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|. RESUMEN

Los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) son una ruta clave para el influjo selectivo
de Caz* a las células, en las que desempefia varios procesos celulares. Los CCDV se dividen en
dos familias: canales de bajo umbral de activacion o LVA y canales de alto umbral de activacion o
HVA. La composicion molecular de los CCDV difiere entre ambas familias. Mientras los canales
LVA parecen consistir Unicamente de la subunidad o4, los HVA contienen ademas varias
subunidades accesorias, como la B, la 026 y la y. La funcion de estas subunidades accesorias es
regular el funcionamiento de la subunidad a+. En los dos grupos de canales la subunidad a1 esta
formada por cuatro dominios repetidos unidos por asas intracelulares. Cada dominio esta integrado
por seis segmentos transmembranales. En los canales HVA, el asa intracelular que une a los
dominios | y Il de la subunidad a1 contiene una region mediante la cual interactia con la subunidad
B (lamada dominio de interaccion de la subunidad alfa), mejor conocida como region AID (Aljpha
Interaction Domain). Tal dominio consiste de una secuencia de 18 aminoacidos, de los cuales 9
estan altamente conservados en todos los canales HVA. Se ha demostrado que tres de estos
aminoacidos, tirosina (Tyr) , triptéfano (Trp) e isoleucina (lle), son indispensables para que la
subunidad B interaccione con la subunidad o4 y ejerza su funcion de regulacion. Estudios mas
recientes indican que el triptéfano es un elemento crucial para que se lleve a cabo esta interaccion.
Los canales LVA no presentan la regién AID tal como se presenta en los canales HVA, por lo que
se ha propuesto que las subunidades a1 de esta familia no interaccionan con las subunidades p.
No obstante, se ha descrito una region homoéloga al AID de los canales HVA en la que se
conservan los residuos de Tyr e lle, mientras que en la posicidon correspondiente al Trp se

encuentra una tirosina o histidina en su lugar. Experimentos previos de expresion en sistemas



heterélogos han mostrado que los canales LVA clonados no son regulados por las subunidades 8
tal como sucede con las subunidades a1 de los canales HVA.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo consistio en investigar si la sustitucion de la
tirosina por el triptéfano faltante en a1g, un canal LVA, es suficiente para inducir la modulacion de
este canal por las subunidades 8 de los canales HVA. La mutacion de la Tyr en la posicién 514 por
el Trp en la secuencia del canal aic se realizd con la técnica de PCR en dos reacciones
secuenciales generando asi al canal mutante Y514W. La identidad molecular de Y514W, asi como
la ausencia de mutaciones no deseadas se constatd mediante secuenciacién automatica. La
expresion funcional de a1c y de Y514W se investigo en la linea celular de mamifero HEK-293 en
presencia y ausencia de las subunidades B1a, f2a, 3 y p4, mediante la técnica de patch clamp
(fijacion de voltaje en microareas de membrana) en la configuracion de célula completa. En ambos
canales se estudiaron las siguientes propiedades biofisicas: densidad de corriente, relacion
corriente-voltaje, inactivacion en el estado estacionario, recuperacioén de la inactivacion y cinética
de la corriente. Los resultados obtenidos indican que la mutacion per se no modifica ninguna de
estas propiedades. Ademas, los experimentos electrofisiologicos realizados en ausencia y
presencia de las subunidades B mencionadas, mostraron que las propiedades biofisicas de la
mutante Y514W fueron estadisticamente iguales en ambas condiciones. La subunidad 33 fue la
unica que modifico de manera significativa las propiedades biofisicas del canal mutante, pues
debido a su presencia, los canales Y514W se activaron a voltajes mas negativos (4.3 mV mas
negativos). En conclusion, la sustitucion de la tirosina por el triptéfano en la posicion 514 del canal

a1, No es suficiente para conferirle a éste la modulacién por subunidades .



LISTA DE ABREVIATURAS

ABP: Sitio de interaccién de la subunidad B (A/D-Binding Pocket).

ADC: Convertidor analégico-digital de la interfase.

AID: Dominio de interaccion de la subunidad o (Alpha Interaction Domain).
Cas: Primer candado antisentido.

cDNA: DNA complementario.

CHO: Linea celular del ovario del Hamster Chino (Chinese Hamster Ovary cells).
Cm: Capacitancia membranal.

COS-7: Linea celular formada a partir de células transformadas de fibroblastos del mono verde
africano ( Transformed African Green Monkey Kidney Fibroblast Cells).

Cs: Primer candado sentido.

CyCao.1: subunidad a4 del canal de calcio de la medusa Cyanea capillata.
DAC: Convertidor digital-analdgico de la interfase.

DHP: Dihidropiridinas.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle's Medium.

dNTP’s: Desoxinucledcidos trifosfatados.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EGTA: Acido etilenglicoltetraacético.

GFP: Proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Profein).

Ghnax: conductancia maxima.

G-V Curva conductancia-voltaje.

HEK-293: Linea celular inmortalizada a partir de células embrionarias de rifidn humano (Human
Embrionary Kidney).

HEPES: (4-(2-hydroxyethyl)- 1-pjperazineethanesulfonic acid).

HP: Potencial de mantenimiento.

HVA: Canales de calcio de alto umbral de activacion (High-Voltage Activated).
lca: Corriente de calcio.

IIV: Relacion corriente-voltaje instantanea.

In: Corriente membranal.

/-V: Relacion corriente-voltaje.

LVA: Canales de calcio de bajo umbral de activacion (Low-Voliage Activated).
Mas: Primer mutante antisentido.

mRNA: RNA mensajero.

Ms: Primer mutante sentido.



NG108-15: Linea celular formada por la fusion de lineas celulares de neuroblastoma de ratén y de
glioma de rata.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction).

Rs: Resistencia en serie

SOPMA: Prediccion de estructura secundaria de proteinas con base en alineamientos multiples.
Tact: Constante de tiempo de activacion.

Tinact: Constante de tiempo de inactivacion.

Tdesact: Constante de tiempo de desactivacion.

th: Constante de tiempo de recuperacion de la inactivacion.

TBE: Solucién amortiguadora del pH que contiene Tris base, acido borico, EDTA.

TEA: Tetraetilamonio.

TOPO-617: Fragmento mutante clonado en el vector pCR® 4Blunt-TOPO.

Vire : Voltaje al cual se activa o inactiva el 50% de los canales.

V& Pulsos comando.

Im: Potencial de membrana.

Vinv: Potencial de inversion.

Y514W: Canal mutante en el que se sustituy¢ la tirosina 514 por triptéfano.



II. INTRODUCCION

1. Canales i6nicos

La excitabilidad celular es la propiedad que poseen las células para generar y transmitir sefales
eléctricas e involucra invariablemente el movimiento de iones a través de la membrana plasmatica.
Los principales iones que participan en este fenédmeno son el sodio (Na*), el potasio (K*), el calcio
(Ca2*) y el cloruro (CI-). Los iones son moléculas inmiscibles en los lipidos de la membrana y para
atravesarla requieren de mecanismos especificos de transporte, de los que los mas importantes
son los poros o canales idnicos que atraviesan la bicapa lipidica. Dichas estructuras son complejos
multiproteicos que permiten el paso selectivo de alguno de los iones mencionados arriba (Hille,
2001).

La importancia de los iones en la excitabilidad celular se conoce desde finales del siglo XIX
cuando Sidney Ringer mostré que el corazén de rana podia seguir latiendo si se mantenia en una
solucién salina con sodio, potasio y calcio, mezclados en una proporcion definida. Posteriormente,
en 1888 Walter Nernst generd potenciales eléctricos a partir de la difusion de electrolitos, lo cual
inicié la especulacién acerca del origen i6nico de los potenciales bioeléctricos. El propuso que el
interior celular tenia que ser mas electronegativo que el medio que rodea a la célula, ya que
durante el metabolismo celular se producian acidos y los protones resultantes podian difundir fuera
de la célula mas facilmente que los aniones organicos que son mas voluminosos. Mas tarde, en la
primera década del siglo XX, Julios Bernstein propuso que la membrana de las células excitables
presentaba cierto grado de permeabilidad al potasio durante el reposo y que ésta se hacia mas
permeable a otros iones durante la excitacion (Hille, 2001).

Fueron Alan Hodgkin y Andrew Huxley (que en 1963 recibieron el Premio Nobel de

Fisiologia y Medicina), los que demostraron que los canales ionicos 6 moléculas acarreadores



(como ellos los denominaron originalmente; Hodgkin & Huxley, 1952a), permiten el flujo pasivo de
los iones a favor de su gradiente de concentracion quimica y de la facilidad con la que los iones
pueden pasar a su través, es decir, de la permeabilidad i6nica de la membrana, pero al estar
cargados eléctricamente, los iones también atraviesan la membrana a favor de su gradiente
eléctrico. No obstante que las contribuciones de Hodgkin y Huxley significaron los cimientos para el
entendimiento de la excitabilidad celular y los mecanismos que la subyacen, fue hasta la segunda
mitad de la década de 1970 cuando se dilucid6 la naturaleza molecular de los canales i6nicos
(Agnew et al.,, 1978; Henderson & Wang, 1972; Raftery et al., 1980; Weill et al., 1974).
Posteriormente, con la aplicacion de técnicas de biologia molecular y mas recientemente, de
cristalografia, obtuvo informacion mas clara y definida de la estructura de los canales i6nicos (para
una historia amena sobre este topico véase Armstrong, 2007).

La vision actual de los canales ionicos los considera moléculas excitables de las
membranas bioldgicas que responden de manera especifica a determinados estimulos. Algunos de
estos estimulos incluyen la deformacion mecanica de la membrana celular, la unidon de
neurotransmisores o el cambio en el potencial de membrana. No obstante, los canales idnicos no
son simples poros acuosos conductores, sino que, ademas, desarrollan 3 funciones fundamentales:

1) Permiten el flujo de iones a una velocidad muy superior a la de cualquier otro sistema
biolégico (108 iones s-!, frente a 103 iones s' que mueve un transportador o una ATPasa con
funcion de bomba idénica). El flujo de iones que atraviesa cada canal puede medirse como una
corriente eléctrica (10-12-10-10 A), que es capaz de producir rapidos cambios en el potencial de
membrana.

2) En respuesta a diversos estimulos, los componentes moleculares del canal son capaces
de adoptar diversos estados o conformaciones estructurales. Los canales activados por cambios de

voltaje presentan, al menos, un estado conductor (abierto o activo) y dos no conductores (inactivo y



de reposo o cerrado). El estado abierto permite el paso de iones. A nivel del potencial de reposo
celular, la probabilidad de apertura de algunos canales es minima, es decir, que so6lo un reducido
numero de canales puede abrirse al azar. La despolarizacion celular (i.e., cuando el potencial de
membrana se lleva a un valor menos negativo) produce la activacion del canal al aumentar la
probabilidad de apertura del mismo, pero si la despolarizacion es mantenida, la probabilidad de
apertura disminuye como consecuencia del proceso de inactivacion iniciado simultaneamente por
el proceso de activacion; asi el canal pasa al estado inactivo desde el cual ya no puede volver a
abrirse. Para que el canal vuelva a abrirse es necesario que regrese al estado de reposo. Este
paso del estado inactivo al de reposo, se denomina reactivacion del canal y se produce durante la
repolarizacion celular. Por tanto, la magnitud de la corriente que cruza la membrana depende de la
densidad de canales, de la conductancia del canal (constante eléctrica asociada a la magnitud de
la corriente que fluye a través del canal) abierto y de cuanto tiempo el canal permanece en el
estado abierto.

3) Son capaces de discriminar qué iones pasan a su través, es decir, que presentan
selectividad ionica. En el caso particular de los canales de K+, éstos son, al menos, 10,000 veces
mas permeables al K* que al Na* (Hille, 2001). En general, el poro de los canales dependientes de
voltaje es altamente selectivo para un determinado i6n, mientras que los activados por otros
estimulos presentan menor selectividad y pueden, en muchos casos, permitir el flujo de aniones o
cationes.

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

(Franciolini & Petris, 1989; Hille, 2001).



Los canales iénicos estan involucrados en una multiplicidad de procesos fisiolégicos que
incluyen el mantenimiento del potencial de membrana, la regulacién de la excitabilidad eléctrica, la
contraccion muscular, la secrecion de hormonas y neurotransmisores, y la expresion génica (Hille,
2001). Estudios electrofisiolégicos, bioquimicos y de biologia molecular han demostrado la
existencia de una amplia variedad de canales i6nicos, que pueden ser distinguidos con base a su
selectividad id6nica, dependencia al voltaje, conductancia ionica, inactivacion y sensibilidad a
agentes bloqueadores, asi como por el gen que los codifica.

Los canales idénicos pueden ser agrupados de forma general en dos grandes clases, los
canales activados por ligando (p. €j., hormonas y neurotransmisores) y los canales activados por
voltaje. Estos ultimos responden a cambios en el potencial de membrana (V4), modulan el
potencial de membrana y la permeabilidad idnica en la mayoria de las células excitables (Catterall,
1988; Strong et al., 1993). En el presente trabajo utilizaremos el termino “canales dependientes de
voltaje” para referirnos a los canales activados por cambios en el 4. Debido a las similitudes que
los caracterizan y que comparten entre ellos, los canales dependientes de voltaje se integran en
una superfamilia conformada por los canales de Na*, de Ca2+ y de K* (Catterall, 1988; Hille, 2001;

Jan & Jan, 1990).

2. Canales de Ca?* dependientes de voltaje

El influjo de calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV) es crucial para
varias funciones celulares incluyendo excitabilidad neuronal, contraccion muscular, secrecién de
hormonas y neurotransmisores, diferenciacion celular, y expresion génica (Bootman et al., 2001;
Hille, 2001). Ademas del papel candnico de estos canales en la generacion de sefales eléctricas
para la comunicacién intercelular, sus funciones también son importantes en células consideradas

tradicionalmente como no-excitables (p. €j., espermatozoides). La importancia de estos canales se



ejemplifica también por el uso en la clinica de los llamados “bloqueadores de canales de calcio”,
farmacos que se utilizan desde hace varias décadas en el tratamiento de enfermedades como la
hipertension (Mitterdorfer et al., 1998). Mas recientemente, también se han empleado en el
tratamiento del dolor y algunas tipos de epilepsia (Gomora et al., 2001; Kim et al., 2001; McGivern,
2006; Prommer, 2006; Todorovic et al., 2001; Todorovic et al., 2002). Por tales razones, los CCDV
han sido objeto de diversos estudios cientificos a nivel basico y clinico. Sin embargo, la mayor
parte de las investigaciones se han limitado a los canales de calcio de alto umbral de activacién o
HVA, y sélo en los ultimos 8 anos, los otros miembros de la familia de CCDV, es decir, los canales
de bajo umbral o LVA (también llamados tipo T) han sido objetos de tales esfuerzos. La clonacién
de tres subunidades a1 que expresan corrientes de calcio tipo T (Cribbs et al., 1998; Gomora et al.,
2002; Perez-Reyes, 2003), ha promovido significativamente la investigacion acerca de estos
canales. No obstante, aspectos criticos de sus propiedades biofisicas y farmacologicas, de la
relacion entre la estructura y su funcion, de los diferentes tipos de regulacién de que son sujetos,
entre otros varios tépicos, no han sido estudiados lo suficiente. Por estas razones, la meta general
del presente trabajo de tesis es avanzar en el conocimiento de los canales tipo T, concretamente

en la posible regulacion de éstos por las subunidades 8 de los canales HVA.

2.1. Clasificacion de los CCDV

La primera clasificacion de los CCDV tomo6 en consideracion el voltaje que se requiere para
activarlos. De acuerdo a los estudios electrofisiologicos realizados en la década de 1980-1990, se
logroé identificar dos grandes clases de canales de calcio, los de bajo umbral de activaciéon 6 LVA 'y
los de alto umbral 6 HVA (Bean, 1989; Carbone & Lux, 1984; Matteson & Armstrong, 1986). Los
canales LVA se activan a potenciales de membrana cercanos a -60 mV, mientras que los canales

de la familia HVA se activan a voltajes menos negativos, entre -30 y -20 mV. Ademas de su bajo
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umbral de activacion, los canales LVA también se caracterizan por su rapida inactivacion durante
una despolarizacion sostenida, su lenta desactivacion o cierre del canal, y una conductancia
unitaria de aproximadamente 8 pico Siemens (pS). Por su parte, los canales HVA se inactivan mas
lentamente, se cierran muy rapido y tienen una conductancia unitaria tres veces mas grande que
los LVA (Bean, 1985; Matteson & Armstrong, 1986; Nowycky et al., 1985).

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

Combinando estudios de clonacion, expresién de canales recombinantes y farmacologia, a
la fecha se ha logrado la identificacion de diez genes que codifican para subunidades o1 de CCDV.
Siete de tales subunidades generan corrientes tipo HVA (Tsien et al., 1995), mientras que los
restantes tres genes codifican para subunidades a1 que dan origen a corrientes tipo LVA (Perez-
Reyes, 2003). La correspondencia entre subunidad o+ y tipo de CCDV, asi como su mas reciente
nomenclatura se presenta en la Fig. 1. Como se puede concluir a partir de la informacién de dicha
figura, existen diferentes nomenclaturas para categorizar un mismo tipo de CCDV. Con la idea de
unificar criterios para la clasificacion de los canales de calcio, recientemente se designé una
nomenclatura ya utilizada previamente en otras familias de canales dependientes de voltaje (Ertel
et al., 2000; Goldin et al., 2000; Jan & Jan, 1990). El primer término de la nomenclatura se refiere

al ion permeante (Ca2*, en este caso), seguido del estimulo principal para la apertura o cierre del
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canal, que en este caso es el voltaje (indicado como subindice). Finalmente, dos numeros
separados por un punto: el primero indica la familia de proteinas, mientras que el segundo numero
identifica a la isoforma particular. Por ejemplo, el canal Ca,3.2 identifica al canal de calcio
dependiente de voltaje tipo T, codificado por la subunidad an. En el presente escrito, se empleara
principalmente la clasificacion basada en las subunidades o4, aunque para hacer referencia a la

subfamilia de canales LVA se usara también el término de canales tipo T.

