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. RESUMEN

El ion Ca?* es una sefial intracelular crucial en funciones celulares como la liberacion de
hormonas y neurotransmisores, la contraccion muscular, el metabolismo, la expresion
génica, y otras. Algunos de estos procesos biolégicos suceden en respuesta a cambios en
el potencial de membrana de las células y son orquestados por el funcionamiento de los
canales de calcio dependientes de voltaje (Cay). El uso de farmacos, toxinas y
compuestos organicos para bloquear las corrientes generadas por los canales Cay, ha
sido explotado ampliamente para el estudio de funciones basicas de estas proteinas, asi
COmMO para Su uso como agentes terapéuticos en el tratamiento de algunas enfermedades.
La amilorida es un diurético ahorrador de potasio que fue sintetizado por los laboratorios
Merck en 1965 y su blanco molecular es el canal epitelial de sodio, ENaC. La interaccion
molecular de éste con amilorida se ha explorado a través de modelos por homologia, ya
qgue a la fecha no existe ninguna estructura del canal ENaC resuelta por cristalografia de
rayos X. Por otro lado, la amilorida también se ha utilizado como una herramienta
farmacoldgica para el estudio de los canales Cay, concretamente aquellos que se conocen
como canales LVA, tipo T o Cay3, de los cuales tampoco existen estructuras
cristalograficas resueltas. Ademas, subsisten discrepancias controversias en relacion a los
valores de ICso de amilorida reportados para los canales Cay3, que van desde el orden
micromolar hasta el milimolar, dependiendo del tipo celular en el que se estudien dichos
canales. Por lo anterior, en el presente trabajo se planted la posibilidad de que la amilorida
pudiera interactuar con diferentes sitios en la proteina de los tres canales Cay3 (Cay3.1,
Cay3.2 y Cay3.3), lo cual, aunado a la expresion diferencial de dichos canales en varios
tipos celulares, podria explicar las diferencias en sensibilidad al diurético hasta ahora
reportadas. Una motivacion adicional de este trabajo fue proporcionar informacion original
sobre el mecanismo de bloqueo de la amilorida sobre los canales Cay3 y la ubicacién de
los posibles sitios de unién del farmaco en la proteina de estos canales. Los resultados
obtenidos confirmaron nuestra hipétesis del blogueo diferencial de los canales Cay3, con
una preferencia importante sobre el canal Cay3.2. Ademas de inhibir propiamente la
corriente, la amilorida modifico algunas propiedades biofisicas de los canales mediante su
interaccion con el estado abierto e inactivado de dichos canales. Interesantemente, solo el
bloqgueo de los canales Cay3.3 presenté un componente dependiente de voltaje. Los
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resultados del modelado molecular y acoplamiento de la amilorida con los canales Cay3
proporcionaron informacién relevante que permitié explicar el mecanismo de bloqueo de la

amilorida, asi como las diferentes afinidades del diurético por los canales Cay3.



Il. INTRODUCCION

2.1. Canales ionicos

Las células procariotas y eucariotas estan provistas de membranas lipidicas que contienen
proteinas especializadas para el intercambio de iones y moléculas entre los espacios extra
e intracelulares. Se han descrito dos mecanismos basicos para el transporte a través de
las membranas, el primero involucra transportadores, tales como la bomba de Ca**, el
intercambiador Na“’Ca®* y la bomba Na'/K*, mediante los cuales, los iones son
transportados en contra de su gradiente de concentracion a costa de un gasto energético.
El segundo mecanismo es a través de canales iGnicos, complejos proteicos de la
membrana celular que permiten el transporte de iones a favor de su gradiente de
concentracion, sin ningun tipo de gasto energético. La activacion (proceso por el cual se
genera el transporte de iones) de un canal idnico es debida a la respuesta especifica ante
algun estimulo, como la unién de un ligando especifico directamente en el canal, por un
cambio en el voltaje de la membrana, una deformacién mecanica o un estimulo sensorial
(Lipscombe, 2001).

Los canales idnicos son proteinas de membrana que permiten el flujo rapido de iones a
través de un poro que conecta el espacio extracelular con el intracelular. Estas proteinas
son indispensables para la generacion y propagacion de sefiales eléctricas (potenciales de
accion) en los organismos; ademas, funcionan como interruptores que encienden o
apagan distintos procesos celulares tales como la contraccion muscular, la secrecién de
hormonas y neurotransmisores, la sensibilidad a estimulos ambientales, el procesamiento
de informacién en el cerebro y la salida hacia tejidos periféricos, la expresion de genesy la
division celular (Hille, 2001). Los canales ionicos se encuentran presentes en
practicamente todos los tipos celulares, desde organismos unicelulares hasta las plantas y
animales, en los que estan involucrados en una amplia variedad de funciones celulares

esenciales.

La nocidn inicial de la existencia de los canales idnicos fue establecida por los trabajos

pioneros de Hodgkin & Huxley a principios de los afios 50 del siglo pasado (Hodgkin &
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Huxley, 1952a, 1952b, 1952c; Hodgkin et al., 1952). No obstante, fue hasta poco mas de
25 afios después que se conocid la naturaleza proteica de los canales, primero del
receptor a acetilcolina (Conti-Tronconi & Raftery, 1982; Noda et al., 1983a) y
subsecuentemente de los canales de sodio (Noda et al., 1984) y de calcio (Tanabe et al.,
1987) dependientes de voltaje. Paralelo a estos descubrimientos, el desarrollo y
mejoramiento de la técnica de patch clamp (Hamill et al., 1981) ha permitido la
identificacién de varios tipos de canales ionicos que difieren en: (i) el ibn que mueven a
través del poro del canal (p. €., Na*, K*, Ca? o CI), (ii) el estimulo que desencadena la
apertura del poro del canal (p. €j., voltaje, ligando o temperatura, etc.), (iii) la funcién que el
canal ionico realiza (p. ej. canales ionicos de las uniones comunicantes “gap-junctions”), y
(iv) las caracteristicas farmacolégicas del canal i6nico (p. ej. canales idnicos receptores de
rianodina y NMDA) (Lipscombe, 2001).

Desde el punto de vista estructural, los canales idnicos pueden ser complejos proteicos
formados por tetrdmeros, pentameros o hexameros. En todos los casos el arreglo
tridimensional de la proteina en la membrana promueve la formacién de un poro central
por el cual transitan los iones correspondientes (Fig. 1). Dentro del grupo de los
tetrAmeros se encuentran los canales activados por voltaje (de Na*, K*, Ca** y CI), y los
canales TRP (aquellos que se activan por temperatura, por ejemplo). Los canales
activados por ligandos como la acetilcolina, glicina y otros neurotransmisores, presentan
una composicion pentamérica, mientras que las uniones comunicantes (gap junctions) son
los representantes de los canales iGnicos de composicion hexamérica (Hille, 2001). Mas
recientemente, no obstante, se ha demostrado que los canales activados por ATP,
conocidos como canales purinérgicos, presentan una composicion trimérica en su estado

funcional (Stojilkovic et al., 2005).



Figura 1. Organizacion de los canales i6nicos en la membrana. Tres principales organizaciones
transmembranales adoptan los canales iénicos; en forma de tetrameros, pentameros y hexameros. En cada
caso el poro del canal esta ubicado en el centro del complejo proteico y cada subunidad de la proteina cruza
la membrana de 2 a 6 veces.

Cada uno de los tipos de canales mencionados cumple funciones especificas en las
células que se expresan, desde la generacion y propagacion de sefiales eléctricas, hasta
el intercambio de metabdlitos entre células adyacentes, etc., sin embargo, para los fines
del presente trabajo de tesis, el tema central seran los canales i6nicos dependientes de
voltaje. La superfamilia de canales dependientes de voltaje, como también se le conoce,
comprende los canales que en respuesta a cambios en el voltaje transmembranal
trasportan de manera selectiva y a una alta velocidad iones Na*, K*, Ca®" o CI, los
canales de Ca®* por ejemplo, transportan hasta 10° iones s (Sather & McCleskey, 2003).
Estos canales en conjunto son los principales responsables de la generacion y
regeneracion del potencial de accion, de la contraccion muscular, de la secrecién de

hormonas y neurotransmisores, entre otras funciones (Hille, 2001).

2.2. Canales de calcio dependientes de voltaje

Dentro de la superfamilia de los canales dependientes de voltaje se encuentran los
canales que transportan selectivamente iones Ca?*, llamados canales Cay (Ertel et al.,
2000). El i6n Ca®" es una sefial intracelular clave, ya que modula muchas funciones

celulares como lo es la exocitosis de hormonas y neurotransmisores, la contraccion
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muscular, el metabolismo, la expresién de genes, la proliferacion, la fertilizaciéon, etc.
(Berridge et al., 2003; Uhlen & Fritz, 2010). En la mayoria de dichos eventos el calcio
requerido entra a la célula a través de los canales Cay.

En células que son capaces de producir y responder a sefiales eléctricas, denominadas
células excitables (Aidley, 1996), tales como neuronas, células cardiacas, células
musculares y células secretoras, los canales Cay participan de manera importante (Hille,
2001; Perez-Reyes, 2003). No obstante, células consideradas como no excitables, como
los espermatozoides, también expresan algunos tipos de canales idnicos dependientes de
voltaje que son cruciales para funciones indispensables de la célula (Darszon et al., 2006).
Desde hace varias décadas, se han usado en la clinica los llamados “bloqueadores de
canales de calcio” para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, tales como la
hipertension y la angina de pecho (Mitterdorfer et al., 1998), y mas recientemente para el
tratamiento del dolor neuropético y la epilepsia de tipo ausencia (Gomora et al., 2001; Kim
et al., 2001; Todorovic et al., 2001a; Todorovic et al., 2001b; Tyagarajan et al., 2011). Por
estas razones, la importancia de los canales Cay se acentla y su uso como blancos
moleculares para el tratamiento de diversas enfermedades es indiscutible. Sin embargo,
mucho hace falta por conocer acerca de la estructura y funcion de estas proteinas, asi
como aspectos farmacoldgicos y biofisicos, por ello, resulta importante realizar un mayor
nuamero de estudios cientificos a nivel basico y clinico que permitan entender mejor el
funcionamiento de estos canales y su relevancia en procesos fisiologicos vy

patofisioldgicos.

A. Clasificacion de los canales de calcio dependientes de voltaje

Existe una nomenclatura para los canales de calcio dependientes de voltaje (Ertel et al.,
2000), en la que el nombre de cada canal esta dado por la abreviacion del i6n que
transportan (Ca), seguido del subindice v, en alusion al estimulo que los activa (voltaje),
después el numero de la familia (1, 2 6 3) y por ultimo, separado por un punto, el nimero
del miembro de la familia. Asi el canal Cay1.2 corresponde al miembro 2 de la familia 1 de
los canales de calcio dependientes de voltaje (Fig. 2). Los canales Cay se caracterizan por

presentar diferentes propiedades biofisicas y farmacologicas, las cuales dependen en gran
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medida de la secuencia de la subunidad formadora de poro denominada subunidad o, de

las cuales existen 10 genes que codifican para ellas (Fig. 2).

HVA Ca,1.4

LVA '—Ca,3.2 (o)

f T | T |
20 40 60 80 100

Porcentaje de identidad utilizando CLUSTAL

Figura 2. Arbol filogenético de las subunidades al de los canales Cay. Porcentaje de identidad en la
secuencia de aminoacidos de la subunidad o; de los canales de calcio dependientes de voltaje. La
secuencia completa de cada subunidad o, fue reducida exclusivamente a las regiones que atraviesan la
membrana y las asas del poro, lo cual generé un archivo de ~350 aminoacidos. Posteriormente, dichos
archivos fueron alineados utilizando el programa DNAsis tomando como base el algoritmo de CLUSTAL. El
alineamiento multiple de secuencias define tres subfamilias: Cayl, Cay2 y Cay3, con alrededor de 80% de
identidad entre ellas (Modificado de Perez-Reyes, 1999).

Los canales Cay se subdividen en dos grupos principales, aquellos que son activados por
voltajes altos o HVA (por sus siglas en inglés), y los que se activan por voltajes bajos o
LVA. Los canales HVA estan constituidos a su vez por dos familias, denominadas Cay1
que comprende cuatro miembros (Cayl.1-Cayl.4) y Cay2, formada por tres miembros
(Cay2.1-Cay2.3) (Fig. 2). Ademas de requerir fuertes despolarizaciones del potencial de
membrana (Vn,; entre -30 y -20 mV) para su activacion (apertura), los canales HVA se
caracterizan ademas por presentar una inactivacion (proceso en el cual el canal no
conduce corriente a pesar de estar abierto) muy lenta, una desactivacion o cierre del canal
muy rapida, y una conductancia unitaria de aproximadamente 24 pS. Por su parte, los

canales LVA se agrupan en una sola familia, los Cay3, constituida por tres miembros
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(Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3), estos canales se activan por pequefias despolarizaciones a
potenciales muy cercanos al potencial de reposo de las neuronas, es decir, alrededor de
los -60 mV; se inactivan rapidamente durante una despolarizaciébn sostenida, se
desactivan lentamente al repolarizar la membrana y presentan una conductancia unitaria
pequefia de alrededor de 8 pS (Armstrong & Matteson, 1985; Nilius et al., 1985; Nowycky
et al., 1985; Bean, 1989; Catterall, 2000; Burgess et al., 2002).

Los canales de la familia Cayl generan corrientes tipo L o de larga duracion y son
sensibles a farmacos conocidos como dihidropiridinas (Tabla 1). Los canales de la familia
Cay2 generan corrientes tipo N, P/Q, y R, no son sensibles a las dihidropiridinas y son
bloqueados selectivamente por toxinas de invertebrados. Por su parte, los tres miembros
de la familia Cay3 generan corrientes transitorias, y son bloqueados con moderada
especificidad por el mibefradil. Los canales Cay3 también son conocidos comunmente
como canales tipo T, haciendo alusién a su corriente transitoria y su pequefia (“tiny”)

conductancia unitaria (Nilius et al., 1985; Nowycky et al., 1985).

B. Composicion y propiedades moleculares de los canales Cay

Los canales de las familias Cayl y Cay2 son complejos moleculares compuestos por
cuatro unidades proteicas principales (revisado por Arikkath & Campbell, 2003) (Fig. 3): (i)
una proteina integral de membrana que es la subunidad formadora del poro de conduccién
iGnica, nombrada o, ademas de contener las regiones del canal que detectan el voltaje y
la sensibilidad a farmacos; (i) una subunidad citoplasmética denominada 3, de la cual
existen cuatro isoformas (Bi1, B2, B3z Y Ba), Y que modula varias propiedades biofisicas y de
trafico del canal hacia la membrana celular; (iii) una subunidad que consiste de una regién
transmembranal y otra extracelular unidas entre si por enlaces disulfuro, nombrada o6 y
de la cual se conocen cuatro variantes (o20-1, 020-2, 020-3, Y a26-4). Esta subunidad
también regula la actividad de la subunidad a; y recientemente se le ha adjudicado el
papel de receptor para algunos farmacos antiepilépticos y analgésicos (Davies et al., 2007;
Bauer et al., 2010); y (iv) una subunidad de cuatro segmentos transmembranales

denominada vy, con ocho isoformas (yi, v2, v3,Ya, V5. Ye, Y7 Y 7s), la cual modifica las



propiedades biofisicas del canal,

sin afectar el nimero de canales en la membrana

(Arikkath & Campbell, 2003; Kang & Campbell, 2003; Zamponi, 2005).

Tabla 1. Ubicacion tisular, funciones fisioldgicas y farmacologia de los canales Cay,.

Nombre Tipo de Localizacion Antagonistas Funciones celulares
del canal | corriente especificos

Ca,1.1 Misculo esquelético; tibulos Dihidropiridinas; Acople excitacion-contraccion

transversos fenilalquilaminas;
Benzotiazepinas

Ca,l.2 L Miocitos cardiacos; células Dihidropiridinas; Acople excitacion-contraccion; liberacion
endocrinas; cuerpos celulares fenilalquilaminas; de hormonas; regulacion de transcripcion;
neuronales; dendritas Benzotiazepinas integracion sinaptica

Ca,l.3 L Células endocrinas; cuerpos Dihidropiridinas; Liberacién de hormonas; regulacion de
celulares neuronales y fenilalquilaminas; transcripcién; regulacién sindptica;
dendritas; miocitos auriculares  benzotiazepinas marcapaso cardiaco; liberacion de
cardiacos y células marcapaso, neurotransmisor a partir de células
célula coclear del cabello sensoriales

Ca,1.4 L Células baston y bipolar de la Dihidropiridinas; Liberacion de neurotransmisores a partir
retina; médula espinal; glandula  fenilalquilaminas; de fotorreceptores
adrenal; células cebadas Benzotiazepinas

Ca2.1 P/Q Terminales nerviosas y w-Agatoxina IVA Liberacion de neurotransmisores;
dendritas; células transientes de Ca?* dendriticos; liberacién
neuroendocrinas de hormonas

Ca,2.2 N Terminales nerviosas y w-Conotoxina-GVIA  Liberacién de neurotransmisores;
dendritas; células transientes de Ca?* dendriticos; liberacién
neuroendocrinas de hormonas

Ca2.3 R Cuerpos celulares neuronalesy  SNX-482 Disparo en rafaga del potencial de accién;
dendritas transientes de Ca* dendritico

Ca,3.1 il Cuerpos celulares neuronalesy  Mibefradil Marcapaso; disparo en rafaga del
dendritas; miocitos del musculo potencial de accion
liso y cardiaco

Ca 3.2 T Cuerpos celulares neuronalesy  Mibefradil Marcapaso; disparo en rafaga del
dendritas; miocitos del musculo potencial de accién
liso y cardiaco

Ca,3.3 T Cuerpos celulares neuronalesy  Mibefradil Marcapaso; disparo en rafaga del

dendritas

potencial de accién

(Modificada de Catterall, 2000).

