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RESUMEN

El influjo de calcio a través de los canales de calcio dependientes de voltaje (canales
Ca,) es crucial para varias funciones celulares incluyendo excitabilidad neuronal,
contraccion muscular, secrecion de hormonas y neurotransmisores, diferenciacion
celular, y expresion génica. 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. Mé&s recientemente se han descubierto nuevos farmacos para el
tratamiento del dolor y algunos tipos de epilepsia, cuyo blanco molecular también son
los canales Ca,. Por éstas y otras razones, los canales Ca, han sido objeto de una gran
cantidad de estudios cientificos a nivel basico y clinico. Existen dos clases principales
de canales Ca,, los de bajo umbral de activacién o LVA (también conocidos como tipo
T, y mas recientemente como canales Ca,3); y los de alto umbral de activacion o HVA.
Los primeros fueron curiosamente los ultimos en ser clonados, por lo que el
conocimiento acerca de su estructura, y como ésta se relaciona con el funcionamiento

del canal, aln es incipiente.

La meta final del presente trabajo de tesis fue la de contribuir al conocimiento de la
relacion entre la estructura y la funcion de los canales tipo T, con principal énfasis en
dos aspectos: a) identificacién de regiones moleculares involucradas en la cinética de
inactivacion de la corriente generada por estos canales; y b) caracterizacion estructural
y funcional del freno de la compuerta ubicado en el asa intracelular que une los
dominios | y Il de la subunidad al (asa I-ll) del canal Ca,3.2. Para cumplir ambos
objetivos se utilizaron los tres canales tipo T clonados de humano a la fecha, Ca,3.1,
Ca,3.2 y Ca,3.3, expresados de manera estable o transitoria en células HEK-293; y se
emplearon diversas técnicas de biologia molecular, asi como dicroismo circular, patch

clamp y de modelado de proteinas. Los resultados fueron los siguientes:

1. La didlisis intracelular con la proteasa papaina de células HEK-293 que expresan

canales tipo T no modifica la cinética de inactivacion de dichos canales; lo que



sugiere que dicho proceso del canal es diferente a como sucede en otros canales,
como los de sodio dependientes de voltaje.

Los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Il de la subunidad a1l de los canales tipo
T no contribuyen a la cinética de inactivacion rapida de los canales Ca,3.1.

El asa I-1l de los canales Ca,3.2 contiene una estructura formada por dos a-hélices
unidas por una pequefia asa que permite una conformacién antiparalela entre
ambas a-hélices, dicha estructura es referida con el nombre de freno de la
compuerta.

El freno de la compuerta es un elemento crucial para el funcionamiento normal de
los canales Ca,3.2, pues la introduccién de modificaciones en las a-hélices o en la
region del asa de dicha estructura mediante mutaciones, inserciones o deleciones
de aminoacidos, resulta en cambios sustanciales de su funcionamiento.

Los modelos estructurales obtenidos a partir de las diferentes mutantes
estudiadas, revelaron que la integridad estructural del freno de la compuerta es
importante para que los canales tipo T permanezcan cerrados a valores de voltaje
cercanos al potencial de reposo caracteristico de las neuronas (es decir, alrededor
de -70 mV).



ABSTRACT

Calcium entry through voltage-gated calcium channels (Ca, channels) plays a key role
in several cellular processes such as: neuronal excitability, muscle contraction, hormone
and neurotransmitter release, cell differentiation and gene expression. The clinical
relevance of these channels is best exemplified by the various classes of anti-
hypertensive drugs termed “calcium channel blockers”; in addition, more recently it was
introduced the first intrathecal analgesic whose blank is also a Ca, channel. There are
two main classes of Ca, channels, low voltage-activated (LVA, T-type or Ca,3
channels), and high voltage-activated (HVA channels). The former were curiously
cloned last, about 10 years ago. So, the knowledge about their structure and the

relationship of this with channel function is still incipient.

The main goal of this study was to contribute to better understand the structure-function
relationship of Ca,3 channels, focusing in two main aspects, 1) to identify molecular
determinants involved in the current inactivation kinetics; and 2) to functionally
characterize and to provide insights into the structure of the gating brake localized in the
intracellular loop that links domain | and Il of the al subunit of Ca,3.2 channels. To
achieve this goal we used the three T-type channels cloned from human so far, Ca,3.1,
Ca,3.2 and Ca,3.3; and several molecular biology techniques (site directed
mutagenesis, overlapping extension PCR, etc.), circular dichroism, structure prediction,
homology modeling and patch clamp recordings for the functional analysis. The results

were as follows:

Intracellular dialysis with papain of HEK-293 cell lines that were stably transfected with
Ca/3.1, Ca,3.2 or Ca,3.3 channels did not modify the currents kinetics of inactivation,
implying that inactivation process in T-type channels is different from the observed in
other channels, like voltage-gated sodium channels.

Sl, S2 and S3 transmembrane segments of domain Ill of Ca,3.1 ol subunit do not

contribute to the fast inactivation kinetics of this T-type channel.



The I-11 loop of Ca,3.2 channels contains a structure formed by two a-helices linked by a
short loop, which allows the orientation of both helices in an antiparallel manner; this
structure is named the gating brake.

The gating brake is a key element for the normal low-voltage activation of Ca,3.2
channels, because mutations that disrupted the helices, or the loop region, had profound
effects on channel gating (including both activation and inactivation voltage
dependence, and current kinetics).

Based on de novo modeling of the several mutants studied here, it was found that the
structural integrity of the gating brake contained within the first 60 amino acids in the I-I
loop of Ca,3.2 channels is critical for maintaining T-type channels closed at the resting

membrane potential.

These findings substantially improve our knowledge about the structure-function
relationship of Ca,3 channels and help to explain the role of T-type channels in the

pathogenesis of absence epilepsy.



I. INTRODUCCION

Los canales ionicos son proteinas especializadas de la membrana que permiten el flujo
de iones. Debido a que los iones presentan carga eléctrica neta, el flujo de iones a
través de los canales genera corrientes eléctricas que inducen cambios en el potencial
de membrana de las células excitables, tales como neuronas, células de musculo y
secretoras (Hille, 2001). Existen diferentes clases de canales idnicos, los que se activan
por un cambio en el potencial de membrana (Vy,), por un ligando, o bien por cambios
en la presion o temperatura. Todos ellos son, en mayor o menor grado, selectivamente
permeables a diferentes tipos de iones. El presente trabajo se enfocé al estudio de los
canales de calcio tipo T (Ca,3) que pertenecen a la superfamilia de canales activados
por voltaje. Dentro de esta categoria también se encuentran los canales de sodio, de

potasio y de cloro (Hille, 2001).

Las bases electrofisiol6gicas que dieron lugar a gran parte del conocimiento funcional
con el que se cuenta hoy en dia acerca de los canales idnicos proviene de una serie de
trabajos rigurosos realizados hace ya mas de 50 afios (Hodgkin et al., 1952; Hodgkin &
Huxley, 1952a; Hodgkin & Huxley, 1952b; Hodgkin & Huxley, 1952c). A partir de
entonces, tal informacién se ha enriquecido por estudios hechos con las técnicas de
patch clamp, de biologia molecular y, mas recientemente, de cristalografia. Esta ultima
ha revelado la estructura molecular a nivel atdbmico de algunas de estas proteinas. Sin
embargo, el entendimiento de como funciona un canal, en particular de la relaciéon que
existe entre la estructura molecular y la funcién de la proteina, ain no se conoce por
completo. En este contexto, el presente proyecto de investigacion, tuvo como finalidad
aportar informacion que ayude a entender mejor el mecanismo que subyace a la
apertura y cierre de los canales tipo T (familia Ca,3). En los siguientes apartados se

revisaran brevemente los antecedentes respectivos.

A. Canales de calcio activados por voltaje.
En condiciones fisiologicas, las células estan expuestas a un fuerte gradiente de calcio

cuyas concentraciones extracelulares e intracelulares son alrededor de 2 mM y 100 nM,



respectivamente. Dicha diferencia de concentraciones, cambia cuando un canal de
calcio se abre y permite que los iones entren a la célula a favor de su gradiente
electroquimico, lo que lleva al incremento transitorio de la concentracion de calcio

>*]. La entrada de los iones Ca?* es importante porque estos

intracelular [Ca
desempefian una multitud de funciones celulares entre los que se incluyen contraccién
muscular, neurotransmision, secrecion de hormonas, activacion de enzimas, expresion
de algunos genes y la modulacién de la excitabilidad celular (Hille, 2001; Berridge et al.,
2003). De esta manera, la funcion primordial de los canales Ca, es acoplar la actividad
eléctrica de las células excitables con el desarrollo de las funciones celulares
mencionadas previamente. Ademas, desde hace varias décadas, se ha incrementado el
uso en la clinica de farmacos “bloqueadores de canales de calcio” para el tratamiento
de enfermedades como la hipertension (Mitterdorfer et al., 1998). Asimismo, los canales
Ca, también se han involucrado en la sensacion del dolor y en enfermedades como la
epilepsia (Gomora et al., 2001; Kim et al., 2001; Prommer, 2006; McGivern, 2006;

Jevtovic-Todorovic & Todorovic, 2006).

Los canales Ca, se han clasificado en dos categorias principales dependiendo de sus
propiedades farmacoldgicas, electrofisiologicas y por su similitud en secuencia de
aminoacidos: los de alto umbral de activacion (HVA) (Carbone & Lux, 1984; Armstrong
& Matteson, 1985; Nowycky et al., 1985) y los de bajo umbral de activaciéon (LVA),
también conocidos como tipo T (Cribbs et al., 1998; Perez-Reyes et al., 1998; Lee et al.,
1999). Estos ultimos se abren a potenciales mas cercanos al potencial de reposo de las
células en comparacion a los HVA. En la actualidad, los canales de calcio se designan
con base en la nomenclatura propuesta por Ertel y colaboradores (Ertel et al., 2000), en
la cual el término Ca, indica el ion calcio para el cual es selectivo y como subindice la

letra “v” (voltaje) referente al estimulo bajo el cual se abren (Fig. 1).

Los canales de calcio HVA estan formados por varias subunidades codificadas por
multiples genes que llevan el nombre de al, a28, B y vy (Randall & Benham, 1999;
Catterall, 2000b; Catterall & Few, 2008) mientras que los canales LVA se constituyen

Unicamente por la subunidad al. Las subunidades al que generan corrientes HVA son



moduladas por las subunidades auxiliares o238, B y y (Arikkath & Campbell, 2003;
Lacinova, 2005). Sin embargo, para el caso de los canales LVA, se ha reportado que la
expresion de las subunidades ol que codifican para estos canales en sistemas
heterélogos (células de mamifero o en ovocitos de Xenopus leavis) es suficiente para
generar corrientes con caracteristicas muy similares a las nativas (Lee et al., 1999a). Lo
anterior, sugiere que las subunidades auxiliares descritas para los canales HVA no
modulan la actividad de los canales LVA o tipo T (Lacinova et al., 1999; Arias et al.,
2005; Higueldo Garcia, 2007).

MNombre Gen Clase Tipo
Ca, 1.1 alS HW A L
—Ca,12 alC HWV A L
| —— Ca,1.3 alD HW A L
Ca,l4 alk HW A L
Ca2 1 alh Huw A, PG
{ Caz22 1B HW A I
— L——Ca,2.3 alE HW A (4
Ca3.1 alG LA T
L caa2 1H LVA T
Cal3 el LA T
I 1 I I h
20 40 60 80 100

Porcentaje de aminoacidos idénticos

Figura 1. Clasificacién y nomenclatura de los canales de calcio dependientes de voltaje. A la fecha
se han clonado 10 genes diferentes que codifican para subunidades al de canales Ca,. Los hombres de
tales genes obedecieron, inicialmente, al tejido del cual fueron clonados (por ejemplo, alS de “skeletal
muscle”), y posteriormente, a un orden alfabético (por ejemplo, alG, alH y all). De acuerdo a la similitud
de su estructura primaria, las distintas subunidades a1 se agrupan en tres familias; Ca,1, Ca,2 y Ca,3; las
dos primeras integran la clase de canales HVA y la tercera familia corresponde a los canales LVA.
Esquema adaptado de Ertel et al., (2000).



La subunidad al forma el poro hidrofilico que permite el flujo de los iones y se
constituye por cuatro dominios homoélogos (Tanabe et al., 1987), cada uno de los cuales

contiene seis segmentos transmembranales: S1 a S6 (Fig. 2).

Figura 2. Representacion esquematica de la topologia de un canal Ca,. La subunidad ol (naranja)
consiste de cuatro dominios (I al 1V), cada uno de ellos formado por seis a-hélices que atraviesan la
membrana (S1 a S6; representados por los cilindros que se encuentran ubicados en el espacio que
corresponde al domino ). El segmento S4 (en amarillo) que contiene varios residuos con carga positiva
es el sensor de los cambios en el V,,. Para el caso de los canales HVA, la subunidad § es completamente
intracelular y se asocia con la subunidad al a través de la interaccion entre el BID y el AID (que por sus
siglas en inglés se lee Binding Interaction Domain y Alpha Interaction Domain respectivamente). El AID
se ubica en el asa que une los dominios | y Il de la subunidad ol. La subunidad 0251 se encuentra
anclada a la membrana y la subunidad gamma en el muisculo esquelético se ubica de forma
transmembranal (Modificada de Randall & Benham, 1999).

Con base en estudios recientes realizados en canales de potasio (Doyle et al., 1998;
Jiang et al., 2003; Long et al., 2005; Long et al.,, 2007), se ha propuesto que los
segmentos S5 y S6, ademéas de formar la pared del poro contienen al filtro de
selectividad. Por otro lado, el resto de los segmentos (S1-S4) forman el dominio del
sensor del voltaje. En particular los S4, que poseen cargas positivas las cuales permiten
la deteccion de los cambios en el potencial de membrana, conducen a la apertura de
estos canales. Asi, los canales dependientes de voltaje se abren en respuesta a un



pulso despolarizante, se inactivan si se mantiene la despolarizacién y se cierran cuando
se repolariza el potencial de membrana sin permitir el influjo de iones debido a que el
canal no se abre (revisado en Tombola et al., 2005; Tombola et al., 2006).

B. Clonacion, distribucion y relevancia fisiolégica de los canales tipo T.

Las primeras evidencias de la existencia de los canales LVA o tipo T, surgieron de
estudios electrofisioldgicos realizados en huevos de erizo de mar (Hagiwara et al.,
1975), neuronas del nucleo olivar (Llinas & Yarom, 1981), neuronas sensoriales
(Veselovskii & Fedulova, 1983; Carbone & Lux, 1984) y células cardiacas (Bean, 1985),
en las cuales se identificaron corrientes de calcio con propiedades biofisicas distintas a
los canales HVA. Sin embargo, el misterio de la identidad molecular de los canales
responsables de estas nuevas corrientes de calcio se resolvid hasta hace once afos,
cuando Perez-Reyes y su grupo clonaron in silico a los canales tipo T (Perez-Reyes,
1998; Cribbs et al., 1998; Lee et al., 1999).

