70 mV (Gordon et al., 2017), que 

es generalmente el potencial de reposo, aunque este puede oscilar de -20 mV a -120 mV 

según la célula y el organismo en cuestión (Alberts et al., 2002). Esta diferencia de cargas en 

el estado de reposo está dada por la presencia de algunas proteínas en la membrana 

plasmática: a) los canales de fuga que se abren todo el tiempo y permiten que Na+ ingrese a 

la célula y el K+ salga de ella, y b) la bomba de Na+/K+ la cual participa en la entrada de K+ 

y salida de Na+ de manera constante (Gordon et al., 2017).  
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El potencial de equilibrio de cada ion puede medirse por medio de la ecuación de 

Nernst (Ecuación 1); donde E es el potencial de equilibrio del ion con el que estamos 

trabajando, R es la constante universal de los gases (8.3 Jmol-1 K-1), T es la temperatura en 

grados Kelvin, z es el estado de oxidación del ion en cuestión, F es la constante de Faraday 

(9.65 X 104 C mol-1), [ion]o y [ion]i concentración extracelular y concentración intracelular 

respectivamente, esta concentración dependerá de los iones con los que se esté trabajando.  

Ecuación 1: 

𝐸 =
𝑅𝑇

𝑧𝐹
ln

[𝑖𝑜𝑛]𝑜

[𝑖𝑜𝑛]𝑖
 

(Molleman, 2003) 

 

Ahora bien, considerando que en la célula están presentes más de un ion que puede 

permear de un lado a otro de la membrana, para determinar el potencial de reposo se tiene 

que considerar la concentración interna y externa de cada uno de ellos, por lo que la ecuación 

más completa que nos permite calcular el potencial de membrana es la Goldman-Hodgkin-

Katz (GHK):  

Ecuación 2:  

𝐸𝑟𝑒𝑣 =  
𝑅𝑇

𝐹
ln

𝑃𝐾[𝐾+]𝑂 +  𝑃𝑁𝑎[𝑁𝑎+]𝑜 +  𝑃𝐶𝑙[𝐶𝑙−𝑙]𝑖

𝑃𝐾[𝐾+]𝑖 + 𝑃𝑁𝑎[𝑁𝑎+]𝑖 +  𝑃𝐶𝑙[𝐶𝑙−]𝑜
 

(Hille, 2001) 

 

En la ecuación P es la permeabilidad que corresponde a cada ion, en este caso los iones 

permeantes son K+, Na+ y Cl-. (Hille, 2001). 

 

El potencial en la célula puede cambiar cuando hay algún movimiento de iones. Este 

movimiento de iones puede ser por ejemplo el resultado de la apertura de canales iónicos. 
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Los canales pueden tener de manera general un estado abierto y uno cerrado, y pueden pasar 

de un estado a otro en respuesta a diferentes estímulos. Los estímulos que permiten la 

activación de los canales son: a) cambio de voltaje a través de la membrana (canales activados 

por voltaje); b) por estímulos mecánicos (canales mecánicamente controlados); c) por la 

unión de un ligando al canal, ya sea extracelular o intracelular (canales activados por ligando) 

(ver Figura 3), es importante mencionar que el ligando puede ser un neurotransmisor, un ión 

(canales de ion-gated) o un nucleótido (canales de nucléotidos); y d) cambios en la 

temperatura. Además, la actividad de algunos canales se ve modulada por la fosforilación o 

desfosforilación de las proteínas, la presencia de algunos iones, o por cambios en el pH 

(Alberts, 2002). 

 

 

Figura 3. Esquema de los diferentes tipos de estímulos que permiten la apertura de los canales iónicos. Modificado de 

Alberts et al. (2002). 

 

 

Hoy en día se sabe de la existencia de más de 100 tipos de canales iónicos, y 

continuamente se están describiendo nuevos canales. Tan sólo una neurona puede presentar 
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hasta 10 tipos de canales iónicos. A pesar de esto, los canales no están delimitados a células 

excitables, podemos encontrarlos en cualquier tipo de célula animal, vegetal o incluso en 

microorganismos (Alberts, 2002). Es importante mencionar que su importancia fisiológica 

es muy grande, dado que participan en un sin número de procesos celulares en los organismos 

donde se expresan. 

 

De acuerdo con los intereses de este trabajo, a continuación, se describirá de manera 

particular a los canales Hv1. 

 

2.1.1 ESTRUCTURA, FUNCIÓN Y PROPIEDADES BIOFÍSICAS DEL CANAL HV1 

 

En el año 2006 fue clonado el gen HVCN1 que codifica para la proteína conocida como 

canal de protones activado por voltaje (voltaje-gated proton channel 1, Hv1 por sus siglas en 

inglés) o canal sensible a voltaje 1 (voltaje-sensor-only protein 1, VSOP por sus siglas en 

inglés) (ver Figura 9). Dicho canal pertenece a la familia de canales que contiene el VSD. 

Los primeros canales que fueron identificados con VSD se encontraron en neuronas de 

caracol en la década de los ochenta, a partir de entonces se realizaron diversos estudios que 

permitieron describir algunas de sus propiedades biofísicas y su papel biológico. Sin 

embargo, fue hasta fechas recientes que se logró clonar el gen que codifica para el canal que 

permea protones el cual es activado por voltaje (Tombola et al., 2009; Clark, 2016; 

DeCoursey, 2013). El canal Hv1 de humano contiene 273 aminoácidos, estos aminoácidos 

están dispuestos a través de la membrana formando cuatros segmentos transmembranales, 

que van del S1 al S4, en dichos segmentos se encuentra el dominio N-termina rico en prolina, 

un VSD y un dominio C-terminal (para más detalles ver sección 2.1.1.3). Se sugiere que el 

canal está formado por dos subunidades (dímero) (ver Figura 11), aunque algunas evidencias 

indican que se puede expresar también como monómero, tanto las corrientes de monómeros 

como de dímeros pueden distinguirse electrofisiológicamente (ver Figura 12). Es importante 

resaltar que cada monómero puede responder de manera independiente al voltaje y que 
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contienen su propia vía de conducción de protones (H+), más adelante se abordará este último 

punto (ver Figura 4) (Clark, 2016; Hong, et al., 2014; Shu et al., 2009). 

 

Figura 4. Esquema de la estructura del canal Hv1. En la parte superior puede observarse un monómero constituido por 4 

segmentos transmembranales que abarcan del S1 al S4, el VSD se encuentra en el S4, así mismo, se observan el N-

terminal y el C-terminal en la región intracelular. En la parte inferior de la figura se observan dos subunidades formando 

un dímero unidos por los C-terminales de cada monómero, al mismo tiempo se observan los VSDs que se encargan de 

censar el voltaje y de permear los H+ al exterior de la célula. Modificado de Gianti, et al. (2016). 

 

2.1.1.1 Sensor del voltaje del canal Hv1 

 

De acuerdo con algunos estudios de mutagénesis puntual, se ha sugerido que ciertos 

aminoácidos en el segmento S4 del canal pueden participar en la detección del voltaje 

(Cherny et al., 2015). De manera particular, se ha propuesto que la sensibilidad al voltaje 

está dada principalmente por la presencia de tres argininas que están cargadas positivamente 

ubicadas en el S4. Se tienen evidencias que sugieren que estas argininas tienen contacto con 

la solución interna de la membrana cuando el canal está cerrado, pero cuando el canal se 

encuentra en el estado abierto, las argininas se desplazan hacia a fuera y ahora están en 

contacto con la solución externa. Se ha propuesto que mientras ocurre la apertura del canal 
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el S4 se mueve hacia afuera (ver Figura 5) pasando por una región conocida como “centro 

de transferencia de carga” donde se ubica una fenilalanina altamente conservada; este 

aminoácido va a mediar el contacto con el medio extracelular o intracelular, por lo tanto, 

cuando ocurra el movimiento del S4 donde se localizan las argininas, éstas se verán obligadas 

a desplazarse por dicha región y quedarán en contacto con el medio externo. Además de las 

Arg que se pueden encontrar en los canales Hv1, también existen varios aminoácidos 

conservados en los segmentos que van del S1 al S3 que modulan el estado cerrado o abierto 

del canal. En otros estudios se ha visto que este movimiento es parecido al que ocurre en los 

canales dependientes de voltaje (DeCousery, 2018). 

 

Figura 5. Esquema del estado abierto y cerrado del canal Hv1. En la parte A, se observa el estado abierto con el 

movimiento del S4 hacia la parte extracelular, el cual presenta las argininas (en color azul) implicadas en la detección del 

voltaje y el paso de protones a través de éste para estabilizar el estado abierto disminuyendo el pH intracelular. De lado B, 

se ilustra el estado cerrado y la extrusión de protones, lo que aumenta el pH externo y logra estabilizar el estado cerrado. 

En ambas imágenes se enfatiza la interacción con la F150 (en color verde). Modificado de DeCoursey, 2018. 

 

 

Como se mencionó anteriormente el canal Hv1 es capaz de “sensar” el voltaje y parte 

de su activación depende justamente de la despolarización de la membrana. Evidencia de ello 

son los resultados obtenidos en el estudio de Chae y colaboradores (2017). En el estudio, 
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ellos registraron corrientes de protones con el método de Patch-clamp en 

configuración whole-cell, en células HEK293 transfectadas con hHv1, donde aplicaron el 

siguiente protocolo: potencial de mantenimiento (holding potential en inglés) -60 mV. Los 

pulsos comenzaron en -60 mV a 100 mV con incrementos de 10 mV en 10 mV a pHi (pH 

interno) 6.0 y sólo cambiando el pHo (pH externo) 7.0, 7.4 y 7.8.   

 

 

De acuerdo con lo observado en las familias de corrientes obtenidas a diferentes valores 

de pH, encontraron que las corrientes de protones responden de manera eficiente al voltaje y 

se ven modificadas conforme aumenta el valor del pHo, es decir, la amplitud de la corriente 

es más grande y aumenta el umbral de activación a pH relativamente más básico. En el panel 

A de la Figura 6 se presentan varias familias de corrientes, la primera familia de corrientes 

con pHo 7.0 con un valor de corriente máxima alrededor de 1.4 nA, la segunda familia de 

corrientes con pHo 7.4, el valor de la corriente máxima es cerca de 1.9 nA y la tercera familia 

de corrientes con un pHo 7.8 y un valor de corriente máxima de 3.2 nA, las tres familias de 

corrientes llegan a ese nivel corriente máxima a un voltaje de 100 mV, sin embargo, presentan 

depleción. En este mismo estudio también hicieron curvas I-V (ver Figura 6, panel B), que 

plasman a que potencial se abre el canal, así como su activación por voltaje. La curva I-V 

con pHo 7.8, su apertura comienza a -30 mV; las curvas I-V con pHs externos 7.0 y 7.4, la 

activación del canal ocurre alrededor de 10 mV. Estos resultados coinciden con los esperados 

para los canales de protones.  
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Figura 6. Familias de corriente de humano (hHv1) en células HEK293 (utilizando la técnica Patch-clamp en configuración 

whole-cell) y curva I-V. En la parte (A) se observa como la amplitud es más grande conforme aumenta el pHo. En la parte 

(B) se tiene la curva I-V ejemplificando los tres pHo, donde se observa que el canal se activa a voltajes más negativos si se 

aumenta el pHo. Modificado de Chae et al. (2017). 

 

2.1.1.2 Selectividad y modulación por pH del canal Hv1 

 

Se tienen registradas alrededor de 40 secuencias de proteínas que pueden o codifican 

para Hv1, de las cuales 8 de ellas (ver sección 2.1.1.6) sea han confirmado que son canales 

que transportan corrientes de protones, la mayoría son proteínas pequeñas que se componen 

de 230 hasta 480 aminoácidos (Rangel et al, 2021; DeCoursey, 2013).  En todos los canales 

de protones identificados hasta ahora se ha encontrado que son regulados fuertemente por la 

diferencia del pH dentro y fuera de la célula o ΔpH; el ΔpH se define como la diferencia de 

pH que hay entre ambos lados de la membrana plasmática. La activación del canal sólo 

sucede cuando el gradiente tiene mayor concentración de protones en el lado interno de la 

célula, por lo tanto, el canal dejará salir la mayor cantidad de éstos hacía el lado externo de 
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la membrana (DeCoursey, 2018). Se ha visto en el canal de protones humano que su voltaje 

de activación media cambia alrededor de 40 mV por 1 unidad de ΔpH, ya sea aumentando o 

disminuyendo el pH externo o interno, esta característica se presenta en canales monoméricos 

o diméricos (DeCoursey, 2018; Islas, 2018; Seredenina et al., 2015).  

 

La ecuación de Nernst (ver Ecuación 1) como se describió previamente, indica el valor 

del Erev el cual es un factor imprescindible cuando se trata de determinar la selectividad de 

algún ion (Hille, 2001).  

 

 

Chae et al. (2017) hicieron registros whole-cell con distintos pHs externos y con un pH 

interno de 6.0 con el propósito de obtener el Erev, éste último fue calculado a través de la 

ecuación de Nernst.  Los resultados fueron los siguientes:  pHo 7.0: Erev = -58 mV; 

en pHo 7.4: Erev = -81.2 mV; pHo 7.8: Erev= -104.4 mV. Los valores obtenidos 

experimentalmente fueron: pHo 7.0: Erev= -24 mV; pHo 7.4: Erev= -63 mV y pHo 7.8: Erev =-

71 mV. Estos resultados experimentales se obtuvieron a través de protocolos de colas de 

corriente que iban con un prepulso de 80 mV durante dos segundos, posteriormente 

obtuvieron una repolarización aplicando voltajes desde -100 mV a 20 mV. (ver Figura 7). 

Los autores explican que a pesar de que no coinciden los valores experimentalmente con los 

calculados, el potencial de reversión se movió en favor del gradiente de protones cuando el 

pH externo era mayor. Ellos mencionan que las diferencias en el potencial de reversión 

pueden deberse a que muchos protones salen de la célula por lo cual el pHi de ésta aumenta. 
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Figura 7. Grafica de colas de corriente. Las colas de corriente con diferentes valores de pHo: 7.0 (con círculos blancos), 

7.4 (con círculos negros) y 7.8 (con cuadrados negros), se obtuvieron aplicando prepulsos de +80 mV para lograr que el 

canal se despolarice, seguido de una repolarización con pulsos de -100 a 20 mV. Modificado Chae et al. (2017). 

En este estudio los cálculos se realizaron para H+, encontrando que la permeabilidad de 

los canales Hv1 es exclusiva para protones, ya que el valor del potencial de reversión 

únicamente corresponde a éstos y no a ningún otro ion (Chae et al., 2017).  

 

Por otra parte, en la Figura 8 se muestran varias familias de corriente sometidas a 

diferentes ΔpHs, estas corrientes de protones pertenecen al caracol (Helisoma trivolvis) que 

presenta el canal HtHv1. En esta figura puede observarse que las despolarizaciones activan 

al canal y presenta una cinética de activación rápida, a pesar de esto, conforme subía el pH 

externo el canal se activó a voltajes más negativos y su cinética de activación aumentó, esto 

se contrasta con el tiempo en que se abría el canal, a los 50 ms se tiene una apertura total del 

canal, por lo tanto, Hv1 es sensible a pH externo y es activado con despolarizaciones (Thomas 

et al., 2018). 

 

Figura 8. Esta figura representa 4 familias de corriente de protones que pertenecen a HtHv1 transfectadas en células HEK 

293. Los cuatro registros se hicieron con pH 6 intracelular y sólo se cambió el valor del pH externo 5, 6, 7 y 8. El voltaje 

de mantenimiento fue de -40 mV en A y B, -60 mV en C y -90 mV en D hasta el voltaje que se indica en cada familia de 

corrientes, en la primera familia de corrientes de lado izquierdo es 100 mV, en la segunda es 60 mV, en la tercera es 20 

mV y en la cuarto es -20 mV. El tiempo de registro fue diferente para cada una de ellas. Modificado de Thomas et al. 

(2018). 
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2.1.1.3 Conducción de protones a través del canal Hv1 

 

Anteriormente se mencionó que el canal de protones está conformado por un VSD y 

no posee un dominio de poro como tal. De acuerdo con lo anterior se asume que el VSD 

actúa como sensor de voltaje y al mismo tiempo como poro del canal. Sin embargo, aún 

quedan varias incógnitas acerca de cómo es que el canal Hv1 conduce los protones. A 

continuación, se plantean algunas teorías que tratan de explicar cómo se da el transporte de 

protones a través del VSD.   

 

Se sabe que en el núcleo de Hv1 está formado por puentes de hidrogeno que pudieran 

ser fundamentales para permitir el paso de protones, así como la activación por medio del 

voltaje. Se ha propuesto que, cuando el canal se despolariza el S4 se mueve hacia el lado 

extracelular de la célula y el ácido aspártico en la posición 108 (Asp108) forma puentes 

salinos con las argininas que están localizadas en el S4, la formación de estos puentes salinos 

es importante para la conducción de los protones a través del canal. Esto se observó por 

medio de simulación de dinámica molecular con la proteína CiHv1 perteneciente a Ciona 

intestinalis (Okamura et al., 2015). 

 

En otro estudio de simulación molecular con el mismo aminoácido Asp108, se observó 

que este aminoácido sufre desprotonación y protonación en su grupo carboxilo, además es 

importante mencionar que, las argininas cambian la constante de disociación (pKa) del 

aminoácido cuando se encuentran cercanas a éste. Por otra parte, las mismas argininas en el 

S4 pueden atraer aniones y repeler cationes, lo que se ha comprobado con la mutación en 

Asp112 en la proteína hHv1 (Okamura et al., 2015). 

 

Asimismo, se ha observado en el canal de protones humano un ácido aspártico 

(Asp112) ubicado en el S1, dicho aminoácido es un punto clave para la conducción de 
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protones. Cuando se generaron mutaciones neutralizantes el canal fue permeable a aniones y 

la mutación Asp112His atrajo aniones (DeCoursey, 2012; Seredenina et al., 2015). En otro 

estudio se comparó el canal hHv1 con el gen de humano C15orf27, el cual presenta también 

tres residuos de arginina (Musset, et al. 2012) y tiene una estructura similar a Hv1, pero no 

tiene conductancia medible y hasta el momento no se sabe cuál es su función. Con la finalidad 

de inducir la conductancia en C15orf27, y abolirla en Hv1, se hicieron 5 mutaciones (Asp112, 

Asp185, Asn214, Gly215 y Ser219), al analizar los resultados, cuatro de las mutantes 

presentaron conducción selectiva a protones, excepto la mutación Asp112Val donde no se 

observó una corriente clara, esto indica que la Asp112 es importante para que se dé la 

conducción de protones (DeCoursey, 2013).  

 

Cuando el canal hHv1 se encuentra en un estado abierto la Asp112 llega a interactuar 

con alguna Arg que se encuentra en el S4. Se piensa que en varias H+-ATPasas se localiza 

una Arg altamente conservada, ésta Arg disminuye el pka del residuo de Asp, lo cual permite 

la salida de protones. Cuando la Asp112 se neutraliza existe una carga positiva no 

compensada, entonces ahora se presenta una selectividad a los aniones (DeCoursey, 2012; 

DeCoursey, 2013). En resumen, la permeación de protones depende de varios aminoácidos 

localizados en distintos segmentos del canal, aunque la mayor evidencia está focalizada en 

el segmento S4, que es donde se centran más los estudios ya que presenta las tres argininas 

que son cruciales para la detección del voltaje. 