En lo que corresponde a los canales de la familia Cay3, éstos estan constituidos
Unicamente por la subunidad principal ai, aunque algunos trabajos han encontrado
evidencias de que las subunidades accesorias de los canales Cayl y Cay2 regulan en
menor grado la actividad de los canales Cay3 (Dolphin et al., 1999; Dubel et al., 2004;

Hansen et al., 2004; Arteaga, 2007; Higueldo, 2007).
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Figura 3. Representacion esquematica del ensamble de los canales Cay. La figura ilustra los cuatro
dominios repetidos de la subunidad a; formadora de poro (I-IV), en el dominio | se han expuesto los 6
segmentos transmembranales (S1-S6) como cilindros purpuras. La subunidad o se encuentra asociada con
las subunidades accesorias o, (en color verde), § (en color meldn), y v (en azul) en los canales HVA, por el
contrario, la subunidad o, de los canales LVA al parecer no requiere de subunidades accesorias para
generar corrientes semejantes a las corrientes de calcio tipo T nativas. La subunidad B es completamente
intracelular y se asocia con la subunidad o, por medio de la interaccién entre el BID (dominio de interaccién
de la subunidad beta) y el AID (dominio de interaccién de la subunidad alfa). La subunidad a8 se encuentra
anclada a la membrana e interactta con la parte extracelular de la subunidad a,. La subunidad y es una
proteina constituida por cuatro segmentos transmembranales (Modificada de Randall & Benham, 1999).
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La subunidad al forma el poro que permite el flujo de iones y contiene regiones
especializadas que determinan la selectividad del canal y su sensibilidad al voltaje (sensor
de voltaje), es decir, por si sola puede generar corrientes idénicas. De acuerdo con perfiles
de hidrofobicidad, modelos de la estructura secundaria y terciaria de la subunidad al de
canales Cay, estas proteinas son cadenas de aminoacidos (aa) que forman cuatro
dominios similares (numerados del | al IV), unidos entre si por asas intracelulares. Cada
domino contiene seis segmentos transmembranales llamados S1 a S6 (del amino hacia el
carboxilo terminal) e interconectados por asas intra y extracelulares (Fig. 4). Los
segmentos S5 y S6 se encuentran unidos por un asa que se invagina parcialmente en la
membrana, y que se conoce como el asa del poro. Con base en estudios de cristalografia
de rayos X de canales de K*, cuya subunidad o también contiene sensor de voltaje (S4) y
comparte varias similitudes con los canales Cay, se ha propuesto que el extremo
intracelular del poro esta delineado por los segmentos S5 y S6, y el extremo opuesto
(extracelular) esta revestido por las asas del poro de cada dominio (Jiang et al., 2003a;
Jiang et al., 2003b). Es probable que debido a la similitud entre estos dos tipos de canales
dependientes de voltaje, el arreglo de la subunidad a1 de los canales Cay sea como la de
los canales de K*. En este sentido, existen fuertes evidencias experimentales que indican
que en los canales Cay las asas del poro forman el vestibulo externo del canal y el filtro de
selectividad, por lo que su secuencia de aa es un factor determinante de la conductancia,
la selectividad i6nica del canal y de su afinidad por diversas toxinas que modifican la

actividad de la subunidad al (para una revision véase Catterall, 2000).

Una caracteristica molecular de los canales activados por voltaje y por consiguiente de los
canales Cay, es el segmento S4, el cual presenta un patron de aa caracteristico, ya que
cada tres residuos, existe uno con carga positiva, y con base a una serie de evidencias se
le ha designado como sensor de voltaje (revisado por Tombola et al., 2005, 2006), ya que
este segmento es capaz de detectar los cambios en el V., y traducir dicho estimulo
eléctrico en un cambio conformacional de la proteina que permite la apertura del poro de

conduccién idnica y por consiguiente el libre flujo de iones Ca®* al interior de la célula.

11



2333983
29999

COOH

Figura 4. Diagrama topoldgico de la subunidad a; de los canales Cay. Los canales de calcio HVA y LVA
estd compuesto por una proteina integral de membrana de aproximadamente 270 kDa denominada
subunidad a4, la cual esta constituida por cuatro repetidos (I-1V), cada uno de los cuales con seis regiones
transmembranales (S1 a S6) y una asa de poro (P). El segmento S4 presenta aa con carga positiva cada 3
residuos, caracteristica que le permite detectar cambios en el V,,, por lo que se le conoce como sensor de
voltaje.

C. Modelo cinético de la activacion de los canales Cay3

El funcionamiento basico de los canales Cay3 se ilustra en la Fig. 5A y B. A valores de Vp,
muy negativos (-90, -100 mV, por ejemplo), los canales se encuentran cerrados, es decir
se encuentran en estado de reposo o cerrado. Cuando el V., adquiere valores mas
positivos (despolarizacion), los canales transitan al estado abierto o activado, como
resultado del desplazamiento de los respectivos sensores de voltaje, lo cual permite que
los iones sean conducidos a través del poro del canal. Sin embargo, este mismo proceso
de apertura se acompafia de otro, al cual se le denomina inactivacion, mismo que
provocara el cese del flujo de iones a través del canal, a pesar de que este se encuentre
en el estado abierto. La inactivacion de los canales varia en el tipo de mecanismo que la
origina, la proporcion de canales que la padecen y la velocidad a la que sucede (cinética
de inactivacion), por lo que es una caracteristica distintiva de diferentes tipos de canales.
Por ultimo, cuando el valor de V, regresa a su valor original o de reposo (repolarizacion),

los canales regresan al estado cerrado.

Las transiciones entre el estado abierto y cerrado de los canales Cay3 han sido estudiadas
en varias preparaciones celulares y se ha encontrado que este tipo de canales cuando se
abren en respuesta a pulsos despolarizantes, lo hacen en rafagas, es decir, los canales se
abren y se cierran muchas veces en un periodo de tiempo muy corto, después

permanecen sin actividad por un tiempo, y sélo en algunos valores de V, pueden
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Figura 5. Esquema simplificado del funcionamiento de los canales Cay3. A) Representacion
esquematica de los estados conformacionales que pueden adoptar los canales Cay3. El proceso de
Activacion es la transicion del estado cerrado al estado abierto o activado del canal, en el que sucede el flujo
de iones a través del poro del canal; la Inactivacion es la transicion del estado abierto a un estado no
conductor de iones, aun y cuando el canal sigue abierto; finalmente el proceso de Desactivacion es la
transicion del estado abierto al estado cerrado, es decir, implica el cierre del canal (Adaptada de George,
2005). B) Esquema simplificado de la activacion de los canales Cay3. El modelo representa transiciones
entre los estados de reposo (R), cerrado (C), abierto (O) e inactivado (I). Los cambios en el V,, inducen el
movimiento del sensor de voltaje S4, los cuales promueven cambios comformacionales en la proteina del
canal. EI movimiento de tres de las cuatro regiones S4 es suficiente para inducir estados cerrados que se
inactivan relativamente rapido. El estado cerrado proximal (C,) puede dirigirse a un estado de inactivacion
(I4) o conducir a la apertura del canal (O). El estado abierto puede inactivarse (l,) y transitar a través de
estados de inactivacion intermedios a la recuperacion del estado de reposo. Los efectos de voltaje sugieren
gue los sensores S4 deben regresar a su posicion original antes de que los canales puedan recuperarse de
la inactivacion (Adaptada de Perez-Reyes, 2003).
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manifestar el patron de rafaga de nuevo. La rapida apertura y cierre de los canales puede
ser modelada como transiciones entre un estado cerrado y un estado abierto. La tasa de
transicion del estado abierto determina el tiempo medio de apertura el cual fluctia entre

0.5a2ms. Enla Fig. 5B se presentan los estados de transicién de los canales Cay3.

D. Farmacologia de los canales Cay3

El entendimiento acerca del funcionamiento de los canales Cay ha sido beneficiado
notablemente por el uso de una variedad de farmacos que interactlian con uno 0 mas tipos
de los canales Cay. De hecho, algunas clasificaciones de los canales Cay se han realizado
con base en su sensibilidad a farmacos, toxinas, e incluso iones inorganicos (Tabla 1;
Heady et al., 2001; Lacinova, 2004). Esto ha sido particularmente til para los canales
HVA, puesto que ellos presentan multiples tipos de corrientes de calcio (L, P/Q, Ny R) que
pueden ser diferenciadas por el uso de blogueadores selectivos tales como
dihidropiridinas, m-agatoxina IVA y o-conotoxina GVIA (Tabla 1). Por el contrario, el
estudio de los canales LVA ha sido mas complicado por la ausencia de un bloqueador
selectivo. A la fecha, solo el niquel (Ni**) constituye una herramienta farmacoldgica para
poder discriminar los canales Cay3.2 de Cay3.1y Cay3.3 (Lee et al., 1999b). El mibefradil,
aungue es 10 veces mas potente bloqueando canales LVA que HVA, no presenta ninguna
especificidad por alguno de los primeros (Gomora et al., 2000; Martin et al., 2000), ademas
de que bloguea con una potencia similar canales de potasio activados por voltaje (Gomora
et al., 1999).

Los estudios farmacolégicos sobre los canales de calcio LVA en tejidos nativos han
arrojado resultados conflictivos, ya que existen variaciones considerables en las
concentraciones inhibitorias medias (ICsp) reportadas para ciertos agentes bloqueadores
de estos canales (Todorovic & Lingle, 1998; Heady et al., 2001; Lacinova, 2004). En la
mayoria de los casos, las variaciones se han atribuido a las posibles diferencias en
sensibilidad de los tres miembros de la familia Cay3 y a las discrepancias génicas entre

especie (Lacinova, 2004).
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Por ejemplo, los tres miembros de esta familia son bloqueados por concentraciones
micromolares y milimolares del ion Ni?*, del cual se ha reportado una ICs, de 133 y 1130
MM para el canal Cay3.1 (Lee et al., 1999b; Lacinova et al., 2000; Monteil et al., 2000a). El
canal Cay3.2 es el mas sensible de los tres miembros LVA, con un valor de ICso que va
desde 1.9 hasta 12 uM (Lee et al., 1999b; Perchenet et al., 2000). El canal Ca\3.3 es diez
veces menos sensible que Cay3.2 con una ICso de entre 184 y 216 uM (Lee et al., 1999b;
Monteil et al., 2000b). Los iones trivalentes de la serie de los lantanidos son mas potentes
blogueando canales LVA (ICsos en el orden nanomolar), pero nuevamente no presentan

alguna especificidad relevante por alguno de ellos (Beedle et al., 2002).

Desde el punto de vista farmacoldgico, los canales Cay3 han adquirido especial relevancia
por estar directamente involucrados en enfermedades como la epilepsia (Gomora et al.,
2001; Huguenard, 2004), la hipertension (Krayenbuhl et al., 1999) y la percepcion del dolor
(Todorovic & Jevtovic-Todorovic, 2007), entre otras. No obstante, a pesar de que varios
farmacos afectan la actividad de los canales Cay3, como por ejemplo, el valproato, la
etosuximida, la succinamida, la fenitoina, la lamotrigina, la sipatrigina, asi como
neurolépticos de la clase de las difenilbutilpiperidinas (Enyeart et al., 1992; Williams et al.,
1999; Lacinova et al., 2000; McNaughton et al., 2000a; Todorovic et al., 2000; Gomora et
al., 2001), ninguno de ellos muestra una especificidad por los canales tipo T como lo
muestran las dihidropiridinas para los canales tipo L. Interesantemente, el compuesto SB-
209712, originalmente desarrollado como un antagonista de los canales HVA (Brown &
Cooper, 1995), bloquea con mayor efectividad los canales Cay3.3 con una ICsy de 500 nM
(McNaughton et al., 2000b), aunque no se ha investigado su efecto en los canales Cay3.1
y Cay3.2.

2.3. Amilorida

La amilorida es un diurético de tipo ahorrador de potasio, que después de haber sido
sintetizado por los laboratorios de investigacion Merck Sharp & Dohme’s (Bicking et al.,
1965), fue aprobado su uso en la clinica en 1967 para el tratamiento de la hipertension y el
fallo cardiaco congestivo. Este compuesto proviene de una serie de sintesis de diuréticos

de pirazina (Bicking et al, 1965). Su nombre quimico es clorhidrato de
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3,5-diamino—-N-(aminoiminometil)-6-cloro pirazinocarboxamida dihidratado (Fig. 6). La
amilorida se comercializa con el nombre de Modiuretic®, como clorhidrato de amilorida en

combinacion con hidroclorotiazida en proporcion 1/10 (Reyes & Gonzalez, 2005).

La absorcién de la amilorida en el tracto gastrointestinal es rapida y total cuando es
administrada de forma oral. Se sabe que este farmaco presenta una biodisponibilidad de
aproximadamente el 50%; alcanza su maxima concentracion en plasma (~220 nM) a las 2
horas, se une a proteinas plasméticas en aproximadamente un 40-50%, presenta una vida
media de 24 horas, no se metaboliza, y su excrecion se lleva a cabo por via renal sin
ninguna alteracion de su estructura quimica (Spahn et al., 1987; Flanagan, 1998; Katzung,
2001; Goodman, 2003).

Figura 6. Estructura quimica de la amilorida. La figura muestra la molécula de amilorida en dos
(izquierda) y en tres (derecha) dimensiones. Tomado de PubChem-Compound ID:16231.

A. Mecanismo de accion de la amilorida

El efecto diurético de la amilorida es debido al bloqueo directo del canal epitelial de sodio
ENaC, por sus siglas en inglés. Con base en datos cristalograficos obtenidos a partir de un
canal ASIC de pollo (canales activados por protones) (Jasti et al., 2007), que pertenece a
la misma superfamilia de canales de que los ENaC, se sugiere que el canal ENaC es un
heterotrimero constituido por subunidades a, B y v, dichas subunidades se arreglan de

forma cuasi-simétrica alrededor del poro central del canal. Cada subunidad esta formada
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por dos segmentos transmembrana denominados M1 y M2 unidos por una prominente asa
extracelular (Benos & Stanton, 1999; Bhalla & Hallows, 2008) (Fig. 7). EI ENaC se expresa
prominentemente en el epitelio del sistema de conductos colectores del rifidén y tracto
urinario, también esta presente en el epitelio pulmonar e intestinal, en los conductos
sudoriparos y salivales, asi como en algunas células gustativas, excitables, entre otras
(Costanzo, 1984; Koeppen, 1986; Duc et al., 1994; Ciampolillo et al., 1996; Garty &
Palmer, 1997). En el sistema renal, el ENaC cumple con la funcién de transporte de iones
Na* desde la luz del tabulo distal hasta el interior de las células epiteliales que forman las
paredes de dichos conductos. Una vez dentro de la célula, los iones Na' son
transportados a través de la bomba Na'/K*ATPasa presente en la membrana basolateral
con direccion hacia los vasos sanguineos, de este modo existe reabsorcion y homeostasis
de Na" en el organismo (Garty & Palmer, 1997). Por lo tanto, cuando el ENaC es
bloqueado por amilorida se promueve la perdida de Na® y agua (por la inhibicién del
transporte de Na* y el efecto osmético consecuente), pero sin la disminucion de iones K*
en el organismo, de este modo, la amilorida funciona como un diurético ahorrador de K".
La concentracion de amilorida requerida para bloquear el 50% del transporte de Na* a
través del ENaC, se encuentra en el intervalo de 0.1 a 1 yM, dependiendo del epitelio y de
las condiciones experimentales empleadas (Benos, 1982; Kleyman & Cragoe, 1988; Garty
& Palmer, 1997).

Recientemente, el uso de técnicas computacionales validadas con experimentos
electrofisiolégicos, permitié evaluar la interaccion de la amilorida con la estructura
modelada por homologia del canal ASIC-1 de humano (Qadri et al.,, 2010). En dicho
estudio se definieron sitios de union entre la amilorida y el ASIC-1, con base al calculo de
valores energéticos de interaccion entre el ligando (amilorida) y el receptor (ASIC-1). Este
trabajo representa un claro ejemplo de la utilidad de las herramientas computacionales
como el acoplamiento molecular o docking en la busqueda de sitios de unién de farmacos

dentro de proteinas blanco.

17



Citoplasma

Figura 7. Representacion esquematica de la arquitectura espacial propuesta para el ENaC. La figura
muestra las caracteristicas estructurales del canal epitelial de sodio. EI ENaC se organiza como un
heterotrimero formado por las subunidades o,  y y. Cada subunidad tiene dos dominios transmembranales
(M1 y M2), una prominente asa extracelular que los une y extremos amino y carboxilo intracelulares. Las
subunidades B y y, contienen en un motivo “PY” en su extremo carboxilo, el cual funciona como un motivo
regulador del canal (Modificada de Bhalla & Hallows, 2008).
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IIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En distintas preparaciones celulares la amilorida ha sido frecuentemente utilizada como
herramienta farmacologica para el estudio de las corrientes nativas generadas por los
canales Cay3 (Tang et al., 1988; Takahashi et al., 1989; Herrington & Lingle, 1992;
Huguenard & Prince, 1992; Arnoult et al., 1998; Todorovic & Lingle, 1998); sin embargo,
los resultados obtenidos han presentado discrepancias en los valores de ICsp, ya que
abarcan todo el orden micromolar, y en algunos casos, el milimolar. En otros trabajos se
ha investigado el efecto de la amilorida sobre los canales recombinantes Cay3.1 y Cay3.2,
de ratébn y de humano, respectivamente (Williams et al., 1999; Lacinova et al., 2000),
obteniéndose una ICsy de 167 uM para el canal Cay3.2, a diferencia de Cay3.1, en donde
concentraciones del orden milimolar bloquean menos del 50% de la corriente de calcio.
Para los canales Cay3.3 no se ha reportado aun ningun valor de ICsy 0 equivalente.
Ademas, ningun trabajo de los mencionados anteriormente ha realizado estudios
referentes a la interaccion del farmaco con estos canales i6nicos, asi como tampoco se
han realizado estudios sistematicos para investigar los efectos de la amilorida sobre las
propiedades biofisicas de aquellos, el mecanismo de bloqueo, etc., y menos aun se ha
intentado identificar los probables sitios de union de la amilorida con la proteina de los

canales Cay3.

Por lo anterior, el presente trabajo de tesis se enfocO a investigar si existe un bloqueo
diferencial de cada miembro de la familia Cay3 por amilorida y si ésta es la razon de las
discrepancias en concentraciones inhibitorias medias reportadas en estudios previos;
ademas, la caracterizacion del mecanismo de bloqueo, asi como la busqueda de
probables sitios de interaccion de la amilorida con los canales Cay3 fueron objetivos que

complementaron la presente investigacion.
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

HIPOTESIS
1. La amilorida bloquea de manera diferencial a los canales Cay3 clonados de
humano.
2. El blogueo diferencial de la amilorida se debe a las diferencias en la secuencia y
estructura de los canales Cay3, lo cual genera sitios con diferentes afinidades a la

amilorida.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto farmacolégico de la amilorida sobre las propiedades biofisicas de los

canales Cay3 clonados de humano.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar la potencia del bloqueo de la amilorida sobre las corrientes generadas
por los canales Cay3.

2. Investigar el mecanismo por el cual la amilorida afecta la actividad de los canales
Cay3.

3. Realizar estudios de acoplamiento molecular o docking para la busqueda de
probables sitios de interaccién entre la amilorida y las proteinas de los canales
Cay3.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo celular

En el presente trabajo se utilizaron células HEK-293 que expresan de manera estable a
los canales Cay3, dichas células son derivadas de un tumor renal de embribn humano y
debido a que no presentan corrientes de calcio enddégenas, son un excelente modelo de
estudio de los canales Cay3 clonados de humano. Las células HEK-293 que expresan
establemente la subunidad Cay3.1 (NUmero de acceso en el GenBank AF190860; Cribbs
et al., 2000), Cay3.2 (AF051946; Cribbs et al., 1998) y Cay3.3 (AF393329; Gomora et al.,
2002), fueron donadas amablemente por el Dr. Edward Pérez-Reyes de la Universidad de
Virginia de los Estados Unidos de América. Las células se crecieron en cajas de Petri de
plastico de 100 mm de diametro bajo condiciones estandar de incubacion (95% de O, y
5% de de CO, a 37°C) y una atmésfera saturada de agua. El medio de cultivo utilizado fue
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 100 UlI/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina (DMEM completo). La
expresion estable de los canales en las células HEK-293 se mantuvo por la adicion de 1
mg/ml del antibiético de seleccion G-418. Cuando las monocapas celulares presentaban
una confluencia de 85 a 95%, el medio de cultivo fue retirado por aspiracién con una
pipeta Pasteur, las células se lavaron un vez con una solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS; en mM: 154 NaCl, 3 Na;HPO, y 1.06 KH,PO,, pH 7.2). El PBS se retiré y las células
se despegaron con 1 mL de una solucion que contiene 0.05% de tripsina y 0.53 mM de
EDTA en una solucion balanceada de Hanks libre de calcio. Posteriormente se realizé la
disociacion de las células de manera mecanica al adicionar 9.0 mL de medio DMEM
completo y utilizando pipetas serologicas de 10 mL. Las células se resembraron a una
densidad 10 veces menor en una caja Petri nueva en un volumen final de 10 mL de medio
DMEM completo. A partir de la misma suspension celular se tomaron dos alicuotas una de
400 pL y otra de 200 pL, cada una de las cuales se sembraron en una caja Petri de
plastico de 35 mm de diametro en 2 mL de medio DMEM completo, con la finalidad de
tener células disponibles para los experimentos de electrofisiologia por toda una semana.
Cuando la monocapa de células de las cajas de 35 mm alcanzaba una confluencia de 85 a

95%, estas fueron sujetas al mismo procedimiento descrito arriba (escalado
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proporcionalmente) para sembrar una alicuota de células en una nueva caja Petri de
plastico de 35 mm, cuyo fondo contenia pequefios cubreobjetos de vidrio de
aproximadamente 25 mm? de area y 2 mL de medio DMEM completo. Las células
sembradas sobre los cubreobjetos de vidrio se mantuvieron durante 2 (minimo) a 18
(méximo) horas en condiciones de incubacion antes de proceder a los registros

electrofisiolégicos.