De esta manera, se pudo establecer que los canales tipo T son producto de tres genes
diferentes: CACNA1G, CACNA1H y CACNALI, los cuales codifican para los canales
Ca 3.1 (alG), Ca,3.2 (alH) y Ca,3.3 (all), respectivamente. De los tres canales tipo T,
alG fue el primero en ser clonado. Este canal se expresa abundantemente en el
cerebro especialmente en el tAlamo (Talley et al., 1999; Yunker et al., 2003) y también
en tejidos periféricos aunque en una menor proporcién (Perez-Reyes et al., 1998;
Monteil et al., 2000). El siguiente canal tipo T que se clon6 fue alH a partir de una
genoteca de corazén de humano (Cribbs et al., 1998). La expresion de la proteina de
este canal se ha encontrado en diversos Organos como corazon, pancreas, rifion,
higado y corteza adrenal (Cribbs et al., 1998; Schrier et al., 2001), asi como en
neuronas del ganglio de la raiz dorsal y del ndcleo reticular del talamo (Talley et al.,
1999). El canal all fue el Gltimo en ser clonado. Este canal se expresa de manera
preferencial en el cerebro (Lee et al., 1999), particularmente en las neuronas del talamo
y en menor abundancia en la médula espinal (Talley et al., 1999).



Si se toma en cuenta la diversidad de tejidos en los que se expresan los canales tipo T,
no es de sorprenderse que estos participen en multiples procesos fisiolégicos como el
crecimiento de las neuritas (Chemin et al.,, 2002), en la regulacion de la actividad
marcapaso en el corazén (Mangoni et al., 2006), en la generacion del disparo en forma
de rafagas en las neuronas (Khosravani & Zamponi, 2006), en la liberacion de
hormonas (Enyeart et al., 1993; Gomora et al., 2000), en la fertilizacion (Xiao et al.,
2006; Darszon et al., 2006), en la regulacion de la presion arterial (Chen et al., 2003a) y
en la transmision de sefiales de dolor (Jevtovic-Todorovic & Todorovic, 2006).
Asimismo, a consecuencia de su importante participacion en los mencionados procesos
fisiologicos, los canales tipo T también se han asociado a fisiopatologias como la
epilepsia de tipo ausencia (Heron et al., 2004; Khosravani et al., 2004, Vitko et al., 2005;
Peloquin et al., 2006; Vitko et al., 2007), el autismo (Splawski et al., 2006), e incluso en
la proliferacion celular de algunos tipos de cancer (Lu et al., 2008; Taylor et al., 2008a;
Taylor et al., 2008b).

C. Propiedades biofisicas de los canales tipo T.

El nombre de los canales tipo T obedece a dos de sus caracteristicas biofisicas que los
distingue de los canales HVA: a su pequeia (“tiny”) conductancia unitaria que es de
alrededor de 8 pS (pico-Siemens) y al curso temporal transitorio (“transient”) de sus
corrientes macroscopicas debido a su rapida inactivacion (Carbone & Lux, 1984). Estos
canales también se caracterizan por su activacion o apertura a voltajes cercanos al Vp,
de las neuronas, que es alrededor de -60 mV. Asimismo, su cierre o desactivacién se
lleva a cabo con un curso temporal exponencial con una constante de tiempo (t, tau)
10-15 veces mas lenta que la de los HVA (Armstrong & Matteson, 1985; Perez-Reyes,
2003). En cuanto a su proceso de inactivacion, se puede mencionar que se encuentra
acoplado a la activacion de los mismos (Carbone & Lux, 1987; Talavera & Nilius, 2006),
lo que resulta en un entrecruzamiento de la corriente conforme se despolariza el Vp,
(Fig. 3A). Dicha caracteristica también la exhiben las corrientes generadas por los
canales de sodio dependientes de voltaje, en los que la inactivacion es entre 10 y 15

veces mas rapida que la de los canales tipo T (Fozzard & Hanck, 1996).
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Resulta interesante que entre los distintos tipos de canales tipo T, su cinética de
inactivacion varia aun bajo las mismas condiciones de registro. Las corrientes de los
canales alG y alH se inactivan con una constante de tiempo cercana a los 10 ms y las
corrientes expresadas por los canales all presentan una tau de alrededor de 80 ms a -
40 mV (Fig. 3B).

20 ms

Figura 3. Propiedades biofisicas de las corrientes generadas por canales tipo T. A, En este panel se
observa el patron de entrecruzamiento tipico de una familia de corrientes de Ba®* que fueron registradas
en la configuracién de célula completa con la técnica de patch clamp en una célula HEK-293
establemente transfectada con la subunidad a1G de humano. Los trazos de corriente se evocaron cada
10 s con incrementos de 10 mV a partir de un potencial de mantenimiento de -90 mV. Figura adaptada de
Cribbs et al., (2000). B, La figura muestra las diferentes cinéticas que distinguen a las corrientes de los
canales tipo T mediante trazos normalizados de corrientes de calcio evocadas por pulsos despolarizantes
a -40 mV en presencia de 2 mM de Ca* como acarreador de carga. Los registros se obtuvieron a partir
de células HEK-293 establemente transfectadas con las subunidades al de los canales que se indican
(datos no publicados de GoOmora). Nétese que la cinética de la corriente de los canales all es
considerablemente més lenta en comparacion con los canales a1G y a1H.

D. Planteamiento del problema.

Las bases moleculares de la inactivacion han sido objeto de un nimero considerable de
estudios acerca de la relacion que existe entre la estructura y la funcién principalmente
en los canales de sodio y de potasio (revisado en Catterall, 2000a); (revisado en
Tombola et al., 2005; Tombola et al., 2006). Por este motivo, se cuenta con una

caracterizacion muy avanzada de las estructuras moleculares involucradas en el
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proceso de inactivacion de esos canales, contrario a lo que sucede para el caso de los

canales tipo T.

En los canales de sodio el elemento estructural responsable de la inactivacion se ubica
en el asa intracelular que une los dominios Il y IV de la subunidad ol (Vassilev et al.,
1988; Vassilev et al., 1989; Stuhmer et al., 1989). Debido a que estos canales y los de
calcio tipo T comparten algunas similitudes en sus propiedades biofisicas, se pensaba
gue una sola region afectaria la inactivacion de los canales tipo T. El primer trabajo que
exploré dicha posibilidad fue del grupo de Nilius (Staes et al., 2001), el cual mostré que
la inactivacion rapida de alG (de ratdén) se hace mas lenta al cambiar los primeros 23
aminoacidos del extremo carboxilo por el segmento correspondiente de la subunidad
alC (Cayl1.2) el cual es un canal HVA. Estos mismos investigadores encontraron que la
substitucion del asa que une los dominios Il y IV de alG por la de alC, no afecté a la
inactivacion de alG, lo que sugiere que dicha asa en el caso de los canales tipo T, no
esta vinculada a la inactivacion. En otro estudio realizado por Hering y colaboradores
(Marksteiner et al., 2001), se demostré que el segmento S6 es importante para la
inactivacion de a1G de rata, ya que a través de mutagénesis mostraron que la mutacion
de los aminoacidos F1511, V1512 y en especial la de M1510 del S6 del dominio lll,

modifica significativamente la inactivacion de dicho canal.

Posteriormente, Lee y su grupo (Park et al., 2004) realizaron quimeras entre a1G y all
de rata para intercambiar el extremo carboxilo terminal, el resto de las asas
intracelulares, asi como la mitad o tres cuartas partes de estos canales (expresados en
ovocitos de Xenopus laevis). Con base en esa estrategia, concluyeron que la
inactivacion lenta de all no fue completamente abolida por la substituciéon de alguna
porcion de olG en particular. Estos resultados sugirieron la posible existencia de
diversas regiones involucradas en el proceso de inactivacion de los canales de calcio
tipo T y no una sola como sucede en los canales de sodio (revisado en Catterall,
2000a). A esta misma conclusion llegaron Zamponi y su grupo (Hamid et al., 2006), al

usar clonas de humano y células de mamifero HEK-293 para su expresion.
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Por otro lado, para los canales de calcio HVA, se ha identificado al extremo carboxilo
terminal y al asa I-ll, como dominios intracelulares que controlan la actividad y
expresion de estos canales (Zhang et al., 1994; Herlitze et al., 1997; Adams & Tanabe,
1997; Cens et al., 1999; Restituito et al., 2000; Berrou et al., 2001; Stotz et al., 2004).
En el asa I-1l se localiza el sitio de interaccion de la subunidad al o dominio AID (del
inglés Alfa Interaction Domain) (Pragnell et al., 1994). Este dominio se forma por 18
aminoacidos, de los cuales 9 estan conservados en todos los canales HVA. Mediante
este dominio, la subunidad a1 se une e interacciona con la subunidad p (Opatowsky et
al., 2004; Chen et al., 2004; Van Petegem et al., 2004), lo que se traduce en la

regulacion del funcionamiento de la subunidad al.

El asa I-ll no se habia relacionado con la actividad de los canales tipo T hasta apenas
recientemente, el grupo del Dr. Perez-Reyes (Arias et al., 2005) obtuvo evidencias de
que dicha asa regula la actividad de los canales tipo T o LVA. Estos autores observaron
que al intercambiar el asa I-1l de un canal LVA por el correspondiente de un canal HVA,
la quimera resultante se activo e inactivé a voltajes aun mas negativos de lo que sucede
en los canales LVA silvestres. Este resultado indicé que el asa I-1l de los canales tipo T
participa en la apertura y cierre del canal. Dado que la mayoria de las mutaciones
encontradas en pacientes con epilepsia de tipo ausencia se localizaron en el asa I-1l del
canal Ca,3.2 (Chen et al., 2003b), el grupo de Perez-Reyes analiz6 en detalle el papel
de dichos cambios en la funcién de este canal. Su estudio funcional reveldé que la
mutacion C456S (es decir, el cambio de la cisteina 456 por una serina), ubicada en la
region inicial del asa I-ll del canal Ca,3.2, también produce un corrimiento en la curva

corriente-voltaje (I-V) hacia potenciales mas negativos (Vitko et al., 2005).

Con base en estos resultados, el grupo de Perez-Reyes realiz6 una serie de deleciones
(eliminacion de aminoécidos) en el asa I-ll del canal Ca,3.2 (Vitko et al., 2007) y
encontraron que la parte central de esta asa esta relacionada con el trafico del canal
mientras que la regién inicial, podria estar vinculada a la regulacion de la actividad de
los canales Ca,3.2. Este resultado sugirié que la alteracion estructural que se indujo en

la region inicial de esta asa, provoco que los canales mutantes se abrieran a valores
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mMAas negativos que en el caso de los canales silvestres. También se observd un
incremento significativo en la densidad de la corriente, asi como una aceleracion de las
cinéticas de activacion e inactivacion. Este conjunto de evidencias, sugirieron la
existencia de un determinante molecular en el asa I-ll, al que posteriormente se
denomind “freno de la compuerta”, el cual regula entre otras propiedades biofisicas, la

activacion dependiente de voltaje de los canales tipo T.

Como lo muestran los antecedentes descritos previamente, aun esté por elucidarse en
su totalidad los elementos estructurales que afectan la actividad de los canales tipo T.
De esta forma, surgio el interés del presente proyecto por entender con mayor
profundidad como es que la estructura de los canales tipo T afecta el funcionamiento de
estos canales.
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Il. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A. Hipotesis
Papel de la papaina y de los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Il en la inactivacion

de los canales tipo T.

1. Silos canales Ca,3 presentan un mecanismo de inactivacion semejante al descrito
para los canales Na, la hidrdélisis enzimética causada por la perfusion intracelular

con papaina promovera la desaparicion de la inactivacion de los canales Ca,3.

2. Si las diferencias en la secuencia de los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Il entre
los canales Ca,3.1 y Ca,3.3 son relevantes para la inactivacion de los mismos,
entonces al intercambiar dichos segmentos, los primeros deberan presentar una

inactivaciéon mas lenta que la usual.

Caracterizacion estructural y funcional del freno de la compuerta ubicado en el asa I-1I
del canal Ca,3.2.

3. Si la integridad estructural del freno de la compuerta es importante para prevenir la
apertura de los canales Ca,3.2 a valores de voltaje cercanos al potencial de reposo;
la alteracion de su estructura producira la apertura de los canales Ca,3.2 a voltajes

mas negativos de los normales.

4. Debido a que la inactivacién de los canales tipo T esta acoplada a su activacion,
como resultado de la alteracion estructural del freno de la compuerta, la
dependencia al voltaje de la inactivacion de los canales Ca,3.2 se modificara en la

misma direccién que la activacion.
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B. Objetivos generales

1.

2.

Identificar determinantes moleculares de la inactivacion de los canales tipo T.

Determinar la secuencia minima del freno de la compuerta de los canales Ca,3.2 y

aportar evidencias acerca de su posible estructura.

C. Objetivos especificos y estrategia experimental

Para el objetivo general 1:

1.1 Utilizar papaina y tripsina para investigar la relevancia de las asas intracelulares en

la inactivaciéon de los canales tipo T. Para tal propdsito se utilizé la técnica de patch
clamp en la configuracion de célula completa, cuya solucion interna de registro se
suplementd con papaina, a varias concentraciones, y se monitoreo el efecto de la
proteasa sobre la corriente de calcio generada por los diferentes canales tipo T
expresados en células HEK-293. Para fines comparativos, se realizaron
experimentos paralelos con células GH3, en las que el efecto de la papaina sobre la

inactivacion de la corriente de sodio es bien conocido.

1.2 Construir la quimera Glsi23.pn €n la cual se intercambiaran los segmentos S1, S2 y

S3 del dominio Il de la subunidad a1G (Ca,3.1) por los de a1l (Ca,3.3). Para tal fin,
se empleara la técnica de extension por sobre empalme con PCR utilizando las

subunidades a1G y all clonadas de humano.

1.3 Expresar la quimera en células HEK-293 para estudiar la cinética de inactivacion

(ademéas de otras propiedades biofisicas) y hacer comparaciones con la de las
subunidades al1G y all silvestres. Al igual que en el objetivo especifico 1.1, se
usara la técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa, utilizando

Ca®" como acarreador de carga en una concentraciéon de 5 mM.
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Para el objetivo general 2:

2.1 Construir mutantes del canal Ca,3.2 por mutagénesis dirigida para estudiar la
estructura de la region inicial del asa I-11, a través de substituciones, inserciones y

eliminacién de residuos de dicha region del canal Ca,3.2.

2.2 Caracterizar las propiedades biofisicas de las mutantes y compararlas con las de
los canales Ca,3.2 silvestres. Ambos tipos de canales fueron transfectados en
células HEK-293 y su expresion funcional se investigd con la técnica de patch clamp

en la configuracion de célula completa.