—— Ca,1.1 (o,g)
— Cay1.2 (o)
— Ca,,1.3 (o p)
HVA —— Cay1.4 (o)
— Ca,2.1 (o)
— Ca,2.2 (o,g)
— — Ca,,2.3 (0,g)
— Ca,,3.1 (0g)
LVA —— Ca,3.2 (0y)
— Ca,,3.3 (o)

I T | J |
20 40 60 80 100

Similitud en la secuencia de aminoacidos (%)

Figura 1. Filogenia de las subunidades a1 de los CCDV. La comparaciéon de las secuencias se basé en los
aminoacidos de los segmentos transmembranales y del poro (aproximadamente 350 aa). Este analisis arrojé como
resultado tres familias claramente separadas (Cav1, Cav2 y Cav3) con aproximadamente un 80% de identidad entre
los miembros de cada familia. La identidad entre las secuencias de aminoacidos de las familias Cav1 y Ca\2 fue de
52%, mientras que Cav3 presento solo el 28% de identidad con las otras dos familias (Modificado de Ertel et al.,
2000).
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Los canales HVA se subdividen en canales Ca,1, que se caracterizan por ser sensibles a
las dihidropiridinas (DHP, farmacos empleados en la clinica como antihipertensivos) y abarcan las
subunidades aus, aic, a1p Y ar. Estas subunidades generan corrientes tipo L cuando se expresan
en sistemas heterdélogos (ovocitos de rana o células de mamifero, por ejemplo). La segunda
subfamilia de canales HVA, los Ca,2, esta compuesta por las subunidades a1a (canales tipo P/Q),
ag (canales tipo N), y a4e (canales tipo R), mismos que se agrupan como canales tipo No L,
debido a que son poco sensibles a las DHP. En cambio, éstos son bloqueados de manera selectiva
por toxinas especificas de caracoles marinos y arafas (Doering & Zamponi, 2003). Por su parte, la
subfamilia de canales LVA (Ca,3) consiste de las subunidades a1, a1x ¥ a1 (Perez-Reyes, 2003),
mismas que fueron clonadas mas recientemente y, por lo tanto, el conocimiento acerca de este tipo

de canales es apenas incipiente.

2.2 Propiedades moleculares de los canales de calcio
Los canales de calcio son complejos de proteinas formados por 4 6 5 subunidades, codificadas por
multiples genes que llevan los nombres genéricos de a1, B, a2d, ¥ y. A continuacion se describen

algunas de sus caracteristicas relevantes para el presente estudio.

2.2.1. Subunidad a1

La subunidad a1 forma el poro hidrofilico que permite el flujo de iones y contiene regiones
especializadas que determinan la selectividad del canal y su sensibilidad al voltaje (sensor de
voltaje). De acuerdo con modelos de la estructura secundaria y terciaria de la subunidad o1 de los
CCDV, estas proteinas son cadenas de aminoacidos (aa) que forman cuatro dominios homdlogos
(numerados del | al 1IV), unidos entre si por asas intracelulares. Cada domino contiene seis

segmentos transmembranales llamados S1 a S6 (partiendo del amino hacia el carboxilo terminal) e
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interconectados por asas intra y extracelulares (Fig. 2A4). Los segmentos S5 y S6 se encuentran
unidos por una secuencia de aminoacidos que forman un asa que se invagina parcialmente en la
membrana, y que se conoce como el asa del poro. Estudios recientes utilizando cristalografia de
rayos X para determinar la estructura molecular de canales de K*, cuya subunidad o también
contiene el sensor de voltaje (S4) y comparte muchas similitudes con la de los canales de calcio y
de sodio, indican que el extremo intracelular del poro esta delineado por los segmentos S5y S6, y
el extremo opuesto (extracelular) esta revestido por las asas del poro de cada dominio (Jiang et al.,
2003b; Jiang et al.,, 2003a). Debido a la similitud entre las tres superfamilias de canales
dependientes de voltaje, es probable que dichos observaciones en canales de K+ se puedan
encontrar también en los canales de Ca2*. En este sentido, existe todo un conjunto de evidencias
experimentales que indican que en los CCDV las asas del poro forman el vestibulo externo del
canal y el filtro de selectividad, por lo que su secuencia de aminoacidos es un factor determinante
de la conductancia, la selectividad idénica del canal y de su afinidad por diversas toxinas que
modifican la actividad de la subunidad o4 (para una revisién véase Catterall, 2000).

En los canales HVA la selectividad del poro esta determinada por un anillo de cargas
negativas formado por residuos de acido glutamico (EEEE) en posiciones similares en cada una de
las cuatro asas del poro (Yang et al., 1993). Los cuatro glutamatos forman un sitio unico de alta
afinidad para los iones Ca2* (Kd ~0.7 uM), de tal manera que a la concentracion extracelular
fisiologica (~2 mM), el sitio siempre se encuentra ocupado por el ion Ca2* (revisado en Sather &
McCleskey, 2003). La sustitucion de cualquiera de los residuos de glutamato por una lisina (que
tiene carga positiva) provoca que el canal pierda la selectividad por Ca2* y permite entonces
también el flujo de Na*. Es importante mencionar que en las subunidades a1 de los canales LVA,
dos glutamatos estan remplazados por aspartatos, que aunque también tienen carga negativa

(Perez-Reyes, 2003), podrian significar cambios en las propiedades de permeacion de los canales.
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Por otro lado, el analisis de las secuencias de las proteinas que codifican las subunidades
a1G, a1H Y ourr revelan poca similitud con respecto a la subunidad a1 de los canales HVA (Fig. 1). La
subunidad o1 de los canales LVA es una proteina de aproximadamente 2000 residuos de
aminoacidos, y su distribucion transmembranal que presenta es muy parecida a la subunidad a1 de
los canales de calcio HVA y de Na* (Noda & Numa, 1987; Tanabe et al., 1987). No obstante, una
diferencia digna de hacer notar entre los canales LVA y HVA, es que al parecer los primeros solo
estan constituidos por la subunidad o1, mientras que los segundos, requieren de diferentes
subunidades accesorias (Fig. 2) para generar corrientes similares a las observadas en
preparaciones nativas (Arikkath & Campbell, 2003). De hecho, un aspecto todavia muy
controversial es la posible modulacion de canales tipo T por las subunidades 3 de los canales HVA

(Dolphin et al., 1999; Dubel et al., 2004; Lambert et al., 1997; Leuranguer et al., 1998).

2.2.2. Subunidades B

La clonacién de los canales de calcio inicié con la purificacion y secuenciacion del receptor a DHP
del musculo esquelético hace ya casi 20 afos (Takahashi et al., 1987). Mediante el analisis
bioquimico se logré conocer la composicion del canal de calcio, el cual ademas de la subunidad
principal (o1), incluia otras proteinas de menor tamafo, a las que se les asign6 el nombre de
subunidades B, o238, y v y que, en su conjunto, se denominan subunidades accesorias. La
subunidad 3, de aproximadamente 55 kDa, es una proteina citoplasmica que consiste de varias a
hélices (Fig.2B). Esta subunidad es la que mas ha sido estudiada en cuanto a los efectos de
modulacién que ejerce sobre la subunidad a.1. Se conocen cuatro diferentes genes (31, B2, B3 y p4)
con varias isoformas adicionales generadas por procesamiento alternativo del RNA mensajero
(mRNA). Sus efectos son mediados por la interaccion con la region AID (del inglés Ajpha

Interaction Domain) de la subunidad a1 (Fig. 2). La subunidad B regula diferentes propiedades de la
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Extracelular
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POVOVLLe
Intracelular N

Figura 2. Topologia de los CCDV. A) Representacion esquematica de la estructura primaria de las subunidades o
de los canales de calcio. Los canales de calcio LVA y HVA se componen de una proteina de ~270 kDa (subunidad
a1) la cual consiste de cuatro dominios (I al IV), cada uno de los cuales contiene seis regiones transmembranales
(S1 a S6) y una asa del poro (P). El segmento S4 se caracteriza por poseer varios aminoacidos con carga positiva,
razén por la cual se ha propuesto que cumple con la funcion de detectar los cambios en el voltaje transmembranal.
La regién AID se muestra como un rectangulo en negro ubicado en el asa que une a los dominios | y Il. B)
Topologia propuesta para el patron de ensamblaje de un canal HVA. Se muestra el probable arreglo de las
diferentes subunidades accesorias (B, a2, y) en relacion con la subunidad principal (a.1). El poro central se forma
por el plegamiento de los cuatro dominios que conforman la subunidad a1. En este esquema el sensor de voltaje
(S4) se presenta aislado del ambiente lipidico de la membrana por el resto de la proteina de la subunidad a.1. Las
subunidades a1 y B interaccionan en un sitio denominado AID en el asa que une los dominios | y Il de la subunidad
a1 (Modificado de Randall & Benham, 1999).
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subunidad a1 que incluyen el trafico de ésta hacia la membrana celular, cambios en la dependencia
al voltaje de la activacion y la inactivacion, modificaciones significativas en la tasa de inactivacion
de las corrientes y cambios en la sensibilidad a farmacos que modulan la actividad de la subunidad

o1 (Dolphin, 2003; Hanlon & Wallace, 2002).

2221.AID

El asa que une a los dominios | y Il de la subunidad a1 contiene una secuencia de aminoacidos que
forman la region AID. Esta es la principal regién de union con las subunidades 3, la cual se une a
su vez a la subunidad o1 mediante su respectivo sitio de unién, el ABP (del inglés A/D-Binding
Pockel). Estudios bioquimicos revelan que el AID y la subunidad B interactian con una alta afinidad
(6-30 nM) (Dolphin, 2003). La secuencia que conforma la regién AID es de 18 aminoacidos, 9 de
ellos estan altamente conservados en todos los canales HVA. Mediante mutaciones puntuales se
ha demostrado que tres de estos aminoacidos, tirosina (Tyr 6 Y), triptéfano (Trp 6 W) e isoleucina
(lle 6 1) son indispensables para que se lleve a cabo la interaccion y la regulacion de la subunidad
o por parte de la subunidad B (De Waard ef a/, 1996). Trabajos mas recientes de mutaciones
puntuales (Berrou et al, 2002) y cristalografia (Chen et al., 2004; Opatowsky et al., 2004a;
Richards et al., 2004; Van Petegem et al., 2004) han demostrado que el Trp es crucial para que se
lleve a cabo la interaccion mencionada. La idea actual es que dicho Trp es el aminoacido que
interactia con mayor intimidad con la subunidad B, pues sirve como una especie de ancla que
mantiene la unién entre ambas subunidades (Fig. 3). Ademas, se ha observado que con la simple
mutacion del Trp se elimina la interaccion de las subunidades a1 y B. Por otro lado, las mutaciones
que alteran a los demas aminoacidos ubicados en la region AID resultan sélo en una disminucion
de la interaccion entre la subunidad a1 y B, lo cual se traduce en la pérdida de regulacion de

algunas propiedades biofisicas de la subunidad o+, demostrando que la region AID es requerida
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para que la subunidad B pueda ejercer su funcion reguladora (De Waard et al., 1996; Pragnell et
al., 1994).

Algunos autores han reportado un sitio de interaccion secundario entre la subunidad a1 y f.
Tal sitio ha sido ubicado en el extremo carboxilo terminal (también ilustrado en la Fig. 2B), la
afinidad es ~30 veces menor que la interaccién AID-ABP y hasta el momento solo se ha observado

en los canales de la familia Cay2 (Dolphin, 2003; Qin et al., 1996; Walker et al., 1998).

Figura 3. Esquema de la interaccién entre la regién AID y el ABP. Se representa la superficie de la region ABP
presente en la subunidad B2a unida a la region AID (cilindros anaranjados). La Tirosina 437 y el triptéfano 440 se
ilustran en color blanco, se puede observar que estos aminoacidos son los que penetran mas en el ABP. Los
residuos que participan en interacciones hidrofébicas se marcan con azul y los que forman puentes de hidrogeno

con rojo (Tomada de Van Petegem et al., 2004).

Ahora bien, toda la informacion anterior acerca de la region AID se ha obtenido a partir de
estudios con canales HVA, pero ninguno de los canales LVA presenta en su secuencia de
aminoacidos (aa) dicha regién. Sin embargo, con el alineamiento de las secuencias de todos los

CCDV, se ha determinado que existe cierto grado de similitud en la regién correspondiente en los

canales LVA. De los 9 aa conservados en el AID de los canales HVA, tres de ellos se presentan en
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los canales tipo T (Fig. 4). Relevantemente, dos de ellos (Tyr e lle) son parte del trio de aa
requeridos para la interaccién con la subunidad  en los canales HVA, aunque el Trp, considerado
como crucial para la interaccion, esta ausente.

Otro dato relevante en este contexto, es que la subunidad o+ del canal de calcio de la
medusa Cyanea capillata (CyCaaq), cuyo gen ha sido recientemente clonado, presenta
caracteristicas electrofisiologicas similares a los canales tipo L (Jeziorski ef a/, 1998), aunque su
secuencia de aminoacidos del AID presenta una minima conservacion comparada con la de los
canales HVA de vertebrados. Curiosamente, éste canal si contiene a los tres aminoacidos
necesarios para la interaccion con la subunidad B (Tyr, Trp e lle; Fig. 4). Experimentos de
expresion heterdloga en ovocitos de Xenopus, indican que la CyCaa.1 es regulada por subunidades
B de la misma medusa o de vertebrados (Jeziorski ef a/, 1999). Con ello, se reafirma el papel

crucial del Trp de la region AID para la interaccion y regulacion entres las subunidades a1y B.

2.2.3. Subunidades 0,28

La subunidad auxiliar 026 es codificada por un so6lo gen y consiste en un fragmento extracelular o
unido por un puente disulfuro al fragmento transmembranal 8, cuya funcién al parecer es anclar a
la proteina a la membrana plasmatica (Fig. 2B; Jay et al., 1991). Hasta el momento han sido
descritas cuatro subunidades o028 (0201-0204), con diversas isoformas generadas por
procesamiento alternativo del mRNA y una amplia distribucién en cerebro y tejidos periféricos
(Hobom et al., 2000; Klugbauer et al., 2003). El efecto de las subunidades a5 sobre la actividad de
la subunidad o4 de los canales HVA es mas discreto que el de las subunidades B, no obstante su
presencia provoca incrementos en la amplitud de la corriente y en el trafico de la subunidad o
hacia la membrana (Arikkath & Campbell, 2003; Klugbauer et al., 2003). También tiene efectos

sobre la cinética de activacion e inactivacion y la dependencia al voltaje de éstos (Gurnett et al.,
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1996; Klugbauer et al., 1999; Qin et al., 1998). En algunos casos se ha observado que cuando se
co-transfectan las subunidades B y a2 con subunidades a1 de canales HVA (en particular con los
de la subfamilia Ca,2), los cambios inducidos por ambas subunidades accesorias se ven
potenciados de manera sinérgica (Yasuda ef al, 2004). Asi mismo, se ha sugerido que el
incremento en la amplitud de la corriente de los canales HVA requiere la porcion extracelular oo
intacta (Gurnett ef a/, 1996), mientras que la region transmembranal 6 regula sus propiedades
biofisicas (Felix ef al., 1997). Ademas se ha postulado que el sitio de interaccién de la subunidad

020 con a1 se localiza en el tercer dominio transmembranal (Arikkath & Campbell, 2003).

Extracelular

Intracelular

Aminoacidos conservados del AID
HVA QQ-E--L-GY--WI---E
Oyg  -——--- L-=Y——=1———-
Medusa -----—--- GY--Wl-—--

Figura 4. Region AID de los CCDV. Esquema de un CCDV con sus 4 dominios unidos por medio de asas
intracelulares. En el asa que une los dominios | y Il se observa en naranja la region AID, del cual se muestran los 9
aminoacidos conservados en los canales HVA y se comparan con los residuos conservados de un canal de calcio
LVA (a16) y un CCDV de una medusa. En rojo se indican los tres aa, Tyr, Trp e lle (Y, W e ), considerados
indispensables para la interaccion con la subunidad B. Nétese que de dicho trio de aa, el Trp se encuentra ausente
en la subunidad aic. Por su parte, la subunidad a1 de la medusa contiene cuatro aminoacidos conservados,

incluyendo los tres indispensables para la interaccion (modificado de Chen ef a/. 2004).



20

2.2.4. Subunidades y

Esta subunidad esta formada por cuatro segmentos transmembranales con su extremo amino
terminal y carboxilo terminal citoplasmicos (Fig. 2B; Jay et al., 1991). Cuando la subunidad y se
detectd en el complejo proteico de los CCDV del musculo esquelético se pensd que solo se
encontraba en este tejido. Sin embargo, estudios recientes han demostrado su presencia en los
CCDV presentes en neuronas. Hasta el momento se han identificado ocho subunidades vy, que con
base en la homologia de sus secuencias, han sido clasificadas en dos grupos: esqueléticas (y1 y
v6) y neuronales (y2, y3, y4, v5, y7 y v8) (Kang & Campbell, 2003).

De acuerdo a estudios funcionales, se sugiere que las subunidades y regulan la cinética de
la corriente, la inactivacion en el estado estacionario y la amplitud de la corriente (Eberst et al.,
1997; Singer et al., 1991; Wei et al., 1991). El efecto de las subunidades y en la amplitud de la
corriente de los canales HVA al parecer es opuesto a lo que sucede con las subunidades B y 026,
ya que se ha observado que las subunidades neuronales y inhiben la amplitud de la corriente (Kang

et al., 2001).

2.2.5. Canales LVA y subunidades auxiliares

La posible regulacién de los canales LVA por subunidades auxiliares de canales HVA ha sido
explorada por varios grupos de investigacion, con resultados diversos y contradictorios, pues
algunos sugieren que si existe regulacion por parte de las subunidades auxiliares (principalmente
y o2d), mientras que otros indican lo contrario. Lacerda y cols. (1994) encontraron que, en
presencia de las subunidades B2 y B4, la inactivacion de las corrientes tipo T enddgenas de
ovocitos ocurre mas lentamente. Posteriormente, mediante la eliminacion de subunidades 3 con
oligonucleétidos antisentido en neuronas y células NG108-15, se demostré una disminucién

significativa en la actividad de los canales HVA, pero no se afectd significativamente la corriente



21

LVA (Lambert et al., 1997; Leuranguer et al., 1998). Por otro lado en estas ultimas células, Wyatt y
cols. (1998) encontraron que las corrientes enddgenas tipo T aumentan su amplitud debido a la
coexpresion de las subunidades f2a y o208, aunado a un efecto sobre la dependencia al voltaje de
activacion provocado por esta ultima subunidad.