 

2.1.1.4 Compuestos que pueden modular e inhibir el canal Hv1 

 

Además de ser modulado por el ΔpH, la actividad del canal Hv1 también es afectada 

por la presencia de algunos cationes divalentes como Zn2+ y Cd2+. En el caso del Zn2+, se ha 

podido determinar que actúa como un inhibidor de las corrientes de protones. De manera 

particular se ha visto que en canales Hv1 de mamíferos, este catión se une a dos residuos de 

histidina (His140 e His193), la His140 está localizada en el S2 y la His193 se localiza entre 

el S3 y S4 del canal, cuando ocurre dicha unión, la cinética de activación, la corriente y el 
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voltaje de activación se ven afectadas. Sin embargo, Jardín y colaboradores proponen que el 

Zn2+ sólo se puede unir a uno de estos dos sitios (ver Figura 9) debido a que existe una 

considerable distancia entre ellos y el Zn2+ no podría interactuar con ambos.  

 

Figura 9. Figura del canal iónico hHv1 con los cuatro pases transmembranales. En rojo se representa el S1, en amarillo el 

S2, en verde el S3 y en azul el S4. Con letras rojas se señalan los dos sitios con los cuales puede interacturar el zinc, ya 

sea con His140 o His193 y con letras negras se señalan los únicos sitios de unión de zinc. Modificado de Jardin et al. 

(2019). 

 

 La proteína Hv1 también es inhibida por hanatoxina. Dicha molécula es una toxina que 

está presente en el veneno de la araña Grammostola spatulata. Se tienen evidencias de que 

esta toxina inhibió corrientes de protones, debido a que en el canal tiene una estructura 

conocida con el nombre de “paddle motif” (en español motivo de paleta) localizada entre los 

segmentos S3 y S4, el paddle motif está implicado en la detección del voltaje no sólo en Hv1, 

también en otros canales activados por voltaje. Así como la hanatoxina tuvo un efecto en la 

corriente, otros compuestos se ha visto que bloquean la corriente de protones como: 2-

guanidinobencimidazol (2GBI) y 1- (1,3-benzotiazol-2-il) guanidina (Seredenina et al., 

2015) (ver Figura 10). 
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Figura 10. Esquema de Hv1, en él se muestran algunos aminoácidos que están involucrados en la modulación del canal. La 

T29 es un sitio de fosforilación; la mutación M91T disminuye la detección del pH; H140 y H193 son el sitio de unión con 

Zn2+; D185 sitio de unión a la hanatoxina; R205, R208, R211 aminoácidos que detectan el voltaje.  Modificado de 

Serendina, et al. (2015). 

  

Existen otros factores que modulan la actividad del canal de protones, por ejemplo: el 

estado de fosforilación de la treonina en la posición 29 (T29), facilita la activación del canal, 

ya que se ha observado un  aumento en la conductancia, no sé sabe cómo es el mecanismo 

que favorece  este proceso, pero se tienen varias explicaciones; una de ellas es que el fosfato 

reúne varios protones cerca de un grupo que puede detectar el pH de manera interna; al mismo 

tiempo se hicieron mutaciones en la serina  (S97) como S97A y S97D  porque se sabe que 

también es un sitio de fosforilación, pero las mutaciones no tuvieron efectos significativos 

en la activación del canal (Musset et al., 2009). Asimismo, cuando la asparagina localizada 

en la posición 214 (214N) es mutada a una cisteína, el canal se observa bloqueado por 

metanotiosulfonato (methanethiosulfonate, MTS por sus siglas en inglés), modificando la vía 

de conducción (Shu et al., 2009; Tombola et al., 2009). 

 

Por otra parte, el canal tiene otras características que no han sido tan estudiadas, pero 

también son de importancia, como por ejemplo sería interesante estudiar su modulación por 

temperatura. 



   
 

29 
 

En resumen, el canal puede ser inhibido y modulado por varios factores, pero los 

principales y de los que se tiene mayor evidencia es el pH interno y externo de la célula, así 

como la presencia de zinc. 

 

2.1.1.5 Estequiometría de los canales Hv1 

 

La mayoría de las evidencias experimentales sugieren que el canal Hv1 se expresa como 

un dímero, sin embargo, se ha reportado que también es funcional como monómero. Se 

sugiere que la dimerización se da como resultado la interacción del dominio C-terminal de 

ambas subunidades (ver Figura 11). El dominio C-terminal se ha visto en cristalografía de 

rayos X como una α-hélice que forma una estructura llamada coiled-coil. Debido a la 

formación de coiled-coil pueden existir varias interacciones entre las dos proteínas como: 

enlaces de hidrógeno, interacciones hidrofóbicas y puentes salinos, las cuales se sugieren que 

favorecen a la estabilidad del dímero. En el centro del coiled-coil se presentan asparaginas 

que son capaces de contribuir a la dimerización. Se ha observado en otros estudios también 

la presencia de cisteínas que pueden de igual forma estar interviniendo en la formación del 

dímero (Boonamnaj y Sompornpisut, 2018).  
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Figura 11. Formación del dímero entre dos subunidades. De lado izquierdo de la imagen se muestra la formación de un 

dímero con la interacción de los dominios C-terminal, además de los aminoácidos que intervienen y los puentes salinos 

que ayudan a la estabilización de este. Del lado derecho se observa el dímero, pero con la carencia del C-terminal. 

Modificado de Boonamnaj y Sompornpisut, 2018. 

 

Existen algunas diferencias biofísicas entre el dímero de Hv1 y el monómero, la 

principal de ella es la cinética de activación; el monómero presenta una activación de 3 a 6 

veces más rápido que el dímero. Por otra parte, se ha observado que el dímero de Hv1 WT 

(wild type por sus siglas en inglés) comparado con construcciones monoméricas su cinética 

es aproximadamente 5 veces más lenta, su apertura es de tipo sigmoidal (ver Figura 12), tiene 

mayor dependencia al voltaje y su curva G-V presenta voltajes de 10 a 15 mV más positivos 

(Smith y DeCoursey, 2014). 
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Figura 12. Cinética de activación de Hv1, dímero y monómero. Se puede notar el curso de tiempo de activación de la 

corriente en el dímero hHv1 WT y el monómero truncado correspondiente a CiHv1. El canal hHv1(A) tiene un 

comportamiento sigmoidal, mientras que el canal CiHv1 (B) exhibe un comportamiento tipo exponencial. Modificado de 

Smith y DeCoursey, 2014. 

 

El hecho de que el dímero tenga una cinética de activación más lenta sugiere que cada 

monómero tiene que estar en un estado abierto para que ocurra la conducción de protones a 

través del canal, por lo tanto, los monómeros se activan de manera independiente y existe 

cooperatividad entre ellos (Castillo et al., 2015). 

 

A pesar de las evidencias mostradas, aún existen varias interrogantes al respecto de la 

estequiometria del canal, por lo que será necesario realizar más estudios al respecto utilizando 

otro tipo de metodologías, como por ejemplo FRET (Transferencia de Energía por 

Resonancia Fluorescente) que es una técnica que puede ayudar a resolver gran parte de las 

incógnitas que aún existen sobre este tema. 
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2.1.1.6 Importancia fisiológica del canal Hv1 

 

Las corrientes de protones se han detectado en varios organismos como: caracoles, 

ajolote mexicano y una rana, así como en diferentes mamíferos como rata, hámster chino y 

conejo, pero en estos organismos aún no se tiene identificado el gen que codifica para el canal 

de protones Hv1. Sin embargo, para otras especies ya se tiene identificada la secuencia que 

codifica para esta proteína, entre ellas están: el coral (Strongylocentrotus purpuratus), el 

urocordado (Ciona intestinalis), el dinoflagelado (Karlodinium veneficum), la diatomea 

(Phaeodactylum tricornutum), algunas especies de fitoplancton como (Coccolithus pelagicus 

spp braarudii y Emiliania Huxleyi), así como ratón (Mus musculus) y humano (Homo 

sapiens) (DeCoursey, 2013). El canal Hv1 que pertenece a humano es de los más estudiados, 

por lo tanto, se usará como ejemplo en este trabajo para describir su localización, sus 

propiedades biofísicas y su importancia fisiología. 

 

En el humano ha sido muy bien caracterizado el papel del canal Hv1, principalmente 

en el sistema inmune innnato (DeCoursey, 2013). En dicho sistema se ha podido identificar 

la expresión de este canal en células fagocíticas, como: neutrófilos, eosinófilos, macrófagos 

y linfocitos (ver Figura 13) (Okamura, 2015). Estas células son las encargadas de fagocitar a 

agentes patógenos posiblemente letales para el organismo. Cuando ocurre la fagocitosis se 

producen radicales libres necesarios para degradar los agentes patógenos que ingresan en el 

sistema, los radicales libres se liberan en un suceso conocido como “estallido respiratorio” o 

“respiratory burst” (en inglés) (Morera et al., 2015). Se llama estallido respiratorio porque 

una gran cantidad de oxígeno se ve implicado en esta acción (Okamura et al., 2015). Un 

factor muy importante al momento que se da el estallido respiratorio es la activación de la 

enzima NADPH oxidasa (nicotinamida adenina dinucleótida fosfato oxidasa), la mayor parte 

de la activación de esta enzima ocurre por fosforilación que se lleva a cabo por la proteína 

quinasa C (DeCoursey, 2013). La activación de la enzima NADPH oxidasa produce 

compuestos químicos como anión superóxido (O2
-) y varios radicales libres que son dañinos, 

pero ayudan a combatir el patógeno, mientras esto sucede, la enzima transporta electrones a 
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través de la membrana plasmática del fagocito y esto deja una carga elevada de protones 

dentro de la célula, es aquí donde participa el canal Hv1. La activación de dicho canal permite 

un flujo de protones para mantener las cargas equilibradas dentro de la célula mientras ocurre 

la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) por la enzima NADPH oxidasa 

(Morera et al., 2015; Okamura et al., 2015).  

 

Además, se ha visto en ratones knockout HVCN1, la producción de anión superóxido 

y peróxido de hidrogeno se observa bastante reducida, entre un 30 y 50 % (Okamura, et al., 

2015). Esto mismo se ha visto en linfocitos B que también son knockout, así como una mayor 

acidificación celular. Hv1 se expresa en células dendríticas y cuando son expuestas a 

lipopolisacáridos se observa un mejoramiento en las corrientes de protones, así como un 

aumento en la producción de ROS (Szteyn et al., 2012; Capasso, 2014). 

 

 Por otra parte, se ha demostrado también que lo canales de protones están implicados 

en el asma, ya que liberan mayor cantidad de ácido en la luz alveolar de los pulmones, este 

ácido extruido provoca una inflamación en el tejido, para disminuir esta inflamación se utiliza 

zinc que logra inhibir el canal (Morera et al., 2015). Asimismo, las células que se encuentran 

en las vías respiratorias y presentan la mutación M91T en Hv1, eran menos sensibles al pH, 

por lo tanto, la actividad del canal se observa reducida, a pesar de esto aún quedan por realizar 

diversos estudios acerca de esta mutación (Seredenina et al., 2015). 
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Figura 13. Tipos de células del sistema inmune que expresa la enzima NADPH oxidasa y la función del gen HVCN1. 

Modificada de Capasso, 2014. 

 

 El canal Hv1 se localiza también en el esperma humano (ver Figura 14); mientras los 

espermatozoides están en el epidídimo presentan un pH bajo, pero debido a estímulos 

fisiológicos sufren una alcalinización, por ejemplo, en el recorrido que hacen los 

espermatozoides en el tracto reproductivo femenino, sufren de cambios repentinos de pH, 

que van de 4 a 7, lo que significa una reducción en la concentración extracelular de protones. 

Se tienen evidencias de que justamente el canal Hv1 se encuentra implicado en dicho cambio 
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de pH, debido a su función de extrusión de H+ (Ren, 2010). A continuación, se explica con 

más a detalle dicho fenómeno.  

 

Los espermatozoides sólo llegan a la etapa final de maduración cuando están en el 

aparato reproductivo femenino, a esta última fase se conoce como capacitación, donde 

desarrollan mayor motilidad flagelar (Florman et al., 2010), incrementa la fluidez de la 

membrana y los hace más receptivos a las señales para lograr la fecundación (Lishko, 2015). 

Cuando los espermatozoides están en el epidídimo presentan un pH más bajo, al igual que 

bajan los niveles de AMPc (adenosín monofosfato cíclico), pero conforme ocurre el proceso 

de fertilización sufre un cambio de pH alcalino y se sugiere que el canal Hv1 debe de estar 

involucrado en este proceso. Cuando el espermatozoide ingresa al aparato reproductor 

femenino aumentan los niveles de iones bicarbonato (HCO3
-), estos iones estimulan la 

activación de la adenilato ciclasa atípica (ADCY10) para que los espermatozoides entren a 

la capacitación, disminuye la concentración de zinc en útero y los espermatozoides liberan 

H+ de la parte intracelular y así se logra completar la capacitación. (Florman et al., 2010).  

 

Figura 14. Espermatozoide en el oviducto. Se representa al canal Hv1 encargado de extruir los protones de la célula debido 

al HCO-
3 con la ayuda de ADCY10 y cAMP. Modificado de Florman et al. (2010).  
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 Otro de los procesos celulares en los que se ha visto relacionado el canal Hv1 es el 

cáncer.  Existe un estudio en donde observaron que las pacientes que sufrían cáncer de mama 

expresaban niveles altos de Hv1, lo anterior ha sido asociado con un pronóstico desfavorable, 

debido a que las células tumorales viven en ambientes más ácidos que las células benignas, 

por lo tanto, las células cancerosas disponen de Hv1 entre varios mecanismos para liberar 

cantidades extras de H+ (Wang et al., 2012). Dicho fenómeno produce la secreción de varios 

tipos de proteasas como: metaloproteinasas de matriz, metaloproteinasas óseas 

morfogenética tipo 1, proteasas de serina tisulares y proteasas de membrana relacionadas con 

adamalisina, las cuales se encargan de degradar la matriz extracelular, esta constante 

degradación produce la metástasis del cáncer. Ahora bien, se ha propuesto que la inhibición 

de estas proteasas y del canal Hv1 pueden ayudar a detener el crecimiento del cáncer (Fais  et 

al., 2007; Fais., 2010). Es importante señalar que, aún se requieren más estudios al respecto, 

pero tal vez en algún momento, la expresión de este canal pudiera ser usado como un 

marcador tumoral para éste u otros tipos de cáncer.  

 

2.1.1.7 El canal Hv1 participa en el proceso de calcificación   

 

La calcificación es el proceso fisiológico en el cual se forma CaCO3 a partir de Ca2+ y 

HCO3
- . Los principales seres vivos que se distinguen por llevar a cabo la calcificación son 

los corales; sin embargo, existen otros organismos que también presentan dicho proceso, 

como los moluscos, debido a que su concha está formada principalmente por iones de calcio 

y carbonato los cuales se cree que son obtenidos del agua de mar y de su alimento (Furuhashi 

et al., 2009). Otro grupo que presenta calificación son las algas, a continuación, profundizaré  

sobre ellas (Sevilgen et al., 2019; McNeil et al., 2004). 

 

Las algas calcificantes también conocidas como cocolitóforos, pertenecen a la división 

Haptophyte, son predominantemente marinas y pueden encontrarse de forma abundante en 

los océanos. Estas algas contribuyen al ciclo del carbono porque tienen la capacidad de fijar 
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el carbono inorgánico disuelto (CID) mediante la fotosíntesis y el proceso de calcificación. 

Una de las especies que caracteriza a este grupo es Emiliania Huxleyi, un alga cosmopolita 

que puede abarcar grandes extensiones de océano (Brownlee., 2015; Tsuji y Yoshida., 2017). 

 

Los cocolitóforos pueden presentar de 1 a 2 cloroplastos, a su vez estos cloroplastos 

pueden tener clorofila a y c. Esta célula está rodeada por una membrana citoplasmática y un 

retículo endoplásmico subyacente, en la misma célula se encuentran diversas estructuras 

conocidas como cocolitos que están compuestas por carbonato de calcio. La formación de 

estos cocolitos depende del Ca2+ y el CID que se encuentra en el agua, estos cocolitos se 

forman en una estructura conocida como vesícula cocolitófora (VC) (Brownlee, 2015; Tsuji 

y Yoshida, 2017).  

 

Para la calcificación de los cocolitóforos se necesita Ca2+ y HCO3
- que es catalogado 

como un CID, y tiene como productos finales H+ y una precipitación de CaCO3. Estos 

protones tienen que ser eliminados de la célula para evitar la acidosis y posteriormente la 

muerte celular (ver Figura 15.). Se ha demostrado en los cocolitóforos la expresión de canales 

que son capaces de eliminar el exceso de H+ generado durante el proceso de calcificación. 

Dichos canales se activan por voltaje (Hv1) y se modulan por la acidificación del medio, estos 

canales son capaces de contribuir rápidamente para que el exceso de protones salga de la 

célula, evitando así la muerte de estos organismos (Brownlee, 2015).  
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 Figura 15. Esquema hipotético de cómo puede llevarse la calcificación en los cocolitóforos. Se observan ATPasas de tipo 

V y un transportador de Ca2+/H++ (CAX). Los protones que quedan libres son extruidos de la célula a través del canal Hv1. 

Acumulación de Ca2+ en la vesícula cocolitófora, dicha acumulación es mediada por CAX en las vesículas de Golgi (G) e 

impulsan la ATPasa a medida que ocurre la maduración de la vesícula cocolitófora. Por otro lado, el Ca2+ puede 

acumularse en el retículo endoplásmico por la actividad de CAX, así mismo este ion divalente puede desplazarse por 

medio de los canales de calcio y la bomba CAX desde el retículo endoplásmico hacia la vesícula cocolitófora. Modificado 

de Brownlee et al. (2015).  

 

2.2 EL PROCESO DE CALCIFICACIÓN EN CORALES  

 

La palabra “coral” incluye a un conjunto de organismos que están clasificados en el 

filo de los Cnidarios, éstos presentan una forma polipoide y un exoesqueleto calcáreo. Son 
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estrictamente marinos y pueden hallarse tanto en zonas costeras como a grandes 

profundidades. Los corales, están incluidos en este grupo de organismos y se caracterizan 

por ser los principales formadores de arrecifes (Horta y Carricart, 1993). 

 

La anatomía de los corales está conformada por una bolsa unida al esqueleto, pero éste 

último se halla fuera del animal. Esta bolsa se compone por dos tejidos, un tejido oral que 

está en contacto con el agua y un tejido aboral que roza la estructura calcárea, ambos tejidos 

se distinguen por presentar dos capas de células, el ectodermo y el endodermo, a su vez estas 

capas se encuentran divididas por una matriz de colágeno llamada mesoglea. Estos 

organismos presentan una cavidad gastrovascular conocida como celenteron o cavidad 

celenterica. Von Heider (1881) describió además la presencia de varias células en dichos 

organismos que forman el esqueleto de los corales, a las cuales les llamó calicoblastos. 

Galloway et al. (2007) también reportó estas mismas células, solo que él les llamó 

calicodermis (Dubinsky y Stambler, 2011) (ver Figura 16) 
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Figura 16. Esquema del corte histológico lateral de un coral. Cn: cnidocito; NA: núcleo de la célula animal; Nv: núcleo de la 

zooxantella; CL: cloroplasto; PY: pirenoide. Tomado de Allemand et al. (2011). 

 

Algunos de los órdenes que están clasificados en el grupo de los corales son: 

Stylasterina, Milleporina y Scleractinia, un rasgo en particular de todos ellos es su gran 

exoesqueleto calcáreo, por tal motivo también son conocidos como corales pétreos (Horta y 

Carricart, 1993). 

 

Los corales del orden Scleractinia contienen varias familias, una de ellas es 

Acroporidae, la cual se distingue por tener dos géneros representativos, Acropora y 

Montipora, estos grupos presentan una gran diversidad de especies y ambos están localizados 

en el Indo-Pacífico. El género Acropora cuenta con alrededor de 120 a 140 especies, tiene 
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un papel representativo en la estructura y biodiversidad en los arrecifes de coral. Además, 

este género presenta un eficaz crecimiento en su esqueleto calcáreo, el cual está formado por 

carbonato de calcio (Wallace, 2011).  