2.3 Construir modelos tridimensionales de la region inicial del asa I-Il del canal silvestre

y de cada una de las mutantes de Ca,3.2 con Quanta en una Silicon Graphics.
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IIl. METODOLOGIA

En la primera seccion de resultados, se usaron tanto técnicas de biologia molecular
(extension por sobre empalme con PCR) como de electrofisiologia (patch clamp) y se
llevaron a cabo en el laboratorio del Dr. Gomora de la UNAM. Las estrategias
experimentales realizadas en el laboratorio del Dr. Perez-Reyes de la Universidad de
Virginia, comprendieron el uso de mutagénesis dirigida, patch clamp, dicroismo circular
y analisis bioinforméaticos con SOPMA y el MetaServer BioinfoBank. Finalmente, en el
laboratorio del Dr. Soriano-Garcia de la UNAM, se emplearon programas de
computacion como QUANTA y HyperChem 7.1 para construir y realizar la dinamica
molecular del modelo estructural del freno de la compuerta y de las mutantes. A

continuacion se describen cada una de estas técnicas:

A. Dicroismo circular.
Las predicciones de la estructura secundaria del “freno de la compuerta” se obtuvieron

con el programa SOPMA (http://pbil.ibcp.fr) y por medio de la base de datos

BioinfoBank MetaServer (http://meta.bioinfo.pl/submit wizard.pl), ambos de libre acceso

en Internet. Ambas predicciones se confirmaron mediante un estudio de dicroismo
circular (DC), en el cual, primero se clono el fragmento de DNA que codifica para los
104 aminoéacidos que comprenden a la region inicial del asa I-1l del canal de calcio
Ca,3.2 (No. de acceso en el GenBank AF051946) en el vector pMAL-c2x (New England
BioLabs Inc., Beverly, MA) para expresarlo como una proteina fusionada a un dominio
de unidn a maltosa. Para obtener una mayor cantidad de este plasmido (pMAL-c2x-
Ca,3.2-424-528) se procedio a transformarlo con células E.coli BL21 (Stratagene,La
Jolla,CA). Las clonas positivas fueron seleccionadas por analisis de restriccion y se
crecieron en medio Luria-Bertani (LB) en presencia de 100 pg/ml de ampicilina. Cuando
los cultivos alcanzaron una absorbancia de 0.4 a 600 nm, se indujo la expresion de la
proteinas con la adicion de 0.5 mM de isopropil tiogalactosido (IPTG) por 2 h a 37°C.
Después, se lisaron las células con sonicacion ligera y se centrifugaron a 20,000 rpm.

El sobrenadante del lisado celular se aplicé a una columna de afinidad de amilosa (New

England Biolabs,Inc.) y la proteina de fusién se eluyé con 10 mM de maltosa. Después,
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el péptido se escindié del dominio de union a maltosa con la proteasa Factor Xa y se
purific6 por FPLC (fast performance liquid chromatography) en una columna de
exclusibn molecular Superdex S200. Al llegar a este punto, se procedié a analizar el
péptido por dicroismo circular. Las mediciones se hicieron a partir de una solucion
fresca del péptido a una concentracién de 0.05 mg/ml en presencia de un amortiguador
cuya composicion era: 20 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl a pH 7.4, suplementado con 0.17
mM n-dodecyl-B-D-malto-piranosido o con 2, 2, 2-trifluoroetanol al 15%. Todos los
espectros de DC se obtuvieron en un espectrofotometro de dicroismo circular AVIV
modelo 215 (Aviv Biomedical, Lakewood, NJ) de la Universidad de Virginia en los EUA.
Se realizaron tres barridos a 25°C con una resolucion de 1 nm. Las sefiales de DC
fueron normalizadas con la sefal del blanco y promediadas para analizar el contenido
de las estructuras secundarias a partir de los espectros como se ha descrito
previamente en otros trabajos (Rohl et al., 1996; Myers et al., 1997).

B. Mutagénesis dirigida.

Todas las mutaciones disefladas para modificar la estructura del freno de la compuerta
se llevaron a acabo mediante la estrategia de mutagénesis dirigida. Primero, se
subclon6 un fragmento de 1.7 kb (1,700 pares de bases; pb) de la region inicial del asa
I-1l del canal Ca,3.2 (numero de acceso en el GenBank: AF051946) en el vector pGEM3
(Promega, Madison, WI, EUA), y se le llam6 pGEMS3-asal-11-Ca,3.2. La razon para usar
este vector fue su tamafio pequefio de 2.8 kb, que facilité el proceso de insercién de
mutaciones puntuales por PCR siguiendo la estrategia de QuikChange (Stratagene, La
Jolla, CA, EUA). Por otro lado, a la secuencia del canal Ca,3.2 se le inserté un segundo
sitio de restriccion BspEl (Vitko et al., 2007) que permitié la clonacién de la region inicial
del asa I-1l con las mutaciones de interés como un fragmento BspEI(880)/BspEI(2638)
en el vector bicistronico pEGFP-CI-Cav3.2 complete (Clontech, Mountain View, CA).
Las mutaciones se realizaron en la construccion pGEM3-asal-1l-Cav3.2 mediante PCR
usando la DNA polimerasa Pfu Ultra (Stratagene,La Jolla,CA) y diferentes
oligonucledtidos o primers (Invitrogen) cuyo disefio tuvo diferentes fines (Fig. 13): 1.
Substituir por alaninas seis aminoacidos a la vez con el objeto de preservar la

estructura secundaria de las a-hélices (PA61, PA62, PA63 y PA64; se nombraron
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segun el orden de construccién, en donde “P” significa poli y “A6” seis alaninas); 2.
Substituir por prolinas y glicinas los mismos seis residuos que en las otras mutantes se
cambiaron por alaninas para alterar la estructura de las a-hélices (PPG1, PPG2 y
PPG4; PPG: poli prolinas-glicinas); 3. Introducir una (H1A1), dos (H1A2) o tres alaninas
(H1A3) para alterar la orientacion de las a-hélices (los nombres indican el nUmero de
alaninas insertadas a la hélice 1); 4. Substituir seis (PA6T1, PA6T2) o doce alaninas
(PA6T12) a la vez para transformar por regiones o por completo el asa del freno de la
compuerta en a-hélice (PA6: poli alaninas, T1: principio del asa, T2: final del asa 'y T12:
principio y final del asa), 5. Eliminar los trece residuos que forman el asa (DC1) para
estudiar el papel de dicha estructura en el funcionamiento global del freno de la
compuerta; o para delimitar la secuencia minima del freno de la compuerta al eliminar
en diferentes mutantes, veinticuatro (D2b), diecisiete (D2c), siete (D2d) y ocho (D2e)
residuos de la segunda a-hélice. En todos los casos, el disefio de los primers incluy6 la
introduccion de un sitio de restriccion (cambio silencioso) para poder comprobar la
insercion de las mutaciones deseadas por analisis de restriccion antes de ser
secuenciadas. Las reacciones de PCR usadas para la generacion de las mutantes se
prepararon en un volumen final de 50 ul con los siguientes componentes: pGEM3-asal-
[I-Cav3.2 como templado (50 ng); Buffer ThermoPol 10X (5 pl); dNTP's (250 uM);
primers (125 ng de cada uno); DNA polimerasa Pfu Ultra (2.5 U); y la cantidad suficiente
de agua destilada para completar 50 ul. Las reacciones de PCR se realizaron en tres
etapas utilizando un termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania). El programa de PCR que se corrié para cada mutante inicié con un ciclo de
desnaturalizacion a 94°C por un minuto. Seguido de 18 ciclos consecutivos que
incluyeron los siguientes pasos: desnaturalizacion (15 s a 94°C), alineamiento (30 s a
65°C) y extension (5 min a 72°C). La tercera etapa del programa consisti6 en una
extension final de 5 min a 72°C. Cada una de las reacciones fueron tratadas con la
enzima Dpnl por una hora a 37°C para eliminar el DNA silvestre y transformar solo el
DNA que lleva la mutaciéon deseada. Se transformaron 3 ul de cada una de las
reacciones de PCR con células competentes One Shot TOP10 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) para después realizar minipreparaciones con el objetivo de purificar los

plasmidos modificados. Es importante mencionar, que cada una de las clonas positivas
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fueron verificadas tanto por analisis de restriccion como por secuenciacion automatica
de DNA, antes de ligarlas al vector de expresion que tiene la secuencia completa del
canal Ca,3.2. Estas construcciones finales también fueron corroboradas por

secuenciacion automatica de DNA.

C. Construccion de la quimera Glsi2z-pni-

Esta quimera se disefi6 para incorporar los segmentos transmembranales no
conservados S1, S2 y S3 del tercer dominio de all en el canal silvestre de alG y se
construy6 con la estrategia de extension por sobre empalme con PCR (esta técnica se

explica con mayor detalle en la primera seccion de resultados).

D. Expresion de canales Ca,3.2 silvestres y mutantes en células HEK-293.

Los canales Ca,3.2 silvestres y las mutantes generadas para estudiar la estructura del
freno de la compuerta se expresaron en células de riidn de embrion humano (HEK-
293) mediante transfecciones transitorias. Las transfecciones se llevaron a cabo en
cajas petri de 35 mm de didmetro con una monocapa de células HEK-293 ordinarias
aproximadamente al 50% de confluencia en medio DMEM/F-12 (Invitrogen)
suplementado con 10% de suero fetal de cabra, peniciina G (100 U/ml) y
estreptomicina (0.1 mg/ml). Bajo estas condiciones, las células fueron transfectadas
con cada uno de los plasmidos que codifican para las mutantes, siguiendo el método
de transfeccion JET-PEI (Qbiogene, Montreal, Canada). Aproximadamente 24 h
después de la transfeccion, las células fluorescentes fueron seleccionadas para
investigar sus propiedades biofisicas con la técnica de patch clamp en la configuraciéon

de célula completa.

E. Expresion de canales Ca,3 silvestres y la quimera Glsizz.pn en células HEK-293.
En este caso, las células HEK-293 se crecieron en medio DMEM (Invitrogen)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, penicilina G (100 U/ml) y estreptomicina
(0.1 mg/ml). Se utilizaron vectores de expresion de los canales Ca,3.1 (AF190860),
Ca,3.3 (AF393329), de las quimeras y de la proteina verde fluorescente (GFP), la cual

sirvib como marcador de las células que se transfectaron. Las co-transfecciones se
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realizaron con 3 ug de cDNA del canal en cuestion y 0.2 ug del de la GFP (5:1)
mediante el método de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las células que presentaron
fluorescencia se estudiaron en un intervalo de 24 a 72 h después de iniciada la

transfeccion.

F. Registros electrofisiolégicos con la técnica de patch clamp.

El estudio de las corrientes idnicas se llevo a cabo utilizando la técnica de patch clamp
en la configuracion de célula completa (Hamill et al., 1981; Marty & Neher, 1995). Todos
los registros se realizaron a temperatura ambiente (21-23°C). Los electrodos de registro
se fabricaron con capilares de vidrio (TW150-3,WPI,Inc., Sarasota,FL) con la ayuda de
un estirador horizontal (Modelo P-97, Sutter Instrument Co., Novato, CA).
Posteriormente, se pulieron las puntas de los electrodos al calor con una microforja
(MF-830, Narishigue Co., Japon) cuidando que la resistencia de cada uno de ellos
estuviera dentro del rango de 2 a 3 MQ, una vez llenados con la solucion interna de
registro. La solucion externa de registro estuvo compuesta de: 166 mM TEA-CIl, 5 mM
CaCl, y 10 mM Hepes, se ajusto el pH 7.4 con TEA-OH (osmolaridad: 300-305 mOsm)
y la solucion de la pipeta de registro (soluciéon interna) se compuso de: 125 mM CsCl,
10 mM EGTA, 2 mM CacCl,, 1 mM MgCl,;, 4 mM Mg-ATP, 0.3 mM NazGTP, 10 mM
Hepes, pH 7.2 ajustado con CsOH (osmolaridad: 285-290 mOsm). En los experimentos
para estudiar el efecto de la papaina y la tripsina sobre la inactivacion, la solucion de la
pipeta de registro se suplementd al momento con 0.5 6 1 mg/ml de estas proteasas
(Sigma, San Louis, MO, EUA).

G. Capturay anélisis de datos electrofisiologicos.

El registro de las corrientes transportadas a través de los canales de calcio tipo T se
llevd a cabo utilizando un amplificador de patch clamp Axopatch 200A (Axon
Instruments, Inc. Foster City, CA, EUA), el cual estuvo conectado a una interfase de
marca Digidata 1200 A/D (Axon Instruments, Inc.), y ésta a su vez a una computadora
equipada con el software pClamp 9.2 (Molecular Devices,). Con este ultimo se controlo
la aplicacion de pulsos de voltaje a las células y asi mismo, se digitalizaron las sefales

de corriente obtenidas como respuesta a dichas despolarizaciones. Los parametros
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asociados a la configuracion de célula completa, es decir, la capacitancia de la
membrana, Cn, se canceld y la resistencia en serie, Rs se compensd antes de iniciar
propiamente los registros de las corrientes ionicas. Ambos parametros fueron revisados
y reajustados periddicamente dependiendo de cada registro. Las corrientes
membranales se digitalizaron en dos canales, uno que restd los componentes
capacitivos y de fuga asociados a cada pulso de prueba con el método P/-4, y el otro
gue registrd la corriente cruda generada por las despolarizaciones para monitorear la
resistencia del sello y la estabilidad de la célula. Las sefales de corriente se filtraron a 2
KHz y se digitalizaron a 5 kHz con el mismo filtro del amplificador de patch clamp, las
cuales se digitalizaron con la interfase y se almacenaron en el disco duro de la
computadora para su andlisis. Dichos datos electrofisiolégicos se analizaron y
graficaron utilizando el software de pClamp 9.0 (Clampfit) en combinacién con el
programa Prism 4.0 (Graphpad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Los datos experimentales de las curvas corriente voltaje (I-V) se ajustaron con la

siguiente ecuacion de Boltzmann modificada:

lca = Gmax (Vm— Vinv) / (1 + exp ((Vso — Vi) / K)) (Ecuacion 1)
donde Ic, es la corriente al pico, Gmax €s la conductancia méaxima, Vn, es el potencial de
membrana, Vin, es el potencial de inversion, Vs es el voltaje al cual se activa el 50% de
la conductancia maximay k es el valor de la pendiente.
Para analizar la dependencia al voltaje de la activacién de la corriente de Ca** se
calculd la conductancia a cada voltaje explorado utilizando la ecuacion que toma en
cuenta a la fuerza impulsora, y que se conoce como conductancia cuerda:

donde G es la conductancia, Ic, €s la corriente al pico, Vi, es el valor de voltaje con el

gue se obtuvo la corriente y Vi, €s el potencial de inversion. Los valores de G se
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normalizaron respecto al valor de C,, de cada célula, para evitar errores debidos al

tamano celular.

Los datos de inactivacion en el estado estacionario de los canales LVA (véase Figura

10) se ajustaron con una funcion de Boltzmann de la siguiente forma:

donde V,, es el potencial de membrana, Vso es el voltaje al cual el 50% de los canales

se encuentran inactivados y k es la pendiente.

El curso temporal de las corrientes registradas a los diferentes voltajes se analizé
ajustando con dos exponenciales, la primera describe la fase de activacion y la

segunda, la inactivacién de la corriente.

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 llevé a cabo con la t de Student para muestras
no pareadas y en algunos casos por analisis de varianza (ANOVA) seguido de la
prueba de comparaciéon mdltiple de Dunnett. Las diferencias se consideraron

significativas cuando el valor de p fue inferior a 0.05.