Con la clonacién de las subunidades a1 que codifican para canales LVA de humano (Cribbs
et al.,, 1998; Gomora et al., 2002; Perez-Reyes et al., 1998), el estudio de este y otros tépicos
acerca de la estructura y funcion de los canales LVA se ha visto beneficiado sustancialmente. El
primer trabajo que emple6 estas nuevas herramientas fue el de Lacinova y cols. (1999) quienes
concluyeron que la subunidad o281 y 0283 no tienen efectos sobre la amplitud de la corriente ni en
las propiedades biofisicas de a1g, utilizando como sistema de expresion las células HEK-293.
Pocos meses después, otro grupo europeo (Dolphin et al., 1999) reporté que la corriente generada
por los canales a1c aumenta su amplitud (~ en un 100%) al ser co-expresados con las subunidades
B1b y a26 en células COS-7, aunque no observaron efectos significativos en la dependencia al
voltaje ni en la cinética de la corriente generada por a1c. Un afio mas tarde, Hobom y cols. (2000)
co-expresaron la subunidad o junto con a262a en células HEK-293, observando un incremento
en la amplitud de corriente de a1g, ademas de la aceleracion de la inactivacién y un corrimiento
hacia voltajes mas positivos de la inactivacion en el estado estacionario. Posteriormente, Dubel y
cols. (2004) reportaron que la co-expresion de la subunidad B1b y a261 con las subunidades a4 de
los canales LVA en células CHO y ovocitos de Xenopus aumenta al doble la densidad de la
corriente, sin modificar sus propiedades biofisicas. Es importante mencionar que en este trabajo se
muestran resultados un tanto confusos, pues los experimentos de co-expresion de la subunidad
a1g con B1b y 0281 los realizan en células CHO, mientras que los de la subunidad a1n los llevan a
cabo en ovocitos de Xenopus; ademas, nunca presentan datos de los efectos sobre la subunidad

o1, o obstante que en sus conclusiones indican que también ésta fue modificada por las
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subunidades auxiliares de los canales HVA. Otro trabajo, realizado por el grupo del Dr. Perez-
Reyez (Arias et al., 2005), demuestra que ninguna de las cuatro subunidades  regula la amplitud
de corriente o las propiedades biofisicas de a1 cuando son co-expresados en células HEK-293.
Finalmente, el trabajo que precede la presente tesis de licenciatura realizado por mi companero
Fernando Higueldo (2007) demostré que la subunidad o1 tampoco es regulada por las

subunidades .
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A partir de 1998, cuando el grupo del Dr. Perez-Reyes reporto la clonacion de los genes
codificantes de los canales LVA (a1g, a1, a1) (Cribbs et al., 1998; Gomora et al., 2002;
Perez-Reyes et al., 1998), el interés en estos canales recibié un fuerte impulso que se
reflej6 en un aumento en el numero de estudios acerca de sus propiedades biofisicas y su
relacion entre la estructura molecular y su funcion. Durante los subsecuentes afios se ha
generado informacion nueva y relevante para el entendimiento de la estructura y funcion
de los canales LVA. No obstante, aun persisten multiples topicos que no han sido
explorados adecuadamente. En este contexto, la secuencia de aminoacidos de las
subunidades o4 de los canales LVA y HVA presentan Unicamente un 28% de similitud
entre ellas, una de las diferencias mas notables es la ausencia de la region AID en los
canales LVA. Dicho dominio se encuentra reducido en estos canales a la presencia de tres
aa de los nueve altamente conservados en los canales HVA, y ninguno de ellos es el
triptéfano cuya presencia se ha demostrado ser crucial para la interaccion con las
subunidades {3 en los canales HVA (Berrou et al., 2002; Chen et al., 2004; De Waard et al.,
1996; Opatowsky et al., 2004b; Opatowsky et al., 2004a; Van Petegem et al., 2004).
Debido a que los canales tipo T fueron clonados /n sificio, no existen evidencias de
subunidades auxiliares para estos canales. Por otro lado, la coexpresién de subunidades
o1 de canales LVA con subunidades B de canales HVA ha proporcionado resultados
contradictorios. Algunos autores concluyen que si existe una regulaciéon por parte de las
subunidades B (Dolphin et al., 1999; Dubel et al., 2004), pero otros grupos de
investigacion, incluyendo el nuestro, no han encontrado evidencias de tal regulacion (Arias

et al., 2005; Higueldo, 2007; Lacinova et al., 1999; Leuranguer et al., 1998).
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En consecuencia, con el propdsito de profundizar en la posible regulacion de los canales
LVA por las subunidades 3 de los canales de alto umbral y con ello generar informacion
adicional acerca de la relacion que existe entre la estructura y la funcién de los canales
LVA, en el presente trabajo se investigo el papel que tiene el triptéfano faltante en la region
similar al AID en los canales LVA sobre la posible regulaciéon de las propiedades biofisicas

de la corriente de a1 por las diferentes subunidades 3 de los canales HVA.
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A. Hipétesis de trabajo

Los antecedentes indican que la interaccion de la subunidad a1 con la subunidad f en los
canales HVA depende de la presencia de tres aminoacidos (Y, W e 1), por lo que resulta
razonable suponer que al incluir el triptéfano faltante en dicha region similar al AID en la
subunidad a1 de un canal LVA, las subunidades 3 podran ejercer una regulacién sobre las

propiedades biofisicas de dicho canal.

B. Objetivo General
Contribuir al conocimiento de la biofisica y de la relacion existente entre la estructura y la
funcion de los canales de calcio LVA y, de manera particular, a dilucidar si estos canales

son regulados por las subunidades [ de los canales de calcio HVA.

C. Objetivos Especificos

1. Construir una subunidad a1g mutante que presente un triptéfano en lugar de la tirosina
que se encuentra en la posicion 514 (Y514W).

2. Caracterizar las propiedades biofisicas de la corriente expresada por la mutante Y514W.

3. Investigar la posible regulacion de la mutante Y514W por las subunidades 3 de los

canales HVA.
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V. METODOS

La estrategia experimental del presente trabajo consistido en dos fases, la primera de ellas fue la
construccion de la mutante Y514W con el empleo de técnicas de biologia molecular; y la segunda
etapa consistid6 en el analisis funcional de dicha mutante mediante experimentos de

electrofisiologia. A continuacion se detallan las técnicas utilizadas en cada una de las dos etapas.

1. Construccién de la mutante Y514W

1.1. Generacién del fragmento mutante

En el presente estudio se utilizé el cDNA de la subunidad a1g clonada de humano (Numero de
acceso del GeneBank: AF190860; Cribbs et al., 2000). En primer lugar, la secuencia completa del
canal se liberd del vector en que se encuentra insertado (pcDNA3) mediante la digestion a 37°C
por una hora con la enzima Kpn/ (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA). La mezcla de la
digestion se separd por electroforesis en geles de agarosa al 1% y el fragmento de interés (~8 kb,
es decir, 8000 pares de bases) se purifico con el kit QIAquick® (QIAGEN, Alemania).

Para producir la mutante de a1c en la que se sustituyd la tirosina 514 de la proteina
silvestre por un triptéfano se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por
sus siglas en inglés) usando la estrategia de empalme (Sambrook J & Russell D, 2001). Dicha
estrategia consta de tres reacciones de PCR y de cuatro oligonucleotidos especificos que sirven
como cebadores o primers. De estos ultimos, dos se denominan primers mutagénicos, ya que su
secuencia contiene la mutacion deseada y son complementarios uno con el otro (Tabla 1). Los
otros dos primers son complementarios con la secuencia de aic y se les denomind primers
candado. Estos ultimos tuvieron una secuencia parcialmente degenerada con el claro proposito de

que puedan reconocer la secuencia homologa en los genes que codifican para las subunidades a.1n
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y a1 a emplearse en futuros experimentos. El primer candado sentido contiene una S, lo cual
significa que puede contener una C 6 una G en esta posicion, mientras que el primer candado
antisentido contiene una W, lo cual indica que en esta posicion se puede encontraruna Ao T en la
secuencia. El tamafo del fragmento comprendido entre ambos primers candado fue de 617 pares
de bases (pb) e incluyen los sitios de corte de las enzimas Nhe/ (base 1487) y Sfil (base 1763),

mismos que se emplearon para subclonar el fragmento mutante en el plasmido a.1c-pcDNAG3.

Tabla 1. Primers utilizados para la generacién de la mutante Y514W

Nombre | Secuencia Ubicacion

Ms 5GTACCTGGTGTGGATCCTTCGTAAGY 1530-1554
Mas 5CTTACGAAGGATCCACACCAGGTACYT 1554-1530
Cs 5GGCTGGGTSGASATCATGTACY 1279-1299
Cas 5’GTCGGCATGGTAGAWGCTGTG3Z’ 1896-1876

Las bases remarcadas indican, en los primers mutagénicos (Ms y Mas) el

codén mutante que introduce el triptéfano en la secuencia, y en los primers
candado (Cs y Cas) las bases degeneradas de la secuencia: S=C 6 G; W =
A 6 T. Los numeros de la columna derecha indican la ubicacion de los
primers en la secuencia completa de la subunidad aic

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando un termociclador Master Cycler
(Eppendorf, Alemania). En la primera reacciéon (PCR1) se utilizaron los primers Cs y Mas, mientras
que en una reaccion paralela (PCR2) se emplearon los primers Ms y Cas. En ambas reacciones el
templado utilizado fue el fragmento de DNA de 8 kb correspondiente a la secuencia completa de
a1c. Finalmente, en la tercera reaccion (PCR3) se utilizd como templado a los productos de la
PCR1 y PCR2 y ambos primers candado. Cada una de las reacciones se llevo a cabo en tubos
Eppendorf para PCR en un volumen final de 100 ul. En PCR1 y PCR2 se utilizaron 40 ng de
templado, mientras que para la PCR3 el templado consisti6 en 5 ul de cada una de tales

reacciones. En todas las reacciones se utilizaron 2 unidades de la enzima DNA polimerasa Deep
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Vent, 10 ul del buffer 10X, 1ul de MgSO4 100 mM, 1ul de dNTP’s (25 mM). Los primers para cada
reaccién se usaron a una concentracion de 4 uM, al final se agreg6 agua hasta llegar al volumen
final. En la tabla 2, se sefialan los protocolos seguidos para amplificar el DNA en cada una de las
reacciones.

Tanto el DNA digerido con enzimas de restriccion como el DNA producto de las reacciones
de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer TBE con
0.5 pg/ml de bromuro de etidio. Las muestras (usualmente 5 o 10 ul de cada tubo) se corrieron a 10
V/cm. Paralelamente, para constatar el tamafo de los productos observados, en un carril de cada
gel se separaron también marcadores de tamafio molecular de 1 kb y de 100 pb (New England
Biolabs). Las bandas de DNA se visualizaron por exposicion a luz ultravioleta y se fotografiaron con
una camara digital utilizando el sistema de captura y andlisis de imagenes DigiDoc-It® (UVP, Inc,

Upland, CA, EUA).

Tabla 2. Protocolos de amplificacion utilizados en las reacciones de PCR.

PCR1 y PCR2 PCR3
Paso | No. ciclos | °C Segundos °C Segundos | Proceso
1 1 94 60 94 60 Desnaturalizacién
2 1 94 30 94 30 Desnaturalizacién
3 1 60 30 69 30 Alineamiento
4 1 72 45 72 45 Polimerizacion
5 Repeticion delos pasos 2 al 4 por 33 ciclos
6 1 72 300 72 300 Polimerizacion
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1.2. Clonacion del fragmento mutante en el vector de secuenciacién y en el plasmido a1g-pcDNA3

El fragmento mutante de 617 pb obtenido como producto de la reaccion PCR3, se clond en el
vector del kit de clonacion para secuenciacion Zero Blunt® TOPO® PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA). Para esto se mezclaron 4 pl del producto de la PCR3 con 1 ul de solucién salina (1.2 M NaCl
y 0.06 M MgCly) y 1 ul del vector pCR® 4Blunt-TOPO®. La mezcla se incub6é a temperatura
ambiente por 20 minutos, después de lo cual se mantuvo en hielo hasta que se usé para la
transformacién de células competentes One Shot® TOP10 (contenidas en el mismo kit). De un total
de 20 colonias que crecieron en las cajas de Petri con agar, 8 de ellas presentaron el DNA
plasmidico con el fragmento mutante, mismo que fue liberado por la actividad de la enzima Eco R/.
Para comprobar su identidad molecular, la presencia de la mutacion deseada y la ausencia de
mutaciones no deseadas, 3 de estas 8 colonias se secuenciaron automaticamente en la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM. Una vez corroborada la
presencia de la mutacién deseada, se seleccion6 uno de los tres plasmidos en cuestion y se digirio
con las enzimas Nhely Sfil, lo cual generd un fragmento de 276 pb conteniendo por supuesto la
mutacion. Este fragmento se subcloné en el sitio Nhe/ (1487)-Sfil (1763) del plasmido que contiene

la secuencia completa de a1 (a1c-pcDNA3).

1.3. Alineamiento de secuencias

Una vez realizado el analisis de restriccion a los plasmidos candidatos a contener la mutacion,
algunos de estos candidatos se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del IFC para ser
secuenciados. El alineamiento de los fragmentos mutantes secuenciados con la secuencia silvestre
de aic (numero de acceso del GeneBank: AF190860; Cribbs et al., 2000) se realiz6 en los

software DNAsis Max (EUA) y LALIGN (EUA), este ultimo disponible gratuitamente en Internet
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(http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html) en el servidor del Instituto Suizo de

Bioinformatica.

2. Cultivo celular y transfeccion de células HEK-293
En el presente trabajo se empleé como sistema de expresion de las diferentes subunidades de los
canales de Ca?* a las células HEK-293. Debido a que esta linea celular inmortalizada, proveniente
de rifidn de embridon humano, no expresa corrientes de calcio enddgenas, representa un excelente
sistema de expresidon de canales de calcio clonados.

Las células HEK-293 fueron crecidas en monocapas sobre cajas Petri de plastico de 100
mm de diametro (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, EUA), a 37°C en una atmdsfera saturada de agua
y compuesta de 95% de Oz y 5% de CO,. La composicion del medio de cultivo fue la siguiente:
90% de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medijum), suplementado con 10% de suero
fetal bovino, 100 U ml-' de penicilina y 100 ug ml-' de estreptomicina. Todos los productos quimicos
para el cultivo y mantenimiento de las células se obtuvieron de GIBCO-Invitrogen (Carlsbad, CA).
El cultivo celular fue regenerado una o dos veces por semana, cuando la monocapa de células se
encontraba alrededor del 90% de confluencia. Para ello, las células fueron despegadas con una
solucién que contenia 0.05% de tripsina y 0.53 mM EDTA en una solucion balanceada de Hanks
libre de calcio, y se disociaron mecanicamente mediante la utilizacion de pipetas serolégicas de 10
ml. Las células fueron resembradas a una densidad aproximadamente 50 veces menor en una caja
de Petri nueva. Esta misma suspension celular permitié inocular cajas Petri de 35 mm de diametro
(BD Falcon) destinadas para las transfecciones.

Los registros electrofisiologicos se realizaron en células HEK-293 transfectadas de forma
transitoria con las subunidades a1, f1a, B2a, B3, p4, 0201, 0202 y la construcciéon mutante Y514W.

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). Brevemente, el dia
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previo a la transfeccion, se sembraron células HEK-293 en cajas Petri de 35 mm a una densidad de
0.25 a 1.0 x 108 células con 2 ml de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium; GIBCO-
Invitrogen), de tal suerte que al momento de la transfeccién, la monocapa de células se encontraba
alrededor de 60-70% de confluencia. Para cada experimento de transfeccion se prepararon dos
soluciones, una de ellas compuesta por 3 ug DNA (generalmente 1.5 ug de la subunidad a1y 1.5
ug de la subunidad B) y 0.15 pug de un plasmido que contiene el DNA para la proteina verde
fluorescente (GFP). El plasmido de la GFP se utiliz6 como un marcador de las células que han sido
transfectadas, el volumen final de esta solucion se llevé a 100 pl con DMEM no suplementado. La
otra solucion contenia 9 ul de lipofectamina y 91 ul de medio DMEM no suplementado. Ambas
soluciones se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente durante 45 min. Durante este
tiempo se cambié el medio DMEM completo que contenian las células por 1 ml de DMEM no
suplementado. Al transcurrir los 45 minutos, se agregé 800 ul de DMEM no suplementado a los
200 pl del complejo de transfeccion. Después, se retiré el DMEM no suplementado a las células y
se les agrego el complejo de transfeccion (a esta caja Petri se le llamara caja de transfeccion). Las
células se incubaron a 37°C con una atmosfera de 5% de COz durante 8 horas, posteriormente el
complejo de transfeccion fue retirado y se agregaron 2 ml de DMEM completo. Las células se
incubaron nuevamente bajo las mismas condiciones por 18 horas adicionales.

Las células transfectadas se despegaron a las 24 h después de iniciada la transfeccion con
el mismo procedimiento descrito en el parrafo previo al anterior. La diferencia principal fue que en
este caso las células se sembraron en una caja de Petri de 35 mm que contenia de 6 a 8
cubreobjetos de vidrio cuadrados de 5 x 5 mm. Los registros electrofisiologicos se llevaron a cabo
en las células contenidas en estas cajas, después de ser incubadas al menos 2 h, y no mas de 36

h. La caja de transfeccidn (con el resto de las células transfectadas) se incub6 con 1 ml de medio
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completo hasta el dia siguiente, cuando se repiti6 el procedimiento anterior. Las células
transfectadas de manera transitoria se utilizaron durante 3 6 4 dias.

