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Resumen

Los canales de Cl” activados por Ca** (CaCC) se expresan ampliamente en una variedad de
tejidos y juegan un papel fundamental en diversos procesos. A pesar de que fueron descritos en
los anos 1980s, fue hasta el 2008 cuando se identifico a la proteina TMEM16A como el correlato
molecular de los CaCCs y desde entonces se han realizado diversas investigaciones en torno al
funcionamiento del canal en varias especies de vertebrados. En nuestro grupo de trabajo, se
identificaron 5 variantes de TMEM16A en la rana Xenopus tropicalis (xtTMEM16A) derivadas de
eventos de splicing alternativo. En el presente trabajo se propone realizar la caracterizacion
electrofisiolégica y farmacoldgica de las corrientes endégenas CaCC en ovocitos de X. tropicalis

asi como de las variantes de TMEM16A expresadas en células HEK-293.

Mostramos que los ovocitos de X. tropicalis generan corrientes con caracteristicas de los
CaCC: son dependientes de la concentracién de Ca* libre intracelular y del de voltaje. Las
corrientes presentaron una rectificacion saliente y se obtuvieron densidades de corriente
promedio de 48.18 + 8.22 nA/pF a +120 mV. El anadlisis farmacoldgico mostré que los
blogueadores DIDS, NFA y 9AC inhibieron la corriente con una ICso (medida a +120 mV) de: 52.9,
57.9 y 66.3 uM, respectivamente. Por otro lado, las 5 variantes xtTMEM16A expresadas
independientemente en células HEK293 presentaron Icacc con una rectificaciéon saliente y una
densidad de corriente a +140 mV de 9.15 + 0.82 nA/pF. Si bien las cinéticas de activacion y
desactivacion de las variantes de xtTMEM16A son similares entre ellas, las variantes
xtTMEM16A(1d, 13) y xtTMEM16A(1d, 13, 15) presentan una corriente activada al inicio del

pulso hiperpolarizante a -100 mV que no presentan las demas variantes.

Por otra parte, recientemente, en nuestro grupo de trabajo mostramos que mutaciones
en los residuos R646 y R761 (R646E+R761E) alteran la selectividad anidnica. Dado que se conoce
poco acerca de la estructura del poro de TMEM16A, determinamos si las mutaciones
R646E+R761E, alteran la afinidad y dependencia de voltaje en relacién al bloqueo de los
farmacos planteados anteriormente, a través del registro electrofisioldgico en células HEK-293
transfectadas con las variantes DM = xtTMEM16A(R646E+R761E) y WT = xtTMEM16A(13). Las
curvas |-V obtenidas muestran una rectificacion saliente a voltajes positivos y una inhibicidon de
la corriente dependiente del voltaje y de la concentracidén del bloqueador. Cabe precisar que

9AC y T16A;,,-A01 provocan una inhibicién de la lcacc @ concentraciones > 100 uM y > 10 uM,



respectivamente. Ademads, encontramos diferencias significativas entre la inhibicién con ambos
blogueadores entre las variantes WT y DM. En el caso de DIDS, no encontramos diferencia

significativa en la inhibicién entre WT y DM.

Dado que encontramos que el bloqueo de las lcacc por 9AC y T16A;,-A01 es dependiente
de voltaje, se examind si los bloqueadores ejecutan su accién en los residuos R646 y R761 que
se propone son importantes en la selectividad del canal. Este andlisis se realizd6 mediante la
fraccion del potencial eléctrico 6. Los valores de & para T16A,-A01 no varian
significativamente. En cambio, los valores de 6 para el bloqueador 9AC son distintos: 6=0.32
para WT y 6=0.49 para la DM y esta diferencia es estadisticamente significativa. Entonces, si se
considera que & permite estimar la interaccidon eléctrica del bloqueador dentro del poro,
significa que 9AC se une en sitios distintos en WT y la DM. Por lo tanto, proponemos que la
interaccion entre los residuos mutados R646 y R761 permite que 9AC se una en un sito mas

profundo en el poro.

En conclusidon, nuestros resultados muestran las propiedades electrofisiolégicas vy
farmacoldégicas de TMEM16A de X. tropicalis y sus variantes derivados de eventos de splicing
alternativo y brindan informacién importante acerca de la interaccion de algunos bloqueadores

con el poro para el entendimiento del papel funcional de la proteina.



Abstract

Calcium activated chloride channels (CaCC) are widely expressed in a variety of tissues and are
involved in many important functions. Despite being initially described in the early 1980s, it was
until 2008 when three independent groups identified TMEM16A as the molecular component of
the CaCC. TMEM16A has been studied in several species of vertebrates. We have recently
identified 5 alternative spliced variants for TMEM16A in Xenopus tropicalis (xtTMEM16A).
However, their functional properties have not been described. Thus, this work aims to
determine the electrophysiological properties of the endogenous CaCC currents from X.

tropicalis oocytes and to characterize xtTMEM16A variants in HEK-293 cells.

Our results show that the CaCC current in X. tropicalis oocytes present hallmarks of the
the CaCC current (lcacc). They are activated by cytosolic Ca?* and exhibit voltage dependence.
They exhibit outward rectification and current density measured at +120 mV was 48.18 = 8.22
nA/pF. On the other hand, the electrophysiological characterization of the 5 alternative spliced
variants xtTMEM16A shows that the Ic,cc measured at +140 mV has a current density of 9.15 +
0.82 nA/pF. Additionally, our results show that there is no evident difference with regard to
activation and deactivation kinetics of the five variants of xtTMEM16A. However,
xtTMEM16A(1d, 13) and (1d, 13, 15) showed a transient current when the membrane was
brought to -100 mV.

Further, we have recently shown that mutations of the pore-located positively charged
amino acids, R646 and R761, to glutamate affect the properties of the pore channel. Thus, to
gain additional insight into the mechanisms of pore blockage, we tested whether mutations
R761E and R646E modify the voltage dependence of TMEM16A to several CI" channel blockers.
To this end, HEK-293 cells were transfected with DM=xtTMEM16A(R646E+R761E) and
WT=xtTMEM16A(13) and the I-V relationships were analyzed. The results show an outward
rectifying current with increasing blocker concentration and voltage dependence. Interestingly,
only A9C and T16A;,,-A01 show concentration-dependent block concentrations > 100 uM and >

10 uM respectively. We found no differences when DIDS was used.

Given that there is a voltage-dependent block of the current by A9C and T16A;,n-A01, we
aimed to determine if mutations R761E and R646E alter the properties of the pore. We



estimated the fraction of the voltage field (6). The calculated 6 for A9C was 0.32 for
xtTMEM16A(13) variant and 0.49 for xtTMEM16A(R646E+R761E) variant. If we consider that 6
estimates the electric interaction of the blocker inside the pore, then our results suggest that

9AC binds deeper in the pore, probably due to its interaction with the R761 and R646 residues.