H. Modelado tridimensional de las mutantes del canal Ca,3.2.

La construccion del modelo del freno de la compuerta del asa I-Il del canal Ca,3.2 junto
con los modelos de las dieciocho mutantes de esta region, fueron construidos de novo
(es decir, sin tomar como referencia ningun otro modelo) con el programa QUANTA
(Molecular Simulations Inc./Accelrys Inc. San Diego, CA, EUA) en una computadora
Silicon Graphics. La region que se model6é comprendié al segmento transmembranal

IS6 y la region inicial del asa I-Il del canal Ca,3.2 silvestre (aminoacidos 394-497).
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En un paso posterior a la construccion de los modelos, cada uno de éstos fue sometido
a ciclos de Dindmicas Moleculares (MD que se lee Molecular Dynamics por sus siglas
en inglés) para obtener el modelo de la estructura con minima energia. Las
simulaciones se realizaron con el programa computacional HYPERCHEM 7.1
(Hypercube, Inc.), en donde cada modelo fue sometido a una minimizacién de su
energia. Esto se logré con pocos ciclos y aplicando las condiciones adecuadas (100
kcal mol™) para estabilizar la conformacién del esqueleto protéico. De esta forma fue
posible llegar al minimo de energia 6ptimo, el cual se alcanzé cuando hubo una
diferencia energética de 0.01 kcal mol® entre los ciclos sucesivos. Finalmente, la
conformacion adecuada de los modelos fue confirmada con la gréfica de

Ramachandran.
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IV. RESULTADOS

1. Primera Seccion: Papel de la papaina y de los segmentos S1, S2 y S3 del
dominio Ill en lainactivacion de los canales tipo T.

Para explorar la posibilidad de que el elemento estructural responsable de la
inactivacion de los canales tipo T, se pudiera encontrar en una asa intracelular como
sucede en los canales de sodio y potasio; primero se estudio si la hidrélisis causada por
proteasas podrian remover la inactivacion tal y como se describi6é para los canales de
sodio (Armstrong et al., 1973; Vandenberg & Horn, 1984; Cota & Armstrong, 1989) y de
potasio (Hoshi et al., 1990). Después, en un segundo paso, se realizaron alineaciones
entre las secuencias de aminoacidos de las subunidades alG, alH y all de humano
con el fin de conocer las regiones no conservadas y asi intercambiarlas entre dichos

canales por medio de la construccion de quimeras.

A. Efecto de la papaina en la inactivacion de los canales tipo T.

La primera serie de experimentos encaminados a investigar el mecanismo de
inactivacion de los canales tipo T comprendié la adicion de papaina (0.5 y 1 mg/ml) en
la pipeta de registro de patch clamp para determinar su posible efecto sobre la
inactivacién de los canales tipo T. Los experimentos electrofisiol6gicos se realizaron
con la técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa (con 5 mM de Ca?*
como acarreador de carga) en ceélulas HEK-293 que expresaron canales tipo T
recombinantes. Para fines comparativos, paralelamente se realizaron experimentos
similares con células GH3 (amablemente donadas por el Dr. Gabriel Cota, Depto. de
Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del Cinvestav-IPN), que expresan de forma
enddégena canales de sodio dependientes de voltaje (Dubinsky & Oxford, 1984;
Matteson & Armstrong, 1984). El efecto que se obtuvo al exponer a los canales de
sodio a 1 mg/ml de papaina se pueden observar en el panel A de la figura cuatro; en
ésta se muestran los registros de la corriente de sodio (Ins) obtenida a 0 mV al momento

de establecer la configuracion de célula completa (t = 0) y a los ocho minutos (t = 8).
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El experimento del panel A, confirma que después de un periodo de tiempo, la
inactivaciéon rapida de la Iya desaparece y por lo tanto, su amplitud aumenta
considerablemente (Armstrong et al., 1973; Cota & Armstrong, 1989). En el panel B, se
trazd la amplitud de la Iya a los diferentes voltajes explorados a tres tiempos de
incubacion con papaina. En esta grafica se puede observar que el voltaje al cual se
alcanzé la corriente maxima, se desplaza hacia voltajes mas negativos como resultado

de la eliminacion de la inactivacion rapida de dichos canales.

A

t=0
1nA
t=8
3ms

0 mVvV

B
80 L e (1)

Figura 4. Remocion de la inactivacién en la Iy, de células GH3 por papaina. A, Trazos
representativos de la I, obtenidos al tiempo cero (trazo negro) y a los ocho minutos (trazo rojo), después
de establecida la configuracion de célula completa. La solucion de la pipeta de registro contenia 1 mg/ml
de papaina. Notese que la eliminacion de la inactivacion de la I, se acompafia de un incremento
significativo en la amplitud de la misma. B, Relacion I-V de la |, a diferentes tiempos de la misma célula
GH3 del panel (A). Resultados similares se obtuvieron en un total de 4 células GH3.

En experimentos similares a los descritos para las células GH3, se encontré que la
presencia de papaina no modifica la inactivacion de los canales de calcio tipo T
expresados de manera estable en células HEK-293. Un ejemplo representativo de tal
observacion se muestra en la Fig. 5. En este caso, la Ic, generada por canales Ca,3.1
fue monitoreada con pulsos despolarizantes a -30 mV a partir de un HP de -100 mV,
aplicado cada 10 s (Fig. 5A). Como se puede notar al comparar los registros control (t =
0) de la Ina Y de la Ica, ambas presentan una corriente cuya activacion e inactivacion son
muy rpidas, aunque la cinética de la Ina €s aproximadamente 10 veces mas rapida que
la de calcio. No obstante, en claro contraste con la Ina, la cinética de Ic, no se modifico

aun después de 13 min de incubacién con papaina.
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El Unico efecto obvio fue una drastica disminucién de la amplitud de Ic, conforme
transcurre el tiempo de registro en la configuracion de célula completa (Fig. 5A). Al
multiplicar el trazo de Ic, obtenido a los 13 min de registro (trazo rojo), por un factor tal
que la amplitud del pico de la corriente sea la misma que la del registro obtenido al
inici6 del experimento (t = 0; trazo negro), se observd que ambos registros se
sobreponen casi perfectamente, indicando que la cinética de Ic, no se modificé por la

accion enzimatica de la papaina.

B Vi, (mV) - 0.5

-30 mV

-100] L

lca (NA)

Figura 5. La papaina no modifica la inactivacion de la I, de los canales Ca,3.1 expresados en
células HEK-293. A, Trazos representativos de |-, obtenidos de una célula HEK-293 que expresa de
manera estable canales Ca,3.1. El trazo de corriente obtenido a los 13 min (linea roja continua) se
normalizé respecto al pico de la corriente control (t = O; trazo negro) y se presenta como puntos rojos.
Notese que ambos trazos son practicamente idénticos en la cinética de la corriente. Al igual que en la Fig.
4, la solucién interna de registro fue suplementada con 1 mg/ml de papaina. B, Relacién |-V de la I, a

diferentes tiempos para la misma célula mostrada en el panel (A).

La ausencia de efecto de la papaina sobre la inactivacién de los canales tipo T se
corroboré en un total de 11 células transfectadas con los diferentes canales tipo T
(Ca)3.1, Ca3.2 y Ca3.3). Ademéas, en algunos experimentos se utilizaron
concentraciones menores de papaina (0.2 y 0.5 mg/ml) para tratar de retardar el posible
efecto sobre la funcionalidad del canal y asi, poder observar algan cambio en la cinética
de inactivacion. Sin embargo, el resultado siguié siendo el mismo: una disminucion de
la corriente sin cambios aparentes en la cinética de inactivacién ni en la activacién
dependiente de voltaje (Fig. 5). Este resultado nos condujo a plantear un abordaje

molecular para estudiar la inactivacion de los canales tipo T.
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B. Papel de la quimera Glsi23.pi €n la inactivacion de los canales tipo T.

Debido a que Lee y su grupo publicaron resultados relacionados a la inactivaciéon de los
canales tipo T (Park et al., 2004) con algunas de las quimeras que originalmente se
habian planteado para la presente tesis, se optd por realizar una nueva estrategia. La
nueva estrategia consistio en saber si los determinantes moleculares vinculados a la
inactivacién se encontraban en regiones mas delimitadas y no conservadas. Para esto
se realizaron alineamientos entre las secuencias de aminoacidos de las subunidades
alG, olH y oall. ElI analisis de las mismas evidencid que los segmentos
transmembranales S1-S3 del tercer dominio, asi como el carboxilo terminal son las
regiones con menor similitud entre ellas. Esto sugirid que estas regiones podrian ser las
responsables de determinar las diferencias en las propiedades biofisicas de estos
canales. Por lo anterior, se planted la construccion de una quimera entre los canales
Ca,3.1 (alG) que se inactivan rapidamente y los Ca,3.3 (all) que lo hacen

aproximadamente cinco veces mas lento.

B.1 Construcciéon de la guimera Glsi23-pii-
Para construir esta quimera, se tom6 como templado el canal Ca,3.1, al cual se le
substituyeron los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Ill por la misma regién del canal

Ca,3.3 (clonados de humano) (Fig. 6).

G, 5123-Dilf

Figura 6. Representacion esquematica de la quimera Glsios.py. LOS segmentos S1, S2 y S3 del canal
Ca,3.1 (a1G; en color azul) se intercambiaron por aquellos del canal Ca,3.3 (a1l; en color gris). Como ya
se menciono anteriormente, la subunidad al de los canales tipo T consiste de cuatro dominios (I al IV) y
cada uno contiene seis segmentos transmembranales (S1 a S6) y una asa del poro (P) que une los
segmentos S5y S6. NH, y COOH, representan los extremos amino y carboxilo de la subunidad ol. Ext e
Int: lado extracelular e intracelular, respectivamente.
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La construccion de esta quimera comprendio dos etapas: en la primera se llevo a cabo
la amplificacion por PCR, en forma individual, de los tres fragmentos (AB, CD y EF) que
conforman a la quimera (Fig. 7A). En el caso de esta quimera, el fragmento CD
comprende a los tres primeros segmentos del dominio Il del canal Ca,3.3.
Posteriormente, en la segunda etapa, se procedié a la union de éstos fragmentos con la

estrategia de extensiéon por sobre empalme con la técnica de PCR (Horton et al., 1990).

Los resultados de la primera etapa se muestran en los geles de agarosa de las Figs.
7B, C y D, respectivamente. Como se puede apreciar en los geles, los productos de
amplificacion de los fragmentos AB, CD y EF se obtuvieron con una alta especificidad,
intensidad y del tamafio esperado. Después, se procedi6 a realizar una segunda etapa,
que consistio en unir los fragmentos CD y EF mediante PCR, obteniéndose el producto
CF de 1287 pb (Fig. 7E). Finalmente, en una quinta reaccion de PCR, el fragmento CF
se unid al fragmento AB. La union final de los tres fragmentos se observd como una
Unica banda del tamafio esperado de 1518 pb (Fig. 7E). Este resultado se verificd a

través de un analisis de restriccion.

Para poder regresar el fragmento quimérico al vector de expresion que tiene el cDNA
del canal Ca,3.1, fue necesario modificarlo para eliminar el sitio Xhol del sitio de
clonacion multiple (polilinker). De esta forma fue posible subclonar el fragmento
quimérico Xhol-BstEll de 1.1 Kb (proveniente del fragmento AF de 1518 pb) para
generar la construccion final de la quimera Glsi23.pn. ESta subclonaciéon se verificd por
analisis de restriccion de tres clonas con las enzimas previamente mencionadas para
liberar el fragmento quimérico de 1.1 Kb (Fig. 7F) y también se comprobd la insercién
de los segmentos S1, S2 y S3 de la subunidad a1l en a1G, a través de secuenciacion

automética (Unidad de Biologia Molecular del IFC).
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Figura 7. Construccién de la quimera Glsi2zpn. A. Esquema que muestra los tres productos (AB, CD
y EF) que componen al fragmento quimérico. Los fragmentos AB y EF se amplificaron por PCR a partir
del DNA del canal Ca,3.1 usando los primers ubicados en los bordes de cada fragmento. En el caso del
segmento CD, se us6 como templado DNA del canal Ca,3.3. B, C, D, En los tres geles de agarosa se
aprecia en los primeros carriles el marcador de peso molecular (pb: pares de bases; kb miles de pares de
bases) y en los segundos carriles, los productos amplificados para los fragmentos AB, CD y EF junto con
sus tamafios. E, El segundo carril del gel muestra el fragmento CF que resulté de la union por PCR de los
fragmentos CD y EF y en el tercero, la unién de los fragmentos AB y CF que generaron el fragmento AF,
el cual incluye a los tres fragmentos. F, En este panel se ilustra el analisis de restriccion de tres clonas de
la quimera Glsi23.py1, €n las cuales el fragmento AF ha sido ligado al vector que expresa al canal Ca,3.1.
En el carril 1, se muestra una clona de 12.7 Kb sin digerir y en el carril siguiente, la misma clona digerida
con Xho y BstEll para liberar al fragmento quimérico final de 1.1 Kb del resto de la construccién quimérica
de 11.6 Kb. Ambas enzimas también se usaron para digerir las otras dos clonas de los carriles 3 y 4.
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B.2 Estudio funcional de la quimera Glsi23.pn-

Mediante transfeccién con Lipofectamina 2000, la quimera Glg 3.0, @si como los
vectores control de los canales Ca,3.1 (a1G) y Ca,3.3 (all), fueron expresados en
células HEK-293 ordinarias para estudiar y comparar sus propiedades biofisicas con la
técnica de patch clamp en la configuracion de célula completa. El objetivo de
intercambiar los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Il entre los canales alG y all fue
el de determinar su posible participacion en el fenbmeno de inactivacion de los canales
tipo T. Por ello, el primer aspecto biofisico que se estudio fue el curso temporal de la
corriente generada por la quimera, asi como el de los canales silvestres para fines de
comparacion. En la Fig. 8 se muestran registros representativos de Ic, registrada a -30

mV de células HEK-293 transfectadas con los tres canales de interés.

[

-30 mV

100 | L

Figura 8. Esquema de Ca,3.1, de Ca,3.3 y de la quimera Gls;23py cOn su correspondiente Ic,. A la
izquierda se esquematiza la subunidad al de los canales indicados, asi como los cambios introducidos
en la quimera. A la derecha se muestran trazos representativos de lc, a -30 mV de células HEK-293
transfectadas con el cDNA de las construcciones de interés. La corriente se evoc6 con el protocolo de
voltaje indicado en la parte inferior de los trazos. En el recuadro se presentan los trazos normalizados de
alG y la quimera Glsi3.p1, para sobresaltar los cambios ligeros que se observaron en la cinética de la
corriente de la quimera (trazo azul). La escala aplica para todos los trazos, excepto el del recuadro.
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A primera vista, se puede observar que la cinética de la lc; expresada por la quimera
(trazo azul) es muy similar a la del canal alG. De hecho, al normalizar la amplitud al
pico de ambas corrientes (recuadro) se puede ver que el curso temporal con el que se
inactivan ambas corrientes es muy parecido, siendo un poco mas lenta la de la quimera.
Asimismo, la rapidez con la que se activa la corriente es practicamente la misma para

ambos canales. Por lo tanto, la quimera de a.1G no mostré cambios en su inactivacion.