Con fines comparativos, en un par de experimentos iniciales un grupo de células fueron
transfectadas con lipofectamina (tal y como se describié en el parrafo anterior) y un segundo grupo
se transfectd con el kit de fosfato de calcio CalPhos™ (BD Bisociencies Clontech, Palo Alto, CA,
EUA), de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Debido a que el porcentaje de células
transfectadas con este ultimo método fue significativamente menor comparado con el obtenido con
Lipofectamina, aunado a la observacion de que las células transfectadas con fosfato de calcio
presentaron mas dafos en su integridad (a juzgar por la apariencia de su membrana celular y por
la cantidad de muerte celular), en los experimentos subsecuentes para investigar el efecto de las
subunidades [ sobre el canal a1 silvestre y la mutante Y514W, las transfecciones se realizaron

exclusivamente con Lipofectamina.

3. Electrofisiologia

3.1. Experimentos de patch clamp

Para registrar la actividad macroscopica de los canales a1g (silvestre y mutantes) expresados en
las células HEK-293, se utilizé la técnica de patch clamp (fijjacion de voltaje en microareas de
membrana) en la configuracion de célula completa (Hamill et al., 1981; Marty & Neher, 1995). Los
registros se obtuvieron a una temperatura de 21 a 23°C, con la ayuda de un amplificador de patch
clamp Axopatch 200B, que se encontraba conectado directamente a una interfase Digidata 1322
A/D, misma que se encarga de convertir las sefiales analdgicas provenientes de la célula en
sefales digitales para ser almacenadas en una computadora mediante el empleo del programa
pClamp 9.02. Con este ultimo se disefiaron y aplicaron los diferentes protocolos de voltaje que se

utilizaron en el registro electrofisiolégico. El amplificador, la interfase y el programa de adquisicion



33

de datos se obtuvieron de Axon Instruments (Foster City, CA, EUA). Todos los componentes

anteriores, asi como sus conexiones se muestran en la Fig. 5.

solucion
externa

5mM
CaClz Headstage

Amplificador de
patch clamp

Electrodao

@\V Interfase

DA ADC

Camara de
registro

Computadaora

Figura 5. Esquema del registro electrofisiolégico utilizado en los experimentos de fijaciéon de voltaje. La corriente de
Ca?* se registré con la técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa. El transductor (headstage)
regula el voltaje del electrodo y mide la corriente membranal (Im). Los pulsos comando (V¢) y el potencial de
mantenimiento (HP) se generan en el convertidor digital-analégico (DAC) de la interfase. EI amplificador permite
reducir las espigas de corriente capacitiva asociadas a la instalacion y corte de los pulsos. La sefal de corriente
inducida por V. es digitalizada mediante el convertidor analdgico-digital (ADC) de la interfase y capturada en el
disco duro de la computadora, para su analisis posterior. La Im se visualizé en el monitor de la computadora para
vigilar la formacién de un sello de alta resistencia entre la punta del electrodo y la membrana celular, asi como para
supervisar la cancelacion analdgica de las espigas capacitivas. Las células bajo estudio se encuentran en una
camara de registro perfundida constantemente por la solucion externa de registro impulsada por gravedad. La
camara de registro se encuentra conectada mediante un electrodo de tierra a la entrada no inversora del
amplificador operacional del headsiage.
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Antes de iniciar los registros electrofisiolégicos, un cubreobjetos con células fue transferido
de laincubadora a la camara de registro ubicada sobre la platina de un microscopio 6ptico invertido
modelo Eclipse TE300 (Nikon, Japén). La solucién contenida en la camara, denominada solucion
externa de registro (véase Soluciones de Registro mas adelante) fue recambiada constantemente
por un sistema de perfusion impulsado por gravedad (Figura 5) y controlado por una valvula de seis
vias. El flujo fue de aproximadamente 1.0 ml/min. Las células fueron visualizadas con un aumento
de 400X y comenzaron a investigarse ~5 minutos después de haber sido colocadas en la camara y
se reemplazaron aproximadamente cada hora con un cubreobjetos nuevo. Los electrodos o pipetas
de registro se fabricaron a partir de capilares de vidrio (TW150-3, WPI Inc., Sarasota, FL, EUA) con
la ayuda de un estirador horizontal Modelo P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, CA).
Posteriormente, las puntas de estos fueron pulidas al calor con una microforja (MF-830, Narishigue
Co., Japon) y llenados con la solucién interna (véase Soluciones de Registro), misma que permitio
medir la resistencia eléctrica de los electrodos. Los registros electrofisioldgicos se realizaron con
electrodos cuyas resistencia oscil6 entre 1.8 y 3.5 MQ.

La técnica de patch clamp consiste en posicionar un electrodo (de resistencia adecuada)
sobre la membrana plasmatica de una célula hasta formar un gigasello (resistencia en el orden de
1x10° Q) en el area de contacto entre la punta del electrodo y la membrana celular. Acto seguido,
se aplica un nivel estacionario de voltaje en la pipeta (HP; en los experimentos reportados en esta
tesis dicho valor siempre fue de -100 mV) y mediante la aplicacion de presion negativa, se rompe el
sello de membrana incluido en la punta del electrodo para establecer la configuracion de célula
completa. A consecuencia de la adicidon de la capacitancia asociada a la membrana plasmatica de
la célula en estudio, se incrementan los transitorios capacitivos asociados a la instalacion vy
terminacion de pulsos de voltaje. Dichos transitorios son cancelados de forma analdgica con el

amplificador de patch clamp. Una vez realizado este procedimiento en todas las células estudiadas,
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se procedié a la aplicacion de protocolos de voltaje disefiados previamente para registrar las
corrientes de Caz*. La forma y uso de cada uno de tales protocolos se describiran conforme se
presenten los resultados correspondientes a lo largo de la presente tesis.

La calidad de los registros electrofisiolégicos depende principalmente de dos parametros: la
capacitancia membranal (Gn) y la resistencia en serie (Rs). Esta ultima se define como la suma de
la resistencia de acceso a la célula y la resistencia del electrodo. El producto GnRs determina la
constante de tiempo (1) con la que suceden los cambios en el potencial de membrana (Vi)
debidos a la aplicacion de los pulsos de voltaje en el interior del electrodo. Con base en lo anterior
y con el objetivo de garantizar una buena resolucion temporal en el registro de las corrientes, en el
presente trabajo solo se utilizaron los datos de los experimentos en los que el producto de GnRs no
excedio los 60 pus.

En la mayoria de los registros la resta de la corriente de fuga (corriente que se escapa a
través del sello entre la punta del electrodo de registro y la membrana celular) se realiz6 off /ine, es
decir, al momento de analizar los datos en la computadora y para ello se recurri¢ al algoritmo de
resistencia pasiva del programa Clampfit contenido en el paquete de pClamp 9.02. En algunos
casos las corrientes fueron registradas en dos canales, uno de ellos con la sustraccion de la
corriente de fuga on /ine, empleando el método P/-4, y el otro sin alterar la corriente con el objetivo
de monitorear la estabilidad de la célula.

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

corriente registrada. Las sefales de corriente fueron digitalizadas a diferentes intervalos de tiempo
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(10 - 100 us) por medio del convertidor analdgico-digital de la interfase y finalmente almacenadas

en el disco duro de la computadora para su posterior analisis.

3.2. Soluciones de registro

Las corrientes de Ca2* fueron registradas utilizando dos soluciones (cuyas concentraciones son
expresadas en mM): solucién externa, la cual se compone de: 175 cloruro de tetra-etil-amonio
(TEA-CI), 5 CaCl, y 10 HEPES con un pH de 7.4 ajustado con TEA-OH; y solucion interna o
solucién de la pipeta de registro, cuya composicion es: 130 CsCl, 10 EGTA, 2 CaClz, 1 MgCly, 4

Mg-ATP, 0.3 NasGTP y 10 HEPES con un pH de 7.3 ajustado con CsOH.

3.3. Analisis de datos

Los registros electrofisiologicos fueron analizados y graficados utilizando los programas Clampfit
del paquete pClamp 9.02 (Axon Instruments), Lotus Smartsuite 9.0 (IBM, Armonk, NY, EUA) y
Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). El potencial de inversion (voltaje al cual
la corriente cambia su direccion de entrante a saliente) de la corriente se obtuvo del ajuste a la

relacion corriente-voltaje (/1) con la ecuacion de Boltzmann modificada:

loa = Giax (Vin= Vi) 1 (1 + exp (Viz = Vin) 1 K)) (Ecuacion 1)

donde fca es la corriente al pico, Gnax €s la conductancia maxima, Vi, es el potencial de membrana,

Vi es el potencial de inversion, Vip es el voltaje al cual se activa el 50% de la conductancia

maximay k es la pendiente de la relacion.
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Para analizar la dependencia al voltaje de la activacion de la corriente de Ca2* se calculo la
conductancia de dos formas diferentes. La primera, mediante la ecuacion de conductancia que

toma en cuenta a la fuerza impulsora, y se representa por la ecuacioén siguiente:

G = lea | (Vin— Vi) (Ecuacion 2)

donde G es la conductancia, k. es la corriente al pico, I/ es el valor de voltaje con el que se
evoco la corriente, y Vi es el potencial de inversion. A esta ecuacion se le denominara en adelante
conductancia cuerda. La segunda forma en que se midi6 la conductancia consistié en obtener el
cociente de la amplitud de corriente obtenida a cada voltaje explorado con el protocolo de la /-V
entre la amplitud de la cola de corriente registrada al voltaje correspondiente (para una descripcidon
de este procedimiento véase el texto de la figura 13). Ambos valores de conductancia fueron
normalizados, graficados y ajustados con la ecuacion de Boltzmann para obtener las curvas

conductancia-voltaje (G-V):

G = Gmax | (1 +exp ((Vaz— V) 1 K)) (Ecuacion 3)

donde, nuevamente, G es la conductancia, \/n es el potencial de membrana, V42 es el voltaje al
cual el 50% de los canales se encuentran activados y k& es la pendiente.
Los datos de inactivacion en el estado estacionario de los canales LVA (véase Figura 16)

se ajustaron con una funcién de Boltzmann de la siguiente forma:

loa = hnax | (1 + €xp (Vin = Vi) 1 K) (Ecuacion 4)
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La cinética de las corrientes registradas a los diferentes voltajes fue analizada mediante su ajuste
con una funcion biexponencial, donde la primera exponencial describe la fase de activaciéon y la
segunda, la inactivacién de la corriente. Por su parte, el cierre de los canales o cinética de
desactivacion fue analizada con el ajuste de dos funciones exponenciales a las colas de corriente
generadas al repolarizar la membrana. Los valores de amplitud y constante de tiempo de cada
componente se utilizaron para calcular una constante de tiempo ponderada (ver pagina 58), la cual
refleja adecuadamente la dependencia al voltaje de los componentes rapido y lento de las colas de
corriente generadas por los canales tipo T (Gomora et al., 2002). Los valores de la constante de
tiempo (tr) ponderada asi obtenidos se compararon entre las diferentes condiciones
experimentales. Los datos correspondientes a la recuperacion de la inactivacion se ajustaron con
una funcién exponencial, a partir de la cual se obtuvo la constante de tiempo que describe el curso
temporal con el que los canales de calcio abandonan el estado inactivado (tn).

Todos los resultados se expresan como la media % el error estandar (SEM) de los valores
obtenidos en diferentes células. La comparacion entre las medias para determinar la significancia
estadistica se llevd a cabo con la # de Student para muestras no pareadas. Las diferencias se

consideraron significativas cuando el valor de P fue inferior a 0.05.
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VI. RESULTADOS

1. Construccién de la mutante Y514W

La primera etapa experimental del presente trabajo consistio en la generacion de la mutante del
canal a1 consistente en sustituir la tirosina ubicada en la posicion 514 de la secuencia de
aminoacidos de dicho canal por un triptéfano (mutante Y514W) mediante técnicas de biologia

molecular. En la figura 6, se muestra una representacion esquematica de la primera etapa.

Kpnl

A Liberacion de Qg

B Insercion de la Py
., ** *
mutacion o** PCR1 e
o PCR2 0,‘
o® PCR3 .

@,.-PCDNA3
12.7 kb

PCONAg 54K

D Transfeccion del

C Clonacién en a,;-pcDNA3
1P plasmido mutante

Figura 6. Esquema general de la primera etapa experimental. Los sitios de reconocimiento para las enzimas
empleadas se sefialan con el nombre de estas. A) Liberacion del gen codificante de la subunidad aic mediante la
digestion con la enzima Apn/. B) Sustitucion de la tirosina 514 por triptéfano mediante reacciones de PCR con
primers mutagénicos. C) Clonacion del fragmento mutante en el plasmido ai1c-pcDNA3. Una vez clonada, la
secuencia mutante fue secuenciada para comprobar su identidad. D) Transfeccién de la construcciéon mutante a
células HEK-293 para estudiar sus propiedades electrofisiologicas.
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1.1. Liberacion del inserto a1 del vector pcDNA3

El gen que codifica para la subunidad a1 de los canales LVA utilizado en el presente trabajo de
tesis fue donado a nuestro laboratorio originalmente por el Dr. Perez-Reyes de la Universidad de
Virginia en los EUA (Cribbs et al., 2000). La secuencia completa de dicho gen se encuentra
clonada en el sitio Kpn/ del vector pcDNA3. Con el propésito de reducir los posibles sitios de
hibridacion de los primers disefiados para generar la mutacion, como primer paso en la
construccion de la mutante Y514W, se libero la secuencia de a1c del vector pcDNA3 mediante el
empleo de la enzima de restriccion Kpn/ (Fig. 6). Esta enzima libera casi por completo a a1g, ya
que existe un sitio de corte en la region del polilinker (secuencia de DNA con multiples sitios de de
reconocimiento para enzimas de restriccion y que sirven para insertar secuencias de genes para
estudiar su expresion) de pcDNAS3 y otro mas en el nucledtido 7116 de la secuencia del canal (que
consta de 7349 pb). La digestion enzimatica se analizé electroforéticamente en un gel de agarosa
al 1%, obteniéndose dos bandas de DNA, una de 8016 pb y otra de 4779 pb (Fig. 7A). La primera
corresponde a la secuencia (cuasi completa) de la subunidad a1g, y la segunda al vector pcDNAG3.

El DNA de la banda de 8 kb fue purificado (Fig. 7B) para su uso posterior como templado en la

PCR1y PCR2.
Ot
A M pchl?lA3 B M %G

Figura 7. Liberacion de aic del vector pcDNA3.
kb b kb b Electroforesis en geles de agarosa al 1% en TBE
10— 0.5X. A) Productos de la digestion enzimatica de
12: e ;/23 5 —| T80 a16-pcDNA3 con AKpnl La banda de 8.0 kb
3 ' ST corresponde a la secuencia de la subunidad aic y la
- banda de 4.7 kb al vector pcDNA3. B) DNA
1— purificado correspondiente a la banda de 8 kb del
1— panel (A). En los carriles de la izquierda de cada gel
se muestran los marcadores de tamafio molecular
(M). Los numeros indican los tamafios de las bandas

de DNA.
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1.2. Sustitucién de la tirosina localizada en la posicion 514 de aqc por triptéfano

En la generacion de la mutante Y514W se usaron dos primers mutagénicos cuya secuencia cambio
el codon codificante para la tirosina (TAC) por un coddn para el triptéfano (TGG), es decir se
mutaron dos bases de la secuencia del cDNA de la subunidad a4c. La mutacién se introdujo
mediante la técnica de mutacion puntual dirigida por empalme con PCR (Fig. 8), la cual consiste de
tres reacciones de PCR (véase la seccion de Métodos). En la PCR1 y la PCR2 el templado
utilizado fue el fragmento de DNA de 8.0 kb previamente purificado (Fig. 7B) y que corresponde al

canal a1c.

PCR1

1279 pb
Cs
5 > 3
]
ACC
IO T —— [ ——)
Mas
1554 pb
0 PCR2
Ms N
TGG 3
3 ® 5
Cas
1896 pb
1279 b PCR3
Cs R

) > 3
3« 5
Cas

1896 pb

Figura 8. Esquema de la fabricacion del fragmento mutante. Mutacién puntual dirigida por empalme mediante PCR
empleada para generar la mutante Y514W. La PCR1 se simboliza con flechas negras, la PCR2 con flechas grises y
la PCR3 con una flecha negra y otra gris. Los primers candado se muestran como flechas continuas, mientras que
los primers mutagénicos con flechas discontinuas, en estos ultimos se muestra el codon mutado que codifica para
triptéfano. Los productos de las reacciones 1y 2 se simbolizan con rectangulos negros y grises, respectivamente.
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En la PCR1 se utilizaron los primers Cs y Mas, y el producto obtenido fue un fragmento de
275 pb (Fig. 9A) que abarca del nucledtido 1279 al 1554 de la secuencia de a1g. En la PCR2 se
amplificé la region entre los primers Ms y Cas, dando como resultado un fragmento de 366 pb, que
inicia en el nucledtido 1530 y termina en el 1896 (Fig. 9A). En la PCR3 se utiliz6 como templado los
fragmentos de DNA amplificados en las PCR1 y PCR2, y en presencia de los primers candado (Cs
y Cas) se logro la amplificacion de un fragmento de 617 pb (Fig. 9B) el cual comprende los
nucledtidos 1279 al 1896 de a1c. Es importante mencionar que éste producto ya contiene el codon

para el triptéfano faltante en la region homologa al AID en aic.