5.2. Electrofisiologia

A. Soluciones de registro

La composicibn de la solucion externa de registro fue: (en mM) 160 Cloruro de
tetraetilamonio (TEA-Cl), 10 HEPES y 5 CaCl,, pH 7.4 ajustado con TEA-OH. La
composicion de la solucion interna fue: (en mM) 135 CsCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 EGTA, 10
HEPES, pH 7.3 ajustado con CsOH. Con las concentraciones indicadas, la combinacion
del quelador de calcio EGTA y el CaCl, resulta en una concentraciéon de Ca?®" libre
aproximada de 50 nM de acuerdo al programa Bound and Determined (Brooks & Storey,
1992). La solucion interna se suplementd con ATP (4 mM) y GTP (0.3 mM) para evitar el
posible rundown (disminucion de la amplitud de la corriente en funcién del tiempo en la
configuracion de célula completa) que se ha observado en algunos canales de calcio. Con
las presentes condiciones de registro, las corrientes salientes a través de los canales Cay3
son acarreadas mayoritariamente por el ion Cs®. La amilorida (hidrocloruro hidratado) se

obtuvo de Sigma-Aldrich.

B. Electrodos de registro

Los electrodos o pipetas de registro se construyeron a partir de capilares de borosilicato
(TW150-3; WPI Inc., Sarasota, FL, EUA), los cuales inicialmente fueron cortados con un
estirador horizontal Modelo P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, CA, EUA). Las puntas de
las pipetas asi generadas se pulieron al calor con una microforja (MF-830; Narishigue Co.,
Japon). Para los registros electrofisiol6gicos solo se utilizaron pipetas con resistencias de
2 a 3 MQ después de haber sido llenados con la solucion interna de registro.
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C. Experimentos de fijacion de voltaje

El registro de las corrientes macroscopicas inducidas por la actividad de los canales Cay3
en las células HEK-293 se realiz6 mediante la técnica de fijacion de voltaje en microareas
de membrana o patch clamp, en la configuracién de célula completa (Hamill et al., 1981).
Los registros se llevaron a cabo a una temperatura de 21 a 23°C. El sistema de registro
electrofisiolégico consisti6 de un amplificador de patch clamp modelo Axopatch 200B vy
una interfase Digidata 1322 A/D. Esta Ultima se encarga de convertir las sefiales
analbgicas provenientes de la célula en sefiales digitales para ser almacenadas en una
computadora, la cual tiene instalado el software de pClamp version 9.02. Este software
permitié disefiar y aplicar los diferentes protocolos de voltaje utilizados para el registro
electrofisiolégico, asi como fijar el potencial de mantenimiento deseado. El amplificador, la
interfase y el software de adquisicion de datos se obtuvieron de Molecular Devices Inc.
(Sunnyvale, CA, EUA). Todos los componentes anteriores, asi como sus conexiones se

muestran en la Fig. 8.

El inicio de los experimentos electrofisioldgicos consistié en transportar un cubreobjetos
con células de la incubadora a la camara de registro montada sobre la platina de un
microscopio optico invertido (Nikon, Japdn). La solucidn externa se mantuvo en perfusion
constante hacia la camara de registro con un flujo de ~2 mL/min, mediante un sistema
impulsado por gravedad y controlado por una valvula de seis vias. Las células fueron
visualizadas con un aumento de 200X y comenzaron a investigarse ~5 minutos despueés
de haber sido colocadas en la camara de registro y se reemplazaron aproximadamente
cada hora por un cubreobjetos nuevo. Sélo aquellas células visualizadas con una
membrana integra y ausencia de detritus en su periferia fueron seleccionadas para los

registros electrofisioldgicos.

La condicién necesaria para realizar registros con la técnica de patch clamp es la
obtencion de un sello de alta resistencia (> 1 GQ) entre la membrana celular y la punta de
la pipeta de registro, una vez logrado dicha condicion se aplica un potencial de
mantenimiento (HP) de -100 mV al interior de la pipeta, y acto seguido se rompe el sello

permitiendo una continuidad entre la solucion interna de la pipeta y el citoplasma de la
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Figura 8. Representacion esquemaética del sistema de registro electrofisiolégico. Las corrientes de
calcio generadas por los canales Cay3 fueron registradas empleando la técnica de patch clamp en la
configuracién de célula completa. A) El amplificador operacional contenido en el cabezal controla el valor de
voltaje impuesto por el electrodo de plata y cuantifica al mismo tiempo la corriente i6nica que fluye a través
de la membrana celular. Los pulsos comando (V.) se generaron en el convertidor digital-analégico (DAC) de
la interfase, mientras que el potencial de mantenimiento (HP) entre cada pulso fue generado por el
amplificador de patch clamp. El amplificador permite reducir manualmente las espigas de corriente capacitiva
asociadas a la instalacion y corte de pulsos despolarizantes. La sefial de corriente iénica inducida por V. fue
digitalizada mediante el convertidor analdgico-digital (ADC) de la interfase y almacenada en el disco duro de
una computadora para su posterior analisis. Las corrientes ionicas (l.,) son visualizadas en el monitor de la
computadora para apreciar la formacion del sello de alta resistencia entre la punta del electrodo y la
membrana celular, asi como para supervisar la cancelacion analdgica de las espigas capacitivas. B) El
diagrama inferior ilustra el equipo principal que conforma el set up de registro electrofisioldgico con la técnica
de patch clamp. Mesa antivibratoria (A); sistema de perfusién (B); valvula giratoria de seis vias y una salida
comun (C), microscopio 6ptico invertido (D), camara de registro (E), transductor (F), micromanipulador
eléctrico (G), amplificador de patch clamp (H), interfase —convertidor A/D y D/A (1), monitor (J) y unidad
central de procesamiento (K).

X
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célula bajo estudio, a esta modalidad de patch clamp se le denomina célula completa;
finalmente se cancelan de manera analégica las espigas de corriente capacitiva asociadas
a la instalacion y corte de pulsos breves hiperpolarizantes de 5 mV. Cuando se han
cubierto estas etapas se procede a registrar las corrientes generadas por los canales
Cay3.

D. Protocolos de voltaje

La actividad de las corrientes generadas por los canales Cay3, fue inducida mediante
pulsos comando (protocolos de voltaje) despolarizantes de amplitud y duracién variable.
Los protocolos de voltaje empleados en el presente trabajo fueron basicamente seis,
mismos que se enlistan a continuacién, y a menos que se indigue otra cosa, el HP fue de
-100 mV.

e sp-30150y sp-30500

Este protocolo consiste en la aplicacion de un pulso Unico a -30 mV de 150 ms de
duracién para Cay3.1y Cay3.2, y de 500 ms de duracién para Cay3.3, aplicados cada 10 s
(0.1 Hz). Bajo las presentes condiciones de registro, en nuestro laboratorio se ha
establecido que la corriente de calcio (Ic,) alcanza su valor maximo alrededor de -30 mV.
Por ello, la aplicaciéon de dicho protocolo nos permiti6 obtener una aproximacion de la
amplitud maxima de la corriente, asi como de la calidad de los registros de la célula bajo
estudio.

e 1V-100 e IV-500

El protocolo IV consistid en la aplicacion de una familia de pulsos despolarizantes desde -
80 y hasta +80 mV en incrementos de 10 mV, aplicados con una frecuencia de 0.1 Hz Los
registros de corriente asi evocados sirvieron para construir las curvas corriente-voltaje (I-

V) y analizar la cinética de la Ica.
e Hinfl0ms-100 y Hinf15-100i

Este protocolo fue disefiado para determinar la inactivacion en el estado estacionario de
los canales Cay3; consistid de dos pulsos de voltaje, el primero de ellos fue un prepulso
que llevo el potencial de membrana (V) a diferentes valores (desde -110 hasta -45 mV)
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durante periodos de 10 s (Cay3.1y Cay3.2) o 15 s (Cay3.3) cada uno. El segundo, fue un
pulso de prueba a -30 mV por un tiempo de 200 ms (Cay3.1y Cay3.2) o0 500 ms (Cay3.3).

e iiv2ms60-2ch e iivl0ms60-2ch

Este protocolo también consisti6 de dos pulsos de voltaje y se aplica para obtener
informacion referente a la curva |-V instantanea. En este caso, el primer pulso fue una
breve despolarizacion (2 o 10 ms) a +60 mV para activar practicamente a todos los
canales presentes en la membrana plasmatica; mientras que el segundo pulso tuvo la
funcién de repolarizar el V, a diferentes voltajes desde -120 hasta +80 mV en incrementos
de 10 mV con una duracion de 25 y 40 ms cada uno de ellos. Los pulsos de menor
duracion se aplicaron a los canales Cay3.1 y Cay3.2, mientras que los de mayor duracién
a Cay3.3. La informacioén relevante de este protocolo se obtiene de las colas de corriente
gue se generan al repolarizar la membrana a los potenciales mencionados y que reflejan
el cierre de los canales abiertos por el pulso a +60 mV. Al realizar el grafico de la amplitud
de cada una de las colas de corriente en funcion del potencial de repolarizacion se
construyeron las curvas |-V instantaneas, mientras que el ajuste de las mismas con

funciones exponenciales indica el curso temporal con el que se cierran dichos canales.

e Recover-100y Recover-100i

Este protocolo consistié en la aplicacion de dos pulsos de voltaje a -30 mV desde un HP
de -100 mV. La duracién del primero fue de 100 o 500 ms (nuevamente dependiendo el
tipo de canal), mientras que el segundo tuvo una duracién de 20 o 50 ms. El intervalo de
tiempo que separd la aplicacion de ambos pulsos vari6 desde 0.01 hasta 25 s. La
importancia de este protocolo radica en que proporciona informacion temporal acerca de la
recuperacién a partir de la inactivacién del canal, misma que se obtiene al graficar la

corriente normalizada en funcién del tiempo que separa ambos pulsos.
e BCS

Finalmente, el sexto protocolo consistié en la aplicacion de un pulso despolarizante a +200
mV a partir de un potencial de mantenimiento de -100 mV, seguido de una
hiperpolarizacién a -200 mV, ambos potenciales extremos fueron aplicados por un periodo

corto de tiempo (2 ms), justo despues, el V, fue repolarizado a -100 mV seguido de un
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pulso despolarizante de prueba a +80 mV con duracion 20 ms aplicado a intervalos de
tiempo variable entre 0.1 y 2.5 s. Este protocolo permite explorar si existe interaccion del

farmaco con la conformacién cerrada del canal.

La calidad de los resultados que se obtienen con la técnica de patch clamp en la
configuracién de célula completa, estan asociados de manera directa con los parametros
de capacitancia de la membrana, Cp, y la resistencia en serie, Rg; esta Ultima, resultado
de la sumatoria de la resistencia de acceso de la célula y la resistencia del electrodo de
registro. El producto C,Rs determina la constante de tiempo con la que se instalan los
cambios en el V, ocasionados por la aplicacion de los pulsos de voltaje en el interior del
electrodo. Razoén por la cual, en todos los experimentos aqui reportados se procur6 que el
resultado de tal producto no excediera los 30 us, para garantizar una excelente resolucion

temporal en el registro de las corrientes.

Ambos parametros (C, y Rs) se cancelaron de forma analdgica con el amplificador de
patch clamp antes de comenzar el registro de la actividad de los canales, y cuando fue
necesario, se revisaron y reajustaron a lo largo del experimento. En los registros, la
corriente de fuga (corriente que se escapa a través del sello entre la punta del electrodo
de registro y la membrana de la célula) asociada a la configuracion de célula completa se
realiz6 off-line (es decir, hasta que se analizaron digitalmente los registros de corriente
adquiridos con los diferentes protocolos), y esto se llevo a cabo utilizando el algoritmo de
resistencia pasiva que se incluye en el programa de Clampfit del paquete pClamp. En
algunos casos (protocolos para obtener la |-V instantanea) las corrientes fueron
registradas en dos canales, uno para obtener la corriente con la sustraccién on-line (es
decir, el algoritmo realiza la resta de los componentes lineales y de la corriente de fuga al
momento de hacer el registro), empleando el método P/-4, y el otro para registrar la
corriente cruda sin ninguna modificacion. La informacion obtenida con este dltimo canal

permite monitorear la estabilidad de la célula en cuestion.
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Utilizando el mismo filtro del amplificador de patch clamp, las sefiales de corriente fueron
fitradas a 5 kHz, excepto cuando los registros de corriente involucraban colas de
corriente, en cuyo caso las sefiales se filtraron a 10 kHz. Lo anterior es debido a la
velocidad con la que se lleva a cabo el cierre de los canales Cay3 (constante de tiempo de
~1-3 ms), por lo que el corte de frecuencias debe disminuirse con la finalidad de tener una
mejor resolucion de las colas de corriente y evitar la pérdida de informacion en la sefial de
corriente. Finalmente, las sefales de corriente fueron digitalizadas cada 10, 100 o 200 us
(dependiendo del protocolo de voltaje aplicado) con el convertidor analdgico-digital de la
interfase y almacenadas en el disco duro de la computadora para su posterior analisis.

E. Andlisis de datos

Los datos electrofisiologicos fueron analizados y graficados utilizando Clampfit del
software de pClamp 8.2 y 9.2 en combinacion con los programas Microsoft Excel 2008
(Microsoft Corporation, EUA) y Prism 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA).
Para evaluar la potencia de la amilorida sobre cada miembro de los canales Cay3, se
determiné el efecto de concentraciones crecientes de dicho farmaco sobre la amplitud de
la Ica registrada a -30 mV La fraccion de corriente bloqueada con cada concentracion
evaluada se normalizd respecto a la amplitud inicial y se construyé un grafico de
porcentaje de Ic, remanente en funcién del logaritmo de la concentracién de amilorida. Los
datos experimentales obtenidos de este modo se ajustaron con la ecuacion de Hill incluida

en el programa Prism 5.0:

1
Y= (1 _|_1O(L09I050—X)h) (Ecuacion 1)

donde X es el logaritmo de la concentracion de amilorida, y es la fraccion de corriente
remanente después de la adicion del farmaco, ICsy es la concentracion de amilorida
necesaria para abatir el 50 % de la Ic, inicial, y h es el coeficiente de Hill que indica la

pendiente de la curva que ajusta los puntos experimentales.
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Para determinar la dependencia al voltaje de la activacion de la corriente generada por los

canales Cay3, los datos de las curvas |-V se ajustaron con una ecuacién de Boltzmann

modificada:
| = ImaX(Vm _Vrev)
1t exp Y2~ Vm (Ecuacion 2)
K
donde 1, es la corriente maxima observada,V, es el potencial de membrana, V,, el

potencial de inversion de la corriente, V,,, el voltaje al cual se alcanza el 50% de la |, Yy
k es la pendiente de la relacion. Para estudiar la cinética de activaciéon e inactivacion se
calcularon constantes de tiempo (t) de ambos procesos a partir del ajuste de dos
funciones exponenciales a los trazos de corriente obtenidos con el protocolo que permitio
la construccién de la curva I-V. Con el primero se obtuvo el valor de t de activacion, y con

el segundo el de la t de inactivacion.

Los datos de inactivacion en el estado estacionario de los canales Cay3 se ajustaron con

una funcion Boltzmann como la siguiente:

I
Ica — max
V. -V Ecuacion 3
l+exp >—== ” 1/2 ( )

donde |, es la fraccion de la corriente inactivada al voltaje en cuestion, V,,,es el voltaje al
cual se inactiva la mitad de los canales disponibles, V, es el potencial de membranay k

es una medida de la tasa de cambio con la que los canales se inactivan en funcién del

voltaje.

Por otro lado, la constante de tiempo de desactivacion o cierre del canal se obtuvo con el
ajuste de dos funciones exponenciales a las colas de corriente generadas. La region

incluida en el ajuste comenzd al pico maximo de la cola de corriente, usualmente a los
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0.20 - 0.35 ms después del corte del pulso y se extendi6 hasta los 15 ms. Con los
resultados obtenidos de cada una de los ajustes exponenciales (amplitud y constante de

tiempo) se calculé una t ponderada como se indica en la siguiente ecuacion:

Tponderada = AITI + AZTZ (Ecuacion 4)

donde A; y A, son la amplitud normalizada de los componentes de cada una de las colas

de corriente ajustadas, mientras que t1 Y 12 Son las constantes de tiempo respectivas.

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

Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P fue inferior a 0.05.