La observacion anterior se corroboré a diferentes valores de Vy, en varias células HEK-
293. El resumen de tales resultados se presenta en la Fig. 9. Los datos ahi mostrados
se obtuvieron al ajustar dos funciones exponenciales al trazo completo de la Ic,, una
para la fase de activacion y otra para la inactivacion. Las constantes de tiempo (z, tau)
obtenidas de esta manera se promediaron entre los diferentes grupos de células
estudiadas, tanto para la activacion (Fig. 9A) como para la inactivacion (Fig. 9B) y se

graficaron en funcién del voltaje.
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Figura 9. La cinética de la Ic, expresada por la quimera Glsy,3.p N0 es diferente de alG. Gréficos del
promedio (+ error estandar) de las constantes de tiempo de la activacién (A) y la inactivaciéon (B) en
funcion del voltaje al que se registraron las corrientes para los tres tipos de canales indicados. Nétese
gue en ambos parametros cinéticos, los valores de tau son practicamente idénticos Unicamente entre la
quimeray los canales a1G.

Los resultados de la Fig. 9 permiten concluir que los segmentos S1, S2 y S3 del
dominio 11l del canal a1G no juegan un papel importante en el proceso de inactivacion
de estos canales, debido a que es el mismo el curso temporal con el que se activa e

inactiva la corriente generada por ambos canales. Ademas de su cinética, la lca
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expresada por la quimera también fue objeto de un andlisis de su dependencia al
voltaje de la activacién e inactivaciéon, asi como el curso temporal con el que se cierran
los canales en respuesta a la repolarizacion de la membrana. Estos resultados se
resumen en la Fig. 10, en donde se muestra que la amplitud maxima de la corriente,
medida al pico de cada registro, se observd cercana a -30 mV para los tres canales
estudiados en esta seccion, aunque para alG y la quimera, esta circunstancia ocurrio
alrededor de 5 mV mas negativo respecto al de all (Fig. 10A). Esta observacion se
confirmé al normalizar las curvas |-V de cada uno de los canales y ajustar los datos
experimentales con la funcion de Boltzmann (Fig. 10B). Tales ajustes mostraron que la
quimera mantiene la misma dependencia al voltaje para su activacion que la de los
canales olG (Tabla 1); también se observaron resultados similares al analizar la
dependencia al voltaje de la inactivacion en el estado estacionario de los mismos
canales (Fig. 10C y D).

Asimismo, el curso temporal con el que se cierran los canales al repolarizar la
membrana después de un pulso despolarizante a +60 mV fue estadisticamente el
mismo para los canales quimérico y los canales a1G, siendo ambos mas lentos en este

aspecto que los canales a1l (datos no mostrados).
Los resultados de esta seccidn indican que los tres primeros segmentos (S1 a S3) del

tercer dominio del canal a1G, no afectan la cinética de inactivacion ni repercuten en la

activacion e inactivacion dependiente de voltaje de estos canales.
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Figura 10. Activacion e inactivacion dependiente de voltaje de la quimera Glsi2z.pn- A, Relacion 1-V
para los canales indicados. Los puntos experimentales son la densidad promedio de la Ic, en funcion del
V. El nmero de células investigadas fue de 6 para al1G, 10 para la quimera Glsios.py Y 4 para oll. B,
Normalizacién de las curvas |-V presentadas en A, en donde las lineas continuas representan el ajuste
de los datos con una ecuacién de Boltzmann modificada (ver Métodos). La corriente maxima se registré
al mismo voltaje tanto para la quimera como para los canales a1G, en el caso de los canales all, dicho
valor fue alrededor de 5 mV mas positivo (Tabla 1). C, Inactivacién en el estado estacionario de los
canales Glsios.py- Se ilustran trazos representativos de la Ic, registrada en respuesta al protocolo de
voltaje indicado. La primera parte de éste muestra los 3 segundos iniciales (de un total de 10) de las
corrientes evocadas por los prepulsos a los diferentes voltajes indicados y en la segunda, se presentan
las corrientes a -30 mV que fueron generadas por los canales que no se inactivaron durante el prepulso.
D, Curvas de inactivacion dependiente de voltaje. La amplitud de las corrientes como las indicadas en el
panel (C) se normalizaron, promediaron y representaron en funcion del valor de potencial del prepulso
para cada uno de los canales indicados en la figura. Los datos experimentales se ajustaron con funciones
Boltzmann y el mejor ajuste se muestra con las lineas continuas (ver Tabla 1). Se puede apreciar que el
comportamiento de los canales quiméricos es muy similar al de ambos canales silvestres. n = 6 para
alG; n =7 para la quimera Glsizzpy Yy N = 3 para all
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Tabla 1. Propiedades biofisicas de la quimera Glsj,s.p) €n relacion

con los canales alG y all.

alG GIS123-Dlll all

Ica (PA/pF) -33.3 £ 1.9 (6) -33.3£1.9 (10) -243+1.2(4)
T de activacion (ms) 29+0.2 2701 241+0.2
1 de inactivacion (ms) 194 +1.5 220+1.2 68.9+0.6
Activacion

V6o -49.7 £ 0.8 -49.7 £ 1.1 -46.3+2.5

K 45+0.3 45+0.3 49+04
Inactivacion

V6o -78.2 £ 1.5 (6) -76.8 £ 1.6 (7) -75.7 £ 1.8 (3)

K 4.4+0.1 4.8+0.1 4.8+0.3

Los datos de la tabla se presentan como la media + error estandar. La densidad de corriente (pA/pF), asi
como las taus de activacion e inactivacion corresponden al voltaje de -30 mV. Los parametros de
activacion e inactivacion estan dados en mV y representan el promedio de los ajustes individuales de la
relacion I-V y de la inactivacion en el estado estacionario, respectivamente, de cada célula con funciones
Boltzmann (ver Métodos). Las constantes de tiempo (t) de activacion e inactivacion se obtuvieron a partir
del ajuste con dos exponenciales de los trazos de corriente obtenidos a -30 mV. En ningln pardmetro
estudiado existieron diferencias significativas entre la quimera y los canales a1G. Los datos se obtuvieron
de la cantidad de células indicadas entre paréntesis.
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2. Segunda seccién. Caracterizacion estructural y funcional del freno de la
compuerta ubicado en laregién inicial del asa I-Il del canal Ca,3.2.

Debido a que no fue posible determinar las estructuras vinculadas a la inactivacion
mediante el uso de papaina o al intercambiar los primeros tres segmentos
transmembranales del dominio Ill, se cambié el enfoque de la investigacion. Se tomo
ventaja de que el Dr. Ed Perez-Reyes y su grupo encontraron resultados que indicaron
que la regidén inicial del asa I-ll es importante para el funcionamiento del canal Ca,3.2.
Con base en lo anterior, el objetivo de la presente seccion consistio en obtener
evidencias de la posible estructura del freno de la compuerta del asa I-1l, de su precisa
localizacion, asi como determinar a mayor profundidad el papel que juega esta asa
intracelular en el funcionamiento del canal Ca,3.2. Para tal fin, se emplearon diversas
técnicas como: programas computacionales para predecir estructura secundaria,

dicroismo circular, mutagénesis dirigida, patch clamp y modelado de proteinas.

A. Determinacion de la estructura secundaria del freno de la compuerta.

Mediante el uso de SOPMA, un programa que predice la estructura secundaria de
proteinas (Geourjon & Deleage, 1995), se encontré que la region inicial del asa I-ll
podria estar formada por dos a-hélices unidas por una asa (Fig. 11 y 12A). El programa
indicé que la primera a-hélice inicia en la treonina 420 (T420) y termina en la leucina
441 (L441), y la segunda, a partir de la cisteina 456 (C456) al triptofano 482 (W482) en

la secuencia de los canales Ca,3.2 (Fig. 11y 12A).

409 494
_I56 o-hélice 1 Asa a-hélice 2

Ca,3.2 FMINLCLVVIATOQFSETKORESOLMEEQRARHT SNDSTLASFSEPGSCYEELLEYVGHIFREVERRSLELYARWO SEWRKEVDPSR

SOPMA hhhhheesesehcchhhhhhhhhhhhhhhhhhhettchhhheoocttochhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhecooeo

Figura 11. Prediccién de la estructura secundaria del extremo amino del asa I-ll del canal Ca,3.2.
Se muestra la secuencia de aminoacidos de la regién inicial del asa I-1l, asi como la predicciéon hecha con
el programa SOPMA de su posible estructura secundaria. En la prediccion la letra “h” indica estructura de
a-hélice; la letra “c” denota asas o enrollamientos (coil); la letra “e” estructura p-plegada; y finalmente la
letra “t” para indicar la existencia de giros. Las lineas no continuas de la parte superior de la figura
delimitan los aminoéacidos que podrian estar formando la ultima parte del segmento IS6, asi como las dos
a-hélices y el asa que las une. La fenilalanina (F) de la extrema izquierda corresponde al aminoacido 409
de la secuencia completa del canal Ca,3.2 y el triptéfano (W) de la extrema derecha al 494.
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Adicionalmente, el programa SOPMA también predijo que la estructura secundaria del
freno de la compuerta contiene 52% de a-hélice, 11% de hojas B—plegadas y un 37%
de estructuras propensas a formar giros. En panel A de la Fig. 12 se muestra el
alineamiento de las secuencias de la region inicial del asa I-ll de los tres canales tipo T
junto con la prediccion con SOPMA de la estructura secundaria del canal Ca,3.2.
También se ilustra la prediccidn estructural de la regidon de la fumarasa que a traves del
metaservidor BiolnfoBank, se encontré que se parece estructuralmente a la regién de
interés del asa I-ll al estar también formada por dos a-hélices paralelas entre si y

unidas por una asa (Fig. 12B).

Figura 12. Estructura secundaria del freno de la compuerta de los canales Ca,3.2. A, Alineamiento
de las secuencias de los tres canales Ca,3 de humano que corresponden a la region inicial del asa I-II.
Los asteriscos denotan los aminoacidos conservados en los tres canales. También se muestra la
estructura secundaria predicha por SOPMA para dicha region del canal Ca,3.2 y de una region de la
fumarasa que se forma por dos a-hélices paralelas unidas por una asa. B, Modelo esquematico en el cual
se ha representado al freno de la compuerta del asa I-1l con una regién de la fumarasa porque coinciden
en su estructura secundaria y se tomo la estructura del canal de potsasio MthK (Jiang et al., 2002) para
ilustrar a los segmentos S5, el asa del poro y al S6 del canal Ca,3.2. C, Gel que muestra el péptido de
104 aminoécidos purificado por FPLC. D, Espectro de DC obtenido a partir del péptido mostrado en C. En
el recuadro se compara los porcentajes estimados de las estructuras secundarias presentes en dicho
péptido obtenidas por DC y por SOPMA.
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Con el propdsito de adquirir evidencia experimental acerca de la estructura secundaria
predicha por los programas computacionales, se obtuvo el espectro de dicroismo
circular de un péptido purificado de los primeros 105 aminoacidos correspondientes al
asa |-l (Fig. 12C). El estudio de dicroismo circular confirmé la presencia de estructuras
en oa-hélice en la region del freno de la compuerta. En la Fig. 12D se muestra el
espectro de DC que indica las estructuras secundarias presentes en la region inicial del
asa I-ll de los canales Ca,3.2. A partir de la sefial de DC registrada entre 200 y 260 nm
se calcul6 el contenido de a-hélices (Fneix). LOs calculos indicaron que las estructura
presentes en mayor porcentaje fueron las a-hélices con un 52%, las que forman giros
con un 31% y solo en un 16% las que forman hojas B plegadas. Estos resultados

confirmaron los porcentajes predichos por el programa SOPMA (Fig.12D).

En conjunto, los datos obtenidos a partir de la prediccion del programa SOPMA, asi
como del DC, permitieron proponer un modelo estructural en el que el freno de la

compuerta podria estar formado por dos a-hélices unidas por una asa (Fig. 12B).

B. Caracterizacion funcional del freno de la compuerta.

Con el objetivo de comprobar el modelo estructural propuesto en la Fig. 12, asi como
para definir los limites del freno de la compuerta, se construyeron dieciocho mutantes
empleando la técnica de mutagénesis dirigida con PCR. Sus secuencias de
aminoacidos se muestran en la figura 13 y también se indican las regiones que fueron
modificadas en cada caso. La eliminacion de residuos se ilustré por medio de puntos,
las substituciones con la letra A para representar a las alaninas (residuos que al tener la
minima cantidad de cadena lateral, estabilizan las a-hélices y hacen rigida la estructura
del asa) o con las letras PG para denotar a las prolinas y glicinas que alteran
significativamente la estructura de las a-hélices. Todas estas modificaciones se

realizaron para ver su efecto sobre el funcionamiento del canal Ca,3.2.

Se disefiaron las mutaciones con base en las predicciones estructurales que se

obtuvieron con el programa SOPMA. Asi, las mutantes en las que se eliminaron
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algunos aminoacidos tuvieron como finalidad delimitar el extremo carboxilo del freno de
la compuerta. En el resto de las construcciones se substituyeron aminoacidos por
alaninas, prolinas y glicinas para saber como se relaciona la integridad estructural del

asa I-1l con el funcionamiento del canal Ca,3.2.

_ Iss ci-hélice 1 Asza a-hélice 2
Cay3.2
D2b
D2e
D2d
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hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhheocooo
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Figura 13. Mutaciones de laregién inicial del asa I-ll del canal Ca,3.2. Se muestran las secuencias de
aminoacidos de cada una de las mutantes que se construyeron y se estudiaron en el presente estudio.
En negritas y subrayados se indican los aminoacidos que se introdujeron o substituyeron; y con puntos
los que fueron eliminados. También se muestra la estructura secundaria predicha por SOPMA para cada
una de las construcciones.

40



C. Delimitacién del extremo carboxilo del freno de la compuerta.

Los canales Ca,3.2 silvestres y mutantes se expresaron en células HEK-293 para
analizarlos funcionalmente con la técnica de patch clamp en la configuracion de célula
completa. En todos los casos, el estudio funcional de las mutantes con dicha técnica
incluyé la aplicacion de protocolos de voltaje disefiados para obtener informacion de la
activacion de la corriente en funcion del voltaje (curvas I-V) y de la inactivacién en
estado estacionario de los canales. A partir del andlisis de las corrientes evocadas por
el protocolo |-V se obtuvo la corriente maxima (corriente al pico) y las constantes de
tiempo de la activacion e inactivacion de la corriente a cada voltaje explorado. La
conductancia maxima normalizada respecto a la capacitancia membranal (Cp,), asi
como el potencial de inversion se obtuvieron a partir del ajuste de los datos crudos de la
corriente al pico con una ecuacion de Boltzmann modificada. EI mismo ajuste
proporciond el Vs, de activacion y el valor de la pendiente de la relacion (k). Los
protocolos para obtener las curvas de inactivacibn en el estado estacionario
proporcionaron trazos de corriente cuyas amplitudes se normalizaron, respecto al valor
méaximo de corriente en cada célula y se ajustaron con funciones Boltzmann para

obtener los valores de Vs de inactivacion y de k.