In conclusion, our results describe the electrophysiological and pharmacological properties of
TMEM16A of X. tropicalis and its alternative splice variants. Thus, these findings and our studies
on the channel blocker’s interactions between R761E and R646E residues could be an important

advance towards the understanding of this protein.
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9AC: 4cido antraceno-9-carboxilico
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CaCC: Canal de cloruro activado por calcio
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DIDS: 4,4’-Diisotiocianatoestilbeno-2,2’disulfonato
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TM: transmembranales

Tout: COrriente transitoria de salida

T16A;,n-A01: inhibidor especifico de TMEM16A
VGCC: canales de calcio dependientes de voltaje

xtTMEM16A: TMEM16A de Xenopus tropicalis



1. INTRODUCCION

Desde hace varias décadas se reconoce la importancia de los canales selectivos a
aniones; sin embargo, hasta hace relativamente poco tiempo, los canales de cloruro
comenzaron a recibir mayor atencién, debido en parte a que el mal funcionamiento de estos
conduce al desarrollo de diversas enfermedades como la fibrosis quistica, infartos cerebrales e
hipertensidon pulmonar. Los canales de cloruro permiten la difusiéon de aniones a través de la
membrana y se encuentran implicados en diversas funciones importantes. Los canales de
cloruro pueden dividirse en varios grupos estructural y funcionalmente diferentes. A
continuacion, se describird de manera general la importancia de uno de tales grupos, los canales
de cloruro activados por Ca** (CaCC), se describirdn también sus propiedades, su relacién con
algunas enfermedades, su estructura, sus mecanismos de regulacion y propiedades

farmacoldgicas.

1.1. Canales de cloruro activados por calcio

Los canales idnicos son proteinas integrales de la membrana que permiten el paso
selectivo de los iones en presencia de algln estimulo. En el caso particular de los canales de
cloruro, es este ion el permeante debido a que es el anién mas abundante en los organismos en
condiciones fisioldgicas (Jentsch, Stein et al. 2002); sin embargo, estos canales permiten el paso
de otros aniones como I, SCN’, NOs, Br,, F. Desde el punto de vista funcional, los canales de
cloruro pueden dividirse de acuerdo al estimulo que los activa en cinco clases (Jentsch, Stein et
al. 2002): (i) Canales de cloruro reguladores de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR) gue son activados por un aumento en la concentracién intracelular del AMP
ciclico; (ii) La familia de canales activados por voltaje CLC; (iii) Canales activados por
neurotransmisores inhibitorios que se unen a receptores especificos como GABA, y glicina; (iv)
Canales que son activados por cambios en el volumen celular y (v) Canales que son activados
por un aumento en la concentracién de Ca®" intracelular (CaCC). Estos ultimos son de particular

interés para este trabajo y han sido encontrados en distintos tipos celulares como ovocitos de



anfibios, neuronas, células del musculo liso y cardiaco, células endoteliales y epiteliales (Miledi
and Parker 1984; Nilius, Prenen et al. 1997; Begenisich and Melvin 1998; Hartzell, Putzier et al.
2005; Duran, Thompson et al. 2009; Huang, Xiao et al. 2012).

La probabilidad de apertura de los CaCC aumenta cuando hay un aumento en la concentraciéon
de Ca” intracelular. De hecho, los CaCC son activados por un aumento en la concentracién de
Ca®* intracelular y por cambios en el potencial de membrana. Los niveles de Ca®* citosélico
necesarios para activar los CaCC estan en el rango de 100-600 nM, aunque se han encontrado
casos en los que CaCC se activan por niveles de Ca** en el orden micromolar (Kleene and
Gesteland 1991; Arreola, Melvin et al. 1996; Arreola, Park et al. 1996; Gomez-Hernandez,
Stuhmer et al. 1997; Qu, Wei et al. 2003; Hartzell, Putzier et al. 2005). Como la activacién del
canal no depende sélo de Ca®* sino ademds del potencial de membrana (Arreola, Melvin et al.
1996; Qu, Wei et al. 2003), las concentraciones medias de Ca®* necesarias para activar al canal
(ECsg) van de 0.4 uM a voltajes positivos (+60 mV) y 2.6 uM a voltajes negativos (-60 mV) (Qu,
Wei et al. 2003; Schroeder, Cheng et al. 2008).

Las caracteristicas tipicas de estos canales son: 1) presentar una rectificacion saliente en
respuesta a voltajes positivos, 2) presentar una activacion dependiente de la concentracién de
Ca”" intracelular que aumenta con una despolarizacién de la membrana y 3) seguir un cociente
de permeabilidad a diversos aniones, SCN>I'>NO3 >CI>HCO3;  glutamato (Machaca and Haun
2000; Qu and Hartzell 2000); NOs™ >I" >Br >CI' >F (Large and Wang 1996; Qu and Hartzell 2000);
SCN™>I->Br>Cl>gluconato (Reyes, Lopez-Rodriguez et al. 2013).

1.2. Papel de los CaCC

Los CaCCs fueron descritos inicialmente en los afios 80’s cuando Cross y colaboradores
observaron que la inyeccion de Ca®" o bien de un ionéforo de Ca** en los ovocitos de Rana
pipiens, generaba una transicion del potencial de membrana a un voltaje positivo (Cross 1981;
Schlichter and Elinson 1981). Posteriormente, se describieron y caracterizaron las corrientes

generadas por los CaCC en los ovocitos de Xenopus laevis (Miledi 1982; Barish 1983; Miledi and



Parker 1984). En 1982, Miledi observé que al llevar el potencial de membrana de los ovocitos a
potenciales positivos (+20 mV), se genera una corriente transitoria de salida (Toy) (Miledi 1982).
Asimismo, Parker y Miledi observaron que la amplitud de la corriente aumenta si se aumenta la
concentraciéon de Ca’" en el medio extracelular, y que la amplitud de la corriente también
aumenta si se inyecta Ca’* directamente al interior del ovocito (Miledi and Parker 1984). Més
aun, esta corriente desaparece si se sustituye el Ca* por Mn?* en el medio extracelular, por lo

que concluyeron que la generacion de la corriente T, depende de la entrada de Ca*.

Los CaCC juegan un papel muy importante en los ovocitos en el proceso de fertilizacién.
Durante esta, ocurre un aumento en la concentracién de Ca®" intracelular como resultado de la
liberacién de Ca®* de las pozas intracelulares del ovocito. El Ca?* intracelular activa los CaCC,
despolariza la membrana y es este cambio en el potencial eléctrico lo que impide la polispermia
(Cross and Elinson 1980; Miledi 1982; Barish 1983). Sin embargo, los CaCC no solo estdn
presentes en los ovocitos; Bader y colaboradores describieron CaCCs en los fotorreceptores de
salamandra (Bader, Bertrand et al. 1982). Esta corriente de los CaCC ha sido estudiada
principalmente en los conos de la retina, donde se ha mostrado que la entrada de Ca® por la
despolarizacion de la membrana, activa esta corriente (Lalonde, Kelly et al. 2008). También se
ha mostrado que los CaCC regulan la transmisién sindptica estabilizando el potencial de accién

en las terminales de los fotoreceptores. ( Maricq and Korenbrot 1988; Jeon, Paik et al. 2013).

Otra funcién en la que participan los CaCC es en la contraccién del musculo liso. El Ca** del
medio extracelular y el liberado intracelularmente activan corrientes de cloruro que inducen
una despolarizacion de la membrana celular activando los canales de ca® dependientes de
voltaje (VGCC), cuya apertura promueve la entrada de Ca”" y genera la contraccién del musculo
liso (Lamb and Barna 1998). En otros tejidos como en las glandulas salivares, la apertura de
canales de cloruro inicia la secrecidon de fluidos. Uno de los canales de cloruro que participa en
este proceso es activado por Ca’* intracelular y es de suma importancia ya que la entrada de
Ca’* del medio extracelular inicia la secrecién del fluido de las células acinares (Arreola, Melvin

et al. 1996; Arreola, Park et al. 1996; Melvin 1999; Melvin, Yule et al. 2005).