A ) ?CRQ cR? B W 90‘33

Kb
10—
Kb 3 -
1.2 >y
1 p—
0.7 o kb

kb
LO.366 0.5

03— W | o7

W —0.617

I
1
| 8

Figura 9. Fabricacién del fragmento mutante. Electroforesis en geles de agarosa al 1% en TBE 0.5X. A) Productos
de la PCR1 (275 pb) y de la PCR2 (366 pb). B) Producto de la PCR3 (617 pb) el cual contiene la mutacion deseada.
A la izquierda de cada gel estan los tamafios moleculares de los marcadores (M) y a la derecha se encuentran el
tamaio de las bandas del DNA esperado.
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1.3. Analisis molecular del fragmento mutante

Con el objetivo de analizarlo mediante secuenciacion automatica y con enzimas de restriccion, el
fragmento mutante fue clonado en el vector pCR® 4Blunt-TOPO de acuerdo a las indicaciones del
proveedor (véase Métodos). Esta construccion se identific6 con el nombre de TOPO-617. El
fragmento mutante que fue clonado en este vector se liberd con la enzima EcoRI, para la cual
existen dos sitios de corte en el polilinker del vector, mismos que flanquean el sitio de clonacion.
Como era de esperarse, la digestion con dicha enzima generé una banda de DNA de 635 pb
correspondiente al inserto y otra de 3.9 kb correspondiente al vector (Fig. 10A). Una vez
confirmado el tamafo del inserto, se procedid a secuenciar el fragmento utilizando los primers
universales T3 y T7, para los cuales existen sitios de reconocimiento en el polilinker del vector.
Este procedimiento se realiz6 en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.
La secuencia obtenida se comparé con la secuencia de a1 silvestre (Fig. 11). Se puede observar
en el alineamiento de las secuencias la presencia del codén TGG, el cual codifica para el triptéfano,
en la mutante Y514W, mientras que en la secuencia de ac silvestre se tiene en la misma posicion
el codon TAC que codifica para tirosina. Analizando el resto de la secuencia del fragmento mutante
se encontraron dos mutaciones no deseadas, una en el nucleétido 1287 y otra en el nucleétido
1807 de la secuencia de ac. La primera se explica debido a que el primer Cs tiene una secuencia
parcialmente degenerada (véase Tabla 1). En este caso el primer que reconocié a la secuencia del
gen codificante de la subunidad a1 contenia una G, mientras que la secuencia silvestre contiene
una C. No obstante, este cambio se traduce en una mutacion conservada, pues los codones para
valina pueden presentar cualquier base en la tercera posicion. La segunda mutacién también es
conservada. En este caso el codon cambia de CGG a AGG, pero ambos codifican para arginina.
Con lo anterior, se confirmd que nuestro fragmento mutante contenia la secuencia y mutacion

deseada.
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El siguiente paso consistio en cortar dicho fragmento con las enzimas Nhe / y Sfi /, para las

las cuales existe un sitio de corte en los nucledtidos 1487 y 1763, respectivamente, tanto en la

secuencia de la subunidad a1, como en la del fragmento mutante. Como resultado de esta

digestion se obtuvieron dos fragmentos, uno de 276 pb correspondiente al fragmento mutado, el

cual ademas contenia unicamente la mutaciéon deseada. El otro fragmento fue de 4.2 kb, que

corresponde al vector pCR® 4Blunt-TOPO (de 3.9 kb) mas los remanentes 300 pb del fragmento

mutante clonado en este vector originalmente (TOPO-617) (Fig. 10B). Finalmente, El fragmento

mutado (276 pb) fue clonado en el sitio Nhe /(1487)-Sfi / (1763) del plasmido a1c-pcDNA3. A la

construccion resultante se le denominé mutante Y514W. Para comprobar la identidad de esta

ultima, se realizo otra secuenciacion automatizada de la region mutante, ahora con los primers

candado (Cs y Cas), lo cual confirmé la presencia de la mutaciéon deseada (nucledtidos 1541 y

1542) y ninguna otra modificacion en la secuencia de la mutante Y514W (datos no mostrados).

Y
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Figura 10. Clonacién del fragmento mutante en el
vector pCR® 4Blunt-TOPO® . A) Electroforesis en
gel de agarosa al 1% del producto de la digestion
del plasmido TOPO-617 con la enzima EcoR /. Se
observan dos bandas de DNA, una de 635 pb que
corresponde al fragmento mutante liberado y otra de
3.9 kb correspondiente al vector pCR® 4Blunt-
TOPO. B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de
los productos de la digestion del plasmido TOPO-
617 con las enzimas Nhe /y Sfi /. La banda de 276
pb corresponde al fragmento que contiene el
triptéfano en el lugar de la tirosina 514 de la
subunidad a1c. La banda de 4.2 kb corresponde al
vector pCR® 4Blunt-TOPO. A la izquierda de cada
gel estan los tamafos moleculares de los
marcadores (M) y a la derecha se encuentran el
tamano de las bandas del DNA esperado. También
a la derecha en (B) se sefalan las bandas

correspondientes al marcador de 300 y 100 pb.
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1360 1379 1380 1390
3TGGGE ZATCAACCTGTGCCTGGIGGETIGAT

HFTTIGIGATGGATGCTCATIQLIICT
30 40

Nhe I
1400 1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 };490 1500 1510

alG GCCACGCAGTTCTCAGAGACCAAGCAGCGEEAAAGCCAGCTGATES

617 GCCACGCAGTICTCAGAGACCAA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AID

1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630

alG CCECAGECTGECTCAGGTCTICICGGGCAGCAGGIGIGCGEGETTGEEGCTGCTCAGCAGCCCAGCACCCCTCGGEGGECCAG
617 CCECAGGCTGECTCAGGTCTCICGGECAGCAGGIGTGCGGGTTGGECTGCTCAGCAGCCCAGCACCCCTCGGGGGCCAG
290 300 310 320 330 340 350 360

1640 1650 1660 1670 1680 1620 1700 1710 1720 1730 1740 1750

wlG GRGRCCCAGCCCRAGCAGCAGCTGCTCTCGCTCCCACCGCCEGCCTATCCETICCACCACCTGETGCACCACCACCACCACCATCACCACCACTACCACCTGGGCARTGGGACGCTCAGGGCC

617 GAGACCCAGCCCAGCAGCAGCTGCTCTICGCTCCCACCECCGCCTATCCGTCCACCACCTGETGCACCACCACCACCACCATCACCACCACTACCACCTGGGCAATGGGACGCTCAGGGCC

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480
Sfi I
1760 ¥ 1770 1780 1790 1800 1870
alG CCCCGGGCC&””’GLGLTCCL”LULJGGL GCCARTGGGTCCC CGCAGAGTCTGIGCAC

GGAGAT CCAGGACAGGEATGCCARTGGETCCCECAGGCTCATGCTGCCACCACCCTCRACGCCTGCCCTCTCCGGEEGCCCCCCCTGETGGCECAGAGTCTGIGCAC

617 COCCGaaECRa
490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 5390 600
1880 1890
«lG AGCTTCTACCH GCCGLy

Figura 11. Alineamiento de las secuencias de aic silvestre y del fragmento mutante de 617 pb. La caja IP indica las
bases que forman parte del poro de conduccion del dominio uno del canal. La caja IS6 corresponde al segmento
seis del dominio uno. La caja con bordes rojos marcada como AID indica las bases que forman la regién homdloga
al dominio AID de los canales HVA. La secuencia de 276 pb resaltada en amarillo corresponde al fragmento mutado
obtenido con las enzimas Nhe / y Sfi /, mismo que fue clonada en el plasmido a1c-pcDNA3. En verde se muestra el
cambio del codon que codifica para Y en la secuencia silvestre por el codén que lo hace para W en la secuencia
mutante. Notese que dentro de esta region de 276 pb no se encuentran mutaciones adicionales a la deseada.

2. Electrofisiologia

La segunda etapa del presente trabajo consistid en obtener registros electrofisiolégicos de células
HEK-293 transfectadas de manera transitoria con diferentes subunidades silvestres (a1c, f1a, p2a,
B3, B4, 0201 y 0262) y la construccion mutante (Y514W). Dichos registros se realizaron con la
técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa y utilizando como acarreador de

carga 5 mM de Ca2+* De manera general, las células transfectadas (identificadas por la emision de
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florescencia verde a longitudes de onda entre 510 y 560 nm) mostraron corrientes de Ca2* durante
los primeros cuatro dias después de la transfeccion, donde la amplitud de la corriente mostré un
comportamiento gaussiano, con un pico maximo de amplitud a las 48-60 h después de iniciada la

transfeccion.

2.1. Caracterizacion de la corriente de Ca2* generada por la mutante Y514W

Con el proposito de estudiar si la mutacion de la tirosina por el triptéfano en la subunidad aig
modifica per se las propiedades biofisicas de esta ultima, nuestra primera serie de experimentos de
patch clamp estuvieron encaminados a resolver esta incognita. Para ello se compararon las
caracteristicas de las corrientes generadas por la subunidad asg silvestre y la mutante Y514W. En
estos experimentos se transfectaron dos grupos de células para cada canal, uno con Lipofectamina
y otro con fosfato de calcio. El analisis de los resultados reveld que independientemente del
método de transfeccion, las caracteristicas de las corrientes registradas fueron practicamente
idénticas, a excepcion de la cinética de activacion e inactivacion, cuyo curso temporal fue mas lento
en las células transfectadas con lipofectamina (véase mas adelante). Por tal razén, los resultados
que se presentan en esta primera seccion agrupan los datos de células transfectadas con ambos

métodos, a menos que se indique lo contrario.

2.1.1. Relacién corriente-voltaje

La relacidon corriente-voltaje (/1) representa la correspondencia que existe entre el voltaje y la
magnitud de la corriente que se activa a dicho voltaje y es una caracteristica distintiva de los
diferentes tipos de canales ionicos dependientes de voltaje que se conocen a la fecha. A partir de
la relacién /- se obtienen parametros importantes que sirven para la caracterizacion de una

corriente iénica, como son: el potencial de membrana al cual se activa la corriente, el valor de
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voltaje al cual alcanza la maxima amplitud de corriente (pico de la curva), y el potencial de
membrana al cual se invierte la direccion de la corriente (V). Asi mismo con los valores de
corriente de esta relacion se puede calcular la conductancia para cada valor de voltaje explorado y
asi determinar la dependencia al voltaje de activacion.

En el presente trabajo se aplicaron protocolos de voltaje para determinar la relacion /- de
las células investigadas con la técnica de patch clamp que consistieron en una serie de pulsos de
voltaje despolarizantes de 100 ms de duracién que llevaron el 4, a valores de -80 hasta +80 mV en
incrementos de 10 mV, a partir de un potencial de mantenimiento de -100 mV. En la Fig. 12A se
muestran familias de corrientes de calcio representativas obtenidas de dos células HEK-293
transfectadas con la subunidad del canal asc y con la del canal mutante Y514W. Las corrientes
fueron evocadas con el protocolo de voltaje ya descrito, mismo que se muestra en la parte baja de
los registros. Se puede observar que ambas familias de corrientes son muy parecidas en cuanto a
su amplitud y cinética. Como es bien sabido, la corriente generada por los canales tipo T 6 LVA, se
activa rapidamente alcanzando un valor maximo de corriente (pico), para posteriormente decaer en
amplitud, conforme la inactivacion de los canales tiene lugar. El curso temporal con el que ocurren
estos eventos de activacion e inactivacion se acelera conforme el valor de I/, se hace mas positivo,
lo cual genera un patrén de entrecruzamiento de los registros de corriente, tal y como se puede
observar en ambas familias de registros (Fig. 12A). Para un analisis mas cuantitativo de las
corrientes de ambos canales, procedimos a medir la amplitud de la corriente al pico registrada a
cada uno de los valores de Uy explorados en cada célula. Para eliminar el tamafno de las células
como una variable, la amplitud de la corriente se dividio entre el valor de capacitancia membranal
(Gn). Debido a que las membranas bioldgicas presentan una capacitancia especifica de 1.0 uF/cm?2
(Hille, 2001), entonces la cantidad de corriente por unidad de capacitancia (densidad de corriente)

es una forma de estimar la cantidad de corriente por unidad de area de la membrana plasmatica. El
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valor de densidad de corriente asi obtenido se promedié a partir de todas las células estudiadas (8
con el canal silvestre y 11 con el mutante) y se graficé en funcion del voltaje correspondiente (Fig.
12B). La corriente transportada por ambos canales, aic y el mutante Y514W, comienza a ser
detectable a -70 mV y alcanza su pico maximo a -30 mV. A voltajes mas positivos la amplitud de la
corriente disminuye y cambia de direccion, de entrante a saliente, alrededor de +40 mV. No
obstante que la densidad de corriente generada por los canales aic silvestres fue ~25% mas
abundante que la de los mutantes (58 + 10 pA/pF contra 46 + 6 pA/pF), esta diferencia no fue
estadisticamente significativa. Los datos experimentales de la relacién /-V fueron normalizados y
ajustados con una ecuacion de Boltzmann modificada (véase Métodos). Los parametros obtenidos
a partir de dicho ajuste (Vi y Vi, principalmente) nos confirmaron cuantitativamente la
observacion inicial de que la relacién /-VV de ambos canales es practicamente la misma. No
obstante, aunque el valor de U, fue sélo 1.8 mV mas negativo en el caso de la corriente del canal
mutante en comparacion con la del silvestre, dicha diferencia fue estadisticamente significativa a un

valor de P < 0.05 (Tabla 3).

2.1.2. Curva conductancia-voltaje de los canales aig y Y514W

Existen varias estrategias para caracterizar la dependencia al voltaje de la activacion de los
canales i6nicos dependientes de voltaje. En particular para los canales de calcio, el calculo de la
conductancia cuerda (véase Ecuacion 2 en Métodos), es decir, aquella que se calcula tomando en
cuenta la amplitud de la corriente y la fuerza impulsora (esta ultima es la diferencia entre el Vi y el
potencial de Nernst del i6bn Caz*, Ia), se complica debido a que el potencial de inversion de la
corriente transportada por los canales de calcio esta determinado por otros cationes (en las
presentes condiciones experimentales por el Cs*), por lo cual no puede ser considerado como el

ca mas acertado. En consecuencia se han propuesto otras alternativas para conocer la
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conductancia de la corriente macroscopica de los canales de calcio. Una de ellas es la de ajustar
los datos de la curva /-1 con una funcién Boltzmann que toma en consideracion la fuerza impulsora
(véase Ecuacion 1 en Métodos). No obstante, al igual que con la conductancia cuerda, este ultimo
procedimiento también subestima el potencial de inversion del ion Ca2?*. La ventaja es que se

puede obtener un valor de conductancia sin mayor manipulacién de los datos de corriente de la /-V

Ica (PA/PF)

Ica Normalizada

Figura 12. Relacién /-V de los canales aic y Y514W. A) Trazos representativos de corrientes de calcio registradas a
los voltajes indicados de una célula transfectada con el canal a1c silvestre y otra con el canal mutante. En los
ejemplos ilustrados, el Vin durante los pulsos vario entre -60 y +30 mV, como se indica en la parte baja de los
registros. Al igual que en las subsecuentes figuras, los registros mostrados corresponden a células transfectadas
con Lipofectamina. B) Relacion /-I/ para ambos canales. Los puntos experimentales muestran el promedio + el
error estandar de la densidad de corriente al pico en funcién del valor de I/ para 8 células transfectadas con el
canal aic silvestre y 11 con el canal mutante. C) Comparacion de las curvas /-/ del panel C normalizadas respecto
al valor maximo de corriente de cada una de ellas. Las lineas continuas representan el ajuste de los datos
experimentales con la ecuacion de Boltzmann modificada como se describe en Métodos.



Tabla 3. Resumen de las propiedades biofisicas de aig y Y514W
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016 Y514W
1) Densidad de Ica (pA/pF) 582+ 9.8 465+ 6.5
2) Viw (V) 25.8 +0.4 24.0 £ 0.6*

3) Vi y kde activacion (mV)
a) -V
b) G-V

c) IV IV

-46.0+1.3; 54 +£0.1
-471+1.3; 5.1+£01
-40.2+1.3; 8.2+09

-48.4+0.7; 53%0.1
-49.4+0.6; 5.1%0.1

-426+14; 81+09

4) Vi y kde inactivacion (mV)

-716.4+14; 46+01

-78.8+0.7; 46+0.3

5) Tact (MS) 28403 25+0.2
6) Tinact (M) 20.4 +1.0 19.3+0.8
7) Tdesact (MS) 3.8+0.4 33+0.3
8) t (ms) 118 + 6 122+ 4

Los datos se presentan como la media * error estandar. 1) Valores a -30 mV; 2) Un obtenido del ajuste de las

relaciones /-V/ con la ecuacién de Boltzmann modificada. 3) Parametros, V412 y &, empleados para el ajuste con la

ecuacion de Boltzmann de la activacion de los canales a partir de los datos de (a) las curvas /-V/; (b) la ecuacion

de conductancia cuerda y (c) del cociente /-V + IIV. 4) Mismos parametros para describir la inactivacion en el

estado estacionario. 5), 6) Constantes de tiempo (t) de activacion e inactivacion proporcionadas por el ajuste

biexponencial de los trazos de corriente a -30 mV. 7) t de desactivacion obtenida con el ajuste exponencial

simple de las colas de corriente generadas a -100 mV. 8) Constante de tiempo para la recuperacion de la

inactivacion proporcionada por el ajuste de una exponencial simple a los datos correspondientes (Fig. 17). Las

diferencias estadisticamente significativas se indican con (*), p < 0.05. El numero de células investigadas fueron 8

para a1 y 11 para Y514W, excepto en (c) donde fueron 6y 9; en (7) 5y 9; y en (8) 7 y 9, respectivamente.

que puede utilizarse para comparar entre diferentes tratamientos experimentales, manteniendo las

condiciones de registro constantes. En el presente trabajo, utilizando la Ecuacion 1 para ajustar los

datos experimentales de la corriente de calcio se observé que los parametros que determinan la

conductancia (V42 y A) son muy parecidos entre los canales a1 silvestres y los mutantes Y514W

(Fig. 12C y Tabla 3). Al utilizar la Ecuacion 2 para calcular los valores de conductancia a cada

voltaje se obtuvieron los datos que se muestran en la Fig. 13A. La informacion presentada en esta

figura se obtuvo de las mismas células con las que se construyeron las curvas /-/de la Fig. 12C. El



o1

s 1.0r 16
-% e )
N
g
5] 1nA
c
o 0.5F
% 0O ag 3ms
5 ® Y514W
e]
g 00 Vip (mV)
0.0t e
-40 -20 -100
V, (mV)

s 10k C Vi (MV)
- 120  -80
S 0.0k T
T = I
£ < I
= 1/ © 150
_g 0.5+ / O og 3 |
= ® V514w 3 i O ae
S % 30k ® Ys514w
© —
c = r
o ]
(@] o.0b A I . I L I O i

-80 -60 -40 -20 0 -4.5

Vin (MV)

Figura 13. Conductancia y curvas /-V instantaneas de aic y Y514W. A) Relaciones conductancia-voltaje para
ambos canales. Los valores de conductancia obtenidos con la Ecuacion 2 (véase Métodos) se normalizaron,
promediaron y graficaron en funcion del voltaje respectivo. Las lineas continuas son los ajustes con la ecuacién de
Boltzmann (Ecuacién 3) cuyos parametros se presentan en la Tabla 3. Mismas células de la Fig. 13B. B) Colas de
corriente representativas obtenidas en respuesta a la aplicacién del protocolo que se muestra en la parte inferior de
los mismos. Los registros se obtuvieron de una célula HEK-293 transfectada con el cDNA para el canal a1c
silvestre. Para mayor claridad s6lo se muestran los trazos obtenidos a -120, -100, -80, -60, -40, -20, 0, 20, 40, 60 y
80 mV. C) Curvas /-V instantaneas. Amplitud promedio de las colas de corriente generadas por los canales a1 (7
=6) y Y514W (n = 9) en funcién del voltaje al cual fueron registradas. La permeacion del acarreador de carga a
través del canal abierto no se modifica por la mutaciéon Y514W. D) Curvas conductancia-voltaje construidas con los
datos normalizados obtenidos a partir del cociente /-I/+ IV para los canales a6 silvestre y mutante. Mismas células
que en panel C. Los datos fueron ajustados con la ecuacién de Boltzmann (lineas continuas, Ecuacion 3) con los
parametros que se presentan en la Tabla 3. Para fines comparativos se sobreponen los ajustes (lineas punteadas)

correspondientes del panel A.

ajuste de los datos experimentales con una funcién Boltzmann (véase Ecuacion 2 en Métodos)
arrojo valores de V42 y K muy similares a los obtenidos con la Ecuaciéon 2 (Tabla 3, comparar

valores de la 32 y 42 lineas de datos). Las diferencias en los valores de Vi; se limitan a 1 mV entre
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los dos diferentes ajustes y alrededor de 2 mV entre los canales aic y los Y514W. Estos resultados
indican, por un lado, que ambos ajustes proporcionan una estimacion muy similar de los
parametros de conductancia macroscopica de la corriente de calcio, aunque se utilice un valor de
Vca subestimado. Por otra parte, la limitada diferencia entre los valores de Vi, para la activacion
de ambos canales (~2 mV, no significativa) sugiere que la mutacion de la tirosina por el triptéfano
en la posicion 514 de la secuencia de aminoacidos del canal aig, no modifica la dependencia al
voltaje de la activacion de éste canal (Fig. 13A).