En un trabajo previo del laboratorio del Dr. Perez-Reyes se demostrd que la eliminacion
de aminoé&cidos de la region inicial del asa I-lIl (de la treonina 420 al acido aspartico
491) afecta principalmente el gating (activacion e inactivacion dependiente de voltaje)
del canal y que la eliminacién del resto de los residuos del asa I-1l (desde la prolina 492
hasta el 772) solo afectan la expresion del canal (Vitko et al., 2007). Con base en estos
resultados, se diseflaron cuatro deleciones: D2b, D2c, D2d y D2e (Fig. 13) para
delimitar el extremo carboxilo del freno de la compuerta. Los resultados de la activacion
dependiente de voltaje asi como de la cinética de las corrientes expresadas por tales
deleciones se muestran en la Fig. 14. En el panel A se exhiben los registros
representativos de las corrientes de calcio obtenidas de células HEK-293 transfectadas
con el canal Ca,3.2 silvestre (WT; registros superiores) y con la delecion D2b (trazos

inferiores).
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Figura 14. Delimitacién del extremo carboxilo del freno de la compuerta del canal Ca,3.2. A.
Registros representativos de la Ic, del canal Ca,3.2 silvestre (WT) y de la deleciéon D2b. Los trazos de
corriente fueron evocados en respuesta a pulsos despolarizantes desde -80 a +20 mV en pasos de 10
mV a partir de un potencial de mantenimiento de -100 mV. Las corrientes registradas a -50 mV (trazos
mas gruesos) ilustran el corrimiento en la activacion de la corriente en funcion del voltaje. B, Curvas |-V
normalizadas que muestran como la activacién de los canales mutantes se desplazé alrededor de 10 mV
hacia voltajes mas negativos con respecto a la del canal silvestre. Las lineas continuas representan
ajustes de los datos promediados con una funcion Boltzmann modificada (Ecuacion 1; ver Métodos). El
namero de células estudiadas en cada caso se presentan en la Tabla 2, junto con los datos promediados
de V5o y k obtenidos de los ajustes de los valores de corriente de cada célula individual. C, Curvas de
conductancia normalizada respecto a la densidad de corriente en funcion del voltaje transmembranal. La
densidad de corriente se calculo dividiendo la corriente al pico entre el valor de C,,. La conductancia se
obtuvo a partir de una versién modificada de la ley de Ohm (Ecuacién 2; ver Métodos). D, E, Constantes
de tiempo () de la cinética de activacion e inactivacion en funcion del valor de V,,, para el canal Ca,3.2
silvestre y las mutantes indicadas. Los valores de t se obtuvieron al ajustar los trazos de corriente con
funciones biexponenciales a cada uno de los voltajes explorados. La simbologia del panel (D) aplica para
toda la figura.

42



Como se puede apreciar en el panel A, las lineas gruesas muestran el cambio en la
dependencia del voltaje con el trazo a -50 mV. De esta forma, se puede observar que
para el caso de la mutante D2b, la corriente maxima ocurre a -40 mV y en el canal
silvestre esto sucede entre -30 o -20 mV. Para ilustrar mas claramente este efecto
sobre la activacion dependiente de voltaje de los canales Ca,3.2, en la Fig. 14B se
muestran las curvas |-V para cada una de las deleciones mencionadas asi como para el
canal silvestre. Las mutantes D2b, D2c y D2d afectaron significativamente la activacion
dependiente de voltaje, promoviendo que estos canales se activaran a valores de
voltaje entre 8 y 14 mV mas negativos que el canal silvestre (Tabla 2). Este corrimiento
no se observé en el caso de la delecion D2e, la cual se comport6 de manera muy
similar al canal silvestre (Fig. 14B, Tabla 2). Las mutantes D2b y D2c también
presentaron un incremento significativo (mas del doble) en la conductancia méaxima
normalizada por area de membrana (Fig. 14C). El valor promedio de conductancia
maxima obtenido de las células que expresaron el canal silvestre fue de 1.7 + 0.2
nS/pF, en cambio, en aquellas transfectadas con las mutantes D2b y D2c estos valores
fueron significativamente mas altos con respecto al control: de 3.8 + 0.5y 3.4 + 0.6
nS/pF, respectivamente (Tabla 2). En contraste, las mutantes D2d y D2e presentaron
valores de conductancia maxima ligeramente superiores a los del canal silvestre (Fig.
14C; Tabla 2).

También se estudié la cinética de los procesos de activacion e inactivacion de la
corriente de calcio generada para cada uno de los voltajes estudiados (Fig. 14A). El
ajuste con funciones biexponenciales de los registros de corriente proporciond las
constantes de tiempo para la cinética de activacion y de inactivacion, mismas que se
representaron en funcion del voltaje para cada una de las deleciones y el canal Ca,3.2
silvestre. De esta forma, se pudo observar que las cinéticas de activacion (Fig. 14D) y
de inactivacion (Fig. 14E) se aceleraron en el caso de todas las deleciones, excepto en
D2e, con respecto al canal silvestre (Tabla 2). Por lo regular, las mutaciones que
producen cambios en la dependencia al voltaje de la activacion deben mostrar también
cambios similares en la dependencia al voltaje de la cinética de la corriente, tal fue el
caso para las mutantes D2b, D2c y D2d (Fig. 14D y E).
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Por otro lado, también se estudid la inactivacion en el estado estacionario de los
canales Ca,3.2 con un protocolo tipico de dos pulsos (Fig. 15). En el panel A de dicha
figura se muestran dos familias representativas de corrientes de calcio registradas
durante el pulso de prueba a -20 mV de una célula transfectada con el canal Ca,3.2
silvestre (WT, trazos superiores) y de otra con la mutante D2b (trazos inferiores). En
esta figura es posible observar que los canales mutantes se inactivan a voltajes mas

negativos que los canales silvestres.
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Figura 15. Efecto de las deleciones de la a-hélice 2 sobre la inactivacién dependiente de voltaje
del canal Ca,3.2. A, Familias de corrientes de calcio registradas a -20 mV en células HEK-293
transfectadas con el canal Ca,3.2 silvestre (WT) y con la mutante D2b. La inactivacién en estado
estacionario de los canales de calcio se estudi6 utilizando prepulsos de 15 s de duracion (para promover
la inactivacién de los canales) a valores de V,, comprendidos entre -110 y -40 mV, seguido de un pulso
de prueba a -20 mV (que permitid conocer la fraccion de canales no inactivados durante el prepulso
respectivo). Los registros de la Ic, evocados después del prepulso a -80 mV se engrosaron para ilustrar el
cambio en la dependencia al voltaje de la inactivacion de los canales mutantes con respecto al canal
silvestre. B, Curvas de inactivacion en el estado estacionario de los canales indicados. La amplitud de las
corrientes registradas durante el pulso de prueba se normalizé respecto a la amplitud maxima en cada
célula (es decir, aquella que se evoca después del prepulso a -110 mV) y se obtuvieron los promedios a
cada voltaje los cuales fueron ajustados con funciones Boltzmann (Ecuacion 3; ver Métodos; lineas
continuas). Los resultados del promedio de los ajustes individuales de cada célula se presentan en la
Tabla 2. Nétese que la inactivacion de la mutante D2b se corrié poco mas de 10 mV hacia potenciales
mas negativos con respecto al canal silvestre (ver Tabla 2).
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En esta misma figura se puede observar con claridad, el cambio en la dependencia al
voltaje de la inactivacion con el trazo a -80 mV. Estos cambios fueron ilustrados a
través de las curvas de inactivacion en el estado estacionario mostradas en la Fig. 15B
en las cuales es evidente que la mutante D2b provocé un cambio significativo hacia
potenciales mas negativos en la inactivacion dependiente de voltaje de los canales
Ca,3.2. El valor de voltaje al que se inactivaron el 50% (Vso) de los canales silvestres
fue de -77.7 + 0.8 mV y de -89.2 + 0.8 mV para el caso de la mutante D2b (Tabla 2).

Ninguna de las tres deleciones restantes, D2c, D2d y D2e, tuvieron efectos
significativos sobre la inactivacion en el estado estacionario de los canales Ca,3.2
silvestres (Tabla 2). La diferencia entre las mutantes D2b y D2c reside en que la
primera cuenta con los siguientes siete aminoacidos: FRKVKRR, los cuales estan
ausentes en la mutante D2d. Como se puede apreciar en las Fig. 14B, C, y 15B, tanto
la activaciéon como la inactivacion en el estado estacionario fueron muy similares entre

las mutantes D2c y D2b.

Este resultado indicé que los aminoacidos FRKVKRR por si solos no son responsables
del corrimiento de mas de 10 mV en el gating de los canales mostrado por la mutante
D2b. De igual manera, debido a que las propiedades biofisicas de la mutante D2e
fueron muy similares a las del canal silvestre (Fig. 14B-E, y 15B), se puede proponer
que el freno de la compuerta termina en la glutamina 483 (Q483). Estos resultados
también sugieren que el freno de la compuerta ejerce mayor influencia sobre la
activacion del canal que sobre la inactivacion a partir de los estados cerrados del canal
(Fig. 14B, Cy 15B).
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Tabla 2. Propiedades electrofisioldgicas de las mutantes del asa I-1l del canal Ca,3.2.

Activacion Inactivacion Cinéticaa 0 mV |
Gmax (NS/pF) Vso (MV) k (mV) n Vso (MV) k (mV) n T activacion (ms) T inactivacion (ms)

WT 17 + 0.2 427 + 0.7 6.0+ 0.1 16 | 777 + 08 57+02 |12 21+ 0.2 17.3 + 0.7

D2b 38 + 05 56.8 + 1.1 53+ 02 14 892 + 08 40+ 02 7 16 + 01" 185 + 1.2

D2c 34 £ 06 51.8 + 0.8 56+ 0.2 13| -80.6 + 1.4 46+ 03 |9 13+ 01 147 + 1.0
D2d 23+ 05 506 + 1.4 53+ 0.3 5 | -806 + 0.7 47+01 | 4 18 + 0.1 17.3 + 0.7

D2e 21+ 0.3 434 + 16 58+ 0.2 14 | 736 + 1.4 5.4+ 02 8 21+ 0.1 150 + 0.6
|PA61 ‘ 31+ 03 52,9 + 09 6.2+ 0.2 | 12 | 825 + 1.2 41+ 01" | 8 | 17 + 02 17.2 + 0.9

PPG1 19 + 0.4 50.4 + 0.7 59+ 0.2 6 827 +13 49+ 05 6 2.0 + 0.2 19.8 + 0.7
PAG2 26+ 02 505 + 0.9 55+ 0.1 12 -804 + 08 5.0+ 0.1 8 1.8 + 0.2 147 + 06
PPG2 24 + 05 555 + 0.4 59+ 0.1 7 | 861 +09 41+01 | 6 14 + 01 185 + 0.6

PAG4 22 + 0.3 446 + 0.7 64+ 02 9 735 +10 58+ 0.3 6 13+ 01" 152 + 0.9

PPG4 2.0 + 0.2 50.7 + 1.1 6.0+ 0.3 6 | 813 + 06 5.2+ 0.2 4 09 + 01" 123 + 1.6
H1AL 26+ 03 511+ 12 58+ 0.2 18| -823 + 16 46+ 02 |17 15+ 01 142 + 0.8
H1A2 21+ 04 545 + 1.2 57+ 04 6 | -86.2 +07 39+ 01 | 6 15+ 02 192 + 23
H1A3 32+03 539 + 12 56+ 0.2 16 | -840 + 08 44+ 02 |16 14 + 01" 143 + 0.8
PAGTL 27 + 04 529 + 1.0 56+ 0.2 12 844 +11 43+ 01 9 12 + 01" 135 + 0.5
PAGT2 28 + 05 50.9 + 0.7 53+ 02 14  -81.0 + 0.9 47+02 9 14 + 01 131 + 05
PAGTL-2 21+ 05 550 + 1.2 57+ 0.2 10 -888 + 21 42+ 01 |7 12 + 01 117 + 05
DC1 23 +03 573 £ 09 55+ 0.2 10 856 + 10 42+ 01 6 13+ 01" 139 + 0.3
PAG3 26+ 05 527 + 11 53+ 0.4 7 | 828 +16 38+ 01 | 4 11+ 01" 116 + 0.3

Los datos se presentan como la media + el error estandar de los valores obtenidos en diferentes células (n). La Gnax, Vso Y k de activacion, asi
como las constantes de activacion e inactivacion se obtuvieron a partir de los protocolos de las curvas I-V, por lo que para todos ellos aplica el
numero de células indicado en la columna de Activacién. La significancia estadistica (P < 0.05) entre las medias se determiné con la t de Student
(*) y con el analisis de varianza seguido de la prueba de comparacion multiple de Dunnett contra el WT (*¥).
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D. Larelevancia de las a-hélices en el funcionamiento de los canales Ca,3.2.

La importancia de la estructura de las a-hélices que conforman el freno de la compuerta
se investigo con la substitucion de algunos aminoacidos de las a-hélices por alaninas o
por prolinas y glicinas. Como era de esperarse, las mutantes que introdujeron prolinas y
glicinas en las a-hélices (PPG1, PPG2 y PPG4) produjeron cambios significativos en la
dependencia al voltaje de la activacion e inactivacion de los canales Ca,3.2 (Fig. 16 y
Tabla 2). Sin embargo, en el caso de las mutantes PA61 y PA63, la presencia de las
alaninas produjo cambios similares a los observados en las mutantes que tienen
prolinas y glicinas (Fig. 16A y C, Tabla 2). Estos resultados inesperados se explicaron
con los modelos estructurales, especialmente, el de la mutante PA61 (Fig. 19), porque
ilustran que se rompe el puente salino que se forma entre el E424 de la a-hélice 1 con

la K470 y la R474 de la a-hélice 2.
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Figura 16. Dependencia al voltaje de mutantes que alteran la estructura de las a-hélices 1y 2.
Curvas |-V normalizadas de las mutantes PA61 y PPGL1 al igual que de las mutantes PA62 y PPG2
realizadas en la a-hélice 1 (A) y 2 (B); y curvas de inactivacion en el estado estacionario de las mismas
mutantes (C) y (D). Las curvas de ambas propiedades biofisicas se desplazaron hacia potenciales mas
negativos con respecto al canal silvestre (representado con la linea punteada), aunque la mutante PA62
mostré6 cambios mas discretos con respecto a PA61. Los valores promediados de Vg, y k, asi como el
numero de células investigadas en cada caso se presentan en la Tabla 2.
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Por otro lado, la mutante PA62 mostro un funcionamiento similar al canal Ca,3.2
silvestre (Fig. 16B y C, Tabla 2). En conjunto, estos resultados indicaron que la
estructura de las a-hélices, asi como de la interaccion que se da entre ambas, son de
gran relevancia para el funcionamiento correcto del freno de la compuerta. Con base en
las predicciones de la estructura secundaria de SOPMA y de los experimentos del
espectro de dicroismo circular (Fig. 12), se podria pensar que la insercién de alaninas al
principio de la primera a-hélice podria cambiar la orientacion de la misma debido a que
esta conectada a la a-hélice del segmento IS6. Lo que podria afectar la apertura y
cierre de los canales Ca,3.2. Para probar esta posibilidad, se insertaron una (H1A1),
dos (H1A2) o tres (H1A3) alaninas consecutivas en la a-hélice 1 (Fig. 13). Los

resultados de estas mutantes se presentan en la Fig. 17.
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Figura 17. Efecto de la insercion de alaninas en la a-hélice 1 sobre las propiedades biofisicas del
canal Ca,3.2. Curvas |-V normalizadas (A) e inactivacion dependiente de voltaje (B) del canal Ca,3.2
silvestre (linea punteada) y de las mutantes H1A1, H1A2 y H1A3. C y D, Dependencia al voltaje de las
constantes de tiempo de la cinética de activacién e inactivacion de las mismas mutantes. Las tres
mutantes presentaron cambios significativos con respecto al canal silvestre. Los valores promediados de
Vso y k obtenidos de los ajustes individuales de cada célula con las funciones de Boltzmann, asi como el
namero de células investigadas en cada caso se presentan en la Tabla 2.
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En comparacion con el canal silvestre, los canales con mutaciones se activaron a
voltajes aproximadamente 10 mV mas negativos (Fig. 17A), el 50% de los canales se
inactivd a un valor de V, que fue 7 mV mas negativo (Fig. 17B), y de manera
significativa se aceleraron sus cinéticas de activacion e inactivacion en las mutantes
H1Al y H1A3 (Fig. 17C y D), mientras que la inactivacion de la mutante H1A2 fue mas
lenta (Fig. 17D).