5.3. Modelado y acoplamiento molecular

Las estructuras en tres dimensiones de los miembros de la familia Cay3 fueron obtenidos
a partir de modelado por homologia mediante MODELLER (Fiser & Sali, 2003) usando
como molde a los canales de potasio que a la fecha cuentan con estructura cristalina de
alta resolucion encontradas en la base de datos de proteinas (PDB) con los siguientes
codigos: 1K4C (Zhou et al., 2001), 3NLM (Ji et al., 2010), 1BL8 (Doyle et al., 1998).
Ademas, el metaservidor I-Tasser (Roy et al., 2010) fue empleado para obtener los
modelos ab initio de dominio del poro de los canales Cay3. El software PyMOL version
0.99 (DeLano Scientific) se utilizd para extraer un mondémero a partir de la estructura
tetramera del canal 1K4C. Por otra parte, el software MGL Tools version 1.5.2 (Sanner,
1999) fue usado para asignar las cargas de Gasteiger de la proteina y para generar el
archivo estructural que se empledé para el acoplamiento molecular. Finalmente, el
acoplamiento molecular o docking se llevd a cabo con el software Autodock/Vina version
1.0 (Trott & Olson, 2010), el cual permitié predecir los sitios potenciales de union y el modo
de interaccion de la amilorida sobre los modelos estructurales del dominio del poro de los

canales Cay3. La estructura de la amilorida se obtuvo a partir de la coleccion virtual de
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ligandos de la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pccompound). De cada

combinacion canal/ligando se obtuvieron 36 posiciones de docking, con valores minimos
de energia de union (en kcal/mol) y distancia promedio (en Angstroms). La interaccién

receptor-ligando fue visualizada y analizada utilizando el programa PyMOL version 0.99.
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VI. RESULTADOS

6.1. Efecto farmacoldgico de la amilorida

A. Bloqueo diferencial de los canales Cay3 por amilorida

Para determinar de manera cuantitativa el efecto de la amilorida sobre las corrientes
generadas por los canales Cay3, en primer lugar se procedié a evaluar el blogueo
estacionario de la Ic,. Para ello, se aplicaron pulsos despolarizantes a -30 mV de 150 ms
de duracion, para los miembros Cay3.1 y Cay3.2, y de 500 ms para Cay3.3, en ambos
casos se utilizé un HP de -100 mV y con una frecuencia de 0.1 Hz. En la Fig. 9 se
presenta un resumen de estos experimentos; en el panel A se ilustran trazos de la Ica
registrada a -30 mV de células HEK-293 que expresan establemente canales Cay3.1
(trazos azules), Cay3.2 (trazos verdes) y Cay3.3 (trazos rojos). En respuesta a cada
despolarizacién se observa una deflexion hacia valores negativos de la sefial de corriente
(el valor cero de corriente se indica con la linea punteada), dicha deflexion es indicativa de
una corriente entrante (los iones Ca?* estan entrando a la célula). Poco tiempo después
del inicio del pulso despolarizante (algunos milisegundos), la sefial de corriente alcanza un
valor maximo (corriente al pico, lpico), ¥ justo después de este maximo, la sefial de
corriente disminuye en amplitud hasta alcanzar practicamente el valor de cero de corriente
después de un periodo de tiempo mas largo. Estos dos procesos son caracteristicos de
varios tipos de canales dependientes de voltaje, incluyendo los canales Cay3, y se
conocen, en orden de aparicion, como activacion e inactivacion. Aproximadamente 2 min
después de haber establecido la configuracién de célula completa y una vez que se
observo que la amplitud de la Ica generada con cada pulso despolarizante no presentaba
variaciones entre los pulsos (es decir, alcanzaba un valor de amplitud estacionario), se
comenzo la perfusion de amilorida disuelta en la solucion externa de registro. La
concentraciébn mas baja de amilorida que se utilizé fue 0.03 mM, y una vez que se alcanz6
un bloqueo estacionario, se procedié con la perfusién de la siguiente concentracion en
orden creciente, y asi sucesivamente hasta llegar a la concentracion mas alta investigada,
que fue 3 mM (para los tres canales). Después de obtener el bloqueo estacionario de la
Ica €n presencia de 3 mM de amilorida, se procedio a realizar el lavado, es decir, reiniciar
la perfusién de la solucién externa de registro sin amilorida. El curso temporal del bloqueo
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de los canales Cay3 por la adicién de concentraciones crecientes de amilorida se presenta
en la Fig. 9B. Como se puede observar en los resultados de este experimento, el efecto
de la amilorida sobre la amplitud de la Ic, de los canales Cay3 se caracterizé por ser un

bloqueo dependiente de la concentracion.
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Figura 9. La amilorida bloquea los canales Cay3 expresados en células HEK-293. A) Trazos
representativos de corrientes de calcio a -30 mV de los canales Cay3 indicados; en ausencia (Control), en
presencia de 0.03, 0.1, 0.3, 1 y 3 mM de amilorida, y después de retirar la amilorida (Lavado) de la camara
de registro. B) Curso temporal del bloqueo de la Ic, hormalizada con respecto al control de las mismas
células mostradas en A. Los puntos experimentales son la amplitud normalizada al pico de la Ic; a -30 mV en
las diferentes condiciones experimentales indicadas, lo cual se definié como la fraccion de Ic, remanente.
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La fraccion de corriente bloqueada (calculada a partir de los resultados presentados en la
Fig. 9) fue normalizada con respecto a la amplitud de corriente inicial (Control), y se
construy6é una curva Concentracion-Respuesta para el bloqueo de los canales Cay3 por
amilorida, en el que se graficé el porcentaje de Ic, remanente en funcidén del logaritmo de
la concentracion de amilorida (Fig. 10). En este grafico se puede apreciar que la actividad
de los canales Cay3 recombinantes disminuye en funcion de la concentracién de
amilorida. Asi mismo, se puede notar que el canal Cay3.2 (circulos verdes) presenta
mayor sensibilidad a la amilorida que los otros miembros de la familia Cay3. Los datos
experimentales fueron ajustados con la ecuacion de Hill (lineas continuas), a partir de los
cuales se obtuvo la concentracion inhibitoria 50 (ICsp) y el coeficiente de Hill para cada uno

de los canales Cay3.

100

P ICs0 (1M)
® Ca31 840
® Ca32 62
® Ca33 1002
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O_ L L 1l Ll Ll Ll
6 5 4 3 2
Log [Amilorida, M]

Porcentaje de Ic; remanente

Figura 10. Curvas concentracién-respuesta del bloqueo de canales Cay3 por amilorida. Los datos se
obtuvieron de experimentos como los mostrados en la Fig. 9. Se grafica el promedio + SEM de 24 a 31
células estudiadas, para cada una de las concentraciones estudiadas. Las lineas que unen los puntos son el
ajuste de los datos con la ecuacién de Hill, cuyos valores fueron -0.79, -0.72 y -0.84 para Cay3.1, Cay3.2 y
Cay3.3, respectivamente

En todos los casos el coeficiente de Hill (h, parAmetro que define las proporciones
cuantitativas de interaccién entre los elementos implicados), present6é valores menores a
la unidad, lo que sugiere una relacién de interaccién con mas de un sitio entre la amilorida
y la proteina del canal. Por otra parte, la comparacion de los valores de 1Cso mostrados en

la Fig. 10 permite concluir que el canal Cay3.2 es el miembro mas sensible de la familia

34



Cay3 a la amilorida, puesto que las corrientes generadas por Cay3.2 son inhibidas por
concentraciones 13 y 17 veces mas bajas que las requeridas para bloquear un porcentaje
similar de las corrientes generadas por los canales Cay3.1 y Cay3.3, respectivamente. La
diferente sensibilidad a la amilorida que presentan los miembros de la familia Cay3 puede
ser debida a diferencias estructurales entre estas proteinas, propiedades intrinsecas que
favorecen la formacién de sitios de interaccion con el farmaco con diferentes grados de

afinidad.

B. Efecto de la amilorida en la activacion dependiente de voltaje de los canales Cay3.
La relacion corriente-voltaje (I-V) de los canales Cay3 se exploré mediante la aplicacion de
los protocolos descritos como 1V-100 e 1V-500 (ver Materiales y Métodos), en ausencia y
presencia de amilorida. Ejemplos de registros de familias de corrientes obtenidas en
respuesta a dichos protocolos de voltaje en células HEK-293 que expresan los canales
Cay3 se ilustran en la Fig. 11A. En la parte media inferior se esquematiza el protocolo
utilizado. La anica diferencia estribd en la duracién de los pulsos despolarizantes, los
cuales fueron de 100 ms cuando se estudiaron los canales Cay3.1 y Cay3.2, y de 500 ms
cuando se analiz6 Cay3.3. Esto se debe a que Cay3.3 es un canal con una cinética de
activacion y de inactivacion considerablemente mas lenta que la de Cay3.1 y Cay3.2
(Perez-Reyes, 2003). La frecuencia de los pulsos despolarizantes fue de 0.1 Hz, lo cual
permite que los canales inactivados durante la despolarizacién del Vi, se recuperen de
ésta y estén disponibles para ser activados nuevamente con el siguiente pulso. El
protocolo se aplicé en ausencia (Control) y en presencia de 1, 0.1 y 2 mM de amilorida
para los canales Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3, respectivamente. Las concentraciones de
amilorida usadas en este y los siguientes experimentos fueron ligeramente mayores a la
ICs5 calculada para cada miembro de la familia Cay3 (Fig. 10), esto con la finalidad de
obtener una inhibicibn mayor al 50% de la Ic; ¥ estudiar con mayor detalle las posibles

modificaciones de las propiedades biofisicas del canal inducidas por el farmaco.

El comportamiento general de las corrientes generadas por los tres canales Cay3 consiste
en un incremento en la cinética de las mismas conforme la despolarizacion es mas

positiva. Esta caracteristica produce un patron tipico, denominado “criss-crossing”
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(entrecruzamiento), en el que los registros de corriente cruzan por encima de los
anteriores (Fig. 11A), y es debido a la rapida y casi total inactivacion de los canales Cay3
(Perez-Reyes, 2003). En las familias de corriente de la Fig. 11A también se puede
observar que después de alcanzar un valor maximo de corriente a -30 mV (en los trazos
Control), la corriente cambia de direccion, de entrante a saliente, a valores de V, muy
positivos; es decir, en un intervalo de voltajes los canales conducen corriente hacia fuera
de la célula (visto como una deflexion hacia valores positivos de la sefial de corriente) en
lugar de hacerlo hacia el interior de la misma. En las condiciones de registro empleadas en
este trabajo de tesis, las corrientes entrantes son generadas por los iones Ca®* (5 mM),
mientras que las corrientes salientes son generadas por los iones Cs* (135 mM)
contenidos en la solucién interna de registro, puesto que a dichos voltajes existe una

fuerza impulsora mas grande para la salida del Cs* que para el Ca?".

El efecto visual mas evidente de la amilorida sobre la actividad de los canales Cay3
consisti6 en una disminucion importante de la amplitud de las corrientes entrantes,
mientras que la amplitud de las corrientes salientes no se afecta de manera importante
(Fig. 11A, trazos en presencia de amilorida). Esta observacion sugiere que la amilorida
podria estar actuando como un bloqueador de poro del canal. Un efecto adicional y
especifico de la amilorida sobre los canales Cay3.3 fue que en su presencia el voltaje al
cual se obtiene el pico maximo de la curva |-V fue -20 mV, es decir, indujo un
desplazamiento de 10 mV en relacion con la condicion Control (Fig. 11A, trazos rojos).
Con la finalidad de hacer un analisis mas cuantitativo de estos resultados, para cada
célula estudiada, la corriente maxima registrada a cada valor de Vy, se dividié entre el valor
de capacitancia de la membrana (C,), para obtener un valor de densidad de corriente
(pA/pF) a cada voltaje explorado. De este modo se evita que el tamafio de las células
estudiadas sea una variable. Con los valores de densidad de corriente promediados para
cada condicion experimental se construyeron las curvas |-V de la Fig. 11B (paneles de la
izquierda). En los tres miembros de la familia Cay3, la Ica comienza a ser detectable
alrededor de -70 mV, luego aumenta su amplitud conforme se despolariza el V, hasta
alcanzar un pico maximo, que bajo las presentes condiciones experimentales se presento
a-30 mV.
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Figura 11. Efecto de la amilorida sobre la relaciéon corriente-voltaje de los canales Cay3. Las corrientes de los canales Ca,3 fueron activadas por pulsos
de prueba entre -80 y +80 mV (en escalones de 10 mV) aplicados a una frecuencia de 0.1 Hz antes y después de la exposicién a amilorida a las
concentraciones indicadas, a partir de un HP de -100 mV. A) Ejemplos de familias de corrientes generadas por canales Cay3 bajo condiciones Control
(izquierda) y en presencia de Amilorida (derecha) El protocolo de voltaje se muestra como inserto entre los registros de Cay3.2 y Ca\3.3. B) Relaciones
corriente voltaje (I-V) de los canales Cay3. Las amplitud al pico de cada uno de los registros como los mostrados en (A) de 11 a 19 células fueron
promediadas y graficadas en funcion del V., (graficas de la izquierda). Los valores se muestran como el promedio + SEM. Estos datos fueron normalizados
con respecto al pico maximo de corriente observado en cada célula, promediados y graficados en funcion del V,, (graficas de la derecha). En estas Ultimas,
las lineas continuas que unen los puntos normalizados son el ajuste con la ecuacion de Boltzmann modificada, cuyos parametros se presentan en la Tabla 2.
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Justo después de este punto y con una mayor despolarizacion del Vy, la corriente de
calcio tiende a disminuir, y cambia de direccidn, de entrante a saliente, a potenciales entre
+30 y +40 mV. El valor de V,, donde la amplitud de la corriente es igual a cero, se conoce
como potencial de inversion o V,e,. A voltajes mas positivos que éste, se pueden apreciar
las corrientes salientes generadas por los mismos canales Cay3 pero acarreadas por el
ion Cs". Estas curvas |-V muestran que el efecto principal de la amilorida sobre los canales
Cay3 consiste en una disminucion (bloqueo) de la amplitud de las corrientes entrantes. Un
efecto adicional que se debe hacer notar es que el pico de la curva I-V para el canal
Cay3.3 presento un desplazamiento hacia valores de Vn, mas positivos, (comparar las
curvas |-V Control, Amilorida y Lavado en el grafico de Cay3.3 de la Fig. 11B), dicha
modificacion no se presenté para el caso de los canales Cay3.1 y Cay3.2. Con la finalidad
de cuantificar la observacion anterior, los datos de densidad de corriente obtenidos para
cada canal bajo cada condicidbn experimental fueron normalizados con respecto a la
amplitud maxima de corriente y después ajustados con una funcién de Boltzmann
modificada que considera la fuerza impulsora para el flujo de corriente i6nica (ver
Métodos). Los resultados se ilustran en el costado derecho de la Fig. 11B, donde los
mejores ajustes con dicha ecuacion se representan con las lineas continuas que unen los
puntos experimentales. Los parametros relevantes de los ajustes matematicos son Vy, , K,
Yy Viev, MisMos que se presentan en la Tabla 2. El parametro Vy,, indica el valor de V, al
cual se alcanza la activacion del 50% de la corriente maxima, mientras que el factor k

determina la pendiente de la relacion I-V.

Tabla 2. Parametros obtenidos de los ajustes de las curvas |-V con funciones Boltzmann.

Ca3.1 Ca 3.2 Ca,3.3
V1/?_ k V1/2 k Vl/z k
Control -47.8+0.8 48+*0.1 |-489+0.7 5.1%20.1 -44.0zx0.4 53+0.1
Amilorida -47.7+0.7 53%0.1* -473+0.8 5.9+0.1* -37.1+0.5* 6.6%0.1*
Lavado ND ND ND ND -40.5+1.3 6.0+£0.2

Los valores se expresan en mV. Las diferencia significativamente diferentes entre las condiciones Control y
Amilorida se indican con un (*) con un valor de P <0.01.
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Como se muestra en la Tabla 2, los valores de Vi, de los ajustes de las curvas |-V
normalizadas en presencia de Amilorida para el caso de los canales Cay3.1 y Cay3.2 no
difieren significativamente con respecto a la condicion Control. Por el contrario, en
presencia de amilorida el Vi, de la curva |-V de los canales Cay3.3 sufre un
desplazamiento de 7 mV hacia voltajes mas positivos, con respecto a la condicion Control;
por su parte el valor de k también cambio en 1.2 mV, sugiriendo que en presencia de
amilorida los canales Cay3.3 requieren de un mayor voltaje para generar las misma
cantidad de corriente que en la condicién control. Los cambios de Ve, nho sufrieron
cambios sustanciales, indicando que la amilorida no modifica la selectividad de los canales
Cay3.

C. Efecto de la amilorida sobre la cinética de activacion, inactivacion vy
desactivacion de los canales Cay3

El efecto de la amilorida sobre la cinética de activacion e inactivacion de los canales Cay3
se analizo utilizando registros de corriente como los que se exhiben en la Fig. 11A. Cada
registro de corriente fue ajustado con dos funciones exponenciales, una para la activacion
y otra para la inactivacion. Con los valores de las constantes de tiempo de activacion y de
inactivacion obtenidas con dichos ajustes se construyeron gréaficos en funcion del Vy, (Fig.
12). La primera conclusion que se obtiene al inspeccionar los graficos de la Fig. 12 es que
la cinética de las corrientes de los canales Cay3 es fuertemente dependiente de voltaje,
sobre todo dentro del intervalo de -50 a -20 mV; a voltajes mas positivos los valores de las
constantes de tiempo no sufren cambios importantes, es decir, la cinética de las corrientes
se hace insensible a los cambios de voltaje (entre -10 y +20 mV). De hecho la inactivacion
de los tres canales es independiente del voltaje a partir de -40 y hasta +20 mV. En
segundo lugar, el analisis de cada uno de los canales muestra que Cay3.1 y Cay3.2 no
sufrieron modificaciones importantes en su cinética de activacion y de inactivacion (Fig.
12A y B), ya que en ausencia y en presencia de amilorida los valores de las constantes de
tiempo de cada proceso fueron muy semejantes. Por el contrario, los procesos de
activacion e inactivacion del canal Cay3.3 bajo la presencia de amilorida sucedieron con
una mayor lentitud, lo cual se manifesté como incrementos cercanos al 50% en los valores
de las constantes de tiempo de ambos procesos, aunque esto fue mas acentuado en la

activacion de la corriente (Fig. 12C, inserto panel izquierda).
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Figura 12. Influencia de la amilorida sobre la cinética de activacion e inactivacién de los canales
Cay3. Dependencia al voltaje de las constantes de tiempo de la activacion (izquierda) y de la inactivacion
(derecha) bajo condiciones Control y en presencia de Amilorida a las concentraciones indicadas, para los
canales Cay3.1 (A), Cay3.2 (B) y Cay3.3 (C).Trazos de corriente como los mostrados en la Fig. 11A fueron
ajustados con una funcion biexponencial y las constantes de tiempo resultantes (una para la activacién y otra
para la inactivacién) se graficaron en funcién del V,,. Los datos son el promedio + SEM. Los insertos en B y
C ilustran los efectos de la amilorida sobre las corrientes a -30 mV.
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El efecto de la amilorida sobre la cinética de desactivacion (cierre) de los canales Cay3 se
evalu6 mediante la aplicacion del protocolo de la |-V instantanea, a partir del cual se
obtuvieron registros de colas de corriente de Ca®* como las que se presentan en la Fig.
13A. A pesar de que los registros de corriente se obtuvieron de células transfectadas con
un solo canal Cay3 y que la contribucion de cualquier otro canal enddgeno de las células
HEK-293 es practicamente despreciable en la amplitud de las colas de corriente, éstas no
fueron ajustadas adecuadamente por una sola funcién exponencial, como cabria esperar
para el cierre de una poblacién homogénea de canales. Este fendmeno se observo en los
tres tipos de canales tipo T, aunque fue mas evidente para las colas de corriente
generadas por los canales Cay3.3. La explicacion a este fenbmeno no ha sido aclarada a
la fecha, a pesar de que varios autores ya la han descrito (Frazier et al., 2001; Gomora et
al., 2002). Por lo tanto, las colas de corriente fueron mejor ajustadas con la suma de dos
funciones exponenciales, con cuyos parametros se calculé una tau ponderada (ver
Materiales y Métodos) a cada uno de los diferentes valores de V, explorados. El resumen
de dichos resultados se presenta en la Fig. 13. En el panel A se ilustran ejemplos de colas
de corriente generadas por los canales Cay3.3 en condiciones Control, Amilorida y
Lavado. Para mayor apreciacion de la cinética de las colas de corriente solo se presentan
las registradas al repolarizar la membrana a -120, -100 y -80 mV. Ademas, como se ilustra
en el protocolo de voltaje (trazado al pie de los registros en presencia de amilorida), solo
se muestran los ultimos 1.8 ms (de 10) del pulso despolarizante a +60 mV y los primeros 9
ms (de 40) de la repolarizacion. En todos los casos el HP fue = -100 mV. Con el valor
promedio de la t (tau) ponderada a cada Vn, estudiado se construyeron los graficos de los
paneles B-D de la Fig.13. En éstas se puede apreciar que la cinética de cierre de los
canales Cay3.1 practicamente no sufre modificaciones por la presencia de la amilorida; a
diferencia de los canales Cay3.2 y Cay3.3 cuya cinética de desactivacion se aceleré en
presencia de amilorida, lo cual se observa como una disminucion en el valor de la tau
ponderada a todos los Vi, explorados. Lo anterior sugiere que la interaccion de la amilorida
con su sitio de unién en dichos canales favorece la transicion del estado abierto al estado

cerrado.
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Figura 13. Modificacion de la desactivacion de los canales Cay3 por amilorida. A) Trazos
representativos de colas de corriente de los canales Cay3.3 en ausencia (Control), presencia (2 mM
Amilorida) y después de retirar el farmaco (Lavado). Para mayor claridad solo se presentan tres colas de
corriente a los potenciales indicados en el protocolo de voltaje, y Gnicamente se muestra una fraccion del
registro de corriente total. Previo al pulso despolarizante a +60 mV, el HP fue de -100 mV. El valor promedio
+ SEM de las constantes de tiempo de desactivacion de 4 a 6 células se graficd en funcion del potencial de
repolarizacion para los canales Cay3.1 (B), Cay3.2 (C) y Cay3.3 (D). Note que el cierre de los canales Cay3.2
y Cay3.3 se acelero6 en presencia de la amilorida.