Una tercera aproximacion (y probablemente mas realista que las anteriores dos) es la de
calcular la conductancia a partir del cociente entre los datos de la relacién /-V/'y los de la curva
conocida como /-Vinstantanea (Curva 11IV; Hodgkin & Huxley, 1952b). Esta ultima es una medida
experimental de la fuerza impulsora que permite al ion Ca2* permear a través del canal abierto y
proporciona informacion de la forma en que el ion permeante interactia con el filtro de selectividad
del canal (Serrano et al., 1999). El protocolo de voltaje utilizado para construir la curva IV se
esquematiza en la parte baja de la Fig. 13B. El primer pulso de voltaje a +60 mV, es un pulso breve
de 2 ms que tiene como finalidad activar, pero no inactivar, a practicamente todos los canales
presentes en la membrana plasmatica de la célula de estudio. Posteriormente, se aplica un
segundo pulso que fija el potencial de membrana a valores de I, desde -120 hasta +80 mV en
pasos de +10 mV. Estos pulsos fueron mas largos (18 ms) con la finalidad de registrar casi en su
totalidad la transicion de los canales del estado abierto (como se encuentran al final del pulso a +60
mV) al estado cerrado y/o inactivado promovido por el voltaje del segundo pulso. Los registros de
corriente obtenidos mediante este protocolo se conocen como colas de corriente y se generan por
el incremento en la fuerza impulsora para la entrada del acarreador de carga (en este caso el Ca2+)
debido a la repolarizaciéon de la membrana, y su curso temporal transitorio indica la velocidad con la

que los canales se cierran a un determinado voltaje. La Fig. 13B ilustra registros representativos
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obtenidos en respuesta a la aplicacion de este protocolo en una célula HEK-293 que expresa
canales aig. Se puede observar que la corriente durante el pulso despolarizante a +60 mV es
practicamente nula debido a la cercania con el potencial de inversion de la corriente, aunque la
mayoria de los canales hayan sido abiertos por el pulso a +60 mV. Posteriormente, al repolarizar la
membrana con el segundo pulso a diferentes valores de Vi, se incrementa la fuerza impulsora para
la entrada de Ca2* y los canales que se encontraban abiertos al final del pulso a +60 mV conducen
corriente de manera transitoria antes de que se cierren, generando asi las colas de corriente. Como
se puede apreciar en la Fig. 13B, la amplitud de las colas de corriente disminuye conforme el
potencial de repolarizacion es mas positivo. Esto se aprecia mas claramente en la Fig. 13C en la
que se grafica la amplitud promedio de las colas de corriente en funcién del voltaje del segundo
pulso registradas en células transfectadas con canales a1c y Y514W. Debido a que la cantidad de
canales abiertos por el pulso a +60 mV siempre es la misma, la Unica razén para la disminucién en
la amplitud de las colas de corriente es el cambio en la fuerza impulsora para el transporte de Ca2*
a través del canal abierto. Por ello, la curva IIV es una estimacion experimental de la fuerza
impulsora que promueve el transporte del ion Ca2* a través de los canales en estudio. Se puede
observar que la corriente sigue un comportamiento casi lineal (ohmico) a voltajes mas negativos
que -20 mV; sin embargo a voltajes mas positivos que -20 mV, la amplitud de la corriente cambia
muy poco, indicando que la interaccion del ion con el filtro de selectividad del canal a estos voltajes
se hace mas compleja. Finalmente, la corriente se vuelve saliente a voltajes entre +40 y +50 mV.
Una vez mas, ambos canales presentaron el mismo comportamiento para esta caracteristica
biofisica.

Tomando en cuenta las consideraciones del parrafo anterior, procedimos a calcular la
conductancia dividiendo los valores de corriente obtenidos de las curvas /-V (Fig. 12B) entre los

valores correspondientes obtenidos de las curvas IIV (Fig. 13C). Los valores de conductancia asi
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obtenidos se normalizaron respecto al valor maximo y se graficaron en funcién del voltaje
respectivo en la Fig. 13D. Los datos experimentales se ajustaron a una funcién de Boltzmann
(Ecuacion 3) con los parametros de Vi y A mostrados en la Tabla 3. Comparando los valores de
dichos parametros con los obtenidos con las otras dos estrategias para determinar la conductancia,
resulta que para ambos canales (o1 ¥ Y514W) el voltaje al cual se alcanza el 50% de la
conductancia maxima (V42) es ~7 mV mas positivo cuando se calcul6 mediante el cociente /-I/ +
IIV. Con base en los argumentos expuestos anteriormente, concluimos que estos valores son mas
proximos al comportamiento real de estos canales. Los valores de &, que determinan el grado de
inclinacion o pendiente de la relacidon, también son diferentes con respecto a los otros dos
procedimientos con los que se calculd este parametro (Tabla 3). Este parametro fue de ~8 mV
mientras que en los otros se mantuvo cercano a los 5 mV. La diferencia se puede apreciar en la Fig
13D, donde se sobreponen las curvas (ahora punteadas) de la Fig. 13A para fines comparativos.
Noétese que la pendiente de las curvas punteadas es mas pronunciada que la de las lineas
continuas. El hecho de que los valores de k obtenidos con los primeros dos procedimientos (/- y
conductancia cuerda) sean muy parecidos puede deberse a que en ambos casos se utiliza el valor
de s determinado experimentalmente por el potencial de inversion de la corriente, lo cual como
ya hemos descrito subestima la fuerza impulsora del ion Ca2*.

Para concluir este apartado, podemos decir que a pesar de su limitacién, los parametros de
conductancia calculados a partir de procedimientos que involucran un valor de s, son utiles
cuando se pretende comparar diferentes tratamientos experimentales; sin embargo, el calculo de
los valores de conductancia mediante el cociente /-VV / IV es una mejor aproximacion del
funcionamiento real de los canales, concretamente de los canales de calcio de bajo umbral

estudiados en la presente disertacion. Finalmente, los resultados obtenidos con los diferentes
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procedimientos descritos aqui indican que la mutante Y514W presenta practicamente la misma

dependencia al voltaje para la activacion de su conductancia que el canal a1 silvestre.

2.1.3. Cinética de las corrientes generadas por los canales a+g Y Y514W
2.1.3.1. Activacion e inactivacion
Para determinar si la mutacion del triptéfano en la posicion 514 de a1 modifica el curso temporal
con el que se desarrollan los procesos de activacion e inactivacion de los canales, procedimos a
analizar los registros de corriente obtenidos con los protocolos de voltaje utilizados para construir
las curvas /-V/(como aquellos que se muestran en la Fig. 12A). Cada uno de los trazos de corriente
registrados a los diferentes voltajes (desde -80 hasta +40 mV) fueron ajustados con funciones
biexponenciales como se ejemplifica en la Fig. 14A. Una exponencial se ajusté al periodo de
activacion (es decir, la fase rapida de la sefial de corriente que va de la linea basal al pico maximo
de corriente) y otra al periodo de inactivacion (la fase lenta en la que la sefal de corriente tiende a
regresar a la linea basal). A partir de este ajuste se obtuvieron las constantes de tiempo (t) de
activacion e inactivacion, mismas que se presentan en funcion del voltaje en la Fig. 14B. Ninguna
de las dos fases de la corriente se modifico de manera significativa por la mutacion Y514W (Tabla
3). Para ambos canales, la constante de tiempo de la activacion de la corriente fue claramente
afectada por el voltaje en el intervalo de -50 a -20 mV, pero a voltajes mas positivos (de -20 a +20
mV) la corriente se activdé con una constante de tiempo independiente del voltaje cercana a 1 ms.
Por su parte, la cinética de inactivacion fue menos sensible al voltaje, pues la constante de tiempo
respectiva no se modifico de manera sustancial a partir de voltajes mas positivos que -40 mV.

No obstante que la cinética de las corrientes generadas por los canales aic y Y514W no fue
diferente entre una y otra, es importante mencionar que si hubo diferencias en las constantes de

tiempo debidas al método de transfeccion empleado. En general, las corrientes expresadas por las
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células transfectadas con Lipofectamina presentaron una cinética mas lenta que la de aquellas
transfectadas por el método de fosfato de calcio. El efecto se presenté en ambos tipos de canales y
fue mas evidente en la constante de tiempo de inactivacion. Por ejemplo, a -30 mV, la t respectiva
fue de 21.5 £ 0.8 ms con Lipofectamina y 17.4 + 0.8 ms con fosfato de calcio. En comparacion,
datos no publicados del Dr. Gbmora muestran que el valor promedio de la tau respectiva calculada
a partir de registros de corriente expresada por células HEK-293 que expresan de manera estable

los canales aig es de 15.3 + 0.6 (n = 15) cuando se utiliza 2 mM de Ca2* como acarreador de
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Figura 14. Constantes de tiempo de activacion e inactivacion de las corrientes expresadas por los canales aic y
Y514W. A) Trazo de la corriente de calcio registrada a -30 mV en una célula HEK-293 transfectada con canales aic
silvestres. La linea discontinua indica el ajuste del registro de corriente con una funciéon exponencial doble que
describe la fase de activacion y de inactivacion, como se indica por las flechas. B) Constantes de tiempo de
activacion (parte inferior) e inactivacion (parte superior). Las constantes de tiempo se obtuvieron de los ajustes

como se muestra en A, a los voltajes indicados en el eje de las abscisas. Mismas células que en la figura 12B.
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carga, mientras que cuando se utiliza 10 mM de Ba2* la cinética es aun mas rapida (r de
inactivacion: 13.4 £ 1.7 ms; Cribbs et al., 2000). A la fecha, no tenemos una explicacion para este
efecto debido a la Lipofectamina; sin embargo, teniendo en cuenta los trabajos recientes sobre la
importancia de los tipos de lipidos en el funcionamiento de los canales dependientes de voltaje
(Schmidt et al., 2006), es probable que la mezcla de lipidos contenidos en la Lipofectamina
modifiquen el entorno de la proteina del canal reflejandose en el curso temporal con el que se
activa e inactiva la corriente. Cualquiera que sea la razén de este efecto, para los fines del presente
trabajo las constantes de tiempo promedio de ambos métodos de transfeccion no fueron diferentes
entre los dos tipos de canales. Ademas, para los experimentos posteriores en los que se estudia el
efecto de las subunidades de los canales HVA sobre el canal silvestre y el mutante, todas las
transfecciones se realizaron con Lipofectamina para eliminar, la variabilidad debida al método de

transfeccion.

2.1.3.2. Desactivacion

Las colas de corriente registradas para construir las curvas /-V instantaneas (Fig. 13) también
fueron utilizadas para estudiar el curso temporal con el que se cierran los canales (desactivacion)
a1g silvestres y determinar si esta caracteristica es modificada por la mutante Y514W.

Debido a la rapidez con la que se desarrollan las colas de corriente, su adquisicion requiere de un
sistema de fijacion de voltaje lo suficientemente rapido de tal manera que no se pierda mucha
informaciéon durante la captura de la sefial de este tipo de corrientes. Como se menciond
previamente en Métodos, los factores que determinan la velocidad del sistema de fijacion de voltaje
son la capacitancia de la membrana celular (Gy), la cual esta directamente relacionada con el
tamafio de la célula bajo estudio; y la resistencia en serie (Rs) que involucra la resistencia de los

electrodos de registro empleados en serie con la resistencia de acceso de la membrana celular. El
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producto de Gy (en pico Faradios, pF) y Rs (en Mega Ohmios, MQ) proporciona la constante de
tiempo, t (en microsegundos, us) que determina la velocidad con la que el amplificador de patch
clamp fija un nuevo voltaje en la célula completa. Resulta pues muy deseable que los valores de
ambos parametros sean tan pequefios como sea posible, sobre todo para registrar colas de
corriente. En nuestras condiciones experimentales procuramos que dicho producto se mantuviera
por debajo de 60 ps, cuando excedid este valor, se recurrié al circuito respectivo del amplificador
para compensar el valor de Rs en un 40-60%. Con tales condiciones, logramos que en un tiempo
de ~300 ps después de haber inducido cualquier cambio en el valor de i, éste se hubiera
alcanzado en un 99.3%. Ademas, las colas de corriente se registraron utilizando una frecuencia de
corte mas alta (10 kHz), en lugar de los 5 kHz que se utilizd para el resto de los registros de
corriente. Las colas de corriente asi registradas fueron ajustadas con funciones exponenciales
utilizando el algoritmo de Chevishev incluido en el programa Clampfit del paquete pClamp 9.2. La
region incluida en el ajuste comenzé al pico maximo de la cola de corriente, usualmente a los 0.20 -
0.35 ms después del corte del pulso y se extendio hasta los 15 ms. Las colas de corriente fueron
mejor ajustadas con dos exponenciales que con una sola, sobretodo aquellas generadas a voltajes
mas positivos que -90 mV (Fig. 15A y B). EI componente rapido (A1) predomind a potenciales entre
-90 y -120 mV, mientras que el componente lento (A42) contribuyd en mayor medida conforme la
repolarizacion progreso hacia voltajes menos negativos. Con la idea de simplificar el analisis de las
colas de corriente se calculd una tau ponderada de la siguiente forma:
T ponderada = At + Ao,

donde A1y A son la amplitud normalizada de los componentes rapido y lento, mientras que t1y 12
son las constantes de tiempo respectivas. Previamente se ha mostrado que la tau ponderada es
una muy buena aproximacién a la dependencia al voltaje de los componentes rapido y lento de las

colas de corriente generadas por los canales tipo T (Gomora et al., 2002). Los valores de la
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Figura 15. Comparacion de la tau de desactivacion de aic y Y514W. Colas de corriente generadas por canales aic
a los voltajes indicados, ajustadas con una (A) o dos (B) funciones exponenciales. El protocolo utilizado fue el
mismo que se describe en la Fig. 13B, aunque en esta ocasién so6lo se muestra 0.8 ms del pulso a +60 mV y 6.7 ms
de la repolarizacion. Con fines ilustrativos, la informacion de la sefial de corriente se redujo de 5 a 1, es decir, cada
uno de los puntos vacios mostrados representa la informacion de 5 puntos muestreados originalmente. Las lineas
continuas son los ajustes exponenciales, mismos que se extrapolaron al tiempo de repolarizacién. C) Tau de
desactivacion de aic (7= 5) y Y514W (n = 9). Los datos son los promedios de la constante de tiempo ponderada

calculada como se indica en el texto (véase pagina 58).
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constante de tiempo ponderada asi calculados, se graficaron en funcion del potencial de
repolarizaciéon y se presentan en la Fig. 15C. No obstante que las colas de corriente se registraron
a voltajes desde -120 y hasta +80 mV, en la Fig. 15C se presentan unicamente los datos para el
rango de voltajes entre -120 y -60 mV, es decir, los voltajes donde las colas de corriente reflejan
exclusivamente el cierre de los canales. A voltajes mas positivos (-50 a +80 mV), las colas de
corriente incluyen la inactivaciéon de los canales a tales potenciales de membrana. Los resultados
presentados en la Fig. 15C indican que la desactivacion de los canales aig no se modifica por la

mutacion de la Y por el W en la posicion 514.