 

 

De acuerdo con los propósitos del presente trabajo a continuación de describirá con 

detalle una de las especies que pertenece a este género que es Acropora millepora (ver Figura 

17), cuya clasificación es la siguiente (Ehrenberg, 1834): 

 

Reino: Animalia 

     Phylum: Cnidaria 

          Clase: Anthozoa 

                Subclase: Hexacorallia 

                       Orden: Scleractinia 

                              Familia: Acroporidae 

                                    Género: Acropora 

                                           Especie: Acropora millepora 

 (WORMS, 2018) 

 

 

Figura 17. Fotografía de Acropora millepora en la gran barrera de coral, Australia. Roger Steenre. Tomado de AIMS, 

2013. 
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Algunas de las características de esta especie son: colonias en forma de cojines 

corimbosos (con forma de racimo), sus ramas son pequeñas con apariencia uniforme (ver 

Figura 18). Los corales radiales se encuentran compactados, mientras que los corales axiales 

tienen forma tubular. Puede presentar variación en su coloración, desde ser verde con puntas 

naranjas, hasta un color salmón intenso o azul. Con frecuencia habita en aguas de poca 

profundidad, pero también en laderas del arrecife superior (AIMS, 2013). 

 

Figura 18. Fotografía de Acropora millepora. Gran barrera de coral, Australia. Se pueden observar puntas ramificadas. 

Tomado de AIMS, 2013. 

 

La calcificación en los corales (al igual que en los cocolitoforos), se da al reaccionar el 

calcio (Ca2+) con bicarbonato (HCO3
-), lo que da como resultado iones hidronio (H+) y 

carbonato de calcio (CaCO3) (Allemand et al., 2011). Se han propuesto cuatro rutas que tratan 

de explicar la entrada de los iones que posteriormente participan en el proceso de 

calcificación. La primera ruta es conocida como ruta paracelular, las moléculas entran gracias 

a su gradiente electroquímico, rodeando a las células (ver Figura 19. a); la segunda ruta 

también es llamada paracelular, pero aquí el agua de mar ingresa a granel entre una célula y 

otra (ver Figura 19. b); la tercera ruta es transcelular, esto quiere decir que las moléculas se 

incorporan directamente en la célula, pasando por el citoplasma hasta llegar al otro lado de 

la membrana (ver Figura 19. c); la cuarta ruta corresponde a los dos procesos: paracelular y 

transcelular (ver Figura 19. d) (Allemand, 2011). Cabe aclarar que este esquema es ilustrativo 

y hasta el momento sólo surgen propuestas de cómo puede darse el proceso de calcificación.  
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Figura 19. Esquema de las cuatro hipótesis sobre la captación de iones en los corales. a) Los iones entran de manera 

pasiva entre los calicoblastos (representados en color blanco en la parte inferior de cada sección de la imágen). Vía 

paracelular. b) Los iones son proporcionados por el agua de mar (AM). Vía paracelular c) Los iones entran directamente a 

los calicoblástos. Vía transcelular d) Combinación de ambas vías, paracelular y transcelular.  Tomado de Allemand et al. 

(2011).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 

Como ya se mencionó, se tienen varias hipótesis de cómo es que el Ca2+ y el HCO3
- 

ingresan a los calicoblastos para formar CaCO3, sin embargo, hasta el momento no se ha 

descrito cómo es que los H+ generados en el proceso de calcificación son eliminados de estas 

células para evitar la acidificación. Como se observa en la Figura 20, se ha sugerido la 

expresión de un intercambiador de iones (Ca2+/2H+), una ATPasa de H+, o un canal iónico 

(H+), los cuales pudieran participar en la eliminación de los protones que son producidos 

durante el proceso de calcificación, evitando así la acidificación de los calicoblastos (Moya 

et al., 2012). De acuerdo con la idea anterior y considerando lo que se ha reportado para los 

cocolitóforos, es posible que también los corales expresen una proteína especializada que le 

permita regular el pH durante el proceso de calcificación. El único indicio directo que se 

tiene sobre la expresión del canal Hv1 en corales son las secuencias parciales identificadas 

en un análisis del transcriptoma de Acropora millepora y Acropora digitifera, las cuales 

parecen corresponder a un posible canal Hv1 (Números de acceso en el GeneBank 

XM_015907823.1, XM_015907824.1, XM_029346499.1 y XM_029346498.1). 
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Figura 20. Esquema propuesto para la calcificación en corales. La sección (A) de este esquema representa de manera 

básica la anatomía de un pólipo de coral. La sección (B) representa las proteínas que intervienen en el proceso de 

calcificación. Las líneas punteadas son las rutas hipotéticas donde ocurre el transporte de carbonato de calcio. Los círculos 

punteados representan la anhidrasa carbónica o el canal putativo Hv1, ambos pueden estar involucrados en la eliminación 

de los H+ generados durante la calcificación. Modificado de Moya et al. (2012). 

 

Sin embargo, actualmente no existen estudios detallados donde se reporte la expresión 

de algún transportador o canal selectivo para protones en corales, el cual pudiera participar 

en la regulación del pH en los calicoblastos durante el proceso de calcificación. De acuerdo 

con los resultados obtenidos en los cocolitóforos y en las secuencias parciales reportadas el 

análisis de transcriptoma de Acropora sp, podemos plantear la siguiente hipótesis.  
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4. HIPÓTESIS  

 

Los corales al igual que los cocolitoforos expresan el canal Hv1, el cual participa en la 

regulación del pH en los calicoblastos durante el proceso de calcificación.  

 

5. OBJETIVO GENERAL 

 

Clonar y caracterizar por medio de registros electrofisiológicos el canal Hv1 de la 

especie Acropora millepora. 

 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES   

 

 Diseñar oligos específicos que nos ayuden a obtener la secuencia completa de dicha 

proteína a partir de secuencias parecidas al canal Hv1. 

 

 Extraer ARN de Acropora millepora y realizar una RT-PCR para amplificar la 

secuencia del canal putativo Hv1. 

 

 Clonar el canal putativo Hv1 en el vector pcDNA3 y realizar la transfección 

correspondiente en un sistema de expresión heterólogo (células HEK293). 

 

 Realizar la caracterización electrofisiológica del canal putativo Hv1 por medio de la 

técnica Patch-clamp. 
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6. MÉTODOS 

 

6.1 IDENTIFICACIÓN DE LA POSIBLE SECUENCIA DEL CANAL PUTATIVO HV1 DE 

Acropora millepora Y DISEÑO DE OLIGOS 

 

Para realizar la clonación del posible canal Hv1 de alguna especié de coral se buscó de 

forma general las secuencias de las especies que presentan el canal iónico Hv1 en la base de 

datos del GenBank, después la búsqueda se delimitó a sólo a especies de animales 

invertebrados. Como resultado de esta búsqueda, se pudieron identificar 4 secuencias de 

nucleótidos que fueron de nuestro interés, ya que se encontraban mejor conservados en ambas 

especies y tenían un marco de lectura abierto. Los números de acceso correspondientes en 

GenBank son: XM_015907823.1, XM_015907824.1, XM_029346499.1 y 

XM_029346498.1. Las dos primeras secuencias corresponden a Acropora digitifera y las dos 

últimas a Acropora millepora. Estas secuencias se reportaron como parte de un análisis de 

transcriptoma de estas dos especies. 

 

Con las secuencias seleccionadas, se realizaron diversos alineamientos utilizando el 

servidor CLUSTALW, esto con la finalidad de identificar regiones conservadas entre ellas. 

Asimismo, se realizó un análisis de estructura secundaria para dichas secuencias. Para esto 

último, se generaron modelos in silico de cada uno de los fragmentos seleccionados. El 

modelado se llevó a cabo utilizando el servidor SWISS-MODEL y se empleó como molde el 

PDB: 3WKV, que corresponde a la quimera del canal Hv1 de ratón con el VSD de Ciona 

intestinalis (mHv1cc). Los modelos obtenidos fueron analizados en el programa Pymol. 

 

Después de realizar la búsqueda y el análisis de las secuencias se lograron identificar 

dos fragmentos de ADN los cuales sugerimos que codifican para las regiones amino y 

carboxilo terminales del putativo canal Hv1 de Acropora sp. Utilizando estos dos fragmentos 
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se diseñaron oligonucleótidos que permitieran clonar de manera parcial y total el putativo 

canal Hv1 de este coral. Las secuencias de los oligos diseñados fueron:  

 Tabla 2. Oligonucleótidos diseños para clonar el canal putativo Hv1 de Acropora sp. 

Nombre del 

oligonucleótido 

Secuencia del oligonucleótido 

AcHvNt5´ ATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGGATGAT 

AcHvNt3´ TGATCCTGCTCTCAAGTCAAGAACCAACTCAGCAATGAC 

AcHvCt5´ ATGGGATTCACATTTTCAAGCACAAATGGAGGTGTTT 

AcHvCt3´ TCAGCTTTGTTTTAATGTTGTCAATTCAGACTCCAACTG 

 

6.2 EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL DE Acropora millepora 

 

Para realizar la clonación del posible canal Hv1 de Acropora sp., se realizó una 

extracción de ARN total a partir de un fragmento del coral Acropora millepora, el cual se 

pudo adquirir en un acuario local y fue identificado por el Dr. León Islas.  La extracción del 

ARN total se realizó utilizado el método de Chomczynski y Sacchi (1987) partiendo de una 

muestra de 3 cm de coral. Esta muestra de coral fue incubada por 2 minutos en 5 ml de 

Solución D (Tiocianato de guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM, Sarcosyl 5 % y 2-

mercaptoetanol 0.1 M). Después de la incubación se despegaron los pólipos del esqueleto 

calcáreo con ayuda de una pipeta serológica, subiendo y bajando el volumen de la solución 

D suavemente sobre el fragmento de coral durante 2 min. Posteriormente se retiró el 

esqueleto calcáreo y se continuó con la extracción de ARN total de acuerdo con el protocolo 

citado.  Se sabe que es un ARN de coral debido a que en varios grupos del mismo phylum 

este gen se encuentra conservado. 
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6.3 AMPLIFICACIÓN DEL PUTATIVO CANAL HV1 POR RT-PCR 

 

A partir de 1 µg ARN total de A. millepora se realizó la retrotranscripción utilizando 

oligo dT y la enzima SuperScripII (Invitrogen) siguiendo las especificaciones del proveedor. 

Posteriormente, se realizaron 3 mezclas independientes de PCR (reacción en cadena de la 

polimerasa o por sus siglas en inglés polymerase chain reaction) para tratar de amplificar los 

segmentos que nosotros proponemos que corresponde a las regiones amino y carboxilo 

terminal de la proteína, así como el posible canal completo Hv1 de A. millepora. Para ello se 

utilizaron los oligos: 1) AcHv1Nt5´ y 3´; 2) AcHv1Ct5´ y 3´ y 3) AcHv1Nt5´ y AcHv1Ct3´. 

Las 3 reacciones se realizaron con la enzima Platinium Pfx DNA polymerase (Invitrogen) 

utilizando el protocolo recomendado por el proveedor. Una vez terminada las reacciones, se 

le agregó a cada muestra 1 µl de Taq DNA polymerase (Invitrogen) y se mantuvo la reacción 

por 10 minutos a 72 ºC, esto último para adicionar adeninas en los extremos 5´y 3´y así poder 

clonar fácilmente los fragmentos amplificados en el vector pGEM-T. 

 

Una vez que se logró clonar el canal completo Hv1 de A. millepora en el vector 

pGEM-T, se diseñaron nuevos oligos AcHv1Nt5´ y AcHv1Ct3´ con los sitios de restricción 

KpnI y NotI respectivamente. Una vez que tuvo el inserto puro, se realizó la ligación 

correspondiente en el vector pGEM-T. El protocolo se describe a continuación: 5 µl de 

buffer, 3 µl de inserto, 1 µl de ligasa, 1 µl de vector pGEM-T.   La ligación se incubó toda la 

noche a 4 °C.  

 

Posteriormente se realizó la transformación en bacterias la cual consiste en la 

introducción de DNA de manera exógena a la bacteria, esto provocará que cada vez que la 

bacteria se replique, replicará el DNA exógeno que fue introducido (Serrano, et al. 2012). 

Para hacer este proceso se utilizó una cepa de bacterias llamada DH5α pertenecientes a 

Escherichia coli (E. coli). Las bacterias se mezclaron con 10 µl de la ligación y se incubaron 

por 30 minutos en hielo, inmediatamente, se les dio un choque térmico durante 45 segundos 
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a 42 ºC, nuevamente se trasladaron a hielo por 2 minutos, después se adicionaron 800 µl de 

medio LB (triptona, extracto de levadura, NaCl, y NaOH), la muestra de bacterias se incubó 

por 1 hora a 37 ºC en agitación. Las bacterias se sembraron en cajas LB-agar, incubándolas 

16 horas a 37 °C.  

 

Una vez transcurrido el tiempo, se resembraron las colonias de bacterias que 

posiblemente contenían el inserto. Cada colonia se colocó en tubos falcón con 5 ml de medio 

LB, 80 μl de antibiótico (ampicilina 80 µg/µl) y se dejaron crecer durante 16 horas a 37ºC en 

agitación. Posteriormente se hizo una miniprep a partir de cada una de las colonias 

resembradas, el protocolo de miniprep utilizado fue reportado por Mmessage mMachine 

(n.d). 

 

Más adelante se realizó una subclonación con el vector pcDNA3.1 porque presenta un 

promotor proveniente del citomegalovirus (CMV), estos promotores son secuencias de DNA 

que tienen un sitio de unión para que una enzima se una a este sitio e inicie la transcripción 

(Margulies, n.d).  

 

Esta última construcción fue utilizada para realizar la caracterización electrofisiológica 

del canal AmHv1 en células HEK293.  Todas las construcciones fueron verificadas por 

secuenciación automática. 

 

6.4 TRANSFECCIÓN DEL CANAL AMHV1 EN CÉLULAS HEK293 

 

Se realizó una cotransfección en células HEK293 con los plásmidos AmHv1-

pcDNA3.1 (100-300 ng) y pEGFP (100-400 ng). Para todos los experimentos se usó como 

gen reportero a la GFP. Para obtener la expresión transitoria del canal AmHv1 y la GFP en 
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células HEK293, se utilizó el agente de transfección jetPEI (Polyplus) de acuerdo con las 

especificaciones del proveedor. El cultivo celular se mantuvo en medio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, por sus siglas en inglés) con 10 % de SBF y 1 % de penicilina-

estreptomicina, a 37 ºC y con 5 % de CO2. Los registros electrofisiológicos del canal AmHv1 

se realizaron a las 24 y 48 horas después de la cotransfección. 

 

6.5 CONDICIONES DE REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS  

 

Las técnicas por excelencia más usadas para el registro de canales iónicos son el 

Voltage clamp y el Patch-clamp, ambas técnicas permiten el registro de corrientes iónicas, 

pero en este trabajo solo se describirá la técnica Patch-clamp. Este método permite estudiar 

las corrientes iónicas originadas por la apertura de los canales iónicos, ya sea en célula 

completa o en microáreas de membrana. Para realizar el registro de dichas corrientes iónicas 

se utilizan micropipetas hechas de borosilicato cortadas y previamente pulidas con calor. Una 

vez que las micropipetas están listas, una se coloca en un microelectrodo (típicamente de 

AgCl), posteriormente, se procede a acercar la micropipeta de manera lenta y cuidadosa a la 

membrana plasmática, hasta que ésta la toque con el propósito de formar un sello de alta 

resistencia entre el vidrio de la micropipeta y la región de la membrana (1 GΩ) (ver Figura 

21.) (Salceda y Soto, 2015). La fijación de voltaje consiste en mantener el potencial de 

membrana en un valor fijo, inyectando la corriente que compense rápidamente cualquier 

cambio causado por el flujo de iones a través de los canales presentes en la membrana.  Una 

vez que se forma el gigasello, se pueden medir los cambios en el potencial de membrana y 

compensarlos rápidamente usando un amplificador. La corriente que se tiene que inyectar 

para mantener el voltaje constante es del signo opuesto a la corriente que está fluyendo a 

través de los canales del sello, pero como es de la misma magnitud, es una medida de cuánta 

corriente está pasando a través de la membrana que forma el gigasello. La corriente de 

compensación se amplifica y es lo que se registra durante un experimento de Patch-clamp. 

La técnica de Patch-clamp se puede realizar en diferentes configuraciones, a 

continuación, se describe cada una de ellas:  
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Cell-attached o célula adherida, es la más fácil de realizar y permite el registro de 

canales iónicos expresados en la microárea de membrana que está en contacto con la pipeta. 

Esta configuración se logra con una presión leve en la micropipeta contra la superficie de la 

célula, aplicando a su vez una succión.  

 

Whole-cell o célula completa: es utilizado para el registro de corrientes macroscópicas. 

Se inicia con la configuración de cell-attached, pero se emplea una succión más fuerte para 

que la membrana se rompa, el líquido de la micropipeta y del citoplasma quedan en contacto 

(Salceda y Soto, 2015). 

 

Outside-out o afuera-afuera: esta configuración se realiza a partir de whole-cell, pero 

una vez que se formó el sello de alta resistencia con la membrana, la punta de la micropipeta 

se retira de manera que se provoca el rompimiento de la membrana. Debido a las propiedades 

de los fosfolípidos, los fragmentos de la membrana se unen nuevamente, exponiendo la parte 

intercelular de la membrana hacia adentro de la micropipeta. 

 

Inside-out o adentro-afuera: se comienza cell-atached, una vez que se tiene el sello 

formado, la pipeta se retira de la célula, pero ahora la parte intracelular de la membrana ve 

hacia a fuera de la micropipeta (Molleman, 2003). 
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Figura 21. Configuraciones para la fijación de voltaje por medio de parches. A) La configuración del sello en célula 

adherida. B) La configuración del parche en célula completa. C) La configuración del sello afuera-afuera. D) La 

configuración del sello adentro-afuera. Tomado de Salceda y Soto, 2015. 

 

Para realizar los registros electrofisiológicos se utilizó un microscopio óptico invertido 

marca Nikon modelo Eclipse Ti. Las corrientes se registraron a 20 kHz con un amplificador 

de la marca HEKA modelo EPC 10 y el software PatchMaster (HEKA) y fueron analizadas 

con el programa Igor Pro (Wavemetrics Inc). Se utilizó la técnica de Patch-clamp en 

configuraciones inside-out, whole-cell y outside-out (este último para los registros con zinc). 
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En todos los experimentos inside-out y whole-cell se emplearon las mismas soluciones; la 

solución extracelular que podría ser del baño o la pipeta dependiendo de la configuración del 

sello contenía: 80 mM TMA-OH, 80 mM HMESO3, 100 mM MES para pH 5.5, 6.5 o HEPES 

para pH 7.0, 7.5, 8 mM HCl, 2 mM CaCl2 y 2 mM MgCl2. La solución intracelular que podría 

ser del baño o la pipeta dependiendo la configuración del sello contenía: 80 mM TMA-OH, 

80 mM HMESO3, 100 mM MES para pH 5.5, 6.5 o HEPES para pH 7.0, 7.5 y 1 mM EGTA. 

El pH se ajustó con TMA-OH, NMDG y HCl.  

 

Para realizar la caracterización del canal se utilizaron pipetas de borosilicato con una 

resistencia de 1 a 3 MΩ en los registros wholle-cell y de 4 a 7 MΩ en los registros inside-out 

y outside-out. 

 

En los registros realizados en configuración inside-out y outside-out, se utilizaron 

vidrios tratados con poly-D lisina en los cuales se sembraron las células. Lo anterior se realizó 

con el propósito de que la membrana de las células quedara adherida al vidrio y permitiera 

levantar el sello fácilmente. Este procedimiento consistió en agregar a los vidrios 100 ug/ml 

de poly-D lisina. Los vidrios quedaron sumergidos en esta solución durante media hora, 

posteriormente, éstos se enjugaron tres veces con agua Milli-Q filtrada y se dejaron secar 

antes de sembrar las células. 