6.2. Mecanismo del blogueo de la amilorida

Con la finalidad de investigar el mecanismo por el cual la amilorida bloquea los canales
Cay3, se exploraron varias propiedades biofisicas del funcionamiento de los canales Cay3
con las que se asocian comunmente bloqueadores de canales ionicos dependientes de
voltaje: 1) bloqueo dependiente de voltaje, 2) blogueo dependiente del estado de

inactivacién del canal y 3) bloqueo dependiente del uso del canal.

A. Bloqueo dependiente de voltaje

Para determinar si la magnitud del bloqueo de los canales Cay3 por amilorida es
dependiente del voltaje se utilizaron nuevamente los registros presentados en la Fig. 11A.
A patrtir de éstos se calcul6 el bloqueo promedio de la corriente por amilorida para cada
potencial de prueba explorado y el resumen de dichos resultados se muestra en la Fig. 14.
En este grafico se puede apreciar que los canales Cay3.1 y Cay3.2 no presentan un
bloqueo dependiente de voltaje, ya que a todos los potenciales de prueba explorados
exhiben un porcentaje de bloqueo muy similar. Por el contrario en los canales Cay3.3 se
observa claramente un bloqueo dependiente de voltaje, puesto que el bloqueo es mayor
(~70%) a -50 mV y disminuye continuamente conforme el potencial se hace mas positivo,

hasta llegar unicamente a ~30% de bloqueo a +20 mV).
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Figura 14. Porcentaje de bloqueo de la Ic, en funcién del voltaje. Se grafica el porcentaje de bloqueo de
la Ic, en funcién del valor de V,, para cada uno de los canales Cay3. El nimero de células estudiadas en
cada caso vario entre 11 y 19 células. Los valores se presentan como el promedio + SEM. Note que Ca,3.1
y Cay3.2 no presentan un bloqueo dependiente de voltaje, mientras que el bloqueo de los canales Cay3.3
muestra una clara tendencia de mayor bloqueo a voltajes negativos. La linea roja continua es el ajuste de los
datos experimentales con una funcion exponencial para mostrar el comportamiento del bloqueo.
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Los estudios sobre el bloqueo dependiente del estado de inactivacion del canal se llevaron
a cabo con la finalidad de explorar si la amilorida se une con mayor afinidad a la proteina
del canal, cuando éste se encuentra en el estado inactivado. Para ello, se determiné el
porcentaje de bloqueo de la corriente de Ca®* a -30 mV producido por la amilorida en cada
uno de los tres canales Cay3 utilizando cuatro diferentes potenciales de mantenimiento
(HPs): -100, -90, -80 y -70. La finalidad de usar estos potenciales es aumentar la
proporcion de canales que se encuentran en el estado inactivado, es decir, conforme el
HP es mas positivo, una proporcion mayor de canales se encontrardn en el estado
inactivado con respecto a un HP mas negativo. Los resultados de estos experimentos se
condensan en la Fig. 15, donde se observa el porcentaje de bloqueo de la Ic; a -30 mV en
funcion del potencial de mantenimiento utilizado para los canales Cay3. Los canales
Cay3.1 se caracterizaron por un blogueo dependiente del estado de inactivacion, el cual se
manifestd por un incremento en el porcentaje de bloqueo de la Ica a HPs mas positivos
(comparar el bloqueo a -70 con el de -100 mV). Por el contrario, los canales Cay3.3 fueron
menos sensibles al bloqueo por amilorida a potenciales mas positivos (comparar los
mismos voltajes pero ahora de los circulos rojos). Por su parte, el bloqueo de los canales

Cay3.2 fue practicamente el mismo a todos los HPs explorados.
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Figura 15. Bloqueo dependiente del potencial de mantenimiento. Las corrientes de Ca3.1, Cay3.2 y
Cay3.3 fueron activadas en presencia de 2, 0.1 y 2 mM de amilorida, respectivamente, por pulsos de prueba
a -30 mV a partir de cuatro diferentes HPs: -100, -90, -80 y -70 mV. Note que Cay3.1 manifiesta un bloqueo
dependiente de estado que se acentla con HPs despolarizantes. Por el contrario, los canales Cay3.3
muestran menor sensibilidad a la amilorida a HPs mas positivos. El bloqueo de los canales Cay3.2 fue
practicamente independiente del HP utilizado.
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Finalmente, la exploracion del bloqueo dependiente del uso del canal fue llevada a cabo
por la aplicaciéon de un tren (serie de estimulos) de pulsos despolarizantes a -30 mV a
partir de un potencial de mantenimiento de -100 mV; dichos pulsos fueron aplicados a dos
diferentes frecuencias dependiendo del canal; 3 y 4.5 Hz para Cay3.1; 1.5 y 3 Hz para
Cay3.2;, y 1y 1.5 Hz en el caso de Cay3.3. En todos los experimentos descritos
anteriormente en esta disertacion, la frecuencia de estimulacion fue de 0.1 Hz; por lo tanto,
la razon de incrementar la frecuencia de estimulacién es aumentar el uso de los canales
Cay3, (es decir, activar a los canales un mayor nimero de veces en un mismo periodo de
tiempo) y determinar si dicha condicion favorece o no el bloqueo por la amilorida. En la
Fig. 16A se ilustran trazos representativos de la Ic, generada por los canales Cay3.1 en
respuesta a la aplicacion del protocolo indicado al pie de los mismos. Los nimeros que
sefalan los trazos de corriente indican el nimero de pulso dentro del tren de estimulacion.
Al comparar los trazos en ausencia y en presencia de amilorida, se puede observar que la
fraccidn de corriente remanente al final del tren de estimulacién (amplitud del pulso 35
normalizada respecto a la del pulso 1) fue menor en presencia de amilorida que en
ausencia de ésta (Control). Para una apreciacion mas cuantitativa, la amplitud de la Ic, de
cada pulso del tren de estimulacion (pulsos 2 al 35) fue normalizada respecto a la amplitud
del primer pulso, a lo que se denomino fraccién de Ic, remanente y después promediados
entre todas las células estudiadas para cada canal. Los valores promedio se graficaron en
funcion del numero de pulso de prueba para cada frecuencia y cada canal en cuestion
(Fig. 16B, C y D). Se puede observar en los seis paneles de la Fig. 16 que el aumento en
la frecuencia de estimulacién produjo una disminucion en la fraccion de Ic, remanente
incluso en ausencia de amilorida, esto se debe a la acumulacion de canales inactivados
que se genera con cada pulso de prueba, cuyo tiempo de recuperacién de la inactivaciéon
es mas largo que el periodo de tiempo entre cada pulso. De los tres canales tipo T, los
Cay3.3 son los mas sensibles a la frecuencia de estimulacion, pues con 1.5 Hz la amplitud
de corriente del pulso 35 representd solo un 20% de la del pulso 1 (Fig. 14D, panel
derecho), mientras que el menos sensible a la frecuencia de estimulacion fue Cay3.1 (Fig.
14B). Interesantemente, el canal Cay3.3 exhibié un retardo en el efecto dependiente del
uso con la frecuencia de 1 Hz, lo cual se observé como un ligero incremento en la fraccion

de corriente remanente durante los primeros cinco pulsos del tren de estimulacion,

45



A

Ca v3-

Control

3 Hz

¥
(%)

-\

£ 3 Hz £ 4.5 Hz
S 08 S 08
5 5
= 06 = 06
3 8
8 04 8 04
= c
2 02 2 02
g @ Control g
% 00 ® 2mMAmilorida =00
L 1 L 1 L 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de pulso Numero de pulso
Cav3.2
10 @ 10 @
L o
5 1.5 Hz 5 3 Hz
£ 08 2 og
5 §
S 0| ooeotosesssemsetestgmeseetese  © o5
5 N}
€ 04 3 04
c [
g ® Control g
= 00 @ 100 uM Amilorida “ 00
| I T S T T I U T T A A A AR | | IR | I A S SIS SV A |
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de pulso Numero de pulso
Cav3.3
10 @ 100 @
g 1 Hz g
g os 2 o8 1.5 Hz
£ £
£ 06 2 06
8 3
S 04 2 04
; =4 =
g @ Control g
“ 00 ® 2mMAmilorida Y
L 1 1 1 1 1 1 ] L 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Numero de pulso

Numero de pulso

Figura 16. Bloqueo dependiente del uso de los canales Cay3 por amilorida. Esta propiedad se estudié
mediante la aplicacién de trenes de 35 pulsos a -30 mV de 150 ms (Cay3.1 y Cay3.2) 0 500 ms (Cay3.3) de
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posteriormente, dicho valor tiende a disminuir como en el caso de los demas canales (Fig.
16D, panel izquierdo). Este fendbmeno es muy probablemente debido al efecto de
facilitacion de la corriente que ha sido descrito previamente por otros grupos de
investigacion y nosotros mismos (Klockner et al., 1999; Chemin et al., 2002; Gomora et al.,
2002).

En cuanto al posible bloqueo dependiente del uso del canal inducido por la amilorida, éste
efecto fue muy evidente en los canales Cay3.1, ya que en la presencia del farmaco, la
fraccion de Ic, remanente siempre fue menor con respecto a la condicion control a las dos
frecuencias de estimulacién exploradas. No obstante, a la frecuencia de 3 Hz, la amilorida
provocd una disminucion adicional del 34%, mientras que a 4.5 Hz el porcentaje fue de
15%. El bloqueo dependiente del uso del canal para Cay3.2 a 1.5 Hz fue més discreto y de
hecho a 3 Hz no hubo diferencia entre la condicion Control y Amilorida (Fig. 14C). En el
caso del canal Cay3.3, el diurético no produjo un aumento sustancial en la fraccidén de Ic,
remanente con respecto a la condicién control; no obstante, el efecto que produjo la
amilorida fue prevenir la facilitaciéon de la corriente del canal Cay3.3 observada en la

condicion control a 1Hz (Fig. 16D, panel izquierdo).

B. Efecto de la amilorida sobre la inactivacion en el estado estacionario

Con la finalidad de investigar el efecto de la amilorida sobre la inactivacion en el estado
estacionario de los canales Cay3, se procedio a aplicar el protocolo denominado Hinf (ver
protocolos de registro en Materiales y Métodos), el cual consiste en dos pulsos de voltaje,
el primero es un pulso condicionante de 15 s de duracion a diferentes valores de V, (entre
-110 y -45 mV), cuyo fin es conducir a los canales a un nivel estacionario de inactivacion;
el segundo, es un pulso de prueba a -30 mV. La amplitud relativa de la corriente registrada
en respuesta a este Ultimo pulso corresponde a la fraccion de canales que no se
inactivaron durante el pulso condicionante. En la Fig. 17A se observan los trazos de
corriente generados por los canales Cay3.2 en respuesta a la aplicacion del protocolo Hinf,
donde se puede apreciar que después de permanecer a -75 mV durante 15 s, cerca del

50% de los canales se encuentran en el estado inactivado, ya que la amplitud de la Ica
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Figura 17. Inactivacién en el estado estacionario de los canales Cay3. A) Trazos representativos de la
Ica del canal Cay3.2 evocada a -30 mV después de la aplicacién de pulsos condicionantes de 15 s de
duracién a diferentes valores de V,, comprendidos entre -110 y -45 mV. Las curvas de inactivacion
dependiente de voltaje en el estado estacionario para los canales Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3 se muestran en
B, C y D, respectivamente. Los graficos muestran en el eje de las ordenadas la fracciébn de canales
disponibles para ser activados a -30 mV en funcion del voltaje del pulso condicionante. Los datos se
muestran como el promedio + SEM de 6 a 8 células. Las lineas continuas son el ajuste de los datos con la
ecuacion de Boltzmann.
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registrada con el pulso de prueba a -30 mV fue aproximadamente la mitad de la que se
registré cuando el pulso condicionante fue de -110 mV. La dependencia al voltaje es una
marca de identidad de los canales Cay3, y una evidencia de ello se observa en el registro
obtenido después de un pulso condicionante a -65 mV, voltaje al cual la fraccion de
canales disponibles para ser activados se redujo a menos del 10%, es decir un cambio de
10 mV en el valor del pulso condicionante provocé la inactivacion del 40% de los canales.
La amplitud de corriente generada por el pulso de prueba a -30 mV después de cada pulso
condicionante, fue normalizada con respecto a la amplitud de corriente maxima observada
(Imax), la cual se obtiene cuando el pulso condicionante tiene un valor de -110 mV.
Posteriormente, con el valor promedio de la fraccion de canales disponibles para ser
activados se construyeron los graficos en funcion del voltaje del pulso condicionante para
cada uno de los canales Cay3, estos resultados se resumen en la Fig. 17B, C y D. Los
puntos experimentales fueron ajustados con la ecuacion de Boltzmann y los parametros

obtenidos de dicho ajuste son mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de la inactivacién en el estado estacionario de los canales Cay3.3.

Cay3.1 Ca 3.2 Ca,3.3

Vin k Vin k Vin k
Control -77.0+ 1.6 45+0.2 | -748+0.5 4.310.1 -73.6 £0.8 42101
Amilorida -83.0+19* 5.6+0.1* -77.9+08* 46+0.1* -739+06 4.9+0.1*%
Lavado -82.7+£15 | 47201  -796+209 4401 -77910.8 45+0.1

Los valores se muestran como el promedio + SEM obtenidos en la condicién control, en presencia de
amilorida y después del lavado. Las diferencias significativas se muestran con (*), P < 0.05.

C. La amilorida no interacciona con el estado cerrado de los canales Cay3.3

Para investigar si el bloqueo de la amilorida involucra su union al estado cerrado del canal,
se utilizd un protocolo de voltaje descrito inicialmente por el grupo del Dr. Stephen W.
Jones (Obejero-Paz et al., 2004), el cual denominamos aqui como BCS (ver Materiales y
Métodos) y que se ilustra en la Fig. 18. En ésta se ilustran registros representativos de

corrientes generadas por canales Cay3.3 obtenidos en presencia del ion inorganico Y*',
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que bloguea el estado cerrado de los canales Cay3 (Obejero-Paz et al., 2004), como
ejemplo de dicho efecto (Fig. 18, trazos superiores), asi como registros del mismo canal
en presencia de 2 mM de amilorida (trazos inferiores).

La regidn importante de los trazos de corriente obtenidos en respuesta a la aplicacion del
protocolo, son las corrientes salientes que se muestran debajo de la linea punteada, las
cuales, bajo las presentes condiciones de registro, son debidas al transporte del i6n Cs”
hacia el exterior de la célula, dichas corrientes disminuyen en amplitud cuando el agente
bloqueador interacciona con el estado cerrado del canal. Este fendmeno se observa
claramente cuando se utilizé Y**, sin embargo, la presencia de amilorida no produjo el
mismo efecto, lo que sugiere que el mecanismo de bloqueo de este diurético no involucra

su interaccion con el estado cerrado del canal.

D. Acoplamiento molecular de la amilorida con los canales Cay3

Con la finalidad de encontrar posibles sitios de interaccién entre la amilorida y los canales
Cay3 que permitan explicar los efectos de este farmaco en las propiedades
electrofisiolégicas que se han descrito en esta disertacion, se procedi6 a realizar modelos
por homologia en tres dimensiones del dominio de poro de los canales Cay3 (a la fecha no
existen estructuras cristalograficas reportadas de estos canales), para posteriormente
enfrentarlos con la estructura tridimensional de la amilorida. Lo anterior se realizé con el
acoplamiento molecular o docking, un procedimiento bioinformatico que intenta predecir la
union no covalente de macromoléculas (receptor) y pequefias moléculas (ligando).
Partiendo de estructuras disponibles en la base de datos de proteinas (PDB, Protein Data
Base), de estructuras obtenidas computacionalmente por simulaciones de dinamica
molecular o por modelaje basados en criterios de homologia. El objetivo del docking es
predecir la unién de un ligando en diferentes conformaciones y el grado de afinidad con un
receptor. El resumen de los resultados obtenidos con dicha metodologia se presenta en la
Fig. 19. En primer lugar se model6 el canal de potasio KcsA (Doyle et al., 1998) y se
realizé el acoplamiento molecular con el tetraetilamonio (TEA), su agente bloqueador por
excelencia, encontrando que el TEA se une directamente al poro del canal, tal y como se

ha descrito experimentalmente (Lenaeus et al., 2005).
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Figura 18. La amilorida no interacciona con el estado cerrado de los canales Cay3.3. El estado cerrado
del canal fue promovido por la aplicaciéon del protocolo mostrado en la parte inferior de la figura. Como un
ejemplo de interaccién con el estado cerrado, se muestra el efecto de 200 nM del i6n trivalente itrio (Y**;
registros superiores). Obsérvese como la interaccién con el estado cerrado del canal se refleja en la
disminucién de la corriente saliente de los canales Cay3.3, conforme se prolonga el periodo de tiempo entre
el pulso a +200 mV (que desbloquea a todos los canales bloqueados por Y3+), y el pulso de prueba a +80
mV (el cual determina la proporcidon de canales bloqueados durante el tiempo que estuvieron cerrados a -
100 mV). Las lineas negras discontinuas indican el nivel de corriente del primer pulso de prueba a +80 mV.
Por el contrario, en presencia de 2 mM de amilorida la amplitud de la corriente saliente permanece constante
durante los periodos de tiempo estudiados, sugerente de una ausencia de bloqueo del diurético en el estado
cerrado del canal Cay3.3.
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Con tal resultado, la metodologia de acoplamiento molecular empleada fue validada,
ademas, la interaccién entre el TEA y el KcsA funciond como un control positivo de
interaccion (Fig. 19A). Posteriormente, con los modelos del dominio de poro de los
canales Cay3, se procedid a realizar el ensayo de acoplamiento molecular para cada
canal, el cual indic6 dos sitios de interaccion energéticamente estables en una region
cercana al poro del canal de Cay3.1. En el caso de Cay3.2, se encontraron de igual forma
dos sitios de interaccion, uno ubicado relativamente cerca del poro del canal y el otro en
una region de la cara intracelular del canal, sin embargo sélo el primero fue
energéticamente estable. Finalmente, para Cay3.3 se identificaron tres sitios de
interaccion, dos con cercania al poro del canal y uno en la cara intracelular del canal,

todos fueron energéticamente estables (Fig. 19A).