2.1.4. Inactivacién en estado estacionario de aic y Y514W
La disponibilidad de los canales dependientes de voltaje para ser activados a los diferentes valores
de Wy por los que transita una célula es una propiedad biofisica que se utiliza para caracterizar el
funcionamiento de los canales en estudio. En el presente trabajo investigamos el posible efecto de
la mutante Y514W sobre dicha caracteristica de los canales aic silvestres. Para tal propésito,
utilizamos un protocolo de voltaje de dos pulsos similar al desarrollado por Hodgkin y Huxley
(1952c) para determinar la inactivacion en estado estacionario dependiente del voltaje de los
canales de Na*. Brevemente, nuestro protocolo consistié en un largo prepulso de 10 s de duracién
a diferentes voltajes (desde -110 hasta -40 mV), cuya finalidad es promover la inactivacion de los
canales, posteriormente, se aplicé un pulso de prueba a -30 mV y 200 ms de duracién. La corriente
evocada por el pulso de prueba es proporcional a la fraccidon de canales que no se inactivaron
durante el prepulso, es decir, es una medida de la proporcion de canales que se encuentran
disponibles para ser activados después de un largo periodo al voltaje del prepulso respectivo.

En la figura 16A se muestra una familia tipica de corrientes de calcio generada por los

canales Y514W en respuesta al mencionado protocolo, mismo que se ilustra en la parte de inferior
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de los registros de corriente. Es evidente que la amplitud de la corriente disminuye a medida que el
Vi del prepulso se hace mas positivo. La amplitud de la corriente registrada durante el pulso de
prueba se normalizé respecto a su maxima amplitud (lca + lca maxima), después se obtuvo el valor
promedio de todas las células estudiadas para ambos tipos de canales, y se graficd en funcion del
Vi del prepulso. El resumen de los resultados se presenta en la Fig. 16B. A simple vista se puede
intuir que la inactivacion en el estado estacionario es practicamente la misma para ambos tipos de
canales, aic Y Y514W. Los datos experimentales fueron ajustados con la ecuacion de Boltzmann, a
partir del cual se concluy6 que el voltaje al cual se inactivan el 50% de los canales es 2.4 mV mas
negativo en los canales mutantes que en el canal silvestre (Tabla 3). Las diferencias entre las
medias, no solo del 42 sino también de la pendiente de la relacion (4), no fueron estadisticamente

significativas.

2.1.5. Recuperacion de la inactivacion de aig y Y514W

La ultima propiedad biofisica que comparamos entre los canales aig silvestres y los mutantes fue el
curso temporal de la recuperacion de la inactivacion. Esta caracteristica es determinante en la
excitabilidad celular de diferentes tipos neuronales como las neuronas talamocorticales de relevo,
cuyo disparo en rafagas durante la fase delta del suefio depende de la actividad de los canales a4g
(Huguenard, 1996; Kim et al., 2001). Con el objetivo de conocer si la mutacion generada en a1g
modifica la recuperacion de la inactivacion de estos canales, registramos la corriente de calcio a -
30 mV antes y después de diferentes intervalos de tiempo comprendidos entre 0.001y 2's, en que
el I/m se mantuvo a -100 mV. El primer pulso (prepulso) tiene la finalidad de activar e inactivar los
canales que se abren a -30 mV ( Wy al cual se obtiene la maxima amplitud de la Ica), mientras que
el segundo pulso (pulso de prueba) nos permite conocer la fraccion de corriente que se ha logrado

recuperar de la inactivacion durante el periodo de tiempo respectivo a -100 mV. El protocolo junto
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con registros representativos de canales Y514W se presentan en la Fig. 17A. En ella se presentan
sobrelapados seis registros de corriente, cada uno compuesto por dos sefales de corriente a -30
mV. En la primera (a la extrema izquierda), se observa tanto la activacién como la inactivacion de la
Ica. Mientras que la segunda solo incluye la activacion y desactivacion (ilustrado por las colas de
corriente) de la Ica. Ambas sefiales de corriente estan separadas por el periodo de tiempo que se
indica arriba de los trazos. El protocolo de voltaje en su totalidad exploré intervalos de tiempo hasta
2 s, aunque a partir de los 0.8 s la corriente se recuperé casi al 100% (es decir, la corriente del

segundo pulso fue practicamente de la misma amplitud que la del primero). Para una mejor
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Figura 16. Inactivacién en el estado estacionario de aic y Y514W. A) Familia de corrientes de calcio generadas por
canales Y514W durante pulsos de 200 ms a -30 mV, después de la aplicacion de prepulsos de 10 s a los valores de
I/m indicados. Para mayor claridad sélo se muestran los ultimos 20 ms de los prepulsos y los primeros 130 ms del
pulso de prueba, como se indica en el protocolo al pie de la figura. B) Curvas de inactivacion en estado
estacionario. Los datos son el promedio de la amplitud de la corriente de calcio a +30 mV normalizada respecto al
valor de corriente maxima. Las lineas continuas son el ajuste con la funcién de Boltzmann (Ecuacion 4, véase
Métodos). El numero de células estudiadas fue de 8 con canales aic silvestres y de 11 con canales Y514W.
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apreciacion del curso temporal con el que se recupero la corriente de la inactivacion inducida por el
primer pulso a -30 mV, en la parte inferior de la Fig. 17A se presentan magnificados los registros de
corriente obtenidos durante los pulsos de prueba a -30 mV correspondientes a cada uno de los
tiempos indicados. Noétese que después de 40 ms, la fraccion de corriente recuperada ya es del
30%, lo que significa que 1 de cada 3 canales inactivados por el pulso a -30 mV, regresa al estado
cerrado promovido por el potencial de -100 mV, y en menos de un segundo el 100% de los canales
ya se encuentran en posibilidad de ser activados nuevamente. El porcentaje de Ica recuperada en
funcion del tiempo que la membrana permanecio a -100 mV se muestra en la Fig. 17B. Los datos
se obtuvieron de 9 células HEK-293 transfectadas con canales a1 y de otro tanto con canales
Y514W. Los puntos experimentales se ajustaron con una funcién exponencial, cuya constante de
tiempo (tn) fue de 109 + 7 ms para los canales silvestres y de 122 + 4 para los mutantes (Tabla 3).
Esto indica que la recuperacion de la inactivacion de los canales aic no es afectada por la
mutacioén de la Tyr por el Trp.

Los resultados presentados en esta primera seccion indican que la mutacién de la Tyr por
el Trp en la posicion 514 de la subunidad a1 no introduce per se cambios significativos en las
propiedades biofisicas investigadas en el presente trabajo. En consecuencia, la siguiente serie de
experimentos se enfoco a investigar si los canales mutantes Y514W pueden ser regulados por las

subunidades [ de los canales HVA.

2.2. Efecto de las subunidades p sobre las propiedades biofisicas de los canales a1c

A la fecha se conocen cuatro subunidades B (B1, B2, B3 y p4) que regulan la actividad de
las subunidades a1 de los canales HVA; sin embargo, como se describié en la Introduccion, una
gran cantidad de evidencias experimentales indica que las subunidades B no regulan a las

subunidades a1 de los canales LVA. Por otro lado, con base en diferentes tipos de estudios se ha



64

demostrado que el Trp, junto con la Tyr y la lle, presentes en la regién AID de la subunidad o4 de
los canales HVA son cruciales para la regulacion por parte de las subunidades B, por ello la
mutante que construimos en este trabajo (Y514W) tiene la finalidad de completar dicha serie de
tres aa en la region equivalente al AID en la subunidad a4, e investigar de esta manera si dicha
maniobra le confiere la capacidad de ser regulada por las subunidades B de los canales HVA.
Mediante la coexpresion de la mutante Y514W con las diferentes subunidades B con las que
contamos en el laboratorio procedimos a determinar el efecto de estas Ultimas sobre las
caracteristicas biofisicas de los canales que fueron abordadas en la primera parte de este trabajo.
Las corrientes de calcio registradas de esta manera se compararon contra aquellas generadas por

la coexpresion de la subunidad a1 silvestre con la correspondiente subunidad f.
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Figura 17. Comparacién de la recuperacién de la inactivacién entre aic y Y514W. A) Trazos representativos de
corrientes registradas en células HEK-293 que expresan el canal mutante Y514W. Las corrientes se generaron en
respuesta al protocolo mostrado en la parte de arriba de los trazos (para mas detalles véase el texto). En el extremo
inferior se presenta la magnificacion de las corrientes registradas durante el pulso de prueba a los tiempos
indicados. B) Curso temporal de la recuperacion de la inactivaciéon. Los datos son el promedio del porcentaje de la
Ica recuperada a diferentes intervalos de tiempo. Las lineas continuas son el ajuste de los datos con una funcion
exponencial. El numero de células investigadas fue de 5 para ambos tipos de canales.
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En la Fig. 18 y 19 se presenta un resumen de los resultados referentes a la dependencia al
voltaje de la activacion e inactivacion de los canales aic silvestres y mutantes en presencia o
ausencia de las diferentes subunidades p. Asi mismo, las Tablas 4 y 5 condensan los resultados de
esta seccion de manera cuantitativa. En primer lugar, se puede apreciar en los registros
normalizados de corriente a -30 mV, que la cinética de activacién e inactivacién de ambos canales
no sufri6 cambios sustanciales por la presencia de las subunidades B (Fig. 18A y D). No obstante
que el analisis estadistico indica que las subunidades B1a y B4 aceleran la cinética de inactivacion
del canal silvestre, mientras que la 2a hace lo mismo con la activacion (Tabla 4), dichos cambios
(aproximadamente del 20%), son muy discretos comparados con los efectos (mayores del 100%)
provocados por las mismas subunidades en los canales HVA (Birnbaumer et al., 1998; Olcese et
al.,, 1994; Wei et al., 1991). En segundo lugar, la densidad de corriente generada por la subunidad
o1 sola fue estadisticamente la misma a la registrada cuando ésta se coexpreso junto con
cualquiera de las subunidades B investigadas en el presente trabajo (Fig. 18 B y E). Aunque se
presentaron algunas diferencias discretas en la densidad de corriente, ninguna de ellas fue
significativa como se puede apreciar en las tablas correspondientes. De manera consistente, la
subunidad B3 provocd un pequefio aumento en la corriente por unidad de area de ambos canales.
Por lo demas, las caracteristicas generales de la curva /-V; es decir, voltaje de activacion, voltaje al
pico y el Vi, no se modificaron por la presencia de las subunidades B (Fig. 18B y E; Tablas 4 y 5).
El ajuste con una funcion Boltzmann de las curvas G-V construidas con los datos de la
Fig. 18B y E, indican que el voltaje al cual se activa el 50% de la corriente es practicamente el
mismo en presencia de cualquiera de las subunidades 3 (véase Tablas 4 y 5, renglones G-V). No
obstante, cuando se calcul6 la conductancia dividiendo los datos de la curva /-I/ entre los de la
curva IV (Fig. 18C y F), se encontré una diferencia significativa de 4.3 mV entre la curva G-I/ del

canal mutante Y514W solo y cuando se expresa en presencia de la subunidad B3 (mismas tablas,
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Fig. 18. Activacion de la corriente expresada por los canales a1 en presencia de las subunidades B. A, D)
Trazos tipicos de la corriente de calcio registrada a -30 mV en células HEK-293 transfectadas con los cDNAs de las
subunidades indicadas por los simbolos. En ambos paneles, los registros se normalizaron respecto al pico maximo
de la corriente expresada por los canales a1c 6 Y514W en ausencia de subunidades . Para mayor claridad algunos
de los trazos se muestran con lineas punteadas y en color gris. B, E) Densidad de Ica en funcion del voltaje para
cada una de las condiciones experimentales indicadas. Las lineas continuas suaves soélo unen los datos
experimentales. Mismas células que en la Fig. 18. C, F) Activacion de la conductancia en funcion del voltaje para
las mismas células que en los paneles B y E, respectivamente. Las lineas continuas son el ajuste de los datos
experimentales con funciones Boltzmann (Ecuacion 3), cuyos parametros se presentan en las Tablas 4 y 5. En F,
Unicamente se presentan los ajustes de los datos correspondientes a los canales Y514W y estos mismos en

presencia de la subunidad 33, con el propésito de resaltar la diferencia significativa de los valores de V42 entre
ambas condiciones (Tabla 5).
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renglones /-V/ + IIV; Fig. 18F). Esta diferencia aunque modesta es consistente con el incremento
(no significativo) en la densidad de corriente observada con esta misma subunidad. Nuevamente,
es importante aclarar que estos cambios son muy discretos en comparacion con los cambios
inducidos por estas mismas subunidades en canales HVA, por lo que resulta dificil proponer que
dichos cambios sean debidos a una regulacion especifica por parte de la subunidad B3 hacia el
canal mutante.

Por otra parte, la diferencia significativa en el 14,2 de activacion entre el canal mutante solo
y en presencia de la subunidad B3, unicamente aparece cuando se calcula la conductancia con
base a los dos protocolos experimentales (/-VVe 1IV) y no con los datos de la curva G-V (Tabla 5,
renglon G-1). Como ya hemos discutido en la seccion anterior, esta ultima forma de calcular la
conductancia de los canales de calcio, es particularmente deficiente, por lo que consideramos que
la diferencia observada con los Vi obtenidos a partir del procedimiento /-V/ + IV refleja mas
fehacientemente el comportamiento de la conductancia de los canales en cuestion.

En la Fig. 19 se presenta un resumen de los resultados obtenidos al estudiar la inactivacion
de los canales a1 silvestre y mutante en presencia de las diferentes subunidades . Se puede
observar que las curvas de inactivacion en el estado estacionario de ambos canales no se modificd
significativamente por la presencia de las subunidades B (Fig. 19A y C, Tablas 4 y 5). El mismo
resultado se observd en el curso temporal con el que ambos canales se recuperan de la
inactivacion (Fig. 1B y D, Tablas 4 y 5).

En las Tablas 4 y 5 se puede apreciar también que la constante de tiempo con la cual se
cierran los canales a1 silvestres y mutantes (tdesact) N0 se modifico de manera significativa por la

co-expresion con cualquiera de las subunidades p.
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2.3. Efecto de las subunidades 028

Algunos autores como Dubel y col. (1994) han reportado que la corriente expresada por los canales
o1g se incrementa en un 100% cuando esta subunidad se co-expresa con las subunidades
auxiliares B1b y a261 en conjunto. Esto podria sugerir que es necesaria la presencia de ambas
subunidades accesorias para ejercer una regulacion sobre los canales LVA. Con el objetivo de
investigar esta posibilidad, realizamos una ultima serie de experimentos en los que se transfectaron
células HEK-293 con 1 ug de cDNA de cada una de las siguientes subunidades: a1 mutante
(Y514W), 0201y la respectiva . Paralelamente, se transfectaron células HEK-293 con las mismas
subunidades pero utilizando la subunidad a.1c silvestre en lugar de la mutante. Ademas, debido a
que en el laboratorio contamos con dos diferentes subunidades 28 (0281 y 0262), se realizaron
transfecciones para investigar el efecto de cada una de ellas. Los resultados obtenidos a partir de
22 células transfectadas con el canal a4 silvestre y 24 con el canal mutante Y514W indicaron que
aun en presencia de ambas subunidades auxiliares (B y a28), la subunidad a+g silvestre y mutante
no sufren cambios significativos en las propiedades biofisicas de sus corrientes, al menos en

aquellas que se estudiaron en el presente trabajo (datos no mostrados).
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Fig. 19. Inactivacion de la corriente expresada por los canales aic en presencia de las subunidades B. A, C)
Inactivacion en el estado estacionario de los canales a1 y Y514W, respectivamente, en ausencia y presencia de
las subunidades B indicadas. Las lineas continuas son el ajuste de los datos experimentales con funciones
Boltzmann (Ecuacion 3), cuyos parametros se presentan en las Tablas 4 y 5. B, D) Curso temporal de la
recuperacion de la inactivacion a -100 mV para los canales a1c silvestres y mutantes. Las lineas continuas son el
ajuste de los datos experimentales con funciones exponenciales, cuyos valores de constante de tiempo (th) se
presentan en las Tablas 4 y 5. En este caso, el nimero de células HEK-293 estudiadas en cada condiciéon
experimental fue de 6-7 con los canales a1c silvestres y de 6-8 con los canales Y514W.
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Tabla 4. Efecto de las subunidades B sobre las propiedades biofisicas de ais

16 aiG + Bla aict B2a a6 + B3 oG + B4
1) pA/pF -57.7£8.9 -72.6 £ 14.3 -54.9 + 141 -64.2 + 8.3 -56.0 £ 10.7
2) Vi (mV) 26.3+0.6 276+0.5 25.0+0.8 26.6 £ 0.6 26.3+0.8
e i e B
- a) G-V -47.0+0.9 -46.6 £ 1.2 -47.8 1.2 -46.5+ 1.1 -47.6+1.2
b) /-V+ IV -40.5+0.8 412+14 -421+1.2 -39.7+15 -41.7+1.3
4) V42 de inactivacion (mV) -76.1+£1.0 -76.3+1.6 -77.9+0.8 -76.3+15
5) Tact (MS) 3.6+£0.2 34+0.3 29+0.3* 34+0.3 3.1+£0.2
6) Tinact (MS) 23.6+1.3 19.6 £ 1.0* 21.8+0.9 205+11 19.5+1.1*
) o104 7104 0109 1104 39106 _________________
8) th (ms) 1395 129 £ 10 140+ 4 13156 | 142t8 IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Tabla 5. Efecto de las subunidades 3 sobre las propiedades biofisicas de Y514W
Y514W Y514W + B1a  Y514W +B2a  Y514W + B3 Y514W + 34
1) pA/pF -62.8 £ 6.0 -52.5+6.3 -71.2+149 -69.6 + 14.6 -56.9 + 14.9
2) Viw (mV) 24.3+0.7 256+04 26.5+0.8 27.3+0.5 248+ 1.6
ey e e E—
a) G-V -484 +0.9 -48.2 £ 0.7 -46.5+1.6 -47.0+1.2 -46.6 £ 0.9
b) /-V+1IV -420+1.0 -38.5+1.6 -38.1+£1.9 -37.7 £1.2* -39.2+1.6
4) V42 de inactivacion (mV) -781+14 -784+£1.0 -76.3+£0.8 769:09 -7681 ..... 1 4 ............
5) Tact (MS) 3.0+£0.2 29104 3.2+£0.3 3.3+0.3 31204
6) Tinact (MS) 21.3+14 202+22 22314 20.3+£1.2
7) Tdesact (MS) 29+0.2 3.3+£0.5 3404 29+0.2 29+0.3
8) th (Mms) 133+ 6 144 £7 146+ 8 1319 128 + 11

En ambas tablas los datos se presentan como la media + error estandar. 1) Valores a -30 mV. 2) V. obtenido del

ajuste de las relaciones /- con la Ecuacion 1.