Por otra parte, los estudios electrofisiolégicos de los CaCCs se han realizado en diversos tipos
celulares como las neuronas piramidales del hipocampo donde posiblemente modulen los

potenciales de accién (Huang, Xiao et al. 2012). Huang y colaboradores observaron que la

10



entrada de Ca®* a través de los VGCC, activa canales de cloruro generando una corriente seguida
de una corriente de cola cuyo potencial de reversidn coincide con el potencial de equilibrio del
cloro. Ademas, la corriente de cola generada por estos canales es inhibida por bloqueadores

tipicos de canales de cloruro (Huang, Xiao et al. 2012).

Los CaCC también estan presentes en neuronas sensoriales del sistema olfativo donde la
transduccion de una molécula odorante a una respuesta eléctrica (despolarizacidn) involucra
dos corrientes: la entrada de cationes a través de canales activados por nucleétidos ciclicos y la
entrada de cloruro a través de los CaCC (Kleene 2008; Stephan, Shum et al. 2009). Debido a la
acumulacién de cloruro en estas neuronas (Kaneko, Putzier et al. 2004), la conductancia de
cloruro amplifica la sefial (Lowe and Gold 1993). Por otro lado, los CaCC también se expresan en
el soma de entre el 45 % y 90 % de las neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) y estdn
implicados en el procesamiento de algunas sefiales sensoriales (Mayer 1985; Andre,

Boukhaddaoui et al. 2003).

De manera notable, en el 2008, Rock y colaboradores generaron un ratén que carece del gen
TMEMI16A (TMEM16A’/)) (Rock, Futtner et al. 2008). Los animales TMEM16A°/" mueren en el dia
9 postnatal debido al colapso de la traquea. En estos, se observa una disminucion de la
secrecion epitelial del cloro en las vias respiratorias (Rock, O'Neal et al. 2009) y una disminucién
drastica de la actividad eléctrica y de la contractibilidad del intestino y el estémago (Huang,
Rock et al. 2009; Hwang, Blair et al. 2009; Ousingsawat, Martins et al. 2009). Por lo anterior,
destaca el rol crucial de TMEM16A en el funcionamiento de las vias respiratorias y la peristalsis

del tracto gastrointestinal.

1.3. La proteina TMEM16A es correlato molecular de los CaCCs

Hasta ahora se ha presentado de manera general, la importancia y el papel de los CaCCy
resalta la pregunta, ¢Cuantos tipos de CaCC hay en los distintos tipos celulares? Por muchos
afos se buscaron y se propusieron diversos canales como candidatos moleculares a ser el CaCC.

No fue sino hasta el 2008, que tres grupos de investigacion independientes mostraron que la
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proteina TMEM16A (Transmembrane 16A) es el correlato molecular de los CaCC (Caputo, Caci
et al. 2008; Schroeder, Cheng et al. 2008; Yang, Cho et al. 2008). El grupo de investigadores
formado por Yang y colaboradores, seleccionaron a TMEM16A después de realizar una
busqueda bioinformatica de una variedad de canales con multiples dominios transmembranales
y diversas isoformas. Asi, ellos mostraron que la expresion de TMEM16A en células HEK-293
junto con el receptor de endotelina A, genera corrientes lcacc con una ECsg de 2.6 uM de calcio a
-60 mV (Yang, Cho et al. 2008). En ese trabajo, se observé que las corrientes de TMEM16A
presentan un potencial de reversidon que corresponde al potencial de equilibrio de cloruro y que
pueden ser inhibidas con los bloqueadores de canales de cloruro mas utilizados (DIDS, NFA,
9AC). Por lo que los autores concluyeron que TMEM16A genera corrientes con propiedades
clasicas de los CaCC (Yang, Cho et al. 2008).

Caputo y colaboradores, identificaron a TMEM16A a partir de un analisis de expresion global en
un microarreglo de RNAm (Caputo, Caci et al. 2008). Estos autores observaron que los CaCC se
sobre expresan en células humanas epiteliales bronquiales y que bajo la estimulacion con
interleucina-4 (IL-4) se genera una corriente lcacc. Ademas, expresaron TMEM16A en diversas
lineas celulares y mostraron que estas generan corrientes de cloruro con propiedades cldsicas
de los CaCC. Por otro lado, al suprimir la expresién del gen TMEM16A mediante siRNA, se

inhibieron las Icacc (Caputo, Caci et al. 2008).

Finalmente, el grupo formado por Schroeder y colaboradores, identific6 a TMEM16A como el
correlato de los CaCC utilizando ovocitos de ajolote (Ambystoma mexicanum) como sistema de
expresion (Schroeder, Cheng et al. 2008). Los autores aislaron el gen de TMEM16A de ovocitos
de X. laevis y de ratén, mostrando que ambos generan corrientes lcacc al ser expresados en
ovocitos de ajolote y en células HEK-293. Asimismo estas corrientes tienen un perfil
farmacoldgico similar al de los canales CaCC enddgenos de ovocitos de X. laevis
(NFA>DIDS>NPPB>DPC) (Schroeder, Cheng et al. 2008). Por otro lado, estos mismos autores
mostraron que TMEM16A se expresa en células de las gldndulas mamarias y salivales, células en

las que se han registrado lcacc (Schroeder, Cheng et al. 2008).
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1.4. Enfermedades asociadas a TMEM16A

Antes del descubrimiento de TMEM16A como posible CaCC, se observd que diversos
miembros de la familia de TMEM16 se sobre expresan en algunos tipos de cancer. Sin duda, ese
hallazgo desperté el interés en el estudio de esta proteina. Ademas, hoy en dia se sabe que el
transporte de cloruro a través de la membrana resulta de suma importancia debido a que un
transporte inadecuado de este ion puede generar enfermedades como la fibrosis quistica, la
epilepsia, entre otras (Planells-Cases and Jentsch 2009). A continuacién se presenta de manera

breve, la asociacién que se ha encontrado entre TMEM16A y algunas enfermedades.

1.4.1. TMEM16A y el cancer

Inicialmente, TMEM16A fue nombrado de diversas maneras, por ejemplo, DOG1 porque
se encontro altamente expresada en el tumor del estroma gastrointestinal (GIST) (West, Corless
et al. 2004). También ha sido asociado a otros tipos de cancer, como el cancer oral (de ahi se le
atribuyd el nombre de ORAOV2), cancer de vesicula biliar, cancer de cabeza y cuello (Huang,
Gollin et al. 2002; West, Corless et al. 2004; Carles, Millon et al. 2006; Britschgi, Bill et al. 2013).
En un estudio reciente, se encontré que TMEM16A se expresa de manera exacerbada en células
humanas escamosas de carcinoma y en GIST (Ruiz, Martins et al. 2012). También se ha
observado la sobreexpresion de TMEM16A en cancer de mama (Britschgi, Bill et al. 2013).
Actualmente se sabe que la sobreexpresiéon de TMEM16A es un fendmeno relacionado a varios
tipos de tumores, por lo que se ha considerado que TMEM16A podria ser un blanco terapéutico
valioso, no obstante, los mecanismos de esta sobreexpresidon no han sido comprendidos del

todo.
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1.4.2. TMEM16A en la fibrosis quistica

La fibrosis quistica es una enfermedad genética causada por mutaciones en el gen que
codifica el canal de cloruro CFTR (Riordan 2008). La fibrosis quistica afecta varios érganos,
principalmente el pulmdn. Aunque la patogénesis de las enfermedad no se ha entendido del
todo, se sabe que la pérdida de la funcién del canal CFTR en la fibrosis quistica favorece la
colonizacién de bacterias en la superficie de las vias respiratorias (Clunes and Boucher 2007).
Las células epiteliales de la via respiratoria tienen dos canales de cloruro, uno es el canal CFTR,
regulado por cAMP y otro, el TMEM16A regulado por las concentraciones de Ca’* del citosol.
TMEM16A se expresa principalmente en células calciformes y su localizacién podria ser
importante en la liberacion de las mucinas (Huang, Zhang et al. 2012). La activacion de
TMEM16A con agentes farmacoldgicos podria prevenir los efectos primarios en la fibrosis
quistica ya que se podria antagonizar la inflamacién. Esto Ultimo sugiere la importancia de

realizar una caracterizacion farmacolégica de TMEM16A.