Por otra parte, con la finalidad de obtener un resultado cuantitativo de las interacciones
(sitios de union de la amilorida con la proteinas del canal) propuestas por los modelos de
acoplamiento molecular de la Fig. 19A, se calculé el valor promedio de la energia minima
de union (en kcal/mol) y la distancia promedio entre el ligando y la proteina del canal (en
Angstroms, A) para cada combinacion canallligando. Estos valores se presentan en forma
de grafico en la Fig. 19B. Ciertamente ambos parametros fueron muy buenos para la
interaccién del canal KcsA y el TEA (control positivo), es decir, la combinacion de una
energia de union de -3.5 kcal/mol y una distancia de solo 3 A es indicativo de un
acoplamiento de alta afinidad. Por el contrario, la interaccion entre el mismo canal y la
amilorida resulté en un valor muy similar de energia de union, pero la distancia promedio
se incremento méas de 6 veces (18.9 A), lo cual resulta en una interaccion poco probable
(control negativo). Respecto a los canales Cay3 con la amilorida, el mejor cociente
energia/distancia se observé en los canales Cay3.2, lo que sugiere que dicho canal
presenta mayor afinidad global hacia la amilorida que los otros dos canales Cay3. Los
cocientes respectivos para Cay3.1 y Cay3.3 son muy parecidos entre si, lo cual esta de
acuerdo con los valores de I1Csp de la amilorida para ambos canales (Fig. 10).
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Figura 19. Acoplamiento molecular de la amilorida y los canales Ca\3. A) Representacion de superficie del acoplamiento del canal de potasio 1K4C con
tetraetilamonio (TEA) y de los modelos del dominio del poro de los canales Cay3 con la amilorida. Los sitios de interaccién de los ligandos (TEA y amilorida)
con los receptores (1K4C y modelos de los canales Cay3) se muestran como recuadros amplificados de la representacion de superficie. La interaccion
menos estable entre la amilorida y el modelo del canal Ca\3.2 se muestra en el recuadro amplificado inferior. B) El grafico representa el valor promedio de la
energia minima de unién (barras de la izquierda) y la distancia promedio de interaccion entre el ligando y la proteina del canal (barras a la derecha) para
cada combinacion ligando/canal. Los resultados obtenidos del acoplamiento entre el canal de potasio 1K4C y TEA fueron usados como un control positivo de
interaccion (barras negras). El acoplamiento entre la amilorida y el canal 1K4C fue empleado como un control negativo de interaccion (barras grises). Los
valores se expresan como el promedio + SEM.
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E. Efecto de la amilorida en la recuperacién de la inactivacién de los canales Cay3

Con base en los resultados obtenidos del acoplamiento molecular entre la amilorida y los
canales Cay3, los cuales sugieren posibles sitios de interaccion en la cara intracelular de
los canales, se procedio a evaluar la recuperacion de la inactivacion de cada uno de los
canales Cay3 y su posible modificacion por la accién de la amilorida. Previamente se han
reportado evidencias experimentales que involucran regiones intracelulares de los canales
con el proceso de inactivacion (Staes et al., 2001; Arias et al., 2008; Baumgart et al.,
2008). Por lo tanto, la hipotesis de trabajo fue que si la amilorida interaccionaba en cierta
medida con alguna region intracelular del canal, la recuperacion de la inactivacion podria
ser modificada. Para poner a prueba esta hipotesis se aplicd el protocolo denominado
Recover-100 para Cay3.1 y Cay3.2 y Recover-100i para Cay3.3 (ver Métodos). Los
resultados de estos experimentos se ilustran en la Fig. 20. En primer lugar se presentan
trazos representativos de la recuperacion de la inactivacion para el canal Cay3.3 en
ausencia y en presencia de amilorida (Fig. 20A). Las corrientes de Ca** fueron inactivadas
por un pulso despolarizante a -30 mV, después del cual el V,, se repolariz6 a -100 mV
durante periodos de tiempo desde 1 hasta 1200 ms; finalmente, se aplicé un pulso de
prueba a -30 mV para evocar la Ic, generada por los canales que se recuperaron de la
inactivacién durante el tiempo a -100 mV. La corriente maxima durante la despolarizacion
a -30 mV del segundo pulso fue normalizada con respecto a la del primero en la condicién
control, en presencia de amilorida y después del lavado, y los valores promedio se
graficaron en funcion del tiempo a -100 mV para los tres canales Cay3 (Fig. 20B, C y D).
Interesantemente, solo Cay3.1 y Cay3.3 exhibieron un retraso significativo en el curso
temporal de la recuperaciéon de la inactivacion (Tabla 4), lo cual sugiere que la amilorida
estabiliza el estado inactivado de dichos canales, resultando en una transicibn mas lenta
del estado inactivado al estado cerrado. Este fenOmeno es completamente reversible, ya
que al retirar la amilorida de la camara de registro (Lavado), la recuperacion de la
inactivacién vuelve a su condicion control. Por su parte, los canales Cay3.2 no sufrieron
cambios sustanciales en esta propiedad biofisica debida a la presencia de amilorida. Lo
anterior es consistente con los resultados obtenidos con el docking molecular de la Fig.

19, que sugieren un sitio de interaccidn energéticamente inestable en la cara intracelular
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del canal Cay3.2, lo cual explicaria en parte la falta de efecto de la amilorida sobre la

recuperacion de la inactivacion de este canal.
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Figura 20. Recuperacion de la inactivacién de los canales Cay3 en presencia de amilorida. A) Trazos
representativos de la recuperacion de la inactivacién del canal Cay3.3 antes y durante la exposicion a 2 mM
amilorida. Las colas de corriente que se generan al repolarizar la membrana a -100 mV de los dos ultimos
pulsos fueron truncadas digitalmente para apreciar mejor la corriente durante los pulsos a -30 mV. La
corriente normalizada (promedio + SEM; n = 4 - 6) se graficé en funcién del tiempo a -100 mV para los
canales Cay3.1 (B), Cay3.2 (C) y Cay3.3 (D). Las lineas continuas son el ajuste de los datos con funciones
exponenciales, cuyas constantes de tiempo se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Constantes de tiempo de recuperacion de la inactivacién (t,) de los canales Cay3 en
presenciay ausencia de amilorida.

Control Amilorida Lavado
Ca,3.1 135+7 428 + 46* 162 + 10
Ca,3.2 344 424 BNl 337+29
Ca,3.3 441 £ 41 661 +91* 459+ 43

Los valores se presentan como el promedio + SEM obtenidos en las condiciones Control, Amilorida y
Lavado. Mismas células que la Fig. 20. Las diferencias significativas se indican con (*), P < 0.05.

F. Efecto de la amilorida intracelular en la actividad de los canales Cay3

La ultima serie de experimentos del presente trabajo de tesis consisti6 en explorar el
bloqueo que ejerce la amilorida sobre los canales Cay3.3 desde la parte intracelular del
canal, para ello se suplementé la solucion interna de registro (ver Materiales y Métodos)
con amilorida a dos concentraciones, 0.2 y 2 mM. En concordancia con los resultados del
docking molecular, la presencia de amilorida en el ambiente intracelular bloqueé de
manera robusta las corrientes generadas por los canales Cay3.1 y Cay3.3; por el contrario,
Cay3.2 presentd un bloqueo discreto en la presente condicion. Cabe sefialar que en estos
experimentos el registro de la corriente a -30 mV se inicio inmediatamente después de
romper el Giga-sello formado entre la membrana celular y la punta de la micropipeta, esto
se hizo para monitorear lo méas adecuadamente posible el efecto de la amilorida sobre la
corriente inicial de la célula en cuestién. De esta manera se registré una lc, inicial que
disminuye en funcién del tiempo de exposicion a amilorida hasta el establecimiento de un

bloqueo estacionario. El resumen de los resultados se presenta en la Tabla 5y la Fig. 21.

Como se puede apreciar en la Tabla 5, el bloqueo por amilorida del canal Cay3.2 fue
mucho menor comparado con el resto de los miembros de la familia Cay3 (Fig. 21), lo cual
sugiere que la region intracelular del canal Cay3.2 presenta un sitio union de baja afinidad
hacia la amilorida y que el bloqueo de dicho canal se lleva a cabo de manera preferencial
desde la cara extracelular, ya que, cuando se usa amilorida en la solucion externa de
registro, Cay3.2 es quien presenta la mayor sensibilidad hacia el farmaco (Fig. 21). Por el

contrario, Cay3.1 y Cay3.3 son blogueados por amilorida desde la cara externa e interna
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del canal aproximadamente con la misma potencia, sugiriendo sitios de interaccién en la

cara externa e interna de estas proteinas.

Tabla 5. Blogueo intracelular de los canales Cay3 por amilorida.

Blogqueo de la I, (%)
Ca3.1 Ca,3.2 Ca3.3

0.2 mM Amilorida 1494+ 3.1 10.6 + 6.7 23.8+3.9

Los valores se muestran como el porcentaje de bloqueo promedio + SEM obtenido para cada concentracion
de amilorida. n = 3 - 9 células en cada condicion experimental.
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Figura 21. Bloqueo extra e intracelular de los canales Cay3 por amilorida. A) Trazos representativos de
Ica que ilustran el bloqueo de los canales Cay,3 cuando la amilorida es agregada en la solucion de registro
externa (izquierda) o interna (derecha). Las corrientes de Ca”" se obtuvieron en respuesta a pulsos
despolarizantes a -30 mV a partir de un HP de -100 mV. B) Porcentaje de bloqueo de la ICa de los canales
Cay3 por amilorida externa o interna. Las barras muestran el promedio + SEM de 4 a 9 células por condicion.
Note que la amilorida bloquea preferentemente el canal Cay3.2, pero solo cuando se aplica desde la parte
extracelular del canal.
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VIl. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis demuestran que la amilorida
bloguea de manera diferencial a los miembros de la familia Cay3 clonados de humano, de
los cuales Cay3.2 es aproximadamente diez veces mas sensible que Cay3.1 y Cay3.3. El
bloqueo ejercido por la amilorida presenta un comportamiento concentracién-respuesta
caracteristico, con coeficientes de Hill que sugieren mas de un sitio de interaccién del
farmaco con los canales. El mecanismo de bloqueo de la amilorida sobre los canales Cay3
parece involucrar su interaccion con el estado abierto e inactivado del canal, pero no con
el estado cerrado. Interesantemente, el efecto de la amilorida sobre los canales Cay3.3 se
diferencio de los otros dos por presentar un bloqueo dependiente de voltaje. Finalmente, el
empleo de herramientas computacionales permitieron obtener informacion acerca del
acoplamiento molecular entre la amilorida y los modelos tridimensionales del dominio del
poro de los canales Cay3, lo cual permiti6 determinar que la mayor sensibilidad de los
canales Cay3.2 a la amilorida, se debe principalmente a un sitio de uniéon en la cara
extracelular del canal, mientras que otro sitio localizado en la parte intracelular del canal
presenta una afinidad ~7 veces menor. A continuacion se discute la relevancia e

implicaciones de estos resultados.

7.1. Bloqueo de canales Cay3 por amilorida

El bloqueo por amilorida de los canales recombinantes Cay3.1 provenientes de raton ya ha
sido descrito anteriormente (Lacinova et al., 2000), sin embargo en dicho estudio 5 mM de
amilorida bloquedé menos del 50% de la corriente de calcio. Dicha discrepancia con los
resultados presentados en esta disertacion podrian ser debidos a diferencias en la
secuencia entre las proteinas de ratobn y de humano, asi como a las diferentes
concentraciones del acarreador de carga utilizado en ambos trabajos. Interesantemente, la
clona de Cay3.1 utilizada en este trabajo carece de 18 aminoacidos en el asa que une los
dominios Il y IV de la subunidad o de estos canales, que si presenta la clona de raton
(Klugbauer et al., 1999; Cribbs et al., 2000). Asimismo, Lacinova y cols. (2000) utilizaron
20 mM de Ca®* en sus experimentos con amilorida, mientras que en el presente trabajo se

utilizé sélo 5 mM de Ca** como transportador de carga. Se ha descrito en varios trabajos
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que el bloqueo de los canales Cay3, y en general de los canales Cay, disminuye
frecuentemente a concentraciones altas del acarreador de carga (Nelson, 1986; Herrington
& Lingle, 1992; Lee et al., 1999b; Martin et al., 2000; Heady et al., 2001).

Por otra parte, un trabajo previo encontré6 una ICsp de 167 yM de amilorida para los
canales Cay3.2 de humano (Williams et al., 1999), dato que se encuentra en el mismo
orden de concentracion encontrado en el presente trabajo de tesis (Fig. 10). No obstante,
la diferencia en los valores de ICso entre los dos trabajos puede ser debida nuevamente al

acarreador de carga utilizado (en el trabajo mencionado utilizan 15 mM de Ba*").

En cuanto a los canales Cay3.3, a la fecha no existe informacion sobre su sensibilidad a la
amilorida, por lo que las observaciones obtenidas en la presente disertacion son originales
y novedosas. Los resultados demuestran que el canal Cay3.3 clonado de humano es mas
parecido al canal Cay3.1 que al canal Cay3.2 en cuanto a la sensibilidad a la amilorida, y
gue es el unico de los tres canales Cay3 en el que el efecto de la amilorida se manifiesta
como bloqueo dependiente de voltaje (Fig. 11, 14 y Tabla 2). Lo anterior podria deberse a
que los sitios de union de la amilorida en el canal Cay3.3 se ubican dentro del campo

eléctrico de la membrana (Fig. 19).

El bloqueo por amilorida de las corrientes de calcio generadas por los canales nativos
Cay3 (llamados también tipo T) ha sido descrito desde el trabajo de Tang y col. (1988), en
el que se observo un bloqueo preferencial de las corrientes tipo T en neuronas del ganglio
de la raiz dorsal de pollo, asi como también en células de Purkinje del corazén de perro
(Hirano et al., 1989), y en miocitos ventriculares de cuyo (Tytgat et al., 1988). En estos
trabajos se encontraron ICsps para la amilorida en un intervalo de 30 a 233 pM, lo cual es
consistente con los resultados del presente trabajo de tesis, ya que los canales Cay3.2 son
los mas abundantes en estos tejidos (Talley et al., 1999; Williams et al., 1999; Mizuta et
al., 2010). Aunado a ello, la baja sensibilidad a amilorida de las corrientes tipo T de células
neuroendocrinas tumorales (GH3), puede ser explicado por la expresion preferencial de
canales Cay3.1 y Cay3.3 en dichas células (Mudado et al., 2004). Para confirmar en

corrientes tipo T nativas el alto valor de ICsy encontrado en este trabajo para el bloqueo de
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los canales Cay3.3 por amilorida, se debera explorar preparaciones enriquecidas en este
tipo de canal Cay3, como lo son las neuronas del nucleo reticular del talamo y de la
habénula lateral (Coulter et al., 1989; Huguenard & Prince, 1992; Huguenard et al., 1993).

7.2. Mecanismo de bloqueo de la amilorida en los canales Cay3

Los ajustes de la curva Concentracion-Respuesta para cada canal Cay3 proporcionaron
un coeficiente de Hill (h) por debajo de la unidad (Fig. 10), sugiriendo la existencia de
multiples sitios de unién del ligando, en este caso la amilorida, con su receptor, los canales
Cayv3 (Abeliovich, 2005; Prinz, 2009). Esta interpretacion es apoyada por la informacion
obtenida del docking de la amilorida con los modelos tridimensionales de los canales
Cay3, la cual sugiere al menos dos sitios de union energéticamente muy estables para
cada canal (Fig. 19). Por lo tanto, es posible inferir que el efecto global de la amilorida
sobre los canales Cay3 corresponde a la suma de efectos individuales ocasionados por

cada sitio de interaccion con la amilorida.

El andlisis de la relacion |-V proporciona informacion valiosa acerca del mecanismo de
blogueo de un agente sobre un canal idnico. Asi, las curvas I-V de los canales Cay3 en
ausencia y presencia de amilorida indican que la presencia del diurético causé un
desplazamiento de 7 mV hacia voltajes mas positivos exclusivamente en la relacion I-V de
los canales Cay3.3 (Fig. 11B), es decir, el bloqueo de estos canales por amilorida fue
dependiente de voltaje. Esta observacion sugiere una posible interaccién del farmaco con
la region del sensor de voltaje (segmentos S4) de dichos canales, como se ha reportado
para algunas toxinas (Lee et al., 2003; Phillips et al., 2005; Edgerton et al., 2010), aunque
también puede ser debido a que el sitio de union de la amilorida en el canal Cay3.3 se
encuentra dentro del campo eléctrico de la membrana, tal y como se ha observado con
cationes monovalentes y divalentes (Woodhull, 1973; Eaton & Brodwick, 1980; Wu &
Lipsius, 1990); e incluso con la misma amilorida en canales de sodio epiteliales (Palmer,
1984). Nuestra observacion adicional de que el bloqueo de la Ic; de los canales Cay3 por
amilorida disminuye a potenciales positivos (Fig. 14), a tal grado que las corrientes
salientes son afectadas pobremente (Fig. 11B), es congruente con la posibilidad de que

la amilorida se une en alguna regidon del poro del canal, obstruyendo el flujo de iones a
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través de éste, hecho que desaparece a potenciales positivos, donde la fuerza impulsora
para la salida de los iones (Cs’ en este caso) es lo suficientemente grande para
“despegar” la amilorida de su sitio de unién. No obstante, nuestros resultados no permiten
descartar la posibilidad de un segundo sitio de union de la amilorida que afecte (directa o

indirectamente) el funcionamiento del sensor de voltaje del canal Cay3.3.

El bloqueo por amilorida a diferentes potenciales de mantenimiento revela un efecto
contrastante sobre los canales Cay3.1 y Cay3.3. El bloqueo de los canales Cay3.1 fue
mayor a HPs positivos (por ejemplo -70 mV) que a HP mas negativos (-100 mV); lo
contrario sucedié para los canales Cay3.3 (Fig. 15). Por su parte los canales Cay3.2
experimentaron el mismo porcentaje de bloqueo en el intervalo de HPs explorados. Estos
resultados sugieren que la afinidad de la amilorida por los canales Cay3.1 aumenta
cuando estos se encuentran en el estado inactivado (HPs mas positivos que -100 mV), por
el contrario, el estado inactivado de los canales Cay3.3 constituye una conformacion para
la cual disminuye la afinidad de la amilorida. Los resultados anteriores demuestran que la
amilorida presenta diferente afinidad por el estado inactivado de los canales Cay3 como se
ha visto con otros bloqueadores clasicos de canales de calcio (Freeze et al., 2006;
Drigelova et al., 2009). Estos resultados sugieren la existencia de sitios de interaccion que

se ocultan o se exponen a consecuencia de un estado determinado del canal.