 

        Tabla 3. Valores de ΔpH en los que se registró el canal en inside-out 

ΔpH (pHo-pHi) Baño pH (pHi) Pipeta pH (pHo) 

2 5.5 7.5 

1 6.0 7.0 

0 7.0 7.0 

-1 7.0 6.0 

-2 7.5 5.5 
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Para caracterizar la activación del canal se obtuvieron diferentes familias de corrientes, para 

esto se diseñaron varios protocolos de voltaje con respecto al ΔpH, ya que la apertura del 

canal cambia dependiendo si se tiene un ΔpH negativo o positivo; para ΔpH = 2 los voltajes 

fueron de -120 mV a 120 mV con una duración de 250 ms por pulso, en incrementos de 20 

mV en 20 mV, con un voltaje de mantenimiento de -80 mV (N = 5). Se aplicó el mismo 

voltaje de mantenimiento e incremento de los mismos para todos los experimentos en este 

bloque. El protocolo con ΔpH = 1 inició desde -100 mV a 140 mV durante 500 ms (N = 10). 

Los registros con ΔpH = 0 se les aplicó pulsos de voltaje que iban desde -40 mV a 160 mV 

durante 500 ms (N= 4). Para los registros con ΔpH = 0 sin transfección el protocolo fue de -

60 mV a 160 mV durante 300 ms (N= 4). Para las corrientes con ΔpH = -1 el protocolo de 

voltaje fue de 20 mV a 200 mV durante 500 ms (N = 5).  Para el ΔpH = -2, el protocolo 

comenzó desde 40 mV a 220 mV durante 500 ms (N = 5). Estos experimentos nos permitieron 

determinar la dependencia de voltaje del canal AmHv1. 

 

A partir de los datos obtenidos en cada uno de los registros se realizaron diferentes 

tipos de análisis electrofisiológicos (curvas I-V, curvas G-V, gráfica del potencial de 

reversión experimental y gráfica de dosis-respuesta) para determinar las propiedades 

biofísicas del canal, además se hizo una serie de experimentos como grupo control, el cual 

consistió en registrar células HEK293 sin haber sido transfectadas con el canal AmHv1, con 

el propósito de conocer las diferencias entre corriente endógena y una corriente propiamente 

del canal clonado de A. millepora. Cada una de las familias de corrientes obtenida se graficó 

y se realizó su correspondiente curva I-V. Después se calculó el “leak” por medio de la 

ecuación de la recta.  El “leak” o corriente de fuga representa la corriente que se escapa entre 

la membrana y la pipeta, ya que los sellos no son totalmente herméticos, por lo tanto, siempre 

existe corriente de fuga que no es propia del canal. 

 

Ecuación 3: 

𝐿𝑒𝑎𝑘 = 𝑎 + (𝑚𝑉 ∗ 𝑏) 



   
 

56 
 

Donde a y b representan los valores donde no hay corriente  propia del canal, por lo 

tanto, la corriente es igual a 0 y mV son los voltajes a los cuales fue sometido el canal. El 

dato obtenido se restó a cada valor de la corriente. 

 

Para poder medir la conductancia del canal se necesitaba conocer el potencial de 

reversión dado un ΔpH específico, para esto se aplicó la ecuación de Nernst que se describió 

anteriormente (ver Ecuación 1). 

Posteriormente, se calculó la conductancia (G) por medio de la ley de Ohm, la cual fue 

normalizada. 

 

Ecuación 4: 

𝐺 =  
𝐼

(𝑉 − 𝑉𝑟𝑒𝑣)
 

 

Donde I representa la corriente, V es el voltaje y Vrev es el valor del potencial de 

reversión. Además, se calculó el promedio, desviación y error estándar.                

 

A las curvas G-V se les ajustó la ecuación de Boltzmann, con la que se obtuvo la V ½ 

y el valor del movimiento de carga: 

 

Ecuación 5:  

𝐺

𝐺𝑚𝑎𝑥
=  

1

1 + exp (−
𝑞(𝑉 − 𝑉0.5)

𝐾𝐵𝑇 )
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Donde G es la conductancia, Gmax es la conductancia máxima, q es la carga aparente 

asociada (en cargas elementales es e0), V0.5 es el voltaje en que la mitad de la carga se movió, 

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

 

Para medir la cinética de activación (τ) a las familias de corriente, desde un inicio se  

utilizó un procedimiento conocido como -p/4, lo que hace este procedimiento es dar una serie 

de pulsos de voltaje negativos extras que equivalen a la cuarta parte del voltaje máximo que 

se le aplicó al canal, este protocolo consiste en 4 pulsos, dichos pulsos son promediados por 

el programa automáticamente con el objetivo de observar el trazo de manera más clara; los 4 

pulsos se dan por cada pulso de voltaje que estén indicados en el protocolo per se, más el 

pulso prueba. En ΔpH = 0 sin transfectar se dieron un total de 55 pulsos (1 pulso prueba que 

se intercala con 4 pulsos de leak, lo anterior se repite 11 veces); en ΔpH = 0 fue un total de 

60 pulsos (1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de leak, lo anterior se repite 12 veces). 

Con ΔpH = 2 fueron 65 pulsos (1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de leak, lo 

anterior descrito se repite 13 veces). En ΔpH = 1 fue un total de 65 pulsos (1 pulso prueba 

que se intercala con 4 pulsos de leak, esto se repite 13 veces). Con ΔpH = -1 fue un total de 

50 pulsos (1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de leak, esto se repite 10 veces). Por 

último, en ΔpH = -2 fue un total de 50 pulsos (1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos 

de leak lo anterior se repite 10 veces).  

 

Los voltajes que equivalen al leak son restados al transitorio capacitivo, una vez que 

son restados, se pudo medir la cinética de activación con exactitud y ajustarle una 

exponencial a cada trazo de corriente, dicha exponencial ajustada abarcó del 20 % al 90 % 

de la corriente dependiendo si está presentaba depleción o no. La exponencial es la siguiente:  

Ecuación 6:  

𝐼(𝑡) = 𝐼𝑆𝑆 ∙ (1 − 𝑒𝑥𝑝
(

−(𝑡−𝛿)
𝜏

)
) 
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Donde Iss es la amplitud de la corriente en estado estable, δ es el retraso de la 

exponencial con respecto al inicio del pulso de voltaje y t es la constante de tiempo. Por 

último, se calculó el promedio, desviación y error estándar.  

Debido a que se tuvieron algunos problemas al inicio para registrar el canal AmHv1 en 

modo inside-out, se utilizó la configuración whole-cell para poder tener corrientes lo 

suficientemente grandes para calcular el potencial de reversión. Para esto se establecieron 

cuatro ΔpHs. 

Subsiguientemente, se calculó el potencial de reversión por medio de la ecuación de 

Nernst para cada ΔpH. 

     Tabla 4. Valores de los ΔpH en los que se registró el canal en whole-cell. 

ΔpH (pHo-pHi) Baño pH (pHo) Pipeta pH (pHi) 

2 7.5 5.5 

1 7.0 6.0 

0 7.0 7.0 

-1 6.0 7.0 

 

Con el propósito de conocer el valor del potencial de reversión (ver Tabla 5) se hicieron 

cálculos con la ecuación de Nernst (ver Ecuación 2). Posteriormente, para obtener el 

potencial de reversión experimental se hicieron registros en la configuración whole-cell, 

donde se realizaron experimentos de colas de corriente, donde se aplicó también el protocolo 

-p/4, después cada familia de colas de corriente se graficó.  

 

Los protocolos consistieron en aplicar una serie de voltajes con base al potencial de 

reversión que se estuviera empleando, con el objetivo de que la corriente que entra y sale del 

canal fuera la misma. El protocolo para ΔpH = 2 consistió en pulso de voltaje de 200 mV por 

200 ms (este pulso se dio con el objetivo de activar el canal, esto se hizo con todos los 

registros) posteriormente, el voltaje descendió a -140 mV hasta llegar a -100 mV, con 

incrementos de 20 en 20 mV y una duración de 200 ms (N = 7). Considerando el protocolo 
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con los leaks que se aplicaron, fueron un total de 20 pulsos (1 pulso que activa el canal más 

4 pulsos de leak esto sólo se hizo una vez, después se dio 1 pulso prueba que se intercala con 

4 pulsos de leak y lo anterior descrito se repite 3 veces) con un voltaje de mantenimiento de 

-80 mV para todos los registros. El protocolo para ΔpH = 1 fue un pulso de voltaje de 120 

mV por 120 ms, posteriormente, el voltaje descendió a -80 mV hasta llegar a 10 mV con 

incrementos de 10 en 10 mV, con una duración de 450 ms (N = 7), sumando los pulsos de 

leaks fueron un total de 45 pulsos (1 pulso que activa el canal más 4 pulsos de leak esto sólo 

se hizo una vez, posteriormente se aplicó 1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de 

leak, lo anterior se repite 8 veces). El protocolo para ΔpH = 0 consistió en un pulso de 100 

mV por 50 ms, inmediatamente el voltaje descendió a -70 mV hasta llegar a 10 mV con 

incrementos de 20 en 20 mV con una duración de 300 ms (N = 6), sumando los pulsos de 

leak se dieron un total de 25 pulsos (1 pulso que activa el canal más 4 pulsos de leak, esto 

sólo se hizo una vez, más adelante se dio 1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de leak, 

esto se repite 5 veces). Por último, el protocolo de ΔpH= -1 consistió en un primer pulso de 

180 mV por 150 ms, posteriormente, el voltaje descendió a 30 mV hasta llegar a 100 mV con 

incrementos de 10 en 10 mV y una duración de 500 ms, (N = 2) sumando los pulsos de leak 

fueron un total de 45 pulsos (1 pulso que activa el canal más 4 pulsos de leak, esto sólo se 

hizo una vez, después se aplicó 1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de leak, lo 

anterior descrito se repite 8 veces).  

 

Debido a que se presentaron algunas complicaciones con el canal debido a que no 

soporta altos voltajes, se aplicó un segundo protocolo que consistió en un pulso de 120 mV 

durante 100 ms, posteriormente el voltaje descendió a 40 mV hasta llegar a 60 mV con 

incrementos de 10 en 10 mV y una duración de 300 ms, (N = 6) sumando los pulsos de leak 

fueron un total de 17 pulsos (1 pulso que activa el canal más 4 pulsos de leak esto sólo se 

hizo una vez, más adelante se dio 1 pulso prueba que se intercala con 4 pulsos de leak, lo 

anterior se repite 3 veces).  
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Después, se obtuvo el valor del potencial de reversión (ver Tabla 5) por medio de la 

ecuación de la recta (ver Ecuación 3). Por último, se calculó el promedio, desviación y error 

estándar y se realizó la gráfica del potencial de membrana contra ΔpHs. 

 

6.5.1 CONDICIONES DE REGISTROS ELECTROFISIOLÓGICOS CON ZINC 

 

En todos los experimentos outside-out se usaron las mismas soluciones, la solución de 

baño contenía: 100 mM TMA-OH, 100 mM HMESO3, 100 mM HEPES, 4 mM HCl, 2 mM 

CaCl2 y 2 mM MgCl2. Para las concentraciones con ZnCl2 se preparó un stock a 10 o 5 mM, 

a partir de éste se hicieron diluciones a  1 mM, 100 µM, 10 µM, 1 µM y el stock de 10 µM 

se utilizó directamente para el registro. La solución de la pipeta contenía: 80 mM TMA-OH, 

80 mM HMESO3, 100 mM MES, 10 mM EGTA, 10 mM MgCl2. El pH se ajustó con TMA-

OH y HCl. 

 

A continuación, se presentan los valores de pH con los que se registraron los 

experimentos con Zn2+. Los registros con zinc se hicieron con ΔpH = 1, ya que se observó 

que con este ΔpH se obtenían sellos más estables.  

 

Tabla 5. Valor de ΔpH en el que se registró el canal en outside-out con Zn2+. 

ΔpH (pHo-pHi) Baño pH (pHo) Pipeta pH (pHi) 

1 7 6 

 

       Para obtener los registros de zinc con la concentración de 10 µM y 10 mM, el protocolo 

consistió en pulsos de -40 mV a 140 mV con una duración de 500 ms (N= 4 y N= 5 

respectivamente). El protocolo de registro para probar otras concentraciones de zinc se tuvo 

que modificar un poco ya que los sellos no eran muy estables en las condiciones anteriores. 
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En los registros con concentraciones 100 µM de zinc, los pulsos comenzaron desde –80 mV 

a 100 mV con una duración de 300 ms (N= 4). En todos los experimentos el voltaje de 

mantenimiento se fijó a –80 mV, los incrementos de voltaje eran de 20 mV en 20 mV y un 

tiempo de 15 s para dar el siguiente pulso. Los protocolos se aplicaron tres veces en un mismo 

sello, la primera serie de pulsos se realizaron en ausencia de zinc (éste era el control), el 

segundo protocolo era con zinc y el último protocolo era un lavado que se hizo con la misma 

solución de baño durante 2 min y 30 s.  

 

Nuevamente se graficaron las familias de corrientes y a partir de ellas se obtuvieron 

curvas I-V a la cuales se les restó el “leak”  

 

Posteriormente, para saber el porcentaje de inhibición del zinc, se normalizó la 

corriente con zinc respecto a la corriente control, donde se aplicó la siguiente ecuación. 

 

Ecuación 7: 

FB = IconZn2+ / Imax 

 

Donde FB es la fracción de la corriente bloqueada, IconZn2+ es la corriente en presencia 

de zinc e Imax es la corriente control o corriente máxima. Después, solo se consideró el valor 

de la corriente que se expuso a un voltaje de 100 mV, esto con la intención de evitar la 

depleción y asegurarnos que el 80 % de los canales estuvieran abiertos. Posteriormente, las 

curvas I-V se normalizaron respecto a la corriente sin zinc. Más adelante, se calculó el 

promedio, la desviación y el error estándar. 

 

Debido a que no se lograron obtener experimentos completos de todas las 

concentraciones de zinc con el protocolo antes descrito, se decidió emplear una segunda 
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estrategia experimental, que es la siguiente: para los registros 1 µM y 1 mM se hizo un 

protocolo de pulsos continuo, el cual consistía en un potencial de mantenimiento de -60 mV, 

posteriormente, sólo se aplicaron pulsos a 100 mV durante 200 ms, cada pulso se dio en un 

intervalo de 5 s (1 µM N= 5 y 1 mM N= 4). En los primeros 5 a 7 pulsos el sello no era 

sometido a la solución con zinc, más adelante, entre los pulsos 10 y 13 el sello era expuesto 

a la solución con zinc y finalmente, en los pulsos 16 y 18 el sello se sometió a la solución de 

lavado.  

 

El análisis de datos consistió en normalizar todos los pulsos pertenecientes a un mismo 

sello al pulso con mayor valor de corriente sin zinc, posteriormente estos valores se 

graficaron contra el tiempo. Lo descrito anteriormente se realizó con cada registro. A 

continuación, se calcularon los promedios, la desviación y el error estándar. A estos datos se 

les ajustó la función de Hill. 

 

Ecuación 8: 

𝐹𝐵 =  
1

1 + (
𝐾𝐷

[𝑍𝑛2+]𝑜
)

 

𝑛𝐻
 

 

Donde KD es la constante de disociación, [Zn2+] es la concentración extracelular de 

zinc y nH es el coeficiente de Hill. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 IDENTIFICACIÓN DE LA SECUENCIA DEL CANAL HV1 DE Acropora millepora 

 

A partir de las secuencias encontradas en el GenBank, las cuales parecían corresponder 

al canal Hv1 de los corales Acropora digitifera y millepora (XM_015907823.1, 

XM_015907824.1, XM_029346499.1 y XM_029346498.1), se realizaron alineamientos a 

nivel de nucleótidos, así como su correspondiente secuencia en aminoácidos. Lo anterior nos 

permitió identificar regiones conservados entre ellas y su posible marco de lectura abierto 

para cada par de secuencias. A continuación, se muestran los alineamientos correspondientes, 

así como las secuencias que fueron seleccionadas para diseñar los dos pares de 

oligonucleótidos (se muestran resaltadas en verde).  

 

Alineamiento de las secuencias XM_015907823.1 (A. digitifera) y XM_029346499.1 (A. millepora). 

Fragmento A 

 
 

Digitifera-XM_015907823.1      CTTATATGTGAAGAGAAGTGTAAGATCAACATTTGCTATTCAGGTATTCG 

Millepora-XM_029346499.1       CTAGTACCAGACCTGTCCGCTTTCAAAAGTGACGCCTGGTTAATTTGCAT 

                               **:.**  :**. :*:.   *:: *:.*. .:   **. * *. *:  .  

 

Digitifera-XM_015907823.1      ATTACTGTGATCACTGTCTAAGATGTTTGTTCACCAGTAAAAATAGTTTT 

Millepora-XM_029346499.1       ATTTATGAAGACCCTTTTTAGTGAAGAGAAGTGCAAGATCAACAT----- 

                               ***:.**:..:*.** * **. .:. : .:  .*.**::.**.::      

 

Digitifera-XM_015907823.1      GTCCTGAATTATAGTCATCTTGAAGTCCAAACCATTGGTTCATTTCCGAG 

Millepora-XM_029346499.1       ---TTGCTATTCAGTCATCTTGAAGTCCAAACTATTGGTTCATTTCCGAG 

                                   **.::*: ******************** ***************** 

 

Digitifera-XM_015907823.1      TTCCGGGTCTGTCAGAGGATCTCCGTTTCTAGTGAGTTTAAGCACCAGCA 

Millepora-XM_029346499.1       TTCCGGGTCTGTCAGAGGATCTCCGTTTCTAGTGAG--TTACCACCAGCA 

                               ************************************  *:* ******** 

 

Digitifera-XM_015907823.1      TGGGATTTCGTAAATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGGATG 

Millepora-XM_029346499.1       TGGGATTTCGCAAATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGGATG 

                               ********** *************************************** 

 

Digitifera-XM_015907823.1      ATCAACTTCCTGCAGATGAACTCAAGGAGATGGGACAGCCAGGCACAACA 

Millepora-XM_029346499.1       ATCAACTTCCTGCAGATGAACTCAAGGAGATGGGACAGCCAGGCACAACA 

                               ************************************************** 

 

Digitifera-XM_015907823.1      GCTGCAGTGATGGCAAGCACAGTGTGTTTGACGGAAGATGACACGGAATG 

Millepora-XM_029346499.1       GCTGCAGTGATGGCAAGCACAGTGTGTTTGACGGAAGATGACACGGAATG 

                               ************************************************** 
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Digitifera-XM_015907823.1      CGCAGCAAATAAGAACCACCGGGAAAAACTGAATGAACTACTTCATGGAG 

Millepora-XM_029346499.1       CCCAGCAAATAAGAACCACCGGGAAAAACTGAATGAACTACTTCATGGAG 

                               * ************************************************ 

 

Digitifera-XM_015907823.1      ATAAGATTCAGTATGCCATTGTAGTTTTAGTGATCATTGATATCATCATT 

Millepora-XM_029346499.1       ATAAGATTCAGTATGCCATTGTAGTTTTAGTGATCATTGATATCATCATT 

                               ************************************************** 

 

 

Digitifera-XM_015907823.1      GTCATTGCTGAGTTGGTTCTTGACTTGAGAGCAGGATCAG---------- 

Millepora-XM_029346499.1       GTCATTGCTGAGTTGGTTCTTGACTTGAGAGCAGGATCAGAACATCATGA 

                               ****************************************           

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       CAATTCTGCATCTCATGTCCTGCACTATATCAGTATTGCCATCCTATCAG 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TCTTTATGATTGAGTTGCTTTTGAAGATCTATGCCATGGGATTCACATTT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TTCAAGCACAAAATGGAGGTGTTTGATGGCTTTGTTATAATTGTGTCATT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TGCCTTGGATATTGCCTTCAGTAATGAGCAGGGAGGTGTTGATGGCGTGA 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------GTGAGGATTTGAATCACTTAATAAT 

Millepora-XM_029346499.1       GTCTTATTGTTTTACTTCGACTTTGGAGAGTAACAAGAATTGTCAACGGA 

                                                        *:*** *: :..*: : * ** ..: 

 

Digitifera-XM_015907823.1      CCTACTTGGCACCTTAAAAAGCTGAACAAGAGGAAATGCCAGGCACTAAT 

Millepora-XM_029346499.1       ATTATTTTGTCCGTGCAAATGCGGGCTGAAAAGAAAGTTCAAGCGGTGAT 

                               . ** ** * .* * .***:** *.. .*.*.****   **.**. *.** 

 

Digitifera-XM_015907823.1      AATG---------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       GAAGGAAAATGCTGAGCTAAAAGCAGAACTTGAGCAATTGAAGAGCAAGT 

                               .*:*                                               

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       GTGCGCAGTTGGAGTCTGAATTGACAACATTAAAGCAAAGCTGAGAAGAG 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       AAAAGAGCGGAAGTAAGGTTATCGAGGCGAAAGTTCATAGTGATACTGCC 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       CTAAATATGATCAGTGATTTTAAACAGTTTTGTTAGATTGAAACAAGTTC 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      ------------ATGGATTTCTAGTTTCTAAAG----------------- 

Millepora-XM_029346499.1       GTAATAGTGGAAATATATTTTTATTTTTACAAAGTACCTAGTTTACTGAT 

                                           **. **** ** *** :.**.                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      ------------------------------AAACTGTGGTGCTGCGTCGG 

Millepora-XM_029346499.1       GAGTGATAAAAAAATATCAACCAAAGTCTATAACTTAAGTGCTGCAAAGA 

                                                             :**** :.*******.:.*. 
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Digitifera-XM_015907823.1      TGGGG--------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TAAAAAATTGACCGTTTGTTTTCCTTAGTGGAAAGAAACGTTGAAGTCAT 

                               *....                                              

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TTCGAAAATATAGGAGATGTATCCTTTTTTTTAATTAGTGCTCAGACAAG 

                                           

                                        

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       CAATTGTGTAAAATTTGTAAAGCAATTTCATAGAGAATAATTTTTGTATT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TTAAGACTTTTATGATTGCCTTAAAGTTAAAGAGAATTATCACTCAAAGA 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       ACGCAAGATTAAATATCAGTGATTTCTTTGATTATCAGAGAGTCCTTTTT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       TATAATGTAATCATCTTGTTATTTACCATATAGGATAAGTTGTACTTTCT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907823.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346499.1       ACCTGTGTGGTGTTATTAAAATGTGGAAAAGAAATAAAAATGAAACCTTG 

 

 

 
Alineamiento de las secuencias XM_015907824.1 (A. digitifera) y XM_029346498.1 (A. millepora). 