1.4.3. TMEM16A y su relacion con los infartos cerebrales

Se define a un infarto cerebral como una pérdida rapida de las funciones cerebrales
debido a la muerte neuronal causada por el bloqueo o la ruptura de vasos sanguineos. Algunos
estudios recientes muestran evidencia de que los canales de cloruro estdn muy relacionados
con algunos factores de riesgo de infarto. Por ejemplo, TMEM16A estd expresado en células del
musculo liso vascular y estas células tienen canales con propiedades de los CaCC (Thomas-
Gatewood, Neeb et al. 2011). Por otro lado, recientemente se encontrd que en las células del
musculo liso vascular de las arterias de ratas hipertensas 2k2c, se reduce la expresion de
TMEM16A y disminuye la corriente g, (Zhang, Zhang et al. 2012). Ademads, se mostré que la
actividad de la I¢ca correlaciona negativamente con la presidén sanguinea durante el desarrollo
de la hipertension (Wang, Yang et al. 2012). De manera que, la actividad de los CaCC desempefia
un papel importante en las células del musculo liso vascular y podrian ser una estrategia

terapéutica en enfermedades cardiovasculares como los infartos.
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1.4.4. TMEM16A vy su relacién con la nocicepcién

Como ya se menciond, TMEM16A se expresa en neuronas del DRG y se sabe que estd
implicado en la modulacién de las sefales sensoriales. En el 2010, Lui y colaboradores,
destacaron el papel de los CaCC en neuronas nociceptivas. Estos investigadores, describieron la
activacion de los CaCC a través de la bradiquinina (Liu, 2010). La bradiquinina es una sustancia
inflamatoria que se libera en los sitios donde hay dafio en el tejido o inflamacién. En las
neuronas del DRG, la bradiquinina actla en los receptores B2 acoplados a proteina Gq vy
estimulan la fosfolipasa C, la producciéon de IP3 e induce la liberacién de Ca’" de las pozas
intracelulares (Cockcroft, Chowienczyk et al. 1994). En consecuencia, se abren los CaCC y junto
con la activacion de los canales de potasio KV7, repolarizan la membrana y aumentan la taza de
disparo de potenciales de accién. Por otra parte, se ha mostrado el papel de TMEM16A como
sensor de temperatura en estas neuronas debido a que cuando se esta por encima de los 44°C
se activan las lcacc aln en ausencia de Ca*' (Cho, Yang et al. 2012). De manera que TMEM16A
estd implicado en la modulacidn de las sefiales sensoriales y contribuye a la sensibilidad del
calor, por lo que TMEM16A puede ser un blanco terapéutico importante para los tratamientos

analgésicos.

1.5. La familia TMEM16A

A la proteina TMEM16A, también se le conoce como Anoctamina-1 (ANO1) debido a que
este canal es selectivo para aniones y originalmente se predijo que tiene ocho segmentos
transmembranales (ano-octa) (Yang, Cho et al. 2008). Los miembros de la familia TMEM16A se
encuentran en todos los eucariotes incluyendo mamiferos, moscas, gusanos, plantas, levaduras
y protozoa (Hartzell, Yu et al. 2009). En mamiferos, TMEM16A pertenece a una familia de 10
miembros (Figura 1) denotados de la A a la K, excluyendo | y estdan compuestos de entre 800 a
1000 residuos aminoacidicos (Hartzell, Putzier et al. 2005; Hartzell, Yu et al. 2009). El analisis

filogenético mostré6 que TMEM16A y TMEM16B comparten 56 % de similitud (Milenkovic,
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Brockmann et al. 2010; Wang, Alam et al. 2013). Por otro lado, TMEM16H/K podrian formar una
subfamilia de las proteinas TMEM16 porque se encuentran distantes de los otros 8 miembros
de la familia, mientras que TMEM16C/D y TMEM16E/F forman dos subgrupos separados
(Pedemonte and Galietta 2014).

_——ANO1 (TMEM16A)
ANO2 (TMEM16B)
— ANO4 (TMEM16D)

L ANO3 (TMEM16C)
— ANOS5 (TMEM16E)
L ANOG6 (TMEM16F)
ANO9 (TMEM16J)
ANO7 (TMEM16G)
ANO10 (TMEM16K)
—1 ANO8 (TMEM16H)

-
0.1

Figura 1. Arbol filogenético de la familia TMEM16. Tomado de (Yang, Cho et al. 2008). La barra de escala
representa 0.1 sustituciones de nucleétidos por sitio.

Ademas, la familia de TMEM16A conserva una alta identidad de los aminodcidos que
forman los supuestos segmentos transmembranales. Cabe sefialar que la familia de TMEM16A
se encuentra en diversos organismos y existen homdlogos en varios animales como insectos,
anemonas, nematodos e incluso en eucariontes unicelulares como levaduras, en donde se
describié su papel en la tolerancia a altas concentraciones extracelulares de sal (Milenkovic,
Brockmann et al. 2010). La identidad en la secuencia de TMEM16A entre distintas especies de
vertebrados es del 70 % y entre rata y raton es del 99 %. TMEM16A en humano tiene una alta
homologia con su ortdlogo en ratén (el 91 % de identidad en la secuencia aminoacidica); y en
rata se ha encontrado que hay 123 aminodcidos adicionales en el amino terminal (Yang, Cho et

al. 2008). Es importante mencionar que la familia TMEM16A no es homologa de otras familias
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de canales idnicos por lo que resulta sumamente dificil poder hacer una descripcion de su

estructura basdndose en el modelaje por homologia.

1.6. Isoformas de TMEM16A

El transcrito primario de TMEM16A presenta eventos de splicing alternativo en
mamiferos, lo que resulta en la generacién de multiples isoformas. Por ejemplo, TMEM16A
humano (hTMEM16A) posee 4 exones alternativos por lo que hay muchas isoformas de
TMEM16A generadas por la presencia o ausencia de estos (Caputo, Caci et al. 2008; Ferrera,
Caputo et al. 2009; Sondo, Scudieri et al. 2014). Los 4 exones alternativos fueron nombrados: a,
6b, 13 y 15 y codifican para regiones intracelulares de la proteina. Los segmentos a y 6b se
localizan en el segmento amino terminal mientras que los exones 13 y 15 se encuentran en la
primer asa intracelular (Ferrera, Caputo et al. 2009). Se mostré ademds, que las cuatro
isoformas de hTMEM16A poseen distintas propiedades en la dependencia a voltaje y a Ca**
(Xiao, Yu et al. 2011).

Otro aspecto importante que se ha observado es que las isoformas de TMEM16A se
expresan especificamente en ciertos tejidos y tienen propiedades electrofisiologicas distintas.
Por ejemplo, se encontrd una variante que carece del exdn alternativo 14, poco expresada en
tejido humano (Ferrera, Caputo et al. 2009). Esta variante tiene un sitio que potencialmente
puede ser fosforilado por la proteina cinasa C (O'Driscoll, Pipe et al. 2011). Por otro lado, la
presencia del exdn 6b genera un canal de cloruro que tiene una menor sensibilidad a ca*
citosélico (Ferrera, Caputo et al. 2009) y la ausencia del exdn 13 genera un canal que se activa
poco a voltajes positivos y que tiene baja sensibilidad a Ca®* (Ferrera, Caputo et al. 2009). Existe
también una isoforma llamada TMEM16A(0) que no tiene ningun exdn alternativo, expresada
mayoritariamente en testiculo humano (Sondo, Scudieri et al. 2014), la cual tiene diferente

dependencia de voltaje asi como en selectividad idnica (Ferrera, Scudieri et al. 2011).