3) Valores de V42 de activacion utilizados en el ajuste con la

Ecuacion 3 a partir de los datos de (a) la ecuacion de conductancia cuerda y (b) del cociente /-VV + lIV. Para fines

de claridad, en esta tabla no se presentan los valores de &, mismos que fueron muy similares a los mostrados en la

Tabla 3, y no fueron estadisticamente diferentes entre las diferentes condiciones experimentales. 4) Valores de Vi

de inactivacién en el estado estacionario. 5-8) Taus de activacion, inactivacion, desactivacion y recuperacion de la

inactivacion obtenidas como se describié en la Tabla 3. Las diferencias estadisticamente significativas se indican

con (*), p< 0.05. El numero de células investigadas oscilé entre 6 y 10 para cada condicién experimental.
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VII. DISCUSION

Los CCDV son complejos multiproteicos que permiten el paso de Ca2* al interior de las células en
respuesta a cambios en el I/, de las células. Los canales de calcio intervienen en procesos de vital
importancia para la célula, no obstante aspectos fundamentales de su estructura y funcion
contintan sin ser entendidos a plenitud. En particular, la regulacion de las subunidades 3 sobre los
canales HVA que ha sido ampliamente documentada no ha podido ser claramente evidenciada en
los canales LVA. Las razones de ello son varias. En primer lugar, las subunidades a1 de los
canales LVA no contienen la region denominada AID en el asa que une los dominios | y Il, la cual
es indispensable para la interaccién con la subunidad B. En segundo lugar, varios grupos de
investigacion (incluido el nuestro) han mostrado que la co-transfeccidon de ambas subunidades en
sistemas heterdlogos de expresion (ovocitos y células de mamifero) no es suficiente para inducir
una regulacion de la subunidad a1 por parte de la subunidad B. Los efectos observados se limitan a
un incremento (maximo) del 100% en la densidad de corriente registrada en presencia de la
subunidad B, sin que las propiedades dependientes de voltaje sufran modificacion alguna (Arias et
al.,, 2005; Dolphin et al., 1999; Dubel et al., 2004; Higueldo, 2007; Lacinova et al., 1999;
Leuranguer et al., 1998). Comparado con los efectos que producen en los canales HVA, los efectos
de las subunidades P sobre la actividad de los canales LVA pueden deberse a un efecto
inespecifico o, en el mejor escenario, una regulacion parcial por parte de las subunidades .
Trabajos encaminados a estudiar con mayor detalle la interaccion entre las subunidad a1 y
B de los canales HVA han concluido que tres aminoacidos son determinantes para que ésta ocurra.
Ellos son la Tyr, el Trp y la lle, en las posiciones 437, 440 y 441, respectivamente, que forman
parte de los 9 aminoacidos conservados en la region AID de todos los canales HVA (De Waard et

al., 1996; Pragnell et al., 1994). Notablemente, la subunidad a1 de los canales LVA contiene la Tyr
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y la lle en una region del asa I-1l que puede considerarse equivalente a la region AID de los canales
HVA. Por lo cual, en el presente trabajo nos propusimos como objetivo introducir el Trp faltante en
dicha region de la subunidad a1, unos de los tres canales LVA descritos a la fecha. Nuestra
hipotesis de trabajo fue que en presencia de los tres residuos determinantes para la interaccion de
las subunidades B y a1 descrita en los canales HVA, deberiamos de observar una regulacion del

canal ag por parte de las subunidades . A continuacién se discuten los resultados obtenidos.

1. La subunidad a1c silvestre no es regulada por las subunidades 3

El primer grupo en proponer la regulacion de los canales LVA por parte de las subunidades B de los
canales HVA fue el de Lacerda y cols. (1994). Este grupo encontré que en presencia de las
subunidades B2 y P4, la inactivacion de la corriente tipo T endogena de ovocitos de Xenopus
presentaba una cinética mas lenta. Aflos mas tarde, dos grupos diferentes reportaron que la
depleciéon de subunidades B con oligonucleétidos antisentido reduce la actividad de los canales
HVA sin afectar significativamente la corriente LVA en neuronas y células NG108-15 (Lambert et
al., 1997; Leuranguer et al., 1998). Posteriormente, con la clonacion de las subunidades a1 que
codifican para canales LVA se han realizado varios estudios para esclarecer esta controversia.
Algunos de estos trabajos ya se han discutido en los parrafos anteriores. Lo que es importante
resaltar en este apartado es que nuestra primera serie de experimentos de este trabajo de tesis
confirma que la subunidad a1c silvestre no es regulada por ninguna de las cuatro subunidades

empleadas aqui.

2. Las propiedades biofisicas del canal a1c no se modifican por la sustitucion de la Tyr por el Trp
El efecto de mutaciones puntuales en la region AID de los canales HVA ha sido bien estudiado y se

ha observado que una mutacion puntual dentro del AID puede modificar las propiedades biofisicas
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del canal cuando se expresa en ausencia de las subunidades B (Cornet et al., 2002; Geib et al.,
2002; Gerster et al., 1999), aunque estos efectos no son iguales en todos los canales (Berrou et al.,
2005; Dafi et al., 2004). En el caso de los canales LVA, el presente es el primer trabajo que explora
el efecto de mutaciones puntuales en la region homoéloga al AID de los canales LVA. La mutante
construida en el presente trabajo consistio en sustituir la tirosina 514 de esa regién por un
triptofano. La comparacion de las propiedades biofisicas, incluida la densidad de corriente, de los
canales aic y las de la mutante Y514W, ambas expresadas en células HEK-293, no fueron
diferentes significativamente (Tabla 3). De forma Interesante, los resultados mas recientes de
nuestro grupo de trabajo indican que sustituciones de aminoacidos posteriores a la lle 515 en el
canal a1n, el tercer miembro de la familia de canales LVA, modifica drasticamente la dependencia al

voltaje de dicho canal (Arias et al., manuscrito en preparacion).

3. La mutante Y514W no es regulada por subunidades
El objetivo central del presente trabajo consistid en investigar si la mutacion de la tirosina 514 de la
subunidad a1 por triptofano era suficiente para adquirir la capacidad de ser regulado por
subunidades B de canales HVA. Nuestros resultados muestran fehacientemente que la densidad de
corriente y las propiedades biofisicas de los canales a1c son estadisticamente iguales cuando se
expresan solos o en presencia de las diferentes subunidades p (Tabla 5). Por lo tanto, nuestra
hipotesis de trabajo es rechazada y concluimos que la mutacién de la tirosina 514 de la subunidad
ac por triptéfano no es suficiente para adquirir la capacidad de ser regulada por las subunidades 3
de canales HVA.

El unico efecto significativo producido por la presencia de las subunidades accesorias fue el
producido por la subunidad B3 sobre la dependencia al voltaje de la activacién de la conductancia

de la mutante Y514W. El voltaje al cual se activa el 50% de la conductancia fue 4.3 mV mas
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negativo cuando se co-expresaron la mutante y la subunidad B3 en comparacion al obtenido
cuando la mutante se expresé sola. (Fig. 18F y Tabla 5). No obstante, este efecto, aunque
estadisticamente significativo, es modesto en comparacién con los efectos de esta misma
subunidad en canales HVA. Por ejemplo, en canales a1 expresados en células HEK-293 y
ovocitos de Xenopus el pico de la curva /-V, asi como el 42 de la inactivacién en el estado
estacionario se desplaza 15 mV hacia voltajes mas negativos (Jones et al., 1998; Olcese et al.,
1994). Ambos reportes muestran ademas incrementos de hasta 500% en la densidad de corriente
registrada en presencia de la subunidad 3. Por lo tanto, el efecto que se reporta en el presente
trabajo sobre la dependencia al voltaje de la activacion de los canales mutantes Y514W no debe
ser considerado como una evidencia definitiva de la modulacion de canales LVA por parte de las
subunidades 3.

Experimentos adicionales del presente estudio, en los que se registro la Ica de células HEK-
293 co-transfectadas con la subunidad o283, ademas de las subunidades a1 y B, indicaron que las
propiedades biofisicas de la Ica generada por la subunidad aig (silvestre y mutante) no sufre
modificaciones significativas por la presencia conjunta de las subunidades auxiliares p y a26. Al
igual que con las subunidades B, existen datos en la literatura que sugieren un efecto regulador de
las subunidades a0 sobre los canales LVA silvestres, sin embargo, dichos efectos nuevamente se
limitan a incrementos en la densidad de corriente menores al 100% (Dolphin et al., 1999; Dubel et
al., 2004; Hobom et al., 2000), y en un sdélo caso se modifico la dependencia al voltaje de la
inactivacion 4 mV hacia voltaje mas negativos (Hobom et al., 2000). Es importante mencionar que
en este ultimo trabajo las diferencias significativas se observaron con las variante az62a y 0.262b,
pero no cuando se utilizé la subunidad a261. Interesantemente en el presente trabajo utilizamos la
subunidad a.262c, con la que Hobom no cont6 para sus experimentos. En resumen, bajo nuestras

condiciones experimentales, las subunidades o206 (0201 y 0202c) co-transfectadas con las
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subunidades 3, no indujeron cambios significativos en la lca generada por la mutante Y514W y

tampoco en la expresada por la subunidad a.c silvestre.

4. Papel de la estructura del asa | - Il en la regulacién de la subunidad o1 por las subunidades B

Los resultados de la presente tesis de licenciatura indican claramente que la presencia del Trp en
la posicion 514 del canal a1g no es suficiente para que sea regulado por las subunidades . Dicho
resultado es un tanto inesperado, pues como se menciond en la Introduccion existen antecedentes
que sugieren que la regulacion por las subunidades 3 requiere unicamente de tres aa: la Tyr 437, el
Trp 440 y la lle 441, en las posiciones 437, 440 y 441. Esto se ha observado incluso en el canal de
calcio HVA de la medusa, cuya subunidad o1 presenta una regién AID contiene Unicamente cuatro
de los 9 aa que se conservan en todos los canales HVA de vertebrados, interesantemente, tres de
ellos son los aa ya mencionados (Jeziorski ef a/., 1998). Aun mas importante, esta subunidad o si
es regulada por subunidades 3 de medusa y de mamifero (Jeziorski ef al., 1999). Por lo tanto, con
la idea de encontrar explicaciones a la falta de dicha regulacion, procedimos a analizar con mayor
detalle la secuencia de aminoacidos del asa que une los dominios | y Il de los canales de calcio.
Particularmente la regidén que une el AID con el segmento S6 del primer dominio (1S6). Para ello,
utilizamos un programa de prediccion de estructura secundaria de proteinas llamado SOPMA
(http://npsa-pbil.ibcp.fricgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html). Los resultados de
dicho analisis se presentan en la Fig. 20. El analisis indica que existen diferencias estructurales
importantes entre los canales LVA y HVA. Todos los canales HVA incluyendo el de la medusa,
presentan una estructura secundaria caracterizada por una a-hélice continua desde la regién del
AID hasta el inicio del segmento S6 del dominio I, por el contrario, la estructura secundaria

predicha con base en la secuencia de canales LVA, indica que existen dos a-hélices separadas por
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IS6 AID
Cavl.l VLEGEFTKEREKA=-=—=== KSRGTEFQR-====== LREKQQL LRGY ITQG
SOFMA hhhhhhhh----- hhhhhhhh---=---- hhhhhhhhhhhhhh Hhhh
Cavl.2 VLSGEFSKEREKA-=-=—= KARGDFQK======= LREKQQL LKGY ITQRA
SOFMA hhhhhhhh----- hhhhhhhh------- hhhhhhhhhhhhhh Hhhh
cavl.3 VLEGEFSKEREKA=-=—=== KARGDFQE======= LREKQQL LEGQY ITQR
SOPMA hhhhhhhh=----- hhhhhhhh=--=-=-=--- hhhhhhhhhhhhhh Hhhh
Cavl.4 VLSGEFSKEREKA-=—=—= KARGDFQK=-====== QREKQQM LRGY ITQR
SOFMA cchhhhhh----- hhhtchhh---=---- hhhhhhhhhhhhhh Hhhh
Cav2.1 VLEGEFAKERERV=-==== NRRAFLEK======= LRRRQQIERELNG SKA
SOFMA hhhhhhhh=----- hhhhhhhh=--=-=-=--- hhhhhhhhhhhhl hhh
Cav2.2 VLSGEFAKERERV-==== NRRAFLE=-=—===== LRRQQQIERELNG FKA
SOFMA hhhhhhhh=----- hhhhhhhh=-=-=-==--- hhhhhhhhhhhh} hhh
cav2.3 VLSGEFAKERERV-———- NRRAFMK-——-———— LRRQQQIERELNG KA
SOFMA hhhhhhhh=----- hhhhhhhh=--=-=-=--- hhhhhhhhhhhhl hhh
Cav-CyCap VLSGEFAKEKARQ----- TRSGEFHRK=-=-===== IREKHMLDDAVKG RA
SOFMA hhhhhhhh----- hhhhhhhh------- hhhhhhhhhhhhh hhh
Cav3.1l VIATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLH LRK
SOFMA hhhhhhhhhhhhhhhhhhhheccocchecccecttchhhhhhh hhh
Cav3.2 VIATQFSETKQRESQLMREQRARHLSNDSTLASFSEPGSCYEELLH FRK
SOFMA hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhettcheeececttchhhhhhh hhh
cav3.3 VIATQFSETKQREHRLMLEQRQRYLSS-STVASYAEPGDCYEEIF( LRK
SOPMA ehhhhhhhhhhhhhhhhhhech-hhhhhhecttecchhhhhl hhh
Fig. 20. Alineamiento del amino terminal del asa | - |l de los canales de calcio. Se muestra el alineamiento de las

secuencias de aminoacidos comprendido entre el segmento S6 del dominio | y la regidon AID para cada canal

(CavX.X), asi como la estructura secundaria predicha por el programa SOPMA para cada uno de las secuencias

(SOPMA). También se muestra el alineamiento del canal de calcio HVA de invertebrados (Cav-CyCap). h = a-

hélice; ¢ = hairpin (tallo y burbuja); t = giro; e = hebra extendida. En los rectangulos amarillos se indican los tres

aminoacidos mas determinantes (Y, W e |) de la region AID de la subunidad a1 en la interaccién con la subunidad

B. Nétese que en los canales LVA (Cav3.1-3.3) el W esta ausente.

una estructura conocida como Aairpin (tallo y burbuja). Los aa que forman dicha estructura en estos

canales no se encuentran en los HVA. Por lo tanto, ademas de las diferencias en secuencia en la

Con base en este analisis, es posible sugerir que la sustitucién del Trp por la Tyr en la subunidad

o1g promovio la interaccion de ésta con las subunidades B de los canales HVA, pero debido a la

ausencia de una a-hélice continua entre la region AID y el segmento 1S6, dicha interaccién no se

reflej6 en cambios significativos de las propiedades biofisicas de los canales mutantes Y514W.

Esta nueva hipotesis ha sido abordada (parcialmente) con un trabajo reciente de Arias y cols.
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(2005), en el que lograron transferir la regulacion por subunidades B de canales HVA a canales
LVA mediante la sustitucion de la region 1IS6-AID del canal a1 por la del canal a.1g. Contrariamente,
la regulacion no se observo en una quimera que intercambio el AID y la parte carboxilo del asa I-ll,
es decir, la region que une el AID con el segmento S1 del dominio Il (IIS1). Otra evidencia de que la
interaccion fisica entre las dos subunidades no es suficiente para que se lleve a cabo la regulacion
surge del trabajo de Takahashi y cols. (2005), quienes mostraron mediante transferencia de
energia de resonancia fluorescente (FRET) que aunque existe la unién entre las subunidades B y el
dominio I-1l de la subunidad a1c, las propiedades del canal no sufren mayores modificaciones. En
este sentido, sera importante investigar si en experimentos de co-transfeccién como los realizados
en el presente trabajo, la subunidad p de canales HVA interacciona o no con el canal mutante, aun
y cuando no se manifieste la regulacién como tal.

Otro aspecto interesante que muestra el analisis con el programa SOPMA (Fig. 20), es que
el canal a4 es el mas parecido a los canales HVA en cuanto a la estructura de dicha region, ya que
s6lo 6 residuos interrumpen la a-hélice continua entre la regién AID y el segmento 1S6. En futuros
experimentos resultara importante investigar la posibilidad de que al sustituir los aa que
interrumpen la a-hélice continua por otros que la promuevan, se logre conferir a los tres tipos de
canales LVA la regulacion por las subunidades . Ademas, para constatar que la presencia del Trp
(junto con la Tyr 437 y la lle 441) no es suficiente para conferir la regulacién por subunidades 3 en
los canales LVA sera necesario realizar las mutaciones correspondientes en las subunidades ony

o
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VIil. CONCLUSIONES

1. El presente trabajo es el primero en utilizar mutaciones puntuales para explorar la posible
interaccion entre las subunidades a1 de los canales LVA y las subunidades B de los canales
HVA.

2. Mediante la construccion de la subunidad mutante Y514W y la co-transfeccion de ésta con
subunidades B en células HEK-293 se investigo el efecto sobre las propiedades biofisicas del
canal mutante.

3. La mutacion del Trp por la Tyr en la posicion 514 de la subunidad a1c no modificd el
funcionamiento del canal.

4. La mutante Y514W, al igual que la subunidad a1 silvestre, no es regulada por las subunidades
B de los canales HVA. La subunidad 3 fue la unica en inducir un cambio significativo en las
propiedades biofisicas del canal mutante; concretamente, desplazé la curva de activacion (4.3
mV) hacia voltajes mas negativos. Este cambio no se acompafio de alteraciones en la densidad
de corriente ni en la cinética de las corrientes. Las subunidades 0261 y a282c, solas o en
presencia de las subunidades B no regulan el funcionamiento de los canales mutantes Y514W.

5. Los resultados sugieren que ademas de la presencia de los aminoacidos Tyr, Trp e lle en la
region del AID de la subunidad a1g, se requiere una estructura secundaria en forma de a-hélice
que una el segmento I1S6 y la region AID, para que las subunidades B puedan regular a los

canales LVA.
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