Vinculado con lo mencionado en el parrafo anterior, la inactivacion en el estado
estacionario de los canales Cay3.1 se modific6 de manera sustancial por la presencia de
amilorida (el V5o se desplaz6 6 mV hacia voltajes mas negativos), mientras que los canales
Cay3.2 y Cay3.3 no sufrieron cambios importantes o fueron muy discretos en dicho
parametro (Tabla 3). Estos resultados sugieren que la amilorida incrementa
significativamente la proporcion de los canales inactivados presentes a cualquier valor de
Vm (por €j., a -80 mV aumento de 35% en la condicién control, a un 60% en presencia de
amilorida; Fig. 17B); en consecuencia, habra una menor disponibilidad de canales para
ser activados en presencia de amilorida. En otras palabras, la amilorida promueve la

estabilizacion de los canales Cay3.1 en el estado inactivado.
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Otro resultado interesante del presente trabajo de tesis fue la demostracion de que la
amilorida exhibe un moderado bloqueo dependiente del uso del canal, pero sélo para los
canales Cay3.1 y en menor grado para Cay3.2 (Fig. 16). Varios bloqueadores de canales
de calcio inhiben mas efectivamente las corrientes cuando los canales son activados a
altas frecuencias, debido a que bajo esta condicion se promueve el estado abierto del
canal y por lo tanto una mayor probabilidad para el bloqueador de alcanzar su sitio de
unién en dicho estado, si lo hubiere. Este blogueo uso-dependiente de la amilorida hacia
los canales Cay3 nativos ha sido evaluado en miocitos ventriculares de cuyo (Tytgat et al.,
1990), en donde se encontré que no existe tal efecto, no obstante, en dicho estudio sélo
se explord una frecuencia de 0.2 Hz. Interesantemente, en las células de corazon el canal
Cay3.2 es el mas abundante (Williams et al., 1999) y como muestran los resultados de la
presente disertacion el bloqueo uso-dependiente fue bastante discreto en este canal en
particular (Fig. 16). A la fecha no existe informacion sobre el efecto uso dependiente de la
amilorida sobre los canales Cay3 recombinantes, por lo que nuestros resultados son los
primeros que muestran dicho efecto. Asi, la amilorida parece interactuar con sitios de
union en los canales Cay3 que son mas accesibles en el estado abierto del canal.

Otra serie de experimentos demostro que el efecto de la amilorida sobre la actividad de los
canales Cay3 no involucra su interaccion con el estado cerrado del canal (Fig. 18). Es
importante aclarar que estos experimentos se realizaron Unicamente en los canales
Cay3.3, ya que las corrientes salientes a través de dichos canales son bastante
prominentes, premisa necesaria para estudiar el efecto de la amilorida sobre el estado
cerrado de los canales con el protocolo empleado (Fig. 18). Un reporte previo demostrd
que el bloqueo de los canales Cay3.1 por el ion inorganico Y*" incluye la interaccién de
éste con el estado cerrado de los canales (Obejero-Paz et al.,, 2004). En resumen,
nuestros resultados demuestran que el mecanismo por el cual la amilorida bloguea la
actividad de los canales Cay3 involucra su interaccion con el estado abierto e inactivado
del canal, sin efectos sobre el estado cerrado del canal, aunque como ya se ha revisado

en los parrafos previos los efectos no son los mismos para los tres canales Cay3.
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7.3. Efecto de la amilorida sobre la cinética de los canales Cay3

Antes de obstruir el poro del canal, algunos agentes bloqueadores inhiben las corrientes
ionicas por el retardo o aceleramiento de las transiciones entre el estado cerrado y abierto
del canal. Por ejemplo, los lantanidos reducen las corrientes de canales de potasio
dependientes de voltaje, por un marcado retardo en la velocidad de activacion del canal
(Enyeart et al., 1998). Con la finalidad de ilustrar los efectos de la amilorida sobre la
cinética de activacién de los canales Cay3, en la Fig. 22 se muestran los esquemas
basicos del funcionamiento de cada canal estudiado. Debido a que la cinética de
activacion de los canales Cay3.1 y Cay3.2 no se modifico en presencia de amilorida, pero
la de los Cay3.3 si se enlentecio en presencia de amilorida a determinados valores de Vp,
(Fig. 12), entonces en los primeros dos el valor de K; (0 1/tacivacisn) NO varia, lo que si
sucede para los canales Cay3.3. Lo anterior indica que un efecto sobre la cinética de
activacion por parte de la amilorida no contribuye a la inhibicién de los canales Cay3.1y

Cay3.2, pero si para Cay3.3.

Cay3.1 Cay3.2 Ca,3.3

. Ks | Ky . K
é’ﬂ’: OB= l pd K ‘ v % Vi -
e C = O | % I

Figura 22. Modelo cinético del efecto de la amilorida en los canales Cay3. Se esquematizan los estados
cerrado (C), abierto (O) e inactivado (I) de los canales; las transiciones entre los diferentes estados son
reguladas por constantes cinéticas K, cuyo valor es igual al inverso de la constante de tiempo (1) de la
transicion en cuestion. Por ejemplo, K; = 1 / tacivacion- Ademas la dependencia al voltaje de la apertura de los
canales se indica como V;. El bloqueador amilorida se indica con la letra B. Los cambios en los valores de t
por efecto de la amilorida se indican con lineas punteadas (cuando T aumento) o con lineas gruesas (cuando
t disminuyd). Consecuentemente, el tamafio de las constantes cinéticas K se indica en sentido opuesto. El
Unico cambio en dependencia en voltaje de la apertura de los canales a consecuencia de la amilorida se
observé en los canales Cay3.3, lo cual se ilustra con un aumento en el tamafo del término V;.

La amilorida tampoco afecta la cinética de inactivacion (K3) de los canales Cay3.1 y
Cay3.2, lo cual sugiere que el farmaco no afecta la transicion del estado abierto de estos

canales al estado inactivado. Por el contrario, el proceso de inactivacién del canal Cay3.3
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se retarda por acciéon de la amilorida (Fig. 12), indicando una alteracion en la transicion del
estado abierto al estado inactivado (Fig. 22). Por otra parte, la amilorida aceleré la
velocidad de cierre o desactivacion (K;) de los canales Cay3.2 y Cay3.3, pero no asi para
los canales Cay3.1 (Fig. 13). Un incremento en la velocidad de desactivacion (transicion
del estado abierto al estado cerrado del canal) a consecuencia de la presencia de la
amilorida sugiere que el farmaco desestabiliza el estado abierto del canal lo cual repercute
en una transicién mas rapida hacia el estado cerrado (Fig. 22).

El curso temporal de la recuperacion de la inactivacion (K;) de los canales Cay3.1 y
Cay3.3 indica un retardo bajo la presencia de amilorida; a diferencia de los canales
Cay3.2, cuya constante de tiempo de recuperacion no se modificd significativamente (Fig.
20, Tabla 4). Esta observacién sugiere que la amilorida interacciona con el estado
inactivado de los canales Cay3.1 y Cay3.3 de tal manera que retrasa la transicion del
estado inactivado al estado cerrado del canal (Fig. 22). Por otra parte, los resultados
obtenidos a partir del bloqueo dependiente del HP (Fig. 15), asi como los de la
recuperacion de la inactivacion (Fig. 20), sugieren que la amilorida no interacciona con el

estado inactivado de los canales Cay3.2.

7.4. Aportaciones del acoplamiento molecular al mecanismo de blogueo de los
canales Cay3 por la amilorida

La falta de estructuras cristalograficas de los canales Cay3 ha representado un
inconveniente para determinar los sitios especificos de la proteina, a los cuales se unen
los bloqueadores disponibles para estos canales. No obstante, en el presente trabajo de
tesis se atacoO esta limitante mediante el modelado molecular de una determinada region
(dominio del poro) de la proteina de los canales Cay3 y con ellos se realizé un estudio de
acoplamiento molecular con la amilorida (Fig. 19). Esta metodologia ha sido empleada
satisfactoriamente en otros trabajos para ubicar posibles sitios de interaccion entre los
canales iénicos y diversos ligandos (Lipkind & Fozzard, 2003; Andreotti et al., 2005; Qadri
et al., 2010; Sander et al., 2010). Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis
sugieren la existencia de sitios de interaccion en regiones relativamente cercanas al poro

de los canales Cay3. Adicionalmente, los parametros de energia y distancia
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proporcionados por el docking para cada una de las combinaciones canal/ligando fueron
consistentes con la potencia de la amilorida para bloquear los canales Cay3 (Fig. 19B). De
manera sobresaliente, la localizacion de los probables sitios de unién donde la amilorida
interacciona con los canales Cay3 como resultado del docking, reveld un sitio de union a la
amilorida de baja afinidad en la cara intracelular del canal Cay3.2 (Fig. 19A). La evidencia
experimental de la existencia de tal sitio se obtuvo al incluir el farmaco (200 uM) en la
pipeta de registro de tal manera que éste pudiera acceder directamente al ambiente
intracelular, como resultado de esta maniobra experimental se observé un bloqueo
equivalente solamente a la sexta parte del que se observd cuando la amilorida se aplico
en la solucién externa (Fig. 21B, Tabla 5). Por el contrario, los canales Cay3.1 y Cay3.3
fueron igualmente sensibles al bloqueo de la amilorida independientemente de la

ubicacion del farmaco.

En el mismo tenor, la recuperaciéon de la inactivaciéon de los canales Cay3.2 tampoco se
modificé por la presencia de la amilorida extracelular, a diferencia de los canales Cay3.1y
Cay3.3, cuyo curso temporal de recuperacion fue sustancialmente enlentecido (Fig. 20 y
Tabla 4). Como ya se ha mencionado anteriormente, esta propiedad biofisica de los
canales Cay3 podria tener su sustrato molecular en regiones intracelulares de la proteina
del canal (Staes et al., 2001; Arias et al., 2008; Baumgart et al., 2008). Por lo tanto, el
resultado anterior refuerza nuestra percepcién de que el efecto de la amilorida sobre el
canal Cay3.2 se debe principalmente a su interaccion con un sitio de alta afinidad ubicado
en la region extracelular del canal. Es importante hacer notar en este punto, que el sitio
referido de “alta afinidad” se denomina asi al compararlo con los posibles sitios de unién
en los canales Cay3.1 y Cay3.3, e incluso con el de la cara intracelular del mismo canal
Cay3.2, no obstante existe una sustancial diferencia con el sitio de union de la amilorida en

los canales ENaC, cuya ICsp es menor a 1 uM (Kleyman et al., 1999).
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VIIl. CONCLUSIONES

e La amilorida bloquea de manera diferencial a los canales de la familia Cay3; el
canal Cay3.2 es el mas sensible.

e El bloqueo por la amilorida fue dependiente de voltaje unicamente en los canales
Cay3.3, cuya relacion corriente voltaje (I-V) se desplaz6 7 mV en direccion
despolarizante.

e Los canales Cay3.1 y Cay3.3 presentan un bloqueo dependiente del estado de
inactivacién del canal. Cuando los canales se encuentran en el estado inactivado, el
porcentaje de bloqueo por amilorida es mayor en los canales Cay3.1 y menor en los
Cay3.3.

e El mecanismo de bloqueo de la amilorida involucra un moderado efecto uso-
dependiente del canal, principalmente en los Cay3.1.

e La amilorida modific6 selectivamente la curva de inactivacidon en el estado
estacionario de los canales Cay3.1, promoviendo que estos canales se inactiven a
voltajes mas negativos con respecto a la situacién control.

e La amilorida no parece interaccionar con el estado cerrado de los canales Cay3.3.

e La interaccion de la amilorida con las proteinas de los canales Cay3.1 y Cay3.3
promueve un estado inactivado mas estable, evidenciado por un retardo en el curso
temporal de recuperacion de la inactivacion.

e La amilorida bloquea las corrientes de los canales Cay3.1 y Cay3.3 en la misma
proporcion actuando desde el exterior o el interior de la célula. Sin embargo, el sitio
de union de mas alta afinidad para la amilorida en la proteina del canal Cay3.2 es
mas accesible desde el lado extracelular.

e El uso de estrategias bioinformaticas como el modelado por homologia y el
acoplamiento molecular permitieron obtener informacion sobre la probable
localizacion de los sitios de unién de la amilorida en los canales Cay3, por lo que
representan herramientas poderosas para el disefio de potenciales inhibidores
especificos de los canales de calcio dependientes de voltaje, especificamente de

los canales Cay3.
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APENDICE

Breve historia de la excitabilidad celular y los canales iGnicos

La electricidad ha fascinado al hombre desde la antigiedad aunque muy poco se
comprendia de ella, en la antigua Grecia el filésofo Tales de Mileto (625-547 a.C.) observo
que si frotaba una trozo de ambar con una piel o con lana se podia atraer pequefios
objetos, e incluso el frotar mucho tiempo podia causar la aparicién de una chispa, después
de esta observacion, la aportacion cientifica en los siglos posteriores fue casi nula. En la
segunda mitad del siglo XVI el fisico y médico inglés William Gilbert (1544-1603) fue la
primera persona en utilizar la palabra eléctrico y a través de sus experiencias clasificé los
materiales en conductores y aislantes, ademas de inventar el primer instrumento eléctrico,
el versorium (un electroscopio). Las investigaciones de Gilbert fueron continuadas por el
fisico aleman Otto von Guericke (1602-1686) quien observé una repulsion de cuerpos
electrizados luego de haber sido atraidos. En aquellos tiempos Europa sufrié una crisis
ideoldgica tras las guerras de religion, lo que renueva el panorama intelectual a finales del
siglo XVII 'y principios del XVIII. Esto inicia la llustracion o siglo de las luces, donde surgen
nuevas instituciones cientificas como la Academia
Real de Londres que emanan un espiritu critico que
se extiende por todo el continente. En este nuevo
ambiente intelectual, el fisico inglés Stephen Gray
(1666-1736) demuestra la conductividad eléctrica

de los cuerpos, y en 1729 logra transmitir
electricidad a través de un material conductor, poco | siracién 1. Conductividad eléctrica de

tiempo después Charles Du Fay (1698-1739) E’ﬁtgﬂﬁ;"_"ﬁf_ma@ de la Enciclopedia
inspirado por las aportaciones de Gray, descubre

que la electricidad se presenta en dos clases, las que él llama resinosa y Vvitrea,
actualmente conocidas como negativa y positiva respectivamente. Unos afos después, en
1745, Pieter van Musschenbroek (1692-1761) con la idea de comprobar si una botella
llena de agua podia almacenar cargas eléctricas, inventa la botella de Leyden, la cual es la
base de los actuales capacitores eléctricos. Posteriormente a mitad del siglo XVIII, el

multifacético Benjamin Franklin (1706-1790) desarrolla una teoria segun la cual la
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electricidad era un fluido Unico existente en toda materia y clasificé a las sustancias en
eléctricamente positivas y eléctricamente negativas de acuerdo con el exceso o defecto de
ese fluido; al mismo tiempo Sir William Watson (1715-1787) realiza modificaciones de la
botella de Leyden y demuestra que una descarga de electricidad estéatica es una corriente
eléctrica.

En América, dos afios después del inicio de la guerra de independencia de los
Estados Unidos, Charles Augustin Coulomb (1736-1806) un fisico e ingeniero francés
inventa la balanza de torsién para medir la fuerza de atraccién o repulsidon que ejercen
entre si dos cargas eléctricas y establecio la funcion que liga esta fuerza con la distancia.
Mientras tanto en Bolonia, Italia, un médico y fisico de nombre Luigi Galvani (1737-1798)
al realizar la diseccion de una rana, descubre de forma accidental que al tocar las ancas
del animal con un objeto cargado de electricidad se producia una contraccion muscular.
Después de repetidos experimentos, Galvani se convence de la existencia de una
electricidad animal, hecho que da inicio a la lucha ideolégica con su contemporaneo
Alessandro Volta (1745-1827) quien afirmaba que dicho fenédmeno sucedia por el contacto
de dos materiales conductores, esta controversia obliga a ambos a disefiar experimentos
muy ingeniosos para probar sus teorias, pero a Galvani lo
retiran de sus cargos por negar lealtad al conquistador
Napoledn Bonaparte y muere un afio después, Volta por el
contrario sigue investigando y en 1800 inventa la pila de
volta lo que cambia por completo el conocimiento sobre la
electricidad. Ambos cientificos murieron sin saber que sus
teorias no eran mutuamente excluyentes y que las dos

eran ciertas.

Los estudios sobre la electricidad desde el punto de vista

llustracion 2. "Electricidad animal*, ~ fisico continuaron con las aportaciones de Michael

Galvani y sus ranas. Tomado de la

Enciclopedia Britanica, 2011. Faraday (1791-1867) quien establecié las bases del

electromagnetismo en la fisica y posteriormente Andre
Marie Ampere (1775-1836) encuentra la relacion entre la electricidad y el magnetismo.
Afos después Georg Simon Ohm (1789-1854) utiliza la pila de Volta para realizar sus

experimentos y determina que existe una relacion directamente proporcional entre la
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diferencia de potencial aplicado (voltaje) a través de un material conductor y la corriente
eléctrica resultante, conocida ahora como la ley de Ohm.

En los siguientes 30 afios nadie realiz6 investigaciones sobre la electricidad animal,
hasta que en 1836 un joven fisico de nombre Carlo Matteucci (1811-1868) inspirado por
los experimentos de Galvani, muestra en el pez torpedo que una estimulacidn mecénica o
un dafio de los lI6bulos del cerebro del pez son seguidos por una descarga de los érganos
eléctricos del animal, este hecho se da a conocer como el primer gran descubrimiento
desarrollado por la ciencia italiana: la
identificacion del centro nervioso
responsable de la descarga del Iébulo
eléctrico del pez torpedo. Posteriormente en
1842 Matteucci descubre corrientes de

demarcacion las cuales fluyen entre Ia

superficie intacta del musculo estriado y la

superficie dafada del mismo, él utiliza una justracién 3. Organo eléctrico del pez torpedo

y pierna de rana como galvanoscopio.

pierna de rana como galvanoscopio y un Tomado de la Enciclopedia Britanica, 2011.

galvanometro, con estos instrumentos

demuestra el sentido del flujo de la corriente, tal como se esperaba si la superficie del
musculo dafiado fuera relativamente negativa con respecto a la superficie intacta. Poco
tiempo después, Matteucci realiza el descubrimiento de corrientes de accién fenémeno
caracterizado por una oscilacion negativa del potencial de demarcacion, el cual le fue
dificil de interpretar, incluso discutié con su contemporaneo Emil du Bois-Reymond (1818-
1896) fisico aleman, al que se le atribuye la correcta interpretacién del fenébmeno y el
descubrimiento del potencial de accién del nervio, ademas de ser considerado el padre de
la electrofisiologia experimental.

Mas tarde el farmacologo inglés Sidney Ringer (1836-1910), realizd una serie de
experimentos entre 1882 y 1885 usando una técnica de perfusion de érganos aislados
descrita en la década de 1860 por Carl Friedrich Ludwing. Ringer trabajé con corazones
de ranas aislados y descubre que el latido del corazon puede continuar fuera del animal
por un periodo prolongado de tiempo, si la solucion de perfusion contiene sales de sodio,

potasio y calcio (Miller, 2004). Al mismo tiempo el cientifico sueco Svante August
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Arrhenius (1859-1927) desarrolla la teoria de la existencia del i6n, producto de la
disociacion de un compuesto al encontrarse en solucion. Un par de afios después el fisico
aleman Walther Nernst (1864-1941) inspirado por la propuesta de disociacién iénica de
Arrhenius, elucida la teoria de las celdas galvanicas al suponer la presencia de una
“presiodn electrolitica de disolucion” que obliga a los iones de los electrodos en la solucién
a moverse y que es opuesta a la presion osmdética de los iones disueltos. En el mismo
afo, Nernst deriva las ecuaciones que definen las condiciones por las cuales los sélidos
precipitan a partir de una solucion saturada.