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se encontré que TMEM16A en X. tropicalis

(xtTMEM16A) presenta 4 exones alternativos, 1b, 1d, 13 y 15 (Figura 10A) (Huanosta-Gutierrez,
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Espino-Saldana et al. 2014). La presencia o ausencia de estos exones alternativos da lugar a 5
isoformas de la proteina xtTMEM16A (Figura 10B). Es interesante destacar que los exones 1by
1d en X. tropicalis, no tienen homdlogos en TMEM16A de humano. Ademas la secuencia de
residuos aminoacidicos EAVK que corresponden al exén 13 (se discutird mds adelante), que se

encuentra en hTMEM16A, varia en dos residuos aminoacidicos (GMVK) en xtTMEM16A.

1.7. Estructura y topologia de la proteina TMEM16A

Una de las razones por las que se llevd tanto tiempo descubrir los genes que codifican
para los CaCC es que los canales de cloruro son estructuralmente diversos y muy diferentes a
otros canales idnicos, como los canales de potasio o sodio por ejemplo. Debido a que aun no se
conoce la estructura cristalografica de TMEM16A, se han planteado diversos modelos
topoldgicos basados en el perfil hidropatico de la proteina. Estas predicciones han sido posibles
en parte por el hecho de que la estructura homodimérica de TMEM16A es parecida a la de los
canales de cloruro CLC y los CFTR (Middleton, Pheasant et al. 1996; Fahlke, Knittle et al. 1997,
Vergani, Lockless et al. 2005). De manera que se predice que TMEM16A tiene 8 segmentos
transmembranales (TM) con los extremos amino y carboxilo en la regién intracelular. Se ha
propuesto ademas, que hay un asa reentrante entre el dominio TM5 y TM6 que podria formar
el poro del canal y que es de suma importancia para la selectividad iénica (Yu, Duran et al,;

Yang, Cho et al. 2008; Galietta 2009; Yu, Duran et al. 2012).

La estructura cuaternaria de muchos canales iénicos estd formada por complejos de
proteinas que se ensamblan por diversas subunidades idénticas o muy similares que forman el
poro del canal. Diversos grupos sugieren que TMEM16A forma un homodimero (Fallah, Romer
et al. 2010; Sheridan, Worthington et al. 2014): Fallah y colaboradores mostraron la interaccion
proteina-proteina mediante la electroforesis nativa con azul de coomassie en un gel de
poliacrilamida y encontraron la presencia de complejos de alto peso molecular de TMEM16A
gue sugieren la formacion de un homodimero (Fallah, Romer et al. 2011). En otro estudio,
Sheridan y colaboradores marcaron TMEM16A con dos proteinas fluorescentes, mCherry y la

proteina verde fluorescente, GFP; entonces mediante la transferencia de energia de resonancia
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de Forster (FRET) mostraron la interaccion fisica entre dos proteinas TMEM16A marcadas
(Sheridan, Worthington et al. 2014). Mas aun, algunos miembros de la familia de TMEM16
(A,B,F) comparten la estructura homodimérica asi como un dominio de dimerizacién en el
amino terminal (Figura 2) que, es suficiente, pero no necesario (Ertongur-Fauth, Hochheimer et
al. 2014) para la dimerizacion de la proteina asi como para su ensamble (Tien, Lee et al. 2013;
Vocke, Dauner et al. 2013). Por otro lado, se ha encontrado en un alineamiento de las proteinas
TMEM16A, que hay un segmento que esta altamente conservado y que se encuentra en el
carboxilo terminal. Esta regién ha sido llamada dominio de funcién desconocida 590 (DUF590) o
bien dominio anoctamina (Hartzell, Yu et al. 2009). Aun no se conoce si dos subunidades de

TMEM16A forman un canal de un solo poro o un canal de dos poros.

Recientemente, se propuso que los CaCC son de naturaleza multi-idnica y nuestro grupo
de trabajo mostré que ese es el caso de TMEM16A de X. tropicalis (Reyes, Lopez-Rodriguez et al.
2013). De manera particular, se mostré que existen al menos tres sitios de unién del cloruroy la
importancia de los residuos R761 y R646 en la interaccién con los aniones (Reyes, Lopez-
Rodriguez et al. 2013).

1.7.1 Estructura del poro

La capacidad de algunos canales para seleccionar un solo tipo de ién es una propiedad
gue depende del estado del canal asi como de los sitios de unidn de los iones en el canal. No
obstante, debido a que aun no se conoce la estructura cristalografica de TMEM16A, se han
planteado diversos mecanismos de selectividad en el poro de TMEM16A. Primero, como ya se
menciond, se ha planteado que hay un asa re-entrante entre los segmentos TM5 y TM6 que
consta de 103 aminodcidos y que ha sido propuesta como el poro del canal (Yang, Cho et al.
2008). Sin embargo, en 2012 Yu y colaboradores propusieron un modelo topolégico alternativo
del poro de TMEM16A en el que la region entre el quinto y sexto segmento transmembranal
cruza completamente la membrana y forma un sexto segmento transmembranal (Yu, Duran et

al. 2012). Ademas, propusieron que el asa entre el nuevo segmento TM y TM6 es intracelular
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(Yu, Duran et al. 2012). Segundo, aun cuando no se sabe con exactitud el mecanismo de
permeabilidad de los aniones en TMEM16A, los estudios donde se han realizado mutaciones,
han permitido elucidar en parte este mecanismo. En este sentido, se sabe que el poro de
TMEM16A posee residuos cargados positivamente que estan altamente conservados entre las
variantes de hTMEM16A: R621, K645 y K668 (Yang, Cho et al. 2008). Se ha postulado que estos
residuos forman un anillo de selectividad en el que una mutacién en cualquiera de los residuos
podria generar cambios en las propiedades del canal (Yang, Cho et al. 2008). En el 2008, Yang y
colaboradores mutaron estos residuos por glutamato lo que resulté en una alteracién en la
permeabilidad de distintos iones. En particular, la mutante R621E generd canales no selectivos
en los que la permeabilidad al ion sodio (PNa*/PCl’) fue de 0.93 en comparacién con 0.03 en la
proteina silvestre. Finalmente, los CaCC permiten el paso de diversos iones relativamente
grandes como C(CN);” por lo que es natural pensar que el poro de los CaCC debe tener un
diametro al menos de esas dimensiones. El estudio realizado para elucidar el tamafio del poro
fue realizado por Qu y Hartzel; ellos plantearon que el poro es un cono eliptico donde la zona
mas amplia mira hacia la regidén extracelular y las dimensiones del poro son de

aproximadamente 0.6 x 0.94 nm (Qu and Hartzell 2001).

1.7.2. Mecanismos de regulacion de TMEM16A

Dado que TMEM16A es un canal regulado por la concentraciéon de Ca”" intracelular y por

. oy . s oy . 2 .
voltaje, es de suponerse que hay un sitio sensor de voltaje asi como un sitio de unién a Ca*". Si

. ’ . . 2+
bien adn no se comprende el mecanismo mediante el cual el Ca” abre el canal, las
aproximaciones mediante mutaciones han permitido la determinacién de varios sitios que
Tl ey 2 . .
modulan su sensibilidad a Ca®* y al voltaje del canal (Ferrera 2009, Xiao 2011, Cenedese 2012,

Yu 2012).