Fragmento B 

 

 

 
Digitifera-XM_015907824.1      ---------------------------------------TTATCTAGTTG 

Millepora-XM_029346498.1       ACCCTTTTTAGTGAAGAGAAGTGCAAGATCAACATTTGCTATTCAGGTAT 

                                                                      *::**:.**:  

 

Digitifera-XM_015907824.1      TTGAGGTGTGT--------------------------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       TCGATTAATGTGATCACAGTCTAAGATGTTTGATCACCAGTAAAAATAGT 

                               * **  :.***                                        

 

Digitifera-XM_015907824.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       TTTGTCCTGAATTATAGTCATCTTGAAGTCCAAACTATTGGTTCATTTCC 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907824.1      GAATTGCATGTCTG-------------GCTACCCATGGGTGACAATTAAC 

Millepora-XM_029346498.1       GAGTTCCGGGTCTGTCAGAGGATCTCCGTTTCTAGTGAGTTACCACCAGC 

                               **.** *. *****             * *:* ..**.** **.*  *.* 

 

Digitifera-XM_015907824.1      AAG----ATCACATGAGATAGCTGTTAGTTATAAAG--------CAGTTT 

Millepora-XM_029346498.1       ATGGGATTTCGCAAATGATTGATGCAAGAACCAGACGATCGAGCATGGAT 

                               *:*    :**.**:.:***:*.** :**::. *.*         .:* :* 

 

Digitifera-XM_015907824.1      AATTTTCAGACAGAAAATGTTACCATG----------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       GATCAACTTCCTGCAGATGAACTCAAGGAGATGGGACAGCCAGGCACAAC 

                               .** ::*: .*:*.*.***::. **:*                        
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Digitifera-XM_015907824.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       AGCTGCAGTGATGGCAAGCACAGTGTGTTTGACGGAAGATGACACGGAAT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907824.1      ----TGCTTTTATAATCTCACTG---TTGCTGGGTTTTTGTCATTATTAT 

Millepora-XM_029346498.1       GCCCAGCAAATAAGAACCACCGGGAAAAACTGAATGAACTACTTCATGGA 

                                   :**:::**:.*:* ..* *   ::.***..* ::  :*:* ** .: 

 

Digitifera-XM_015907824.1      TATCTGTATGTGTTGTCCG-------------ACTCTTTATTATCAACAA 

Millepora-XM_029346498.1       GATAAGATTCAGTATGCCATTGTAGTTTTAGTGATCATTGATATCATCAT 

                                **.:*::* :**:  **.             ..**:**.:*****:**: 

 

Digitifera-XM_015907824.1      ATTTTTCGTT---------------------------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       TGTCATTGCTGAGTTGGTTCTTGACTTGAGAGCAGGATCAGAACATCATG 

                               : * :* * *                                         

 

 

Digitifera-XM_015907824.1      ----TTTTGTTTTTTTTTTCCTGTTCAGAATATTGGCACTGATATGCTTG 

Millepora-XM_029346498.1       ACAATTCTGCATCTCATGTCCTG--CACTATATCAGTATTGCCATCCTAT 

                                   ** ** :* * :* *****  ** :**** .* * **. ** **:  

 

Digitifera-XM_015907824.1      CATCTCTTTTCTGCTAGTTGCTTTTGAAGATCTATGCCATGGGATTCACA 

Millepora-XM_029346498.1       CAGTCTTTATGATTGAGTTGCTTTTGAAGATCTATGCCATGGGATTCACA 

                               **    **:* :   *********************************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      TTTTTCAAGCACAAAATGGAGGTGTTTGATGGCTTTGTTATAATTGTGTC 

Millepora-XM_029346498.1       TTTTTCAAGCACAAAATGGAGGTGTTTGATGGCTTTGTTATAATTGTGTC 

                               ************************************************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      ATTTGCCTTGGATATTGCCTTCAGTAATGAGCAGGGAGGTGTTGATGGCG 

Millepora-XM_029346498.1       ATTTGCCTTGGATATTGCCTTCAGTAATGAGCAGGGAGGTGTTGATGGCG 

                               ************************************************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      TGAGTCTCATTGTTTTACTTCGACTTTGGCGAGTAACAAGAATTGTTAAC 

Millepora-XM_029346498.1       TGAGTCTTATTGTTTTACTTCGACTTTGGAGAGTAACAAGAATTGTCAAC 

                               ******* *********************.**************** *** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      GGAATTATTTTGTCCGTGCAAATGCGGGCTGAAAGGAAAGTTCAAGCGGT 

Millepora-XM_029346498.1       GGAATTATTTTGTCCGTGCAAATGCGGGCTGAAAAGAAAGTTCAAGCGGT 

                               **********************************.*************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      GATGAAGGAAAATGCTGAGCTAAAAAAAGAACTTGAGCAATTGAAGAGCA 

Millepora-XM_029346498.1       GATGAAGGAAAATGCTGAGCTAAAAGCAGAACTTGAGCAATTGAAGAGCA 

                               *************************..*********************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      AGTGTGCGCAGTTGGAGTCTGAATTGACAACATTAAAACAAAGCTGAGAA 

Millepora-XM_029346498.1       AGTGTGCGCAGTTGGAGTCTGAATTGACAACATTAAAGCAAAGCTGAGAA 

                               *************************************.************ 

 

 

Digitifera-XM_015907824.1      GAGAAAAGAGCGGAAGTAAGGTTATCGAGGCGAAAGTTCATGGTGATACT 

Millepora-XM_029346498.1       GAGAAAAGAGCGGAAGTAAGGTTATCGAGGCGAAAGTTCATAGTGATACT 

                               *****************************************.******** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      GCCCTAAATATGATCAGTGATTTTAAACAGTTTTGTTAGATTGAAACAAG 

Millepora-XM_029346498.1       GCCCTAAATATGATCAGTGATTTTAAACAGTTTTGTTAGATTGAAACAAG 

                               ************************************************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      TTAGTAATAGTGGAAGTATATTTTTATTTTTACAAAGTACCTAGTTTACT 

Millepora-XM_029346498.1       TTCGTAATAGTGGAAATATATTTTTATTTTTACAAAGTACCTAGTTTACT 

                               **.************.********************************** 
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Digitifera-XM_015907824.1      GATGAGTGATATAAAAATATCAGCCAAAGTATATAACTTAAGTGCTGCAA 

Millepora-XM_029346498.1       GATGAGTGATAAAAAAATATCAACCAAAGTCTATAACTTAAGTGCTGCAA 

                               ***********:**********.*******.******************* 

 

Digitifera-XM_015907824.1      AGATAAAAAATTGACCGTTTGTTTTCCTTAGTGGAAAGAAACGTTGAAGT 

Millepora-XM_029346498.1       AGATAAAAAATTGACCGTTTGTTTTCCTTAGTGGAAAGAAACGTTGAAGT 

                               ************************************************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      CATTTCGAAAATATAGGAGATGTATCCTTTTTTTTAATTAGTGCTCAGAC 

Millepora-XM_029346498.1       CATTTCGAAAATATAGGAGATGTATCCTTTTTTTTAATTAGTGCTCAGAC 

                               ************************************************** 

 

 

 

Digitifera-XM_015907824.1      AAGCAATTGTGTAAAATTTGTAAAGCAATTTCATAGAGAATAATTTTTGT 

Millepora-XM_029346498.1       AAGCAATTGTGTAAAATTTGTAAAGCAATTTCATAGAGAATAATTTTTGT 

                               ************************************************** 

 

 

Digitifera-XM_015907824.1      ATTTTAAGACTTTTATGATTGCCTTAAAGTTAAAGAGAATTATCACTCAA 

Millepora-XM_029346498.1       ATTTTAAGACTTTTATGATTGCCTTAAAGTTAAAGAGAATTATCACTCAA 

                               ************************************************** 

 

Digitifera-XM_015907824.1      AGAACGCAAGATTAAATATCAGTGATTTCTTTGA---------------- 

Millepora-XM_029346498.1       AGAACGCAAGATTAAATATCAGTGATTTCTTTGATTATCAGAGAGTCCTT 

                               **********************************                 

 

Digitifera-XM_015907824.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       TTTTATAATGTAATCATCTTGTTATTTACCATATAGGATAAGTTGTACTT 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907824.1      -------------------------------------------------- 

Millepora-XM_029346498.1       TCTACCTGTGTGGTGTTATTAAAATGTGGAAAAGAAATAAAAATGAAACC 

                                                                                  

 

Digitifera-XM_015907824.1      --- 

Millepora-XM_029346498.1       TTG 

 

 

A continuación, se muestran las secuencias que corresponden solo al marco de lectura 

abierto de los fragmentos A y B. 

 

Traducción del fragmento A flanqueado por el primer par de oligos  

MIDARTRRSSMDDQLPADELKEMGQPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANKNHRE

KLNELLHGDKIQYAIVVLVIIDIIIVIAELVLDLRAGS 
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Traducción del fragmento B flanqueado por el segundo par de oligos  

MGFTFFKHKMEVFDGFVIIVSFALDIAFSNEQGGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGIIL

SVQMRAEKKVQAVMKENAELKAELEQLKSKCAQLESELTTLKQS- 

 

Para realizar un análisis de la posible estructura de las secuencias flaqueadas por los 

oligos, se realizó un modelado por homología de cada uno de los fragmentos, utilizando el 

servidor SWISS-MODEL. Para obtener el modelo de ambos fragmentos, se utilizó como 

molde el PDB: 3WKV, correspondiente a la quimera del canal Hv1 de Ciona intestinalis con 

el VSD de raton (ccHv1m). A continuación, se muestran los modelos obtenidos para cada 

fragmento con sólo tres pases transmembranales y su comparación con el PDB molde. 

 

Figura 22. Modelos de los fragmentos identificados como Hv1 de Acropora.  

A) Modelos de los Fragmentos A y B de Acropora obtenidos en SWISS-MODEL; B) Hv1 Quimera (PDB: 3WKV); y  

C) Empalme de modelos. 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos en el análisis de los modelos podemos sugerir 

que, el fragmento A corresponde al grupo amino terminal y al primer segmento 

transmembranal del canal Hv1 de Acropora millepora, mientras que el fragmento B 

corresponde a los segmentos transmembranales 3 y 4, y al grupo carboxilo terminal de dicho 

canal. Considerando estos resultados, sugerimos que con el oligo 5´del fragmento A y el 

Fragmento A Fragmento B

Hv1 Quimera

Fragmento A

Empalme

TM1

TM2

TM3

TM4

TM1

TM2

TM3

TM4

A B CAmHv1 



   
 

69 
 

oligo 3’ del Fragmento B podríamos amplificar la secuencia completa del canal Hv1 de A 

millepora, a continuación, se muestran los resultados correspondientes. 

 

7.1.1 AMPLIFICACIÓN Y CLONACIÓN DEL CANAL HV1 DE Acropora millepora 

 

Con la finalidad de clonar el posible canal Hv1 de A. millepora, se realizó una 

extracción de ARN total a partir de un fragmento de coral, el cual había sido propagado en 

un acuario. La extracción del ARN total se realizó utilizado el método de Chomczynski y 

Sacchi (1987) partiendo de una muestra de 3 cm de coral. En la figura 23 se muestra un 

análisis por electroforesis de agarosa (al 1.4 % en MOPS 1X) del ARN total obtenido del 

fragmento de coral. Sumado a lo anterior, se realizó la cuantificación de la muestra, tomando 

en cuenta el valor de absorbancia a 260 nm obtenido con la ayuda de un espectrofotómetro. 

La concentración de la muestra de ARN total fue de 0.504 ug/ul. Al dividir los valores de 

absorbancia a 260 nm / 280 nm, se pudo determinar el nivel de pureza de la muestra, 

obteniendo para dicha muestra un valor de pureza de 1.8.  

 

Figura 23. Extracción de ARN total de A. millepora. Carril 1.  ARN total de Células HEK293, Carril 2: ARN total de 

Acroporta millepora. En ambas muestras se muestran los ARN ribosomales, 28s,18s, 5 y 5.8s en HEK293 y sus 

correspondientes bandas en la muestra de A. millepora.  

  

Una vez que se determinó la integridad, concentración y pureza de la muestra de ARN 

total, se realizó una RT-PCR utilizando 3 pares de oligos independientes. AcHv1Nt5´y 3´ y 

AcHv1Ct5´y 3´ para amplificar los fragmentos A y B ya descritos, y también se probó la 
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combinación AcHv1Nt5´y AcHv1Ct 3´, esto último con la finalidad de tratar de clonar el 

canal completo Hv1 de Acropora millepora. A continuación, se muestran las amplificaciones 

obtenidas en dichas reacciones de PCR.  

 

 

 

 

Figura 24. Amplificaciones por RT-PCR de AmHv1 parcial y completo. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb, Carril 

2: Amplificación con los oligos AcHv1 Nter 5´y 3´; Carril 3: AcHv1 Cter 5´y 3´; Carril 4) Amplificación con los oligos 

AcHv1 Nter 5´y AcHv1 Cter 3´, esta última combinación nos permitió obtener en canal AmHv1 completo. 

 

Los 3 fragmentos amplificados fueron clonados de manera independiente en el vector 

pGEMT para generar más copias y realizar la secuenciación correspondiente. Después de 

analizar la secuencia de los 3 fragmentos amplificados encontramos que dos de ellos 

correspondían justamente a los fragmentos A y B previamente descritos como secuencias 

conservadas entre las especies A. millepora y digitifera, soló con pocas diferencias a nivel de 

pares de bases y aminoácidos. El producto de amplificación obtenido al utilizar los oligos 

AcHv1 Nter 5´y AcHv1 Cter 3´, corresponde a lo que nosotros proponemos que es el canal 

Hv1 de Acropora millepora. Este último par de oligos nos permitió determinar correctamente 

el marco de lectura abierto del canal Hv1 de A. millepora. A continuación, se muestra la 

secuencia de aminoácidos del canal Hv1 clonado en este proyecto. 

 

Secuencia en aminoácidos del canal Hv1 de Acropora millepora 

MIDARTRRSSMDDQLPADELKEMGQPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANKNHREKLNELLHGDKI

QYAIVVLVIIDIIIVIAELVLDLRAGSEHHDNSASHVLHYISIAILSVFMIELLLKIYAMGFTFFKHKMEV

FDGFVIIVSFALDIAFSNEQGGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGIILSVQMRAEKKVQAVMKENAELQK

ELEQLKSKCAQLESELTTLKQS- 

 

0.5 Kb 

1 Kb 

1     2                    3                    4   
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A partir de la secuencia del canal Hv1 de A. millepora, se realizó un modelado por 

homología en el servidor SWISS-MODEL, utilizando el PDB del canal Hv1 quimérico 

(3WKV). En la figura 25 se muestra la comparación del modelo computacional obtenido para 

el AmHv1, presentando los cuatros pases transmembranales con su contraparte Hv1 

quimérico. 

 

 

Figura 25. Modelo estructural del canal Hv1 de Acropora millepora.  

A) Modelo computacional del canal AmHv1 obtenido en SWISS-MODEL; B) Hv1 quimérico (PDB: 3WKV); y C) 

Empalme. 

 

Una vez que se clonó y caracterizó la secuencia del canal AmHv1, se realizó una 

subclonación de esta misma secuencia ahora en el plásmido pcDNA3.1, el cual es un vector 

de expresión en células de mamífero. Esta construcción fue utilizada para la expresión 

transitoria del canal de estudio en células HEK293. Dicho sistema de expresión heterólogo 

nos permitió realizar la caracterización electrofisiológica del nuevo canal. 
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7.2 CARACTERIZACIÓN ELECTROFISIOLÓGICA DEL CANAL HV1 DE Acropora 

millepora (AmHV1) EXPRESADO EN CÉLULAS HEK293 

 

    Antes de iniciar con la caracterización electrofisiológica del canal Hv1, se registraron 

células HEK293 sin transfectar, tomando a estas como un grupo control. En la Figura 26 se 

muestra una familia de corrientes representativa obtenida en células HEK293 sin transfectar. 

Como se puede observar, se encontró que este grupo control presenta corrientes en respuesta 

al protocolo de voltaje, alcanzando un valor máximo cercano a 90 pA. La amplitud de la 

corriente va en aumento conforme aumenta el voltaje, lo que sugiere la expresión endógena 

de canales iónicos dependientes de voltaje en dichas células.  

 

Figura 26. Familia de corrientes obtenida de células HEK293 sin transfectar. Los registros se hicieron en configuración 

Inside-out con ΔpH = 0. El protocolo de ΔpH = 0 fue de -60 mV a 160 mV durante 300 ms (N= 4). 

 

 

El mismo protocolo de voltaje se aplicó también a células HEK293 transfectadas con 

el canal AmHv1. En la siguiente figura se presenta una familia de corrientes representativa 

para este grupo experimental. De acuerdo con lo que se observa en la imagen, las células 

transfectadas con el canal AmHv1 también presenta corrientes en respuesta al protocolo de 
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voltaje, mostrando un valor máximo de corriente alrededor de 70 pA. Lo importante en este 

punto es que las características de las corrientes observadas en las células transfectadas son 

claramente diferentes a las mostradas para el grupo control. 