E. Importancia estructural del asa en el funcionamiento del freno de la compuerta.
Las predicciones de estructura secundaria obtenidas a partir del SOPMA y del espectro
de DC, indicaron la presencia de una asa que une a dos a-hélices (Fig. 12A). Con el fin
de explorar el papel estructural que juega dicha asa, se diseflaron mutantes para
eliminar el giro (DC1), para substituir por alaninas los primeros seis residuos del giro
(PA6T1) o los ultimos seis residuos del giro (PA6T2) y para substituir al mismo tiempo
los doce residuos (PA6T12) que se mutaron por separado en las dos mutantes
previamente mencionadas (Fig. 13). Al estudiar con patch clamp las propiedades
funcionales de estas mutantes, se observdO que en las cuatro se modifico la
dependencia al voltaje de la activacidén hacia potenciales mas negativos, sobre todo en
los casos de las mutantes DC1 y PA6T1-2, cuyo corrimiento fue de alrededor de 14 mV
(Fig.18A, Tabla 2) en comparacion con el canal Ca,3.2 silvestre. Asimismo, las cuatro
mutantes también mostraron corrimientos significativos hacia potenciales negativos en
la inactivacion en el estado estacionario, hasta de 10.8 mV como sucedié para la
mutante PA6T1-2 (Fig. 18B, Tabla 2).

Adicionalmente, como se puede observar en los paneles C y D de la misma Figura 18,
las cinéticas de activacion e inactivacion de las cuatro mutantes se aceleraron en todos
los voltajes estudiados. Todos los resultados que se han descrito hasta el momento,
confirman por un lado, la importancia que tiene la estructura del freno de la compuerta
en la apertura y cierre de los canales y por otro apoyan la hipétesis de que la region
inicial del asa I-Il esta formada por dos a-hélices interconectadas por un asa. Estas

conclusiones también son consistentes con la construccion de novo de dieciocho
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modelos tridimensionales que sirvieron para explicar algunos de los efectos que

tuvieron las mutaciones en la funcion del freno de la compuerta.
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Figura 18. Propiedades biofisicas de las mutaciones hechas en la regién del asa sobre las
propiedades biofisicas del canal Ca,3.2. Las curvas |-V normalizadas de la activacion (A) e
inactivacion dependiente de voltaje (B) del canal Ca,3.2 silvestre (linea punteada) y de las mutantes
PA6T1, PA6T2 y PA6T1-2, denotan que ambas propiedades se modificaron hacia potenciales mas
negativos con respecto al control. C y D, Dependencia al voltaje de las constantes de tiempo de la
cinética de activacion e inactivacion de las mismas mutantes. Los valores de 1 se obtuvieron de ajustes
con dos exponenciales de los trazos de corriente y se graficaron contra el potencial de membrana. Los
valores promediados de Vs, y k de cada célula que fueron obtenidos de los ajustes individuales hechos
con las funciones de Boltzmann, asi como el nimero de células investigadas en cada caso se presentan
en la Tabla 2.
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F. Modelado tridimensional del freno de la compuerta del canal Ca,3.2.

Las regiones que se consideraron para la construccién de los modelos estructurales
comprendieron al segmento 1S6 y a la regién inicial del asa I-1l del canal Ca,3.2 (104
aminoécidos). Las imagenes de los modelos de las mutantes y del canal silvestre se
muestran en la Fig. 19. En el panel A se ensefia el modelo de la region de la
compuerta, en el cual se resalta en rojo el acido glutamico E424 de la primera a-hélice
que forma un puente salino con la arginina R474 asi como con la lisina K470 de la
segunda a-hélice. Este puente salino mantiene cercanas a ambas hélices y en forma
paralela. La importancia de su funcién quedé de manifiesto en los cambios observados
en las propiedades biofisicas de las mutantes. En especial en la mutante D2b que
mostré0 cambios significativos en el funcionamiento y conductancia méxima de los
canales Ca,3.2. Estos cambios son evidentes en el modelo en donde se puede ver que
no se forma el puente salino en esta mutante al carecer de 24 aminoacidos de la
segunda a-hélice entre ellos la arginina 474 (R474) y la lisina 470 (K470) (Fig. 19B). En
el panel C se puede observar en rojo los aminoacidos de la a-hélice 1 de la mutante
PA61 que fueron substituidos por alaninas. Estas modificaciones no permitieron la
formacién del puente salino que se forma en el canal silvestre, lo que podria explicar los
efectos inesperados que tuvo esta mutante en la actividad del canal. Finalmente, en el
panel D, se puede observar en rojo los doce residuos del giro que fueron substituidos
por alaninas. Esta modificacion provocé cambios significativos en la cinética del canal
debido a que se perdid la estabilizacion entre ambas hélices. En conjunto, estos
resultados hacen evidente la importancia del puente salino para mantener la integridad

estructural del freno de la compuerta.
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Figura 19. Modelos estructurales de las mutantes del freno de la compuerta del canal Ca,3.2. (A),
Modelo del freno de la compuerta del canal silvestre. Los modelos comprenden parte del segmento 1S6 y
toda la region inicial del asa I-1l del canal Ca,3.2. Cada una de las regiones que constituyen al freno de
compuerta se ha indicado con flechas y en rojo el puente salino que se forma entre el E424, la R474 y la
lisina K470. En los paneles (B), (C) y (D) se muestran los modelos de las mutantes D2b, PA61 y PA6T1-
2. Es importante comparar con respecto al canal silvestre las modificaciones estructurales (en rojo) que
caracterizan a cada mutante: en la mutante D2b, se muestra la pérdida de gran parte de la segunda o-
hélice. En el modelo de PA61, se puede observar que la presencia de las alaninas provoco la pérdida de
algunas de las interacciones con la segunda a-hélice, al igual que en el modelo de la mutante PA6T1-2.
Estos cambios no permitieron la formacion del puente salino entre ambas hélices.
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V. DISCUSION

1. Primera Seccion: Papel de la papaina y de los segmentos S1, S2 y S3 del

dominio Ill en lainactivacion de los canales tipo T.

La participacion de las asas intracelulares en la inactivaciéon de canales de sodio y
potasio se infiri6 a partir de experimentos clasicos de aplicacion de proteasas (i.e.
tripsina, papaina, pronasa). Estas enzimas evitan la inactivacion ejerciendo su accion
proteolitica sobre el asa lll-IV de la subunidad o de los canales Na, (Catterall, 2000a) o
sobre el amino terminal de canales de potasio (revisado en Tombola et al., 2005;
Tombola et al., 2006). Debido a que las corrientes de los canales tipo T se inactivan
rapidamente, como en los canales de sodio, el primer objetivo del presente estudio fue
el de explorar el efecto de la papaina sobre la inactivacién de los canales tipo T de
humano, para determinar si la region responsable de dicho proceso también se
encuentra en una asa intracelular. Al llevar a cabo dicho estudio funcional con patch
clamp, se encontré que el uso de la papaina (y la tripsina, en algunos experimentos) no
afectd la inactivacion de los canales de calcio tipo T pero disminuyo la amplitud de la
corriente de calcio (Fig. 5). A pesar de que en los canales tipo T y en los de sodio existe
similar numero de sitios potenciales de corte para la papaina y tripsina, los efectos
observados fueron diferentes. Esto se debié probablemente a que la accion de las
proteasas sobre los canales tipo T resulta en la hidrdlisis de regiones importantes para

la integridad funcional del canal.

La participacion de dominios intracelulares en el proceso de inactivacion ha sido
previemente estudiada por otros grupos con resultados a veces contradictorios. Por
ejemplo, el grupo de Nilius, encontré que los primeros 23 aminoacidos del extremo
carboxilo terminal de Ca,3.1 (clonado de ratén) participan en la inactivacion no asi el
asa lll-1vV (Staes et al., 2001). Por otro lado, Lee, en otros estudios (Park et al., 2004;
Kang et al., 2008), mostr6 evidencias de que el asa llI-1V y el extremo carboxilo terminal
del canal Ca,3.3 (clonado de rata) contribuyen a la inactivacion. Por su parte, el grupo
de Zamponi (Hamid et al., 2006) reporté que el carboxilo terminal de canales clonados

de humano, no esté involucrado en la inactivacion. Las diferencias funcionales entre los
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resultados previamente mencionados, podrian deberse a que entre las clonas de raton,
rata y humano, existen variaciones en sus secuencias de aminoacidos. De cualquier
forma, dichos analisis parecen sugerir que los determinantes moleculares responsables
de la inactivacion de los canales tipo T no se encuentran circunscritos a una sola region

en particular.

Lo anterior se confirm6 con nuestros resultados de la quimera Glgj,3.p, 10S cuales
indican que los primeros tres segmentos del dominio Ill, tampoco contribuyen a la
cinética de inactivacion rapida, a pesar de corresponder a las regiones de menor
similitud entre los tres canales tipo T. En relacion a este resultado, existe s6lo un
reporte previo en el que se estudid indirectamente la contribucion del dominio Il de los
canales Ca,3.1 en la inactivacion rapida que exhiben estos canales (Li et al., 2004). En
este trabajo se construyeron quimeras entre un canal HVA (Ca,1.2) de conejo y un LVA
(Ca,3.1) de raton para estudiar las diferencias en el voltaje de activacién que presentan
ambas clases de canales. Al substituir todo el dominio Il del canal LVA por aquel del
canal HVA, se observdé que la cinética de inactivacion de dicha quimera fue
significativamente mas lenta que el canal LVA silvestre, lo que sugiere una participacion
de dicho dominio en la inactivacién rapida de los canales Ca,3.1. Dicho efecto se podria
atribuir al segmento S6 del dominio Il (Marksteiner et al., 2001) y no a los segmentos

S1, S2 y S3, como muestran los resultados obtenidos con la quimera Glg;23.on1-

Los resultados de esta seccion, muestran que los determinantes moleculares de la
inactivacion de los canales tipo T, no se pueden evidenciar por la accién intracelular de
proteasas como la papaina y que los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Ill no

contribuyen a la inactivacion rapida de Ca,3.1.
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2. Segunda seccion. Caracterizacion estructural y funcional del freno de la
compuerta ubicado en laregién inicial del asa I-Il del canal Ca,3.2.

La meta de la presente seccidn consistido en estudiar la relacion estructura-funcion de
los canales Ca,3.2, con particular interés en el asa que conecta los dominios | y Il (asa
I-11) de la subunidad ol. Dos razones principales motivaron dicho objetivo. En primer
lugar, se ha reportado que 7 de 12 mutaciones descubiertas en pacientes con epilepsia
de tipo ausencia se sitlan precisamente en el asa |-l del canal Ca,3.2 (Chen et al.,
2003b). En segundo lugar, la observacion de que tales mutaciones introducen severas
modificaciones en el gating y en la expresion de los canales Ca,3.2 (Vitko et al., 2005;
Vitko et al., 2007). Estos ultimos estudios también demostraron que la eliminacion de la
region distal del asa I-ll resulté en incrementos significativos en la expresion del canal,
mientras que la remocidn de la region inicial de la misma asa, afecté la apertura y cierre

del canal Ca,3.2.

Por lo tanto, esta seccion experimental se enfocé a estudiar con mayor detalle la region
inicial del asa I-Il, a la que por sus caracteristicas de modificar la dependencia al voltaje
de la activacion del canal, asi como la de acelerar el curso temporal de las corrientes,
se le denomind freno de la compuerta (gating brake). Con base en los resultados
obtenidos de técnicas computacionales y de dicroismo circular, se propone que la
estructura del freno de la compuerta esta formada por dos a-hélices paralelas que se
unen por un giro. Esta hipétesis se exploré con la construccion de 18 mutantes que
modificaron la estructura del freno de la compuerta. Su estudio funcional reflejo que se
afectan significativamente la dependencia al voltaje asi como las cinéticas de la
activacion e inactivacion cuando se altera la integridad estructural del freno de la

compuerta.

Finalmente, el modelado de la estructura tridimensional de dichas mutantes proporciono
informacion que permitio explicar los efectos de cada una de ellas sobre el
funcionamiento del canal Ca,3.2. A continuacion se discuten estas observaciones, asi

como su relevancia e implicaciones.
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A. El freno de la compuerta presenta un alto contenido de a-hélices.

Las predicciones de estructura secundaria realizadas con el programa computacional
SOPMA y con el meta servidor BiolnfoBank sugirieron que la estructura secundaria del
asa |-l podria estar formada por dos a-hélices interconectadas por una asa con un
plegamiento paralelo similar al que se presenta en la proteina fumarasa (Fig. 12B). Para
apoyar esta prediccion, se realiz6 un estudio de dicroismo circular a un péptido
correspondiente a los primeros 105 aminoacidos del asa I-Il del canal Ca,3.2. Los
resultados de este estudio mostraron que, en efecto, la estructura de la regidén proximal
del asa I-1l del canal Ca,3.2 se encuentra constituida principalmente por a—hélices (Fig.
12D). Para probar que la estructura secundaria del asa I-ll estd formada por dos a-
hélices interconectadas por una asa con un plegamiento paralelo se realizaron
dieciocho mutantes (Fig. 13) que permitieron ademas estudiar y dilucidar la contribucién
de cada region del freno de la compuerta en el control de la actividad del canal Ca,3.2.

Cabe mencionar que con la intencién de obtener mas detalles de la estructura del freno
de la compuerta, se intentd realizar resonancia magnética nuclear; sin embargo, debido
a problemas de agregacion de la proteina durante su purificacion, dicho estudio no se

pudo llevar a cabo.

B. La a-hélice 2 del freno de la compuerta afecta la actividad de los canales
Ca,3.2.

Las consecuencias funcionales debidas a las modificaciones estructurales hechas en la
a-hélice 2 del freno de la compuerta, se observaron principalmente en la activacion de
los canales Ca,3.2. Los resultados obtenidos con las deleciones D2b, D2c, D2d y D2e
indicaron que el freno de la compuerta se localiza en la region que abarca desde los

primeros residuos del asa I-ll hasta la serina 484 (S484).

Las dos primeras deleciones y en especial D2b, modificaron significativamente la
dependencia al voltaje de la activacion (Fig. 14B), la inactivacion en el estado
estacionario (Fig. 15B) y la cinética de activacion e inactivacion (Fig. 14C y D). Estos

cambios dramaticos en la actividad de la mutante D2b se pueden explicar con su
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modelo tridimensional (Fig. 19B). En este ultimo es posible observar que en la mutante
D2b se perdio la presencia del puente salino existente en los canales silvestres entre el
acido glutamico E424 (a-hélice 1) y la arginina R474 asi como con la lisina K470 (-
hélice 2).