Sin duda, uno de los retos mas grandes ha sido encontrar y describir el sitio de unién a

2 . . 2 .
Ca’’ en los CaCC. Los CaCC son altamente sensibles a los niveles de Ca“* y son activados por la
elevacion de la concentracién de Ca®* citosélico en el rango de 100-600 nM e incluso en el rango

micromolar (Kleene and Gesteland 1991; Arreola, Melvin et al. 1996; Qu, Wei et al. 2003; Boese,
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Aziz et al. 2004). Sin embargo, no se han encontrado sitios de unién a Ca®* candnicos como “EF-
hands” o sitios de unidn a calmodulina que modulen el mecanismo de apertura del canal. En los
ultimos anos se han estudiado diversos residuos aminoacidicos o fragmentos que podrian
modular la activacion del canal. Por ejemplo, Xiao y colaboradores encontraron que al suprimir
los residuos EAVK (uno de los exones alternativos en hTMEM16A) encontrados en la primer asa
intracelular (Figura 2), hay una disminucién en la afinidad por Ca®* (Xiao, Yu et al. 2011; Xiao and
Cui 2014). En cambio, una mutaciéon de 4 4&cidos glutamicos (EEEE/AAAA) altamente
conservados entre las especies de la familia de TMEM16 y que se encuentran adyacentes a
EAVK (figura 2) son cruciales para la sensibilidad al voltaje de hTMEM16A (Xiao, Yu et al. 2011;
Xiao and Cui 2014). Recientemente se han identificado diversos sitios de unién a Ca** en
TMEM16A; por ejemplo, Yu y colaboradores encontraron que la regiéon entre los residuos
aminoacidicos 650 y 706, contiene dos acidos glutamicos altamente conservados E702 y E705
(Figura 2) que podrian modificar la manera en la que se une el Ca®* (Yu, Duran et al. 2012;
Scudieri, Sondo et al. 2013). Los autores realizaron mutaciones en los acidos glutamicos por
glutaminas y mostraron que la sensibilidad a Ca** varia del rango micromolar a milimolar (Yu,
Duran et al. 2012). Mas aun, dado que la tercer asa intracelular parece tener sitios con
sensibilidad a Ca®*, un estudio reciente propuso que las dos hélices paralelas en la tercer asa
intracelular de TMEM16A tienen aminoacidos con cargas opuestas y esto podria estar
involucrado en la activacion de TMEM16A inducida por Ca?* (Lee, Jung et al. 2014). Los autores
explican que en el estado cerrado del canal, las dos hélices se unen debido a la interaccidon entre
las cargas opuestas de estas; sin embargo, conforme ocurre un aumento en la concentracién
intracelular de Ca®", la unién de Ca** a una hélice interfiere con la interaccion i6nica que habia

entre las dos hélices (Lee, Jung et al. 2014).
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Figura 2. Modelo topolégico de TMEM16A y sus dominios de regulacidn. Algunos miembros de la familia de
TMEM16 (A, B, F) comparten un dominio de dimerizacién en el amino terminal que es suficiente para la
dimerizacion asi como para su ensamble; (Tien, 2013). Se ha encontrado ademas un sitio denominado motivo
regulador de uniéon a calmodulina (RCBM) que parece estar involucrado en la modulacién del canal por
calmodulina; Vocke, 2013. La selectividad aniénica de TMEM16A es modulada por el complejo Ca2+/calmodulina y
se identificaron dos dominios de unién a calmodulina nombrados CBM1 y CBM2; Jung, 2012. Se ha observado que
ocurre una disminucion en la afinidad por Ca” debido a la eliminacién de los residuos EAVK (Xiao, 2014). Una
mutacion de 4 4cidos glutamicos (EEEE/AAAA) adyacentes a EAVK son cruciales para la sensibilidad al voltaje (Xiao,
2014). Dos acidos glutamicos E702 y E705 altamente conservados podrian modular la uniéon de ca” (Yu, 2012).

Posiblemente, TMEM16A no posee un sitio de unién a ca® especifico o bien, el sitio de
union se localiza en una subunidad accesoria como la calmodulina que se sabe puede participar
en la regulacién de diversos procesos mediados por Ca?*. En algunos estudios se ha mostrado
gue se requiere de calmodulina para la activacién de los canales enddgenos CaCC de una linea
celular derivada de neuronas olfativas (Kaneko, Mohrlen et al. 2006). En otro estudio se

encontré que la proteina TMEM16A tiene un sitio de unién a calmodulina en el exdn alternativo
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6b, en este estudio los autores muestran que las corrientes generadas por hTMEM16A
disminuyen en presencia de inhibidores de calmodulina (Tian, Kongsuphol et al. 2010). Sin
embargo, Vocke y colaboradores encontraron un sitio en el amino terminal de TMEM16A
denominado motivo regulador de unién a calmodulina (RCBM, Figura2) que parece estar
involucrado en la activacion del canal (Vocke, Dauner et al. 2013). Adicionalmente,
recientemente se encontré otro sitio de modulacién del canal por calmodulina (Jung, Nam et al.
2012). En este estudio, los autores mostraron que la selectividad aniénica de hTMEM16A es
modulada por el complejo Ca**/calmodulina y se identificaron dos dominios de unién a
calmodulina nombrados CBM1 en el amino terminal, que se traslapa con RCBM (Figura 2) y

CBM2 localizado antes de TM7 (Jung, Nam et al. 2012).

Aun cuando el canal TMEM16A no parece presentar esta regidon sensible a voltaje
equivalente a la presentada por otros canales dependientes de voltaje, donde generalmente el
sensor esta conformado por una serie de residuos aminoacidicos bdsicos (argininas o lisinas), se
ha mostrado que TMEM16A presenta una regién sensible a los cambios en el voltaje. Como ya
ha sido mencionado, una mutacion de 4 acidos glutamicos (EEEE/AAAA) mostrd que estos son
cruciales para la sensibilidad al voltaje de hTMEM16A (Xiao, Yu et al. 2011; Xiao and Cui 2014).
Sin embargo, en otro estudio se encontrd que la remocién de los residuos EEEEE inhibe la
dependencia de voltaje de hTMEM16A (Xiao and Cui 2014), por lo que el dominio EEEEEVK
(Figura 2) podria tener un papel como modulador alostérico mds que como un sitio de unién a
Ca>". Finalmente, Ferrera y colaboradores mostraron que una isoforma, hTMEM16A (0), no es

activada por voltaje (Ferrera, Scudieri et al. 2011).