 

 

Figura 27. Familia de corrientes obtenida en células HEK293 transfectadas con el canal AmHv1. Los registros se hicieron 

en configuración inside-out con ΔpH = 0. El protocolo de ΔpH = 0 fue de -40 mV a 160 mV durante 500 ms (N= 4).  

 

Como se puede observar en ambos grupos de células se ve una corriente en respuesta 

al voltaje, sin embargo, existen claras diferencias entre el grupo control y el grupo 

experimental. En primer lugar, en las células no transfectadas se observa que el inicio de la 

corriente es más lento y no responde rápidamente al voltaje, mientras que en células 

transfectadas, se observan corrientes rápidas. Por otra parte, al realizar curvas I-V a partir de 

las familias de corrientes registradas para ambos grupos de células, se pudo determinar que 

la dependencia al voltaje también es diferente entre el grupo control y el experimental. A 

continuación, se presentan las curvas I-V correspondientes.  
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Figura 28. Curvas I-V. Corrientes de canal AmHv1expresado en células HEK293 (N=5) (triángulos rojos) y 

corrientes endógenas de las células HEK293 (N=4) (cruces amarillas). 

 

En la Figura 28 se ilustran dos curvas I-V una de ellas corresponde a células 

transfectadas con el canal AmHv1 y la otra curva se obtuvo a partir de los datos de las células 

control. La I-V que pertenece a células que expresan el canal Hv1 de Acropora millepora, se 

puede observar que el canal presenta una apertura a 20 mV y el valor de la corriente máxima 

promedio es alrededor de 65 pA a 160 mV. Por otra parte, los canales endógenos se abren a 

un potencial mayor, alrededor de  60 mV, 40 mV más positivos que los canales AmHv1, y 

un valor de corriente máxima promedio de 85 pA a 160 mV. Asimismo, la cinética de las 

curvas es distinta, en AmHv1 se forma una sigmoide y en los canales endógenos una asíntota 

oblicua, lo que indica que requieren de mayor estimulación de voltaje para que se abran.  

 

Estos primeros experimentos nos permitieron determinar que, a pesar de que las células 

control expresan de manera endógena canales activados por voltaje, estos tienen propiedades 

biofísicas diferentes al canal AmHv1, por lo tanto, podremos distinguir completamente en los 

registros aquellas corrientes que corresponden al nuevo canal AmHv1 del resto de canales 

endógenos dependientes de voltaje presentes en las células HEK293. 
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7.2.1 DEPENDENCIA DE VOLTAJE Y MODULACIÓN POR ΔpH DEL CANAL AmHV1 

 

Para iniciar propiamente la caracterización electrofisiológica del canal AmHv1, se 

obtuvieron familias de corrientes en células HEK293 transfectadas con el nuevo canal en 

configuración inside-out, aplicando los protocolos descritos en la sección de métodos. Así 

mismo, como ya se mencionó en la introducción el canal Hv1 es modulado por cambios en 

el ΔpH, por lo anterior se realizaron registros en donde se aplicaba el protocolo de voltaje 

antes mencionado en diferentes ΔpHs. La Figura 29 muestra el efecto del ΔpH sobre las 

corrientes del canal AmHv1. En el panel A podemos encontrar las familias de corrientes 

correspondiente a un ΔpH de 2, las cuales tienen un valor alrededor de 400 pA, sin embargo, 

existe una notable depleción de la corriente, esto debido a la perdida de protones en el medio 

intracelular (Hille, 2001). En el panel B se muestran las familias de corrientes con ΔpH = 1, 

con un valor de corriente de 300 pA; el panel C exhibe las familias con ΔpH = -1, el valor de 

la corriente es de 190 pA, por último, en la sección D se presenta las familias de corriente a 

un ΔpH = -2 con un valor de corriente cercano a 650 pA.  
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Figura 29. Familias de corriente perteneciente a AmHv1. Registros en configuración Inside-out. (A) Familias de corrientes 

con ΔpH = 2, (N = 5) (trazos azules).  El protocolo consistió en voltaje de -120 mV a 120 mV con una duración de 550 ms 

por pulso, en incrementos de 20 mV en 20 mV, con un voltaje de mantenimiento de 80 mV. (B) Familias de corrientes 

con ΔpH = 1 el protocolo inició desde -100 mV a 140 mV durante 500 ms (N = 10) (trazos lilas). (C) Familias de 

corrientes con ΔpH = -1 inicio con un protocolo de voltaje de 20 mV a 200 mV durante 500 ms (N = 5) (trazos grises). 

(D) Familias de corrientes con ΔpH = -2, el protocolo comenzó desde 40 mV a 220 mV durante 500 ms (N = 5) (trazos 

verdes).  

 

A partir de todos los resultados obtenidos en estas familias de corrientes se realizaron 

curvas I-V pertenecientes AmHv1, pero expuestas a diferentes ΔpHs (ver Figura 30). En ΔpH 

= 2 la corriente se activa en -20 mV, con un valor de corriente máxima cercana a 250 pA, en 

ΔpH = 1 el canal se abre a 0 mV con una corriente máxima de 290 pA. Ambas curvas 

comienzan a formar una asíntota. Mientras que en ΔpH = -1 y -2, la apertura del canal ocurre 

a potenciales mucho más positivos, en 100 mV y 120 mV respectivamente, y corrientes 

máximas que van desde los 190 pA a los 600 pA. La activación del canal se recorre 100 mV 

cuando se trabaja con ΔpHs negativos, además dichas curvas sólo forman el inicio de la 

asíntota en comparación con las curvas con ΔpH positivos, donde se observa una asíntota 

más completa. 

 

Figura 30. Curvas I-V expuestas a diferentes ΔpHs del canal AmHv1. Parches en configuración Inside-out (pentágonos 

lilas = ΔpH = 2; cuadrados azules = ΔpH = 1; círculos grises = ΔpH = -1 y rombos verdes = ΔpH = -2). 
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Esta serie de experimentos nos permitió determinar que la apertura del canal AmHv1 

es dependiente del voltaje, al mismo tiempo el valor del ΔpH repercute en su activación, ya 

que ésta ocurre a distintos valores de voltaje. En los siguientes experimentos se retomará el 

tema de ΔpH y selectividad de protones.  

 

7.2.2 CURVAS DE CONDUCTANCIAS (G-V) DEL CANAL AmHV1 CON DIFERENTES ΔpHS  

 

A partir de las familias de corrientes obtenidas a diferentes ΔpHs, se realizó también el 

análisis de la conductancia del canal AmHv1. Como se mencionó anteriormente en la parte 

de métodos (ver sección 6.4), a las curvas G-V se les ajustó la función de Boltzmann la cual 

nos brinda dos valores importantes; el primero es e0 que es la proporción de canales que 

presentan movimiento de carga a un voltaje especifico, el segundo es el voltaje medio de 

activación o V0.5, que es el voltaje en el cual la mitad de la carga se movió.  

 

 En la Figura 31 se presentan las conductancias (G) normalizadas en los cinco ΔpHs 

que fue sometido el canal de AmHv1. En las curvas con pH 2, 1 y 0 se puede notar una gran 

voltaje dependencia del canal de protones, puesto que en pocos pulsos el canal llega casi al 

límite de su conductividad. Los valores que arrojó la función de Boltzmann se presentan en 

la siguiente tabla: 

Tabla 5. Valores promedio con error estándar de la función de Boltzmann para cada 

ΔpH. 

ΔpH e0 V0.5 (mV) 

2 1.8 ± 0.2 -8.4 ± 2.5 

1 1.4 ± 0.3 -1.8 ± 4.0 

0 3.0 ± 0.6 26 ± 2 

-1 1.0 ± 0.1 147 ± 5 

-2 1.5 ± 0.5 150 ± 7 
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Figura 31. Promedios de las conductancias (G) normalizadas del canal de AmHv1 a distintos ΔpHs.  Registros en 

configuración Inside-out. (pentágonos lilas = ΔpH = 2, N = 5; cuadrados azules ΔpH = 1, N = 10; triángulos rojos ΔpH = 

0, N = 4: círculos grises = ΔpH -1, N= 5; rombos verdes = ΔpH = -2, N = 5). Las barras indican el error estándar.  

 

Las curvas con ΔpHs de 2 y -1, el valor de sus V medias cambia alrededor de 150 mV, 

mientras que en ΔpH = 0 su V media está por arriba de los valores de las V medias de ΔpH 2 

y 1, el cual corresponde a 26.2 ± 2 mV. En el ΔpH 2, 1 y 0 se observa que la curva llega a un 

nivel de saturación, pero en los ΔpH de -2 y -1 las curvas apenas llegan a la asíntota. Las V 

medias con ΔpHs negativos no tuvieron valores significativamente diferentes. Sin embargo, 

en comparación con las V medias de ΔpH 2, 1 y 0 su valor está alrededor de 125 mV a 160 

mV de diferencia.  

 

 El valor de las cargas elementales es mayor en ΔpH 0, ya que conduce 3 veces más 

carga que en los otros ΔpHs. En esta grafica podemos confirmar que el canal es sumamente 
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dependiente al voltaje porque en pocos pulsos el canal presenta una pendiente pronunciada y 

está llegando a un nivel de conductividad máxima.  

 

7.2.3 CINÉTICA DE ACTIVACIÓN (Τ) DEL CANAL AmHV1 CON DISTINTOS ΔpHS 

 

Como parte de la caracterización del canal AmHv1, se compararon los valores de las τ 

de activación con diferentes ΔpHs.  En las cinco curvas, a medida que incrementa el voltaje 

la cinética de activación es más rápida, sin embargo, cuando los potenciales se acercan a 

valores negativos, la cinética se hace más lenta. Esto es claramente notorio a ΔpHs positivos, 

en ΔpH 2, su velocidad de activación es rápida, con un valor de 0.17 s llegando a un valor 

mínimo de 0.002 s y en ΔpH 1 va de 0.19 s a 0.007 s, mientras que en ΔpH 0 la cinética de 

activación comienza en 0.25 s a un valor mínimo 0.01 s. A ΔpHs negativos la cinética cambia 

y se hace más lenta, en ΔpH -1 va 0.42 s a 0.15 s y en ΔpH -2 va de 0.32 s a 0.12 s, el valor 

final de la cinética de activación aumentó de 400 y 300 veces más en estos dos últimos ΔpHs 

en comparación con el valor final a ΔpH 2. 
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Figura 32. Promedios de las cinéticas de activación (τ) del canal de AmHv1 a distintos ΔpHs. Registros en configuración 

Inside-out. (pentágonas lilas= ΔpH 2; cuadrados azules ΔpH 1; triángulos rojos = pH 0; círculos grises = ΔpH -1; rombos 

verdes = ΔpH -2). Las barras indican el error estándar. 

 

7.2.4 COLAS DE CORRIENTE Y POTENCIAL DE REVERSIÓN (EREV) DEL CANAL AmHV1 

 

Con la finalidad de caracterizar la selectividad del canal AmHv1 se realizaron 

experimentos de colas de corriente como se describió en la sección de métodos, a todas las 

gráficas se les hizo un acercamiento para poder ver mejor la corriente de colas. La siguiente 

figura muestra el efecto del ΔpH sobre las corrientes del canal AmHv1. En el panel A 

podemos encontrar las colas de corrientes correspondiente a un ΔpH de 2, las cuales 

presentan ruido, sin embargo, se puede apreciar que las corrientes son cercanas a la línea de 

0 (línea punteada de color negro); primero se observa una corriente entrante a un voltaje de 

-140 mV y la corriente se aproxima a 0,  inmediatamente en el voltaje de -120 mV la corriente 

es saliente, esto quiere decir que se alcanzó el potencial de equilibrio al voltaje cercano a -

118 mV que es el Erev, donde el flujo neto de protones está en equilibrio o equivale a 0 al 

voltaje de -118 mV. En el panel B se muestran las colas de corriente con ΔpH 1, aquí se 

puede notar con mayor claridad como las corrientes conforme aumenta el voltaje se 

aproximan a la línea de 0,  primero se observan corrientes entrantes a voltajes de -80 a -60 

mV y la corriente se aproxima a 0,  inmediatamente después del voltaje de -60 mV la corriente 

es saliente al voltaje de -50 mV, esto quiere decir que se alcanzó el potencial de equilibrio al 

voltaje cercano a -59 mV que es el Erev, donde el flujo neto de protones está en equilibrio o 

equivale a 0 al voltaje de -59 mV. En el panel C exhibe las familias con ΔpH 0, nuevamente 

conforme aumenta el voltaje las corrientes se aproximan a la línea de 0, primero se observan 

corrientes entrantes a voltajes de -70 a -10 mV, después del voltaje de -10 mV la corriente es 

saliente al voltaje de 10 mV, esto quiere decir que se alcanzó el potencial de equilibrio al 

voltaje cercano a 0 mV que es el Erev, donde el flujo neto de protones está en equilibrio o 

equivale a 0 al voltaje de 0 mV. 
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 Finalmente, en la sección D se presenta las familias de corriente a un ΔpH -1, 

nuevamente conforme aumenta el voltaje las corrientes se aproximan a la línea de 0, primero 

se observan corrientes entrantes a voltajes de 30 a 50 mV, después del voltaje de 50 mV la 

corriente es saliente al voltaje de 60 mV, esto quiere decir que se alcanzó el potencial de 

equilibrio al voltaje cercano a 59 mV que es el Erev, donde el flujo neto de protones está en 

equilibrio o equivale a 0 al voltaje de 59 mV.  

 

 

Figura 33.  Graficas de colas de corriente en configuración Whole-cell del canal AmHv1. Para el registro con ΔpH = 2 

consistió en pulso de voltaje de 200 mV por 200 ms, posteriormente, el voltaje descendió a -140 mV hasta llegar a -100 

mV, con incrementos de 20 en 20 mV y una duración de 200 ms (N = 7). El protocolo para ΔpH = 1 fue un pulso de 

voltaje de 120 mV por 120 ms, posteriormente, el voltaje descendió a -80 mV hasta llegar a 10 mV con incrementos de 10 

en 10 mV, con una duración de 450 ms (N = 7). El protocolo para ΔpH = 0 consistió en un pulso de 100 mV por 50 ms, 

inmediatamente el voltaje descendió a -70 mV hasta llegar a 10 mV con incrementos de 20 en 20 mV y una duración de 

300 ms (N = 6). Por último, el protocolo de ΔpH = -1 consistió en un primer pulso de 180 mV por 150 ms, 

posteriormente, el voltaje descendió a 30 mV hasta llegar a 100 mV con incrementos de 10 en 10 mV una duración de 500 

ms, (N = 8). La línea punteada negra que atraviesa las colas de corriente equivale a la línea de 0. 
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En la siguiente tabla se presentan los valores del potencial de reversión teórico contra 

el promedio del potencial de reversión experimental. Estos valores son muy cercanos de 

acuerdo con los valores esperados por la ecuación de Nernst en los diferentes ΔpHs.  

 

Tabla 6. Valores de los ΔpHs, el potencial de reversión teórico y el promedio del 

potencial de reversión experimental con error estándar. 

ΔpH Erev (teórico promedio) Erev (experimental) 

-1  59 mV 59 ± 2 mV 

0    0 mV   1 ± 3 mV 

1 -59 mV    -56 ± 1 mV 

2 -118 mV        -120 ± 2 mV 

 

En la siguiente grafica se muestra el promedio de los experimentos a los cuales se les 

calculó el potencial de reversión con la ecuación de Nernst graficados contra su ΔpH 

correspondiente. Como puede observarse en esta figura, la mayoría de los puntos 

experimentales caen en la línea punteada que corresponde el potencial de reversión calculado 

para protones en los ΔpH utilizados. 
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Figura 34. Grafica con los valores del potencial de reversión promedio del canal AmHv1 y su ΔpH correspondiente. La 

línea punteada es el potencial de reversión calculado con la ecuación de Nernst. Los cículos rojos son los valores del Erev 

experimental y las barras indican el error estándar. Los ΔpHs son: ΔpH = -1 (N = 7), Erev= 59 ± 2 mV; ΔpH = 0 (N = 6), 

Erev  =  1 ± 3 mV; ΔpH = 1 (N = 8) Erev= -56 ± 1 mV; ΔpH = 2 (N = 7), Erev = -120 ± 2 mV. 

 

  

7.2.5 EFECTO DEL ZINC SOBRE LAS FAMILIAS DE CORRIENTE Y CURVAS I-V DEL CANAL 

AmHV1 

 

Como parte de la caracterización del canal AmHv1, nos interesó estudiar el efecto de 

zinc sobre la actividad del canal. Como se describió en la introducción, el zinc ha mostrado 

ser un importante inhibidor de la actividad de otros canales Hv1. En la siguiente figura en el 

panel A se muestra una familia de corrientes del canal AmHv1 en ausencia de zinc, con un 
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valor de corriente máxima alrededor de 98 pA, posteriormente, en el panel B se presenta la 

familia de corrientes obtenida en el mismo sello, pero ahora en presencia de zinc a 10 µM, 

puede notarse que la corriente disminuye y tiene un valor máximo de 75 pA. La sección C se 

observa la familia de corrientes del mismo sello, pero después de un lavado con la solución 

extracelular, esto último con la finalidad de eliminar todo el zinc. Como se puede notar, la 

amplitud de las corrientes se recupera después del lavado, llegando a un valor máximo de 

102 pA, aproximadamente el mismo valor inicial. En el panel D se presentan las dos curvas 

I-V normalizadas con respecto a la curva I-V sin zinc, puede verse que en la curva I-V con 

zinc existe una disminución alrededor del 40 %. A pesar de dicha disminución el zinc no 

afecta la apertura del canal, ya que la activación de ambas curvas comienza en 20 mV. 

 

 

Figura 35. Familias de corrientes y curvas I-V con ΔpH = 1 de AmHv1. Registros en configuración Outside-out. (A) 

Familias de corrientes de AmHv1 (trazos verdes). (B) Familias de corrientes con zinc 10 µM (trazos naranjas). (C) 

Familias de corrientes con el lavado (trazos azules). (D) Curva I-V normalizada sin zinc (círculos verdes) y corriente 

normalizada con zinc (círculos naranjas). Para obtener los registros de zinc con la concentración de 10 µM, el protocolo 

consistió en pulsos de -40 mV a 140 mV con una duración de 500 ms (N = 4). Las barras indican el error estándar.  
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Con la finalidad de obtener una curva dosis respuesta a zinc, se aplicó el protocolo 

anterior, pero con diferentes concentraciones de zinc. Para algunas concentraciones de zinc 

no se lograron sellos muy estables, para esos casos se empleó otra estrategia de registro 

previamente descrita en la sección de métodos. En la Figura 36 panel A se muestra una 

familia de corrientes expuesta a una solución de baño, donde la corriente máxima equivale a 

100 pA, (estos trazos casi no son notables debido a que están empalmados con los trazos del 

lavado) posteriormente, se agregó una solución con zinc a una concentración de 1 mM, la 

cual inhibe el canal casi en su totalidad con un valor de corriente  cerca de 10 pA,  por último, 

las corrientes son sometidas a una lavado con la solución de baño, donde nuevamente la 

corriente se incrementa 100 pA, llegando al valor del estado inicial. En la sección B se plasma 

la corriente normalizada, los 7 primeros puntos corresponden a la corriente sin zinc, los 

siguientes 8 puntos pertenecen a la corriente con zinc 1 mM y los últimos 6 son el lavado con 

la solución de baño. 
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Figura 36. Familias de corrientes y corriente normalizada. Registro en configuración Outside-out. (A) Familias de 

corrientes. Los trazos verdes representan corriente sin zinc que están en la parte de atrás de los trazos naranjas, los trazos 

naranjas es la corriente con zinc (1 mM) y los trazos azules son el lavado. (B) Corriente normalizada respecto a la 

corriente en ausencia de zinc. La línea inferior naranja indica los pulsos en donde el sello estuvo expuesto a la solución de 

zinc. El protocolo consistió en una serie de pulsos a 100 mV durante 200 ms con un potencial de mantenimiento de -60 

mV, cada pulso se dio en un intervalo de 5 s (N = 4). 