Es de particular interés, notar que las mutantes PA62 y PPG2, mostraron
aceleramientos similares en la activacion pero no en la inactivacion (Figs. 16B y D). En
general, las mutaciones que produjeron cambios significativos en la cinética de
activacion también modificaron de forma significativa la activacion dependiente de
voltaje. Esto no siempre ocurri6 para el caso de la inactivacion, ya que algunas
mutantes afectaron drasticamente la cinética de inactivacion de los canales Ca,3.2,
pero causaron efectos menos significativos en la inactivaciéon dependiente de voltaje
(por ejemplo, la delecion D2c; Fig. 14E y 15B). Los efectos concomitantes observados
en la activaciéon e inactivaciéon en el estado estacionario observados en el presente
estudio, pueden explicarse por el acoplamiento que existe entre la inactivacion y la

activacion en los canales tipo T (Carbone & Lux, 1987; Talavera & Nilius, 2006).

Por otro lado, al estudiar la mutante PA63, se encontré que debido a la substitucién por
alaninas de los aminoacidos FRKVKRR de la a-hélice 2 (que en su mayoria cuentan
con carga positiva), se afectaron significativamente la dependencia al voltaje y las
cinéticas de la activacion e inactivacion (Tabla 2). Este resultado comprob6é una vez
mas, la importancia de la lisina 470 (K470) y de la arginina 474 (R474) en la formacién
del puente salino entre ambas hélices. Este grupo de residuos con carga positiva fueron
eliminados en la mutante D2d, sin embargo, en este caso no se afectd
significativamente la dependencia al voltaje de la curva de inactivacion ni las cinéticas
de la corriente (Tabla 2). Con base en el modelo de esta mutante, se podria especular
gue el puente salino se podria restaurar con alguna de las siguientes argininas, la R477
o0 la R481. Cabe mencionar que la mutante D2e, a la que le faltan los ocho amino&cidos
mas distales de la region estudiada (Fig. 13) se caracterizd por presentar un
comportamiento practicamente idéntico al del canal silvestre (Fig. 14, 15 y Tabla 2), lo
gue sugiere que la regién eliminada en esta mutante ya no afecta la funcion de los

canales Ca,3.2 (Arias-Olguin et al., 2008). En consecuencia es posible concluir que el

S7



freno de la compuerta termina justo después de esta region densamente cargada, y que

la misma desempefia un papel critico en la funcién del canal Ca,3.2.

C. Relevancia de la estructura de las a-hélices del freno de la compuerta.

Para determinar el papel que juega la estructura de las a-hélices en el funcionamiento
del freno de la compuerta se substituyeron los seis residuos centrales de cada hélice
por alaninas (PA6) o por prolinas y glicinas (PPG). Estos residuos fueron seleccionados
debido a que las prolinas desestabilizan la estructura de la a-hélice (Macarthur &
Thornton, 1991) y las glicinas porque promueven una mayor flexibilidad en las regiones
localizadas justo por debajo de estos residuos (Labro et al., 2003). En cambio, las
alaninas se usaron por su caracteristica de preservar la estructura de a-hélice (O'Neil &
DeGrado, 1990; Blaber et al., 1993). Conforme a lo esperado, la presencia de prolinas y
glicinas, provocaron cambios en la apertura y cierre (gating) (Fig. 16A y C), asi como en
las cinéticas de las corrientes de los canales Ca,3.2. El ejemplo mas representativo fue
el de la mutante PPGI cuya cinética de inactivacién ocurri6 mas lentamente y también,
en forma significativa, se corrieron la dependencia al voltaje de la inactivacion vy
activacion hacia potenciales mas negativos con respecto al control (Tabla 2). Estos
cambios sugieren que la integridad estructural de la parte media de las a-hélices es
importante en el funcionamiento de los canales Ca,3.2. Algo inesperado fue que
también las substituciones por alaninas provocaron cambios significativos en la apertura
y cierre de los canales Ca,3.2 (Fig. 16A y C). Tal fue el caso para la mutante PA61, que
mostré incrementos significativos en su conductancia maxima (Tabla 2). Este
incremento podria deberse a que las substituciones de los aminoacidos de la region
media de la hélice 1 por alaninas, no permitieron la formacion del puente salino que se
establece entre la primera y segunda a-hélice como se ilustra en el modelo estructural
de esta mutante (Fig. 19C). Cabe mencionar, que los residuos que forman el puente
salino (E424, R474 y K470) ademas de conservarse en los tres canales de mamifero
que forman a la familia Ca,3, también se encuentran presentes en el homdlogo de
Drosophila (No. de acceso el GenBank NP_572296).
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La importancia del puente salino en la funcién de los canales Ca,3.2, también se
verifico al recorrer las mutaciones hechas en las mutantes PA61ly PPG1, tan solo dos
posiciones hacia el extremo carboxilo terminal de la primera o-hélice. En estas
mutantes denominadas PA64 y PPG4, también se substituyeron residuos por alaninas o
por prolinas y glicinas. En el caso de la mutante PA64, se observé que sus propiedades
biofisicas fueron muy similares al control y que en el caso de la mutante PPG4, la
presencia de las prolinas y glicinas afectaron significativamente la funcion de los
canales Ca,3.2 porque se corrieron sus curvas de activacion e inactivacion
dependientes de voltaje hacia potenciales mas negativos y se aceleraron las cinéticas
de sus corrientes. En resumen, tanto los resultados electrofisiolégicos, asi como los
modelos estructurales indican que la integridad del puente salino y por lo tanto, de la
estructura de las a-hélices del freno de la compuerta es critica para el funcionamiento

normal de los canales Ca,3.2 (Arias-Olguin et al., 2008).

D. El freno de la compuerta se orienta especificamente con respecto al Ca,3.2.
Con el propésito de conocer el papel que juega la orientacion del freno de la compuerta,
se insertaron alaninas al principio de la a-hélice 1 (mutantes H1A). Las alaninas fueron
seleccionadas debido a que, por su pequefio tamafio y a su naturaleza hidrofébica,
tienden a asociarse entre ellas y a minimizar la superficie de contacto con solventes
polares y con otras regiones (Senes et al., 2004) (Fig. 19C y D). Con base en esto, se
propuso que la insercion de una, dos o tres alaninas, afectarian por ende la orientacion
del freno de la compuerta en relacion al canal Ca,3.2. Ademas, se propuso que cada
aminoacido introducido alteraria la rotacion que estabiliza a la cadena principal de la -
hélice 1 (alrededor de 100°) y propiciaria extensiones de 1.5 A de la misma (Pestko,
2004).

De acuerdo con esta prediccion, la insercion de alaninas provocd que en estas
mutantes los puntos medios de activacion e inactivacion se corrieran significativamente
hacia potenciales negativos (Fig. 17A y B; Tabla 2). Esto significa que en dichas
mutantes se necesita una menor despolarizacion para que se abran los canales o para

incrementar la fraccion de canales inactivados desde el estado cerrado. También se
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observd que las cinéticas de activacion e inactivacion se aceleraron significativamente
en las mutantes H1A1 y H1A3, mientras que la cinética de inactivacién de la mutante
H1A2 fue significativamente més lenta (Fig. 17D, Tabla 2). En el panel D de esa figura,
se puede observar que las constantes de tiempo de las mutantes H1A1 y H1A3 se
caracterizaron por casi no mostrar dependencia al voltaje (Tabla 2). Estos resultados
sugieren que al perderse la integridad estructural del inicio de la a-hélice 1 asi como su
orientacion relativa a condiciones normales, se provocan cambios en la actividad de los

canales Ca,3.2.

Una propiedad similar se ha demostrado para los canales HVA, en donde se ha visto
que es importante que se mantenga la orientacion precisa de la subunidad beta en
relacion a estos canales de calcio, para que pueda ser regulada su funcién (Vitko et al.,
2007; Vitko et al., 2008; Baumgart et al., 2008). También, en los canales de potasio, se
sabe que las regiones citoplasmaticas de los segmentos S6, contribuyen al
funcionamiento de la compuerta de activacion al orientarse de forma adecuada (Jiang et
al., 2002a; Jiang et al., 2002b). En conclusion, el freno de la compuerta esta orientado
en forma precisa en relacion al canal Ca,3.2, o que repercute a su vez, sobre la funcién

de estos canales.

E. Laregion del asa es clave en la conformacion del freno de la compuerta.

El papel que juega el asa se dedujo a partir de mutantes que reemplazaron los residuos
de ésta por alaninas, convirtiendo a dicha region en una a-hélice (Fig. 13). A
consecuencia de estas modificaciones, se vieron afectadas la dependencia al voltaje
asi como las constantes de tiempo en la activacion e inactivacion de estas mutantes.
Estos cambios significativos se hicieron alin mas evidentes en las mutantes PA6T12,
donde se reemplazaron al mismo tiempo doce residuos del asa por alaninas, y DC1 en
la cual la region del asa se elimind por completo (Fig. 18, Tabla 2). Las cinéticas de
activacion e inactivacion, de las cuatro mutantes analizadas en este contexto, se
aceleraron en todos los voltajes estudiados (Figs. 18C y D). Incluso, dicha aceleracion
se acentud en el rango independiente de voltaje (entre los -30 y 0 mV). Esto puede
explicarse por cambios en la apertura y cierre del canal y no por aquellos inducidos por
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los corrimientos en las curvas de la dependencia al voltaje de la activacion. Estos datos
indican que la region del asa es importante para mantener las interacciones que se

forman entre ambas a-hélices, asi como su conformacion antiparalela.

Los modelos estructurales generados para las mutantes del giro, estan de acuerdo con
los resultados previamente descritos. En particular, el modelo de la mutante PA6T1-2
puede explicar algunos de los efectos que fueron observados sobre sus propiedades
biofisicas (Fig. 19D). En este modelo, es posible ver que la pérdida del acido aspartico
444 (D444) y del &cido glutamico 452 (E452) junto con la presencia de las alaninas
(Senes et al., 2004), hicieron del asa una regiéon muy hidrofébica que favorecié que la
distancia entre las hélices 1 y 2 se modificara con respecto a los canales silvestres.
También el modelo de la mutante DC1, ilustré muy bien como se fusionaron ambas a-
hélices al eliminar la region del asa. Esto explica porque se afectd de forma significativa
el funcionamiento del freno de la compuerta. En conclusién, los modelos estructurales
junto con los datos electrofisiolégicos previamente mencionados, indican que la region
del asa es importante para preservar la conformacion del freno de la compuerta, ya que
al modificarse dicha zona, se afectan tanto las cinéticas, como la apertura y cierre de

los canales Ca,3.2.

F. La alteracion estructural del freno de la compuerta induce incrementos en la
densidad de corriente.

La mayoria de las mutantes estudiadas en la presente investigacién exhibieron
corrientes de calcio de mayor amplitud que los canales Ca,3.2 silvestres, incluso
cuando los valores de corriente se normalizaron respecto al tamafio celular (estimado a
partir del valor de capacitancia membranal, Cn;, Tabla 2). Para considerar esta
circunstancia, se calcularon los valores de conductancia cuerda (ver Métodos) para asi
obtener la conductancia maxima, normalizada por unidad de C, (Gmax; nS/pF). Aun
después de esta correccion, principalmente las mutantes D2b, D2c, PA61 y H1A3
mostraron incrementos de mas del doble en la densidad de corriente con respecto a los
canales silvestres (Tabla 2). Existen al menos dos posibles explicaciones para tales

incrementos: a) que las mutaciones que alteran la integridad estructural de la regién
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inicial del asa I-1l, incrementan la probabilidad de apertura del canal (Po), y b) que
promueven un aumento en el numero de canales expresados en la membrana
plasmatica (Vitko et al., 2007; Baumgart et al., 2008).

G. Comparacion con la funcion del asa I-1l de los canales HVA.

Los resultados obtenidos en este trabajo son los primeros que asocian al asa I-1l con la
modulacién de los canales LVA. En los canales HVA, por el contrario, la funcién de esta
misma asa intracelular se ha descrito en varios trabajos previos de estructura-funcion
qgue la han identificado como una region que regula varias propiedades biofisicas y de
expresion de los canales HVA (Zhang et al., 1994; Herlitze et al., 1997; Adams &
Tanabe, 1997; Cens et al., 1999; Restituito et al., 2000; Berrou et al., 2001; Stotz et al.,
2004). El asa I-Il de los HVA se caracteriza por contener al dominio AID (Pragnell et al.,
1994), que le permite unirse y anclarse a una cavidad de la subunidad 3 (Opatowsky et
al., 2004; Chen et al., 2004; Van Petegem et al., 2004) la cual regula su actividad.
Ademas, se ha propuesto que en los canales HVA, el asa I-ll participa en el proceso de
inactivaciéon a través de dos formas: la obstruccién directa del poro por esta asa
intracelular o, por la disociaciéon de la misma de un lugar de unién en los segmentos S6,
previniendo asi la constriccion del poro (Cens et al., 2006). Asimismo, se ha sugerido
que los segmentos S6 podrian formar las compuertas de activacion e inactivacion en
los canales HVA (Hering et al., 1997; Stotz & Zamponi, 2001; Berjukow et al., 2001; Shi
& Soldatov, 2002), asi como en los LVA (Marksteiner et al., 2001). Los resultados aqui
presentados permiten especular que el freno de la compuerta del asa I-Il de los canales
LVA, podria estar interactuando con los segmentos S6, Cualquier alteracion estructural
dentro de dicho determinante molecular, podria repercutir en la funcién de los
segmentos S6, que han sido identificados como la compuerta de activacion en canales
de potasio (Jiang et al., 2002) y de sodio (Zhao et al., 2004). Finalmente, se puede
concluir con base en los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, que el freno de
la compuerta esta formado por los primeros 60 residuos del asa I-ll cuya funcion es la
de mantener a los canales Ca,3.2 cerrados a valores cercanos al potencial de reposo
(Arias-Olguin et al., 2008). Ademas, este determinante molecular se conserva en los

canales Ca,3.1y Ca,3.3 (Baumgart et al., 2008).
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VI. CONCLUSIONES

1. La accidn proteolitica intracelular de la papaina no elimina la inactivacion de los

canales tipo T.

2. El efecto de la papaina consistié en una disminucién gradual en la amplitud de la
corriente maxima conforme transcurre el tiempo de registro en la configuracién
de célula completa. Es probable que dicho efecto sea debido a una accién

proteolitica sobre la integridad funcional de los canales tipo T.

3. Los segmentos S1, S2 y S3 del dominio Il no contribuyen de manera

significativa a la inactivacion rapida de los canales Ca,3.1 de humano.

4. El freno de la compuerta es un determinante molecular constituido por los
primeros 60 aminoacidos del asa I-ll, que normalmente funciona como un freno

que mantiene cerrados a los canales Ca,3.2 en el estado de reposo.

5. La estructura del freno de la compuerta consiste de dos a-hélices antiparalelas

conectadas por una asa.

6. La integridad funcional de la estructura del freno de la compuerta es crucial para

el funcionamiento normal de los canales Ca,3.2.

7. Las evidencias presentadas en el presente estudio ubican al asa intracelular I-1I
de la subunidad al de los canales Ca,3.2 como el primer determinante molecular
intracelular asociado con el control de la activacion dependiente de voltaje de los

canales tipo T.
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