De manera que, la activacion del canal ocurre debido a un mecanismo complejo de
interaccion entre la concentracion intracelular de Ca®* y un cambio en el voltaje (Arreola, Melvin
et al. 1996; Qu, Wei et al. 2003). Por ejemplo se ha observado que la sensibilidad del canal al
Ca’* es dependiente de voltaje. La ECso para Ca** de TMEM16A disminuye 1.5 veces cuando se
varia el voltaje de -100 mV a +100 mV (Xiao, Yu et al. 2011); pero, aun no se ha identificado el

sensor de voltaje.
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1.8. Farmacologia de los CaCCs

La importancia de los CaCC en numerosas enfermedades, asi como en diversas funciones
en varios tipos celulares demanda el uso de bloqueadores especificos y potentes para estos
canales. No obstante, los farmacos utilizados en la caracterizacion de los CaCC no son altamente
especificos y es bien sabido que los bloqueadores requieren altas concentraciones lo que genera
efectos secundarios y efectos sobre otros canales. Por ejemplo, el caso del acido niflimico (NFA,
Figura 3), un bloqueador de los canales de cloruro ampliamente utilizado, también bloquea
canales de potasio y genera un aumento en la concentracién de Ca’' intracelular (Ottolia and
Toro 1994; Wang, Dixon et al. 1997; Greenwood and Leblanc 2007). Wang y colaboradores,
mostraron que NFA bloquea las corrientes de potasio generadas por la expresion los canales
Kv4.2 y Kv4.3 en ovocitos de X. laevis (Wang, Dixon et al. 1997). En cambio, los canales de
potasio dependientes de Ca?*, son activados por NFA, en particular se ha encontrado que NFA
afecta canales de calcio tipo T (Espinosa, Lopez-Gonzalez et al. 1999; Greenwood and Leblanc
2007). Por otro lado, se ha observado que el acido 4, 4'-diisotiocianatostilben 2, 2'-disulfénico
(DIDS, Figura 3) bloquea canales anidnicos regulados por volumen (VRAC) en algunos tipos

celulares (Xu, Kim et al. 1997).

En los ultimos afios se han utilizado ampliamente diversos bloqueadores como NFA, DIDS, acido
antraceno-9-carboxilico (9AC) (Figura 3) cuyo mecanismo de inhibicién aun no ha sido descrito
completamente (Qu and Hartzell 2001). Sin embargo, los estudios realizados por diversos
grupos, han mostrado que estos bloqueadores inhiben la corriente generada por TMEM16A con
una potencia en el rango medio micromolar y son compuestos no especificos cuyos blancos son
en general los canales de cloruro (Caputo, Caci et al. 2008; Schroeder, Cheng et al. 2008; Yang,
Cho et al. 2008; Bradley, Fedigan et al. 2014).
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Figura 3. Estructura basica de algunos bloqueadores de los CaCC. Acido antraceno-9-carboxilico (9AC), acido 4, 4'-
diisotiocianatostilben 2, 2'- disulfénico (DIDS), el inhibidor especifico de TMEM16A, T16A;,,-A01 y acido niflimico
(NFA).

Recientemente, Namkung y colaboradores encontraron nuevos moduladores de TMEM16A.
Después de realizar una amplia revisién de alrededor de 110,000 compuestos, encontraron la
molécula T16A;,,-A01 (Figura 3) que bloqued las corrientes generadas por TMEM16A con una
ICso de = 1 uM (Namkung, Phuan et al. 2011). El inhibidor especifico de TMEM16A, T16A;,,-A01
ha sido probado en diversos tejidos y se ha encontrado una ICso de 1 a 2 uM (Namkung, Phuan

et al. 2011; Scudieri, Sondo et al. 2011; Davis, Shi et al. 2012; Bradley, Fedigan et al. 2014).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1.1 Expresion y distribucion de xtTMEM16A en diversos tejidos de Xenopus

tropicalis

El modelo de estudio que se utiliza en el presente trabajo son los ovocitos de la rana
X.tropicalis. Es importante sefialar que se ha caracterizado en ovocitos una corriente de salida
Tout que es una respuesta de los CaCC enddgenos del ovocito, y recientemente, mostramos que
esta corriente esta presente solamente en 5-10 % de los ovocitos de X. tropicalis a pesar de que
el gen TMEM16A si se expresa en los ovocitos (Figura 4) (Ochoa-de la Paz, Espino-Saldana et al.
2013; Pereida 2013). Ademas, se mostré que la microinyeccion de Ca** en el ovocito activa una
corriente lcacc que no es generada exclusivamente por CI” (Pereida 2013). Estos hallazgos nos
han llevado a plantear un estudio mas profundo de las propiedades de las corrientes enddégenas

en los ovocitos de X. tropicalis.

Ademas, el gen TMEM16A genera varias isoformas a través del mecanismo de splicing
alternativo. Al igual que en la proteina TMEM16A de humano, en nuestro grupo de trabajo se ha
identificado que en los ovocitos de la rana X. tropicalis, TMEM16A presenta 4 segmentos que
son incluidos o excluidos por eventos de splicing alternativo (Reyes, Lopez-Rodriguez et al.
2013) resultando en la generacién de 5 variantes con caracteristicas que no han sido descritas
hasta la fecha. Los 4 exones alternativos encontrados se describiran mas adelante y se
nombraron de acuerdo al exdn correspondiente en humano: 1b, 1d, 13 y 15 (Figura 10). Es
importante notar que los exones 1b y 1d no tienen un homélogo en humano pues estos exones
se localizan en una regidon muy variable del canal, el amino terminal. Estas variantes de
xtTMEM16A se distribuyen diferencialmente en varios tejidos de X. tropicalis (Reyes, Lopez-
Rodriguez et al. 2013). Asi, la expresion del exdén 1b se observé en la mayoria de los tejidos
excepto el higado y pulmén aunque se observa una baja expresiéon en musculo esquelético,
intestino delgado y ovocitos. Asimismo, las isoformas que carecen del exdn 1d estdn presentes

en varios tejidos analizados excepto en el cerebro, el higado y el musculo. El exén 13 permite
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generar dos variantes, una que incluye al exén y otra que lo excluye y ambas estdn presentes
solamente en el cerebro y musculo esquelético. Finalmente, el exén 15 estd presente en todos
los organos excepto en ovocitos. Se encontré que xtTMEM16A(13,15) es la isoforma

predominante en los ovocitos seguida de xtTMEM16A(1d,13,15) y xtTMEM16A(1b,13,15).
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Figura 4. Corriente T, en ovocitos de X. tropicalis.y PCR de TMEM16A A. Corriente generada por un ovocito al
despolarizar la membrana a +25 mV por 2 seg. Esta corriente T, fue inhibida al inyectar al ovocito los quelantes de
calcio BAPTA o EGTA. B. RT-PCR mostrando la expresion del RNAm de TMEM16A en ovocitos de X. tropicalis.
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Considerando que la corriente T, Sse registra sélo en una fraccién de ovocitos de .X
tropicalis (Pereida 2013), en este trabajo se propone realizar la caracterizacion funcional de las
corrientes enddgenas CaCC y de las variantes de xtTMEM16A expresadas en un sistema

heterdlogo.

Por otra parte, proponemos establecer un modelo experimental que permita identificar
el mecanismo de accion y detalles estructurales de la region del poro que determinan la
interaccion de algunos bloqueadores de CaCC. El planteamiento de este modelo se describe en

el apartado 5.8.