 

Con este experimento es notable la inhibición inmediata que se tiene cuando el sello es 

sometido a zinc 1 mM y como la corriente vuelve a establecerse por completo una vez lavado 

el zinc. 
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A partir de los resultados obtenidos en los registros en presencia de zinc, se logró 

calcular el porcentaje de inhibición para cada una de las concentraciones de zinc analizadas 

y con ello construir una curva dosis-inhibición para zinc. La Figura 37 muestra el porcentaje 

de inhibición del zinc versus la concentración de zinc. Esta grafica muestra las 5 

concentraciones empleadas (1 uM, 10 uM, 100 uM, 1 mM y 10 mM). Entre más aumenta la 

concentración de este ion, existe una mayor inhibición en el canal de protones, ya que, con 

la concentración de 10 mM, el porcentaje de inhibición es del 96 %, en la concentración de 

1 mM el porcentaje de inhibición equivale a 89 %, con la concentración de 100 µM disminuye 

a un 65 % de inhibición, con la concentración de 10 µM el valor de inhibición se reduce a un 

más, llegando a un 39 % y en la concentración de 1 µM el porcentaje de inhibición llega al 

44 %. 

 

Figura 37. Efecto de la inhibición de zinc a diferentes concentraciones (1µM, N = 5; 10 µM, N = 4; 100 µM, N = 4; 1 

mM, N = 4; 10 mM, N = 5).  IC50 = 0.12 ± 0.05. Las barras representan el error estándar. 

 

A partir de dichas concentraciones se ajustó la ecuación de Hill la cual arrojó el valor 

de la IC50 que corresponde a 0.12 ± 0.05 mM o 120 µM.  
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8. DISCUSIÓN 

 

8.1 COMPARACIÓN DE LA SECUENCIA DEL CANAL AmHV1 CON OTROS 

CANALES HV1 

 

En el presente trabajo logramos identificar y clonar la secuencia del canal Hv1 del coral 

A. millepora. Al comparar la secuencia de AmHv1 clonada con la secuencia de canales Hv1 

reportadas para otras especies de cnidarios encontramos lo siguiente: 

 

Como se muestra en el siguiente alineamiento, existen muchas regiones conservadas 

entre las diferentes especies, principalmente en la región del S4. Los aminoácidos que están 

marcados en amarillo indican que al menos dos aminoácidos son diferentes en esa secuencia. 

Los aminoácidos que están marcados en color lila y con dos puntos representan la parte de la 

secuencia en donde dos aminoácidos difieren del alineamiento. Las secuencias que están 

marcadas en color cian y con un asterisco, representa la parte en donde no hubo ninguna 

variación en la secuencia y todos los aminoácidos son iguales. Por último, las argininas que 

están marcadas en rojo forman el dominio sensor de voltaje. 

 

Alineamiento de las secuencias perteneciente al canal Hv1. (nímero de acceso) (S. pistillata), número de 

acceso (P. damicornis), número de acceso (O. faveolata), XM_029346499.1 (A. millepora), número de 

acceso (A. tenebrosa), número de acceso (N. vectensis) 

 
 

 

S.pistillata      MLVGVTSSMYEQDDQPLVDDDTPSDPNIDLTKMEQASNSIAVTENTVNLTENEDERPCND 

P.damicornis      --------MYEPDDQRLVDTLS--DLNINLNKMDQASNNIAVTESAVNLTENEDERPCND 

O.faveolata       --------------------------------MEQATDSSAVTESTVNLTEDDSEGSNNG 

A.millepora       ----------MIDARTRRSSMDDQLPADELKEMGQPGTTAAVMASTVCLTEDDTECPANK 

A.tenebrosa       ---------MDPDDQQLVGRLSFDELST-----DTAEMEVGGAGDSNLEVVPSTPWWKDN 

N.vectensis       ---------MESDNQQLVGQLVFDTQSLGERAMDKEIEVEVGDGGGDAQVVSSTPCWHIL 

                                                              .    .  .        

 

S.pistillata      -HREQLCEILHSRKAQYVIITLVVVDMIIVIAELLIDLKAVEVHHESHAPHILHYISIAI 

P.damicornis      -HREQLCEILHSRRAQYVIITLVVVDMIIVIAELLIDLKAVEVHHESHAPHILHYISIAI 

O.faveolata       -HREQLCELLHSHKAQYAIIALVVIDMIIVIAELLLDLRAIEVHHDNPAPHVLHYISIAI 
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A.millepora       NHREKLNELLHGDKIQYAIVVLVIIDIIIVIAELVLDLRAGSEHHDNSASHVLHYISIAI 

A.tenebrosa       --RAKLRELLHSQKAQYTVVGLVVLDCIIVIAELIVDLQILKVHHDNPAPHILHYISIAI 

N.vectensis       KDRPRLCEIIHGQKAQYTIIALVIIDCIIVIAELLVDLEILKVHHDNPAPHILHDVSIAI 

                    * :* *::*. : **.:: **::* *******::**.  . **:. *.*:** :**** 

 

S.pistillata      LSIFMIELFVKIYAMGLTFFKHKMEVFDGIVVTVS------------------FALDIAF 

P.damicornis      LSIFMIELFVKIYAMGLTFFKHKMEIFDGIVVTVS------------------FALDIAF 

O.faveolata       LSIFMIELVTITPNKKRNFLLLFTLFYNSFNTGKRENIQLGLGRKRLRLLHEHIQVISSF 

A.millepora       LSVFMIELLLKIYAMGFTFFKHKMEVFDGFVIIVS------------------FALDIAF 

A.tenebrosa       LSIFLIELILKMYAMGLDFLRHKMEVFDGIVVVVS------------------FALDIAF 

N.vectensis       LSLFIIELIVKIYAMGMEFFHHKLEVFDGIVVIVS------------------FALDIAF 

                  **:*:***.         *:     .::.:                       : :  :* 

 

S.pistillata      SGKEGAIDGIGLIVLLRLWRVTRIVNGLVLSVQIQADRKIQVLEKENSELKEELEQLKSK 

P.damicornis      SGKEGAVDGIGLIVLLRLWRVTRIVNGIVLSVQIQADRKIEVLEKENSELKEELEQLKSK 

O.faveolata       SGEEGAVDGISLIVLLRLWRVTRIVNGIVLSVKMQAERKIQVLEKENTELKEEIEQLKTK 

A.millepora       SNEQGGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGIILSVQMRAEKKVQAVMKENAELQKELEQLKSK 

A.tenebrosa       SGSESAAEGASLLVILRLWRVTRIVNGIVMSVKIQAEKKIEQLTAENDELKEEIIKIKTR 

N.vectensis       SGG-NAAEGASLLIILRLWRVTRIVNGIILSVKMQDEKKIHHLHKVIEELQEELDRLKTR 

                  *.  .. :* .*:::************:::**::: ::*:. :     **::*: ::*:: 

 

S.pistillata      CEQLEVELKTFQHETVSDAINGIKCD 248 

P.damicornis      CEQLEVELKTFKHETGPDAVNGNQI- 

O.faveolata       CVQFEAELKTLRGDATPAT------- 

A.millepora       CAQLESELTTLKQS------------ 

A.tenebrosa       NAELEKEISALKGQ------------ 

N.vectensis       NAELENELKTLKGTKEEPVAEEATT- 

                    ::* *:.:::  

 

 

En este alineamiento realizado entre el nuevo canal AmHv1 y cuatro secuencias de 

corales (Stylophora pistillata, Pocillopora damicornis, Orbicella faveolata y Acropora 

millepora) y con dos anémonas de mar (Actinia tenebrosa y Nematostella vectensis) 

previamente reportadas, se puede observar que la mayor parte de las secuencias se encuentran 

altamente conservadas en todas las especies. Entre los aminoácidos que se hallan conservados 

están las argininas con carga positiva que conforman el dominio sensor de voltaje, 

aminoácidos apolares como son leucina, valina, alanina y glicina, además de dos aminoácidos 

aromáticos fenilalanina y triptófano (Univesrity of Arizona et al., 2004; Voet y Voet, 2005).  

 

El canal hHv1 en el segmento S2 presenta una Phe150 que es un aminoácido 

conservado en otros canales que presentan VSD (Tao et al., 2010; Smith et al., 2011 en 

DeCoursey et al., 2016). En el canal de K+ se ha visto que este aminoácido es el límite exterior 

del centro de transferencia de carga, cuando las argininas en el segmento S4 se mueven hacia 

el lado exterior de la membrana pasan la Phe150, por lo tanto, éste actúa como delimitante 

entre la cara interna y externa de la membrana. (DeCoursey et al., 2016).  
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De forma general, podemos decir que las regiones más conservadas en todas las 

secuencias corresponden a los dominios transmembranales, principalmente el S4, el cual 

presenta en todas las secuencias comparadas las tres argininas responsables de la sensibilidad 

a cambios de voltaje. Cabe mencionar que la región menos conservada entre las secuencias 

es el dominio amino terminal, el cuál puede ser el responsable en parte de las diferencias 

funcionales entre estas secuencias. 

 

 

Al comparar la secuencia de canal AmHv1 con su contraparte en humano observamos 

lo siguiente.  

 

 

 

Alineamiento de las secuencias número de acceso (H. sapiens) y XM_029346499.1 (A. millepora). 

 
 

 

A.millepora      ----MIDARTRRS---------------------------SMDDQLPADELKEMGQPGTT 

H.sapiens        MATWDEKAVTRRAKVAPAERMSKFLRHFTVVGDDYHAWNINYKKWENEEEEEEEEQPPPT 

                       .* ***:                           . ..    :* :*  ** .* 

 

A.millepora      AAVMASTVCLTEDDTECP-----ANKNHREKLNELLHGDKIQYAIVVLVIIDIIIVIAEL 

H.sapiens        PVSGEEGRAAAPDVAPAPGPAPRAPLDFRGMLRKLFSSHRFQVIIICLVVLDALLVLAEL 

                 ..   .  . : * : .*     *  :.*  *.:*: ..::*  *: **::* ::*:*** 

 

A.millepora      VLDLRAGSEHHDNSASHVLHYISIAILSVFMIELLLKIYAMGFTFFKHKMEVFDGFVIIV 

H.sapiens        ILDLKIIQPDKNNYAAMVFHYMSITILVFFMMEIIFKLFVFRLEFFHHKFEILDAVVVVV 

                 :***:  . .::* *: *:**:**:** .**:*:::*::.: : **:**:*::*..*::* 

 

A.millepora      SFALDIAFSNEQGGVDGVSLIVLLRLWRVTRIVNGIILSVQMRAEKKVQAVMKENAELQK 

H.sapiens        SFILDIVLLFQEHQFEALGLLILLRLWRVARIINGIIISVKTRSERQLLRLKQMNVQLAA 

                 ** ***.:  ::  .:.:.*::*******:**:****:**: *:*:::  : : *.:*   

 

A.millepora      ELEQLKSKCAQLESELTTLKQS----------- 

H.sapiens        KIQHLEFSCSEKEQEIERLNKLLRQHGLLGEVN 

                 ::::*: .*:: *.*:  *::             

              

 

  

 

De acuerdo con el alineamiento anterior podemos observar que, por lo menos a nivel 

de aminoácidos los canales Hv1 de A. millepora y H. sapiens también están muy conservados. 

De igual forma que en el alineamiento anterior, se observa que la mayor diferencia entre las 

secuencias se encuentra en la región amino terminal. Lo que sugiere que parte de las 
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diferencias funcionales en esta familia de proteínas puede estar determinada justamente por 

esta región.  

 

Otras diferencias que pudimos encontrar entre el canal Hv1 de A. millepora y H. sapiens 

es que, en la secuencia Hv1 de H. sapiens se observa que tienen dos histidinas que interactúan 

con el zinc (Zn2+) y están en las posiciones His140 e His193. Como se muestra en los 

experimentos el ion divalente Zn2+ inhibe las corrientes del canal A. millepora, así mismo 

como se mencionó en la introducción, este ion se une a dos histidinas presentes en el canal 

de humano, sin embargo, en el caso de la secuencia del canal AmHv1 no se puede saber con 

certeza cuales son las His que interactúan con el canal, para esto se podría realizar un estudio 

de mutagénesis. El canal de humano en la parte del asa que une el S3 con S4 se encuentra la 

His193 que permite la unión con zinc y en el canal de mHv1 corresponde a His189, sin 

embargo, la secuencia del pez cebra (DrHv1) no la presenta, por lo tanto, se piensa que esta 

His proporciona una gran sensibilidad al zinc, en cambio en el canal DrHv1 hay una Asp que 

al parecer lo hace menos sensible al zinc (Ratanayotha et al., 2017).  

 

Finalmente podemos comentar que, si bien a nivel de aminoácidos las secuencias de 

los canales Hv1 reportadas para las diferentes especies son muy conservadas, a nivel de 

nucleótidos si presentan una gran diferencia entre ellas, de ahí la dificultad a la que nos 

enfrentamos al momento de diseñar los oligos para la clonación del canal de A. millepora.  
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8.2 MODELADO MOLECULAR DEL CANAL AmHV1 

 

Como ya se comentó en el apartado anterior, la secuencia a nivel de aminoácidos del 

nuevo canal AmHv1 está muy conservada con respecto a otros canales Hv1 previamente 

reportados. Ahora bien, al obtener el modelo in silico de este nuevo canal se distinguen varias 

similitudes con la estructura del canal Hv1 quimérico previamente mencionado (ver Figura 

25). De acuerdo con el modelo in silico del canal AmHv1, éste presenta los cuatros segmentos 

transmembranales descritos para esta familia de proteínas y los grupos amino y carboxilos 

ubicados en la región intracelular. Estos datos apoyan aún más la idea de que la secuencia 

clonada efectivamente corresponde a un miembro de la familia de canales Hv1. 

 

En un estudio hecho por Chamberlin et al. (2015) trabajaron con dos modelados 

moleculares de Hv1, uno correspondiente a ratón (mHv1) y otro de Ciona intestinalis (CiHv1), 

se observa que los segmentos S1, S3 y S4 se alinean uno sobre el otro de forma correcta, pero 

los segmentos S2 de ambas proteínas quedan poco empalmados, ellos mencionan que esto se 

debe a que utilizaron un proteína quimérica para la cristalización, el asa que une a S2 con S3 

y una parte de estas misma hélices se sustituyeron por el segmento VSP (fosfatasa sensible a 

voltaje). A pesar de que existen algunas diferencias  a nivel de secuencia y probablemente a 

nivel de estructura entre el canal AmHv1 y el Hv1 de otras especies, existen similitudes 

claramente notables como el hecho de que el canal de A. millepora es una proteína pequeña 

cuya estructura presenta cuatro segmentos transmembranales, así mismo, el S4 en las tres 

especies (mHv1, CiHv1, AmHv1) es más largo que las demás hélices transmembranales; 

aunque el tamaño de los segmentos pueden presentar diferencias en el número de 

aminoácidos que los conforman dependiendo de la especie que se esté estudiando, dicha 

longitud no es significativamente distinta entre una especie y otra. Finalmente podemos 

mencionar que, las regiones amino y carboxilo terminales, así como las asas que unen los 

dominios transmembranales, son las que parecen presentar más diferencias entre las especies.  
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8.3 FAMILIAS DE CORRIENTE Y CURVAS I-V DEL CANAL AmHV1 CON 

DIFERENTES ΔpHS  

 

En este trabajo se presentaron varias familias de corrientes (ver Figuras 27 y 29) que 

corresponden a corrientes salientes de protones dependientes de voltaje y moduladas por 

ΔpH. La dependencia al voltaje y las características de las curvas I-V observada para el canal 

AmHv1 corresponde con los descrito para otros canales Hv1. En el estudio de Szteyn et al. 

(2012), observaron que las corrientes de protones del canal Mus musculus mHv1, presentan 

una alta selectividad a H+, responden al voltaje y una rectificación saliente muy notoria. 

Además, en este estudio también calcularon el potencial de reversión teórico para un ΔpH = 

1 el cual fue de -58 mV contra el potencial de reversión experimental que fue de -38 mV, 

esta diferencia de potencial puede ocurrir debido a que demasiados protones se quedan en el 

lado exterior de la membrana plasmática, entonces, el medio se acidifica y el gradiente 

cambia, por lo tanto, el potencial de reversión es diferente al esperado, sin embargo, las 

corrientes tenían una gran selectividad de protones. Sin embargo, esto no sucede en las curvas 

I-V de AmHv1. Más adelante se discutirá el potencial de reversión calculado con el 

experimental. Pudiera ser que estos valores del potencial de reversión son más cercanos 

debido a que el canal de A. millepora tiene una cinética más rápida, por lo tanto, la entrada y 

salida de protones puede ser compensada rápidamente.  

 

Ahora bien, se hizo un estudio con espermatozoides humanos que presentan Hv1 de 

manera endógena expresados en ovocitos de Xenopus laevis, ambos registros se realizaron 

en configuración inside-out, con ΔpH = 0, sin embargo, los valores fueron cambiando, 

comenzaron con pH 6 en la parte intracelular como en la extracelular, después 7 y por último 

8. En las familias de corrientes se observa que el canal se activa a potenciales que van desde 

0 con un pH más básico hasta potenciales de 30 mV con pH más ácido (Berger et al., 2017). 

Esto coindice con los datos mostrados en la Figura 30. La activación del canal AmHv1 se ve 

alterada por el cambio del ΔpH, por lo que se observa en las corrientes si se trabaja con ΔpHs 

negativos, en este caso se tienen pHs ácidos en el medio extracelular, la activación del canal 
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será a voltajes positivos, pero si se registra con ΔpHs positivos y el pH extracelular del medio 

es básico el canal se activa a voltajes negativos.  Este tipo de comportamiento se ha visto en 

el canal Hv1 de humano, así como en otros canales Hv1 (Cherny et al., 1995; Islas, 2018). 

Aunque en nuestros resultados no se usaron los mismos valores isométricos en las soluciones, 

se observa que, si se trabaja con soluciones más básicas en el lado extracelular, existe una 

tendencia a que el canal se abra a potenciales negativos. 

 

En otro estudio donde analizaron corrientes de protones registradas en células de 

microglía de ratón en configuración whole-cell, el pH de las soluciones fue de: pHi 5.5 y un 

pHo 7.3, esto indica que tuvieron un ΔpH = 1.8. En la gráfica de dicho estudio se puede 

apreciar que el canal se activa a -20 mV con un valor de corriente mayor a 800 pA. Estos 

resultados son comparables con los resultados presentados en la Figura 30, donde la apertura 

del canal con ΔpH = 2 ocurre en -20 mV (Song yYeh., 2012). 

 

De acuerdo con lo descrito hasta este momento, el nuevo canal AmHv1 es un canal 

activado por voltaje y modulado por el ΔpH, propiedades que comparte con los canales Hv1 

reportados para otras especies. 

 

8.3.1 CURVAS DE CONDUCTANCIAS (G-V) DEL CANAL AmHV1 CON DIFERENTES ΔpHS 

 

Para calcular la conductancia, Hodgkin y Huxley, en el año de 1952 (citado en 

DeCoursey, 2018), retomaron la Ley de Ohm, ellos proponen que varias cargas debiesen de 

estar trasladándose a través de la membrana, es decir: “Suponiendo que la corriente a través 

de un solo tipo de canal ha sido aislada, la conductancia es aproximadamente proporcional a 

la fracción de canales que se abren en cada voltaje” (DeCoursey, 2018). 

Las curvas G-V tienen una relación con la probabilidad de apertura del canal respecto 

al voltaje. Además, Hodgkin y Huxley calcularon cuántas cargas deben de estar cruzando la 
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membrana por cada canal que está siendo aislado, y el resultado arrojó que son 6 cargas 

elementales (e0) pero en otros estudios con una mejor estimación mencionaron que son de 12 

a 14 e0 en los canales de Ca2+, Na+ y K+ (DeCoursey, 2018). 