Al inicio del siglo XX un estudiante de Emil du Bois-Reymond de nombre Julius
Bernstein (1839-1917), comienza a investigar acerca del potencial de reposo y del
potencial de accion de nervios y musculos, y propone que las células excitables estan
rodeadas por una membrana con permeabilidad selectiva a los iones potasio, cuando
estan en reposo, y que durante la excitacion disminuye la permeabilidad hacia dicho i6n 'y
se incrementa hacia otros iones.

Mas tarde a mediados de la década de 1920, Herbert Gasser (1888-1963) en
colaboracién con Joseph Erlanger (1874-1965), ambos norteamericanos, trabajaron con
un osciloscopio de rayos catddicos recientemente inventado, con la finalidad de registrar
un impulso a lo largo de nervios que contenian fibras de diferentes tamafios. Ellos
estimularon eléctricamente un punto determinado del nervio y registraron los cambios en
el voltaje en puntos distantes del sitio de estimulacién. Sus resultados y la interpretacion
dada los llevé a concluir que el calibre o diametro de la fibra nerviosa, estaba relacionada
directamente con la velocidad de conduccion,
presentando una velocidad de conduccion mas
rapida aquellas fibras de diametro mayor. Este hecho
permiti6 comprender la velocidad a la cual la

informacioén es transmitida en el sistema nervioso.

Mientras en Alemania Adolfo Hitler tomaba

llustracion 4. Axon gigante de calamar,  plenos poderes del pais, en Inglaterra un joven
una novedosa preparacion para el

estudio de la conduccién nerviosa. Con  zo6logo de nombre John Zachary Young (1907-1997)

permiso de Roger Hanlon. ; ) .
encontrd0 que el sistema nervioso de calamar

contenia una notable estructura, un axon gigante de diametro cincuenta veces mayor que
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la fibra nerviosa mas grande de mamifero. El tamafio gigante del ax6n de calamar
facilitaba la manipulacion y se convirtid en una preparacion clave para el estudio de las
bases ionicas de la conducciéon nerviosa. Con esta
nueva preparacion de axon gigante, Howard Curtis y
Kenneth Cole (1900-1984), demostraron que el
potencial de accion esta asociado con un gran
incremento en la conductancia de membrana. En el
mismo afio, Alan Hodgkin (1914-1998) y Andrew

Huxley (1917- ), investigadores britanicos, realizaron el

primer registro intracelular de un potencial de accion,

llustracién 5. Potencial de Accién,
observando que éste comenzaba desde el potencial de uncambio transitorio del potencial

de membrana. Tomado de
reposo, alrededor de -45 mV, pasaba por los 0 mV, Hauser, 2000.

llegaba hasta aproximadamente +40 mV y finalmente disminuia con un pequefio exceso
hasta el potencial de reposo, todo lo anterior ocurria en un tiempo aproximado de 1
milisegundo. Posteriormente Alan Hodgkin y Bernard Katz (1911-2003), explican que la
inversion transitoria durante el potencial de accién, era debida a un incremento en la
permeabilidad del i6bn sodio. Méas tarde, Hodgkin, Huxley y Katz desarrollaron un circuito
de fijacion de voltaje para disponer de mediciones cuantitativas de corrientes ionicas a
partir del axén de calamar. En estudios posteriores Hodgkin y Huxley muestran que la
despolarizacibn de membrana provoca una corriente entrante seguida de una corriente
saliente y al realizar experimentos de

sustitucidén ionica demuestran que la corriente

ibnica total podia ser separada en dos

componentes diferentes: (i) una corriente

entrante rapida acarreada por iones sodio y (ii)

una corriente saliente mas lenta acarreada por

iones potasio, posteriormente con protocolos

de fijacion de voltaje de ingenioso disefio,

llustracion 6. Modelo H-H donde se representan concluyeron que éstas dos corrientes eran
las corrientes de sodio (Iya), de potasio (lx) y de _ _ N
fuga(l,). Modificado de Hodgkin y Huxley 1952 debidas a mecanismos de permeabilidad

. 500-544). _ _ . :
(PP ) independientes para el sodio y el potasio, con

79



cambios en la conductancia como una funcién del tiempo y del potencial de membrana.
Ademas de sus experimentos de fijacion de voltaje, Hodgkin y Huxley desarrollaron un
modelo cuantitativo denominado modelo H-H, el cual consiste en la representacion
empirica de los datos experimentales obtenidos a partir de los registros en el axéon gigante
de calamar. El modelo H-H involucra la presencia de conductancias (todavia no sabian
que eran canales ibnicos) que pueden abrirse o cerrarse, estados que fueron
determinados con ayuda de predicciones probabilisticas. Ellos representaron la corriente
i6nica total como la suma de las corrientes de sodio, potasio y una corriente denominada
de fuga. Dicho modelo permitio establecer una relacion entre las conductancias, las
corrientes macroscopicas y el potencial de accion (Revisado en Hausser, 2000).

Afos mas tarde se demostré que los iones sodio no eran los Unicos que podian
generar potenciales de accion, ya que en la fibra muscular del crustaceo Astacus fluviatilis
se detectaron potenciales de accién en ausencia de sodio, el cual fue sustituido por los
iones divalentes calcio, estroncio y bario (Fatt & Ginsborg, 1958), estos resultados
implicaron la presencia de poros selectivos para

Anillo disolvente

iones calcio. Asi, las investigaciones siguientes

Electrodo

versaron sobre la participacion del calcio en \ /
procesos como el acople excitacidon-contraccion '
del musculo esquelético de rana (Edwards et al.,

1966), en el potencial de accién de la neurona

gigante del molusco marino Aplysia califérnica g~ Particidn de teflon

(Geduldig & Junge, 1968), ademas de su papel en
la transmision neuromuscular por acumulacion y 5 o
llustracion 7. Formacién de membranas

liberacion de acetilcolina en preparaciones artificiales. La bicapa de lipidos se forma
en la pequefa apertura de la placa de

neuromusculares de rana (Katz & Miledi, 1967), con material hidrofébico (teflén) que separa
) o ) los dos compartimentos. Las propiedades
sus experimentos, Katz y Miledi descubrieron que el eléctricas de la bicapa son medidas por el

. uso de un electrodo. Modificado de
potencial de membrana de la placa motora \yinterhalter M. 2000.
comienza a presentar ruido eléctrico en presencia de acetilcolina y ellos interpretaron esto
como una serie de “sucesos elementales” producidos por la apertura y cierre de poros

individuales debido a la unién o disociacion entre estos y la acetilcolina.
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En la década de 1960 se desarrollaron varios métodos de formacion de membranas
artificiales compuestas por una doble capa de lipidos, semejantes a las membranas
celulares (Mueller et al., 1962; Tien, 1968), estas bicapas lipidicas eran buenos aislantes
eléctricos, sin embargo cuando eran tratadas con algunos antibioticos o proteinas
adquirian propiedades de un conductor eléctrico. Los resultados mas interesantes sobre el
estudio de las membranas artificiales mostraron que algunos de los antibiéticos empleados
inducian discretos y escalonados cambios en la conductancia cuando se adicionaban en
cantidades muy pequeiias (Bean et al., 1969; Hladky, 1970). Toda la evidencia hasta ese
momento sugeria que los cambios de conductancia observados representaban la insercion
de estructuras sencillas que contenian un poro acuoso que permitia el flujo de cationes a
través de él.

Desafortunadamente en aquel tiempo no era posible realizar mediciones similares
en membranas bioldgicas, debido a que los métodos disponibles para registrar corrientes
i6nicas en células vivas normalmente estaban acompafados de niveles elevados de ruido
eléctrico, este ruido era cien veces mayor que la sefal del canal unitario observado en las
membranas artificiales. La solucién a este problema llegd en 1976 con el desarrollo de la
técnica de patch clamp por Erwin Neher y Bert Sakmann (Neher, 1976). Ellos usaron
micropipetas de vidrio cuya punta se pulia al calor procurando obtener un diametro de
apertura de aproximadamente 3-5 ym, esto con el fin de poder depositar la punta de la
micropipeta sobre la superficie de la membrana celular y aislar un pequefio parche de
membrana. El voltaje a través de este parche fue mantenido constante (“fijado”) por el uso
de un amplificador operacional con retroalimentacion.
SR ncHee Cihia conpiats Con esta innovacion tecnoldégica, fue posible medir el
_ a8 flujo de corriente a través de los canales idnicos
P~ individuales presentes en el parche de membrana y
entender mejor su funcionamiento basico (“gating”).

La técnica de patch clamp revolucion6é por
completo el estudio de las corrientes i6nicas y

De adentro hacia afuera Fuera de

comenz6 a ser cada vez mas productiva,
llustracién 8. Modalidades de la técnica ~ especialmente después de algunas mejoras como lo

de patch clamp. Modificado de Hamill et ) y y )
al., 1981. fue la aplicacién de una presion negativa dentro de la
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micropipeta de registro y la consecuente formacién de un sello de alta resistencia (Giga-
sello) entre la punta de la micropipeta y la membrana celular (Hamill et al., 1981).

Dentro de los trabajos que usaron la técnica de patch clamp para el estudio de
canales unitarios, se encuentran los realizados por Susumu Hagiwara, quien trabajé con
las corrientes de canales de calcio presentes en células de la hipofisis de rata, con sus
experimentos Hagiwara reportdé que el gating del canal de calcio ocurre por lo menos en
dos distintos procesos, (i) El canal alcanza un estado activado a través de una cinética
lenta y (ii) durante el estado activado el canal fluctia entre los estados abierto y cerrado
con una cinética de transicion rapida, la cual es independiente de la cinética lenta descrita
en el proceso (i) (Hagiwara, 1983). Hagiwara también demostré que los agentes quimicos
gue secuestran al ion calcio favorecen la excitabilidad celular, debido a que previenen la
inactivacion dependiente de calcio. Asimismo, encontré que los iones divalentes bario,
estroncio y calcio compiten por entrar al poro del canal, y que los iones metalicos de
transicion tales como niquel, cadmio y cobalto bloquean el flujo del ion calcio. Finalmente,
Hagiwara reporto la presencia de canales de calcio en musculo de artrépodos, moluscos,
neuronas, huevos fertilizados, hibridomas y lineas celulares derivadas de mieloma
(Hagiwara & Kidokoro, 1971; Hagiwara et al., 1978; Fukushima & Hagiwara, 1983;
Fukushima, 1984; Corvalan, 1990).

Algunos afios antes se habian iniciado las investigaciones acerca del estudio de la
arquitectura de los canales ionicos, particularmente de los
canales de potasio. Estos trabajos pioneros fueron
realizados por Clay Armstrong quien describié la
interaccion de iones derivados del tetraetilamonio (TEA)
en canales de potasio del axon gigante (Armstrong, 1971).
En este trabajo Armstrong logré determinar que (i) los
iones de amonio cuaternario entran a los canales de

A
potasio sélo cuando la compuerta de activacién del canal K* in filter Na® in fitter

esta abierta; (ii) la compuerta de activacién del canal que

llustracion 9. Esquema de
es ocluida por el amonio cuaternario no se cierra hidratacién de los iones sodio y
. . ) o » ) potasio asi como su interaccion
facilmente; (iii) la hiperpolarizacion facilita la salida de con los grupos carbonilos del filtro

del canal. Armstrong, 2007.

iones de amonio cuaternario del canal, y (iv) el aumento de
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la concentracion externa de potasio también facilita la salida de los iones de amonio
cuaternario del canal. Las dos ultimas observaciones sugirieron fuertemente que los iones
potasio cruzan la membrana celular por medio de poros, y que dichos poros estan
compuestos por dos distintas partes: (1) un amplio vestibulo interno que puede aceptar un
ion potasio hidratado o un i6n de amonio cuaternario y (2), una porcidén estrecha que
puede aceptar un ién de potasio deshidratado o parcialmente deshidratado, pero no el i6n
de amonio cuaternario.

Clay Armstrong junto con Francisco Bezanilla comenzaron a estudiar el fenébmeno
de la selectividad y conduccién de los canales idnicos. Ellos propusieron una teoria para la
selectividad de los canales al potasio, en la cual, en primera instancia, relacionan las
interacciones electrostaticas entre el i6n potasio o sodio y el oxigeno de la molécula de
agua, proceso conocido como solvatacion y que ocurre indistintamente del i6n; después
cuando el i6n potasio se deshidrata para cruzar a través del canal, particularmente por un
filtro delineado por grupos carbonilos cuyo arreglo se ajusta adecuadamente al diametro
del i6n potasio, las interacciones ocurran ahora entre el oxigeno del grupo carbonilo y el
ibn potasio y estas son energéticamente semejantes a las que ocurren durante la
solvatacion. Para el idn sodio, sin embargo, la union en el filtro no es favorable por que las
paredes del filtro son fijas y rigidas, por lo tanto es imposible la interaccion de los oxigenos
del carbonilo con el i6n sodio, el cual posee un radio i6bnico menor que el de potasio
(Armstrong, 2007). Estos hallazgos junto con estudios posteriores mostraron un
acercamiento cada vez mas mayor hacia la estructura y funcionamiento de los canales
ionicos.

Afos mas tarde investigadores ucranianos reportaron la presencia de dos tipos de
canales de calcio en la membrana de neuronas del ganglio dorsal de rata (Veselovskii,
1983), este fue el primer reporte cientifico acerca de dos diferentes canales de calcio
activados por voltaje. Desafortunadamente por cuestiones del sistema politico imperante
en la entonces Unidn Soviética estos resultados no se publicaron en el mundo occidental,
y un afio después investigadores en Alemania reportaron dos diferentes corrientes iénicas
de calcio presentes en neuronas sensoriales de pollo (Carbone & Lux, 1984), las cuales
mostraban caracteristicas practicamente idénticas a las reportadas por los ucranianos un

afno antes.
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En 1983 el grupo de Shosaku Numa comenzo a clonar los genes que codifican para las
subunidades o, B, y y 6 del receptor de acetilcolina a
partir del 6rgano eléctrico del pez torpedo (Noda et al.,
1983a; Noda et al., 1983b), siendo precisamente este
receptor el primer canal i6nico en ser clonado y poner en
claro su naturaleza proteica. Poco tiempo despueés
fueron desarrollados modelos de estructura secundaria y

terciaria de los segmentos transmembrana del canal de

sodio a partir de la estructura primaria descrita por Noda

llustracién 10. Modelos

tridimensionales del receptor de y col. (1984). La secuencia de aminoacidos fue analizada
acetilcolina. Guy et al., 1986.

con un método que predijo cuales de las porciones a-

hélice o estructuras  se encontraban expuestas a un medio acuoso, dentro de la proteina
0 expuestas a lipidos (Guy & Seetharamulu, 1986). Posteriormente investigaciones acerca
del blogueo de un canal de potasio por caribdotoxina (Miller et al., 1985), junto con
mutaciones en una region delimitada de canal (Yellen et al., 1991) permitieron identificar la
regiéon del poro de los canales de potasio.

Finalmente, el suefio hecho realidad para todos los
biofisicos se logré en 1998, cuando el grupo de Roderick
MacKinnon después de un arduo trabajo de cristalizacion y
andlisis de rayos-X de la proteina del canal de potasio de
Streptomyces lividans, mostraron por primera vez la
estructura cristalina de alta resolucion de un canal iénico

(Doyle et al., 1998), ellos capturaron la imagen

tridimensional del canal de potasio, la cual sélo podia
suponerse hasta ese momento. La estructura revelaba un llustracion 11. Estructura del canal
. de potasio KcsA, basada en 1K4C
poro en forma de cono compuesto por cuatro unidades, €n (zhou et al., 2001).Resolucion: 2A.
la que sorprendente la forma de la proteina correspondia con su funcion.
Por otra parte, el grupo de Noda nuevamente logré la clonacion de uno de los dos
tipos de canales de calcio, los denominados canales de calcio de alto umbral de activacion
(HVA), y que resultaron ser el receptor de dihidropiridinas (Tanabe et al., 1987). Esta vez

su preparacion enriquecida fue el musculo esquelético de conejo.
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Mas tarde, el progreso en la secuenciacion de los
genomas de humano, de S. cerevisiae y del gusano C.
elegans proporcionaron bibliotecas genomicas, la cuales
pueden ser analizadas por computadora (in silico)
permitiendo identificar secuencias conservadas en los
genes entre especies. Esta herramienta fue utilizada por
el grupo de Edward Perez-Reyes (Universidad de
Virginia, EUA) como una herramienta para la clonacion

llustracion 12. Potenciales de del segundo tipo de canales de calcio, los de bajo umbral

accién con un patrén de disparo
de alta frecuencia. La actividad de
los canales de Cay3 provoca los
disparos en rafaga. Tomado de

Perez-Reyes, 2003. CACNAI1G, el cual codifica para la subunidad o1G o
Cay3.1. El segundo gen fue CACNA1H, que codifica para alH o Cay3.2 (Cribbs et al.,
1998; Perez-Reyes et al.,, 1998). El gen CACNALI, que codifica para all o Cay3.3 fue

secuenciado como parte del Proyecto del Genoma Humano (Dunham et al., 1999) y

de activacion o LVA. El primer canal i6nico en ser

clonado con esta nueva herramienta bioinforméatica fue

depositado en el GenBank posteriormente fue clonado y expresado (Lee et al., 1999a;
Gomora et al., 2002).

Hace ya mas de 50 afios que Hodgkin y Huxley establecieron las bases de nuestro
actual entendimiento acerca de los canales iénicos, este hecho fue el preambulo para un
impresionante progreso posterior que culminé con la revelacion de los detalles
estructurales del canal de potasio. No obstante las funciones de muchos canales i6nicos
permanecen desconocidas, y su relacion entre la estructura y la funcién es todavia un
campo de investigacion lejos de ser agotado. Los estudios biofisicos han comenzado a
revelar el mecanismo fundamental responsable de la selectividad de un canal hacia un ién
sobre otro, y tanto cientificos como médicos estan aprendiendo mucho acerca del papel de
los canales i6nicos en la fisiologia normal a partir de mutaciones en los genes que
codifican para estas proteinas (canalopatias). Los canales i6nicos tienen funciones de
enorme relevancia; generan todo el flujo de informacion y comunicacion del sistema
nervioso central y periférico, controlan el latido del corazon, la percepcion del sonido y la
vista, la memoria, etc. Recientemente se han involucrado a los canales idnicos con varios

aspectos caracteristicos del cancer, en los que su intervencion no se limita a las funciones
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clasicas de estas proteinas, sino a nuevas e insospechadas funciones que participan en
los procesos malignos de esta enfermedad. Por ello, y por las propiedades estructurales
todavia por dilucidar que determinan el funcionamiento de los canales ionicos, el estudio
de estas sorprendentes proteinas continuara captando nuestra atencion en las décadas

venideras.
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