  

Como se muestra en la figura 31, las 5 curvas con los diferentes ΔpHs tienen voltaje 

dependencia, esto quiere decir que responden rápidamente al voltaje, cada curva presenta un 

promedio de la V0.5. En ΔpH = 2, la V0.5 = -8.4 mV ± 2.5, pero si el ΔpH es 1 la V0.5 = -1.8 ± 

4.0, este comportamiento no coincide con un modelo que menciona un cambio de 40 mV en 

la voltaje dependencia por cada unidad de cambio en el ΔpH (DeCoursey, 2018). Respecto a 

los valores de las cargas elementales, estos no coinciden con lo descrito por Hodgkin y 

Huxley, el valor que más se aproxima con lo reportado es e0 = 3 ± 0.6 con ΔpH de 0, donde 

el valor del pH externo e interno es de 7.  Esta diferencia de valores de las cargas elementales 

puede deberse al tipo del canal con el que se esté trabajando. Las cargas elementales (e0) 

equivalen a la carga eléctrica transportada por un electrón o protón (Feltin y Piquemal, 2009). 

En los experimentos que realizaron Hodking y Huxley en el axón gigante del calamar, 

describieron corrientes de potasio y de sodio (Vandenberg y Waxman); en los canales de 

potasio se presentan alrededor de ocho aminoácidos que intervienen en la sensibilidad del 

voltaje, entre ellos están las argininas y las lisinas que tienen carga positiva (Kuang et al., 

2015), por lo tanto,  entre más aminoácidos positivos intervengan en el movimiento de carga 

mayor será el valor de la carga eléctrica transportada por las cargas elementales.  

 

Es importante mencionar que, en varias especies que expresan el canal Hv1 no siguen 

la regla de 40 mV por unidad de cambio de ΔpH, algunas de estas especies son: H. pomatia, 

L. stagnalis con un valor de 63 mV en pH externo 7.5 y 46 mV en pH externo 7.4. En 

cocolitóforos existe un valor alrededor de 50 mV por unidad y en el canal de Nicoletia 

phytophila (NpHv1) existe un valor de 54 mV. Los canales de otros caracoles como el de 

Helisoma trivolvis (HtHv1) se obtuvo un valor de 15.3 mV por unidad de cambio de ΔpH. 

(Cherny et al., 2015; Doroshenko et al., 1986 en Thomas et al., 2018).  El canal AmHv1 

igualmente no sigue esta tendencia, esta proteína no tiene un voltaje establecido que cambie 
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por unidad de ΔpH, porque a valores con ΔpHs positivos cambia alrededor de 7 mV; con 

valores de ΔpHs negativos sólo cambia 3 mV, excepto en ΔpH 0 donde el voltaje respecto a 

los demás se modifica 34 mV en comparación con ΔpHs positivos y alrededor de 125 mV 

respecto a ΔpHs negativos.  

 

En otros canales de protones como el de humano hHv1, Karlodinium veneficum (khv1) 

y Emiliana Huxley (EhHv1), la saturación sucede cuando el pH interno o externo es 8 y este 

mismo fenómeno pasó en el HtHv1, la pendiente disminuye cuando el pH externo está por 

arriba de 7 (Byerly et al., 1984; Cherny et al., 2015; en Thomas et al., 2018). La saturación 

en el canal AmHv1 (ver Figura 31) se da cuando el pH externo es de 7 o 7 .5 con ΔpH = 2, 1 

y 0, sin embargo, en los ΔpH = -2 y -1 no se observa una saturación y parece que la curva 

sigue subiendo, en especial en ΔpH = -1 donde el pH externo tiene un valor de 7, también 

esta falta de saturación se puede deber a que el canal se abre a voltajes mucho más positivos, 

pero en los protocolos con ΔpHs negativos el canal es sometido a menor cantidad de pulsos 

porque el sello no es estable a voltajes muy positivos 

 

Los canales Hv1 presentan voltaje dependencia y como se observa en las gráficas G-V, 

el canal AmHv1 no es la excepción, existen varias explicaciones para que se dé una voltaje 

dependencia, una de ellas es descrita por Kullerperuma et al. (2013). En este trabajo se 

menciona que los canales iónicos activados por voltaje, por ejemplo, Na+ o K+, existe una 

serie de Arg que están posicionadas en el S4 del canal, éstas se desplazan de una región muy 

estrecha que está localizada en el canal y que tiene forma de reloj de arena,  cuando ocurre 

la apertura del canal, el segmento S4 (donde se encuentran las Arg) se mueve del centro hacia 

el exterior de la célula, por lo tanto, probablemente esto pasa también en el canal AmHv1 

dado que expresa también en el S4 tres argininas que sugerimos están participando en la 

respuesta al voltaje. Otra explicación llamada “pozo de protones” descrita por Michell, se 

refiere a la unión o desunión de los protones a los grupos titulables; y otra respuesta para la 

voltaje dependencia es que en el campo eléctrico de la membrana se pueden mover las cargas 

cuando ocurre un cambio conformacional (DeCoursey, 2018). 
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Por otra parte, en un estudio realizado por Mony y colaboradores en el año 2015, 

encontraron que la detección del pH no es sólo por la protonación o desprotonación de grupos 

titulables. Ellos removieron 68 aminoácidos que representan el N-amino de Hv1 (Hv1Sper), 

y observaron una disminución en la detección del pH, además mencionan que el N-amino 

puede participar de forma independiente con el VSD, por lo tanto, el S1 también tiene 

movimientos conformacionales cuando el canal se encuentra en el estado abierto.  

 

En otro trabajo publicado por Berger et al. (2017) apoya también esta idea, parte del 

S1 está implicado en la activación, debido a que se da una fosforilación en el aminoácido 

T29 por la proteína quinasa C. Esta fosforilación es capaz de cambiar el valor de la V0.5 a 

potenciales negativos repercutiendo en la conductancia y en la cinética de activación, en otros 

canales iónicos activados por voltaje, cuando su VSD se une a una fosfatasa enzimática, el 

N-amino terminal tiene diferentes cambios conformacionales, esto ha sido estudiado a través 

de la transferencia de energía de resonancia Förster, también conocido como FRET 

(Förster resonance energy transfer). Por lo tanto, la activación y detección de pH no sólo 

depende del movimiento del S4, sino también de otros segmentos del canal. 

 

En resumen, tanto la activación del canal y el sensor del pH no sólo se le puede atribuir 

al S4, sino que hay varios segmentos que están interviniendo, incluso varios aminoácidos que 

estén localizados en el S2 o S3 podrían estar participando.   

 

8.3.2 CINÉTICA DE ACTIVACIÓN (τ) DEL CANAL AmHV1 CON DISTINTOS ΔpHS 

 

La cinética de activación de AmHv1 (ver Figura 32) es rápida y este comportamiento 

concuerda con varios canales de Na+ y K+ activados por voltaje ya que tienen una cinética de 

activación rápida, por ejemplo, los canales de Na+ se abren en un milisegundo para que se dé 

un potencial de acción en las células musculares, los canales de K+ en las mismas células su 



   
 

98 
 

cinética es un poco más lenta y repolarizan la membrana. En varios mamíferos la cinética del 

canal Hv1 es sumamente lenta comparada con los demás canales que se activan por voltaje 

(DeCoursey, 2018), por ejemplo, en el estudio de Sztyn (2012) los canales que pertenecen a 

las células dendríticas de ratón tienen una cinética de activación lenta, sin embargo, los 

canales Hv1 que fueron identificados en el caracol, la cinética de la proteína es igual de rápida 

que otros canales, haciendo una comparación Hv1 en mamíferos es 103 veces más lento, pero 

existe evidencia que el canal cuando es un monómero es de 5 a 7 veces más rápido 

(DeCoursey, 2018).  

 

Como se describió en la sección de resultados, la cinética de activación de AmHv1 

presenta un valor mínimo de 0.17 s a 0.002 s con ΔpH 2 y en ΔpH -2 se presenta un valor de 

0.32 s a 0.12 s, comparando esto datos con el estudio de Cherny et al (2015) en donde 

midieron la cinética de activación en el canal de humano en células HEK293 y COS-7, en la 

Figura 5 de su trabajo, el resultado de la cinética de activación es alrededor de 5 s con un 

valor mínimo alrededor de 1.2 s. El canal hHv1 tiene un orden de magnitud superior al canal 

AmHv1, por consiguiente, éste último tiene una cinética notablemente más rápida.  

 

El canal AmHv1 responde de manera rápida al voltaje al igual que el canal HtHv1, 

donde se observó que la cinética de activación se vuelve rápida cuando el pH externo es más 

bajo, asimismo en el canal de insecto NpHv1 su cinética de activación tiene un 

comportamiento muy parecido al del caracol, pero en el canal de humano fue diferente, su 

cinética de activación fue más rápida si se somete a pH interno más bajo, pero si el pH interno 

sube ocurre una desactivación. Debido a que existen varias diferencias en la cinética de 

activación, hasta el momento no se ha podido proponer un modelo ideal que describa la 

dependencia del voltaje, ni la respuesta al pH (Chaves et al., 2016; Villalba, 2014; en Thomas 

et al., 2018).  

  



   
 

99 
 

8.4 POTENCIAL DE REVERSIÓN (EREV) Y SELECTIVIDAD DE PROTONES DEL 

CANAL AmHV1 

 

En las colas de corriente (ver Figura 33) se observa cómo cambia la corriente de 

entrante a saliente, respecto al ΔpH, como se describió en la sección de resultados, en el panel 

D con ΔpH de -1, se observa que el Erev es cercano a 59 mV, porque inmediatamente después 

de que se sobrepasa el voltaje a 60 mV la corriente es saliente y en el voltaje anterior que es 

de 50 mV la corriente es entrante, así mismo, esto sucede en el panel C con ΔpH = 0, donde 

la corriente a -10 mV es entrante y cuando cambia  el voltaje a 10 mV la corriente es saliente. 

Lo anterior coincide con el trabajo de Rodriguez y colaboradores (2017), midieron las 

corrientes de colas del dinoflagelado Lingulodinium polyedrum (LpHv1), donde realizaron 

parches inside-out donde muestran dos familias de colas de corriente registradas en 

configuración inside-out, En la primera familia que tiene un ΔpH = -1, se presentan los 

valores de pH extracelular de 7 y pH intracelular de 8, el protocolo que emplearon consistió 

en pulsos de 20 a 60 mV en incrementos de 10 en 10 mV, donde el potencial de reversión es 

59.2 mV, en las colas se puede observar que en el pulso de 50 mV la corriente está llegando 

a un equilibrio, es decir, que la corriente entrante y saliente es prácticamente cero. Por lo 

anterior, 50 mV es justamente Erev experimental, el cual se aproxima al Erev calculado con la 

ecuación de Nernst.  En la segunda familia se presenta un ΔpH = 0, con valores de 7 tanto 

pH intracelular como extracelular, el protocolo que aplicaron iba de -20 a 10 mV con 

incrementos de 10 en 10 mV, aquí el potencial de reversión es de 0 mV, en las colas 

nuevamente se puede observar que no hay corriente entrante ni saliente a ese potencial, por 

lo cual el potencial de reversión en esta familia de colas es de 0 mV, esto coincide una vez 

más con el Erev de Nernst. Lo cual indica que trabajaron con el pH adecuado.  

En el trabajo de Ratanayotha et al, se registró el canal de DrHv1 en configuración 

whole-cell, aunque aquí no se muestran las corrientes de colas como tal, realizaron una 

gráfica con los valores normalizados de las colas de corrientes versus el potencial de 

membrana. El protocolo consistió en pulsos de voltaje a 60 mV por 200 ms para 

despolarizarla membrana, posteriormente los pulsos aplicados a la membrana se dieron con 
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el fin de repolarizarla  de -80 mV a 100 mV con una duración de 200 ms. Trabajaron  con los 

siguientes valores en pH externo:  7.5, 7.0, 6.5, 6.0;  con pH interno de 7, por lo tanto, en 

ΔpH = 0.5, se observa que la corriente de colas normalizada cruza el eje del potencial de 

membrana cercano al valor de -29.58 mV; en ΔpH = 0,  se aprecia que la corriente de colas 

normalizadas intercepta  el eje del potencial de membrana cerca del valor de 0 mV; en el 

ΔpH = -0.5 donde la corriente de colas atraviesa el eje del potencial de membrana cerca del 

valor de 29.58 mV; finalmente en ΔpH = -1, la corriente de colas intercepta el eje del 

potencial de membrana en 59.16 mV. Estos resultados nos indican que se estaba manejando 

el pH adecuado, ya que aquí la corriente está en equilibrio y no hay corriente entrante o 

saliente.  

 

De acuerdo con el potencial de reversión calculado y el potencial de reversión 

experimental que se muestran en la Tabla 5, se puede confirmar que el nuevo canal AmHv1, 

efectivamente es un canal selectivo a protones, ya que estos valores son muy cercanos entre 

sí, esto también está plasmado en la Figura 34, ya que los puntos experimentales coinciden 

con la línea punteada que representa el Erev calculado. Los datos de Erev experimental 

coinciden con otros reportes para el canal de protones. Por ejemplo, en el mismo artículo de 

Rodriguez et al. (2017), el potencial de reversión fue de 55 mV con ΔpH = -1 y -2 mV con 

ΔpH = 0, ambos valores son muy cercanos a los cálculos predichos por la ecuación de Nernst 

(antes mencionados), los cuales se ajustan para protones.  

 

En otro estudio donde se midió el potencial de reversión del canal de protones del erizo 

Strongylocentrotus purpuratus (SpHv1), donde realizaron parches whole-cell con ΔpH de 1, 

0.5, 0, -0.5 y -1, donde los valores del potencial de reversión se encontraban entre los 

siguientes rangos -50 mV a -38 mV, -33 mV a -20 mV, -2 mV a -10 mV, 21 mV a 32 mV, 

55 mV a 48 mV, respectivamente para cada ΔpH (Sakata. et al., 2016). Estos datos también 

confirman que el canal SpHv1 es selectivo a protones porque los valores del potencial de 

reversión rondan el valor calculado con la ecuación de Nernst.  
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Por último, en el canal DrHv1 igualmente se obtuvieron los valores para el Erev, 

prácticamente se probaron los mismos ΔpHs de -1, -0.5, 0, 0.5 y los rangos de los potenciales 

de reversión eran los siguientes: 53 mV a 63 mV, 30 mV a 40 mV, -5 a 18 mV y -19 mV a -

30 mV correspondientes a cada ΔpH. Los valores expuestos nuevamente son cercanos a los 

calculados con la ecuación de Nernst, esto indica que Hv1 es un canal de H+ (Ratanayotha, et 

al., 2017) ya que no se presentan grandes variaciones entre los valores de los potenciales de 

reversión, el canal mantiene su selectividad, aunque se trate de diferentes especies. Por lo 

tanto, se refuerza la idea de que el canal de A. millepora (AmHv1) es un canal selectivo a 

protones. 

 

8.5 EFECTO DEL ZINC SOBRE LAS FAMILIAS DE CORRIENTE Y CURVAS I-V DEL 

CANAL AmHV1  

 

Como se describió en la introducción, el canal Hv1 puede ser bloqueado por Zn2+. 

Existen varias evidencias de esta inhibición, por ejemplo, en el estudio de Ratanayota, et al. 

(2017), realizan experimentos con el canal de DrHv1 (Danio rerio) y prueban tres 

concentraciones 10 µM, 100 µM y 1 mM, cada una de ellas inhibe de manera diferente, la 

primera inhibe ~25 % de la corriente, la segunda ~50 % y la tercera el 100 %. Estos resultados 

concuerdan con los datos mostrados en las figuras 35 y 36. Cuando el sello fue expuesto a 

una concentración de 10 µM, un 40 % de la corriente se inhibió y con 1 mM, la corriente es 

suprimida de manera total. Algunos investigadores han propuesto que, la IC50 es cercana a 

100 µM. El canal de protones de A. millepora tiene una IC50 =0.12 mM o su equivalente a 

120 µM y una inhibición casi en su totalidad cuando la proteína se expone a una 

concentración de 1 mM.de Zn2+. 

 

En la curva dosis respuesta de la inhibición por zinc en el canal de protones de A. 

millepora (ver Figura 37), se observa que conforme aumenta el valor de la concentración de 

zinc la inhibición es aún mayor.  
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Sin embargo, en el canal de humano la IC50 es igual a 3.8 µM (De la Rosa et al., 2018), 

esto difiere del canal de Acropora, por lo tanto, se requiere una concentración mucho mayor, 

alrededor de 32 veces más para que un 50 % de los canales estén inhibidos. En un estudio 

mencionan que el canal puede ser bloqueado desde una concentración de 1.9 µM (Ramsey et 

al., 2006 citado en Iovannisci et al., 2010), y en el artículo escrito por Iovannisci et al. (2010) 

lograron ver un bloqueo de las corrientes de protones usando 10 µM de ZnCl2 en registros de 

whole-cell. 

 

En el estudio de Helisoma trivolvis publicado por Thomas et al. (2009) donde observó 

que HtHv1 fue inhibido de manera sutil por Zn2+, en comparación con mamíferos y no sólo 

este canal es menos sensible al Zn2+, se ha visto que otros canales de invertebrados como: 

SpHv1, NpHv1 CiHv1 la inhibición por Zn2+ es menor.  

 

Así mismo, el canal de DrHv1 es menos sensible al zinc comparado con otros 

mamíferos como el ratón mHv1, donde en un estudio probaron una solo concentración de 

Zn2+ a 50 µM y el canal fue inhibido casi en su totalidad (Szteyn et al., 2012). Por lo tanto, 

se sugiere que la alta sensibilidad al zinc soló está en una subpoblación de vertebrados donde 

están los mamíferos, ya que el zinc se requiere para el correcto funcionamiento de los 

espermatozoides humanos y los macrófagos en mamíferos, por lo cual esto sucede para 

compensar los bajos niveles de Zn2+ en la sangre (Ratanoyota et al., 2017). 

Finalmente, es importante mencionar que todos los resultados del presente trabajo 

formaron parte de un artículo de investigación, el cual ya ha sido publicado recientemente y 

del cual soy coautora (Rangel-Yescas et al., 2021). 
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9. CONCLUSIONES 

 

El coral Acropora millepora expresa canales Hv1, el cual muestra una secuencia a nivel 

de aminoácidos muy conservada con respecto a otros canales Hv1 previamente reportados. 

 

De acuerdo con el modelo in silico obtenido para dicha secuencia, el canal AmHv1 está 

conformado por cuatro pases transmembranales y un grupo amino y carboxilo terminales 

intracelulares.  

 

El canal de protones de Acropora millepora presenta dependencia al voltaje, es 

selectivo a protones, modulado por el ΔpH, muestra una cinética de activación rápida y es 

inhibido por zinc. 

 

10. PERSPECTIVAS 

 

A partir de los resultados y discusión de este trabajo, sería interesante conocer 

exactamente en qué tipo de células del coral se localiza AmHv1, a través del procedimiento 

de inmunohistoquímica y conocer cuál es su importancia en el proceso de calcificación. 

 

Además, sería importante realizar mutagénesis sobre las histidinas que presenta la 

secuencia del canal Hv1 de Acropora millepora, para averiguar si es fundamental que el canal 

sea bloqueado por el zinc debido a la unión con dichos aminoácidos. Así mismo, la 

mutagénesis se podría llevar a cabo en el S3, S4 y en las tres argininas que se localizan en el 

VDS para conocer más a detalle cómo se da la detección de voltaje, si realmente son 
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imprescindibles estos aminoácidos y a su vez conocer que otros aminoácidos están 

interviniendo en el paso de protones. 

 

Finalmente, sería de gran relevancia saber cómo afecta la acidificación del agua de mar 

en la calcificación del coral y como puede repercutir dicho fenómeno en la función de los 

canales Hv1.  
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