2.1.2. Mutacion sitio-dirigida y selectividad anidnica de xtTMEM16A

Como se refirio en los parrafos anteriores, los estudios donde se han realizado
mutaciones en TMEM16A han permitido elucidar en parte el mecanismo de permeabilidad del
poro del canal. Por ejemplo, Yang y colaboradores mostraron que una mutacién en el residuo
aminoacidico R621 por un acido glutdmico, genera una alteracidon en la selectividad anidnica
(Yang, Cho et al. 2008). Dicha mutacion se realiz6 en TMEM16A de ratén, de manera que
tomando en cuenta la homologia con TMEM16A de X. tropicalis, el residuo aminoacidico con
posicién R621 corresponderia a R761 en xtTMEM16A. Basandonos en este antecedente, en
nuestro grupo se generaron mutaciones sitio-dirigidas de los residuos que se predice forman el
anillo de selectividad del poro (Reyes, Lopez-Rodriguez et al. 2013). Las mutaciones sitio
dirigidas se realizaron cambiando, uno a uno, los residuos R646, R761, R813 y K780 por acidos
glutdmicos (Figura 5A) considerando que un cambio en la carga del residuo podria generar
alteraciones en el canal. En este trabajo, se mostrd que una mutacién en los residuos del poro
R761 y R646 (R646E+R761E, llamada doble mutante) alteran la selectividad anidnica (Figura 5B)
de tal manera que la variante xtTMEM16A(R646E+R761E), desplaza las curvas del potencial de
reversion vs la fraccion molar de la prediccion de Goldman-Hodking-Katz (Reyes, Lopez-

Rodriguez et al. 2013).
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Figura 5. Localizacién de los aminodcidos mutados en xtTMEM16A y sus implicaciones funcionales. A. Modelo
topoldgico de xtTMEM16A. En rojo se muestra el exdn alternativo 13 encontrado en ovocitos de X. tropicalis. En
azul y negro se muestran los residuos R646, R761, R813 y K780 que fueron mutados por acido glutdmico y en verde
se muestra la proteina verde fluorescente acoplada al carboxilo terminal de xtTMEM16A. B. La variante
xtTMEM16A(R646E+R761E), desplaza las curvas del potencial de reversion vs la fraccién molar de la prediccion de
Goldman-Hodking-Katz. Modificado de (Reyes, Lopez-Rodriguez et al. 2013).

Por otro lado, como se menciond anteriormente, la farmacologia de los CaCC es muy
ambigua debido a que las diferentes sensibilidades a bloqueadores dependen de la preparacion
biolégica y del sistema de expresidon utilizado. En este proyecto, se utilizaron cuatro
blogueadores de canales de CI: DIDS, NFA, 9-AC y T16A;,n-A01; para los cuales se cuenta con
evidencia previa de que actuan a nivel del poro anidnico de los CaCC. Entonces, para identificar
el mecanismo de accidn y detalles estructurales de la region del poro de xtTMEM16A que
determinan la unién de los bloqueadores, en este proyecto se realizé un estudio dirigido a
conocer las propiedades farmacoldgicas y electrofisiolégicas en un sistema de expresiéon nativo
y en un sistema de expresidn heterélogo. Respecto a las mutaciones en los residuos del poro
generados por nuestro grupo y dado que las observaciones se desvian de la prediccion de
Goldman-Hodking-Katz (Reyes, Lopez-Rodriguez et al. 2013), se puede inferir que los aniones
gue permean el poro, interaccionan con TMEM16A. Por tanto, estudiamos si estas mutaciones,
R761E y R646E alteran la afinidad y dependencia de voltaje en relacién al blogueo de los
farmacos propuestos. Este modelo experimental podria ayudarnos a esclarecer el mecanismo
de accién y detalles estructurales de la regidon del poro que determinan la unién de los
blogueadores y nos permitird profundizar en la comprensién de las propiedades del canal
TMEM16A.
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3. HIPOTESIS

1.- Las variantes de TMEM16A de X. tropicalis expresadas heterélogamente en células
HEK-293, tienen caracteristicas electrofisioldgicas y farmacoldgicas similares a las

corrientes CaCC enddgenas de ovocitos.

2.- Las mutaciones en los residuos R646E y R761E de xtTMEM16A, resultan en cambios
en la sensibilidad del canal a los bloqueadores DIDS, T16A;,n-A01 y 9AC respecto a la

variante sin mutaciones
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar las propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas de las corrientes CaCC de
ovocitos de X. tropicalis y de las variantes xtTMEM16A expresadas de manera heterdloga en
células HEK-293.

Determinar la contribucion de los residuos R646 y R761 de xtTMEM16A que forman parte del

poro del canal en el bloqueo farmacoldgico.

4.1. Objetivos especificos

O Caracterizar el efecto de los bloqueadores de canales de CI” sobre la respuesta de las

corrientes CaCC enddgenas del ovocito de X. tropicalis.

O Caracterizar las propiedades electrofisiolégicas de las variantes de TMEM16A de X.

tropicalis expresadas en células HEK-293.

O Determinar la contribucién de los residuos R646 y R761 en el bloqueo farmacoldgico
utilizando la variante xtTMEM16A y la doble mutante xtTMEM16A(R646E+R761E)

expresada en células HEK-293.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de ovocitos de X. tropicalis

Todos los animales se manipularon de acuerdo a la guia del cuidado animal de la
Universidad Nacional Auténoma de México y fue aprobado por el comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia. Para la obtencion de los ovocitos, primero se anestesiaron ranas X.
tropicalis por inmersion en Tricaina metano sulfonato (MS-222) al 0.1 % durante 10-15 minutos.
Posteriormente, se realizdé una pequeia incisién en el abdomen de la rana (Figura 6A) para
colectar los ovocitos sin dafarlos. Los ovocitos extraidos se colocaron en una caja Petri con una
solucién de Barth (88 mM NacCl, 1 mM KCl, 0.33 mM Ca,(NO)s, 0.4 mM CaCl,, 2.4 mM NaHCOs3,
0.82 mM MgSO; y 5 mM de HEPES; pH 7.4 adicionado con 0.1 mg/ml de sulfato de
gentamicina). La remocion de las células foliculares que cubren a los ovocitos se realizod
manualmente mediante unas pinzas de punta fina (Figura 6B). Los ovocitos utilizados fueron
Unicamente los que estaban en los estadios de desarrollo V/ VI y se mantuvieron en una caja
Petri a 16°C en solucién de Barth hasta el momento del registro. Finalmente, la rana fue
suturada y devuelta a un estanque donde su recuperacién fue monitoreada por un periodo de

dos semanas.

5.2. Inyeccion de ovocitos

Para determinar la distribucién de TMEM16A en los ovocitos, se aislaron por diseccién
ovocitos en estadios V y VI de ranas X. laevis como ya se describié anteriormente. La remocién
de las células foliculares se realizdé colocando los ovocitos en 0.3 pg/ul de colagenasa tipo |
durante 35 minutos en agitaciéon constante a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, los
ovocitos se lavaron varias veces con soluciéon Ringer normal y se almacenaron en solucién de

Barth a 16°C. Para rastrear e identificar la proteina TMEM16A en los ovocitos, se utilizé una
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quimera con la variante xtTMEM16A(13) (descrita en la seccién 6.5) acoplada a la proteina
verde fluorescente (GFP), esta quimera se denomind: xtTMEM16A(13)-GFP. El dia siguiente, se
microinyectaron 18 nL del cDNA de xtTMEM16A(13)-GFP (a una concentracion de 500 ng/ulL) en
el nucleo de los ovocitos. Para la inyeccion de los ovocitos, se utilizéd el micro inyector Nanoliter

2000 (World Presicion Instruments). Como control positivo, se inyectaron ovocitos con GFP bajo

las mismas condiciones.

120mV
L

Voltaje

Corriente

- 60mV

- 80mV

500 ms

Protocolo de estimulacion

Figura 6. Obtencion de los ovocitos de X. tropicalis. A. Los ovocitos se aislaron por diseccidn de ranas X.
tropicalis mediante una pequeiia incision en el abdomen suficiente para colectar los ovocitos. B. La remocion de las
células foliculares que cubren a los ovocitos se realizd manualmente mediante unas pinzas de punta fina. C. Los
registros electrofisioldgicos se realizaron mediante la técnica de voltaje por dos electrodos dentro de 1-3 dias
después de la extraccidon de los ovocitos. D. Protocolo de estimulacion.
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Después de la inyeccion del cDNA, los ovocitos se mantuvieron a 16 °C en solucién de
Barth. Los ovocitos que expresaron xtTMEM16A(13)-GFP se observaron 48, 72 y 96 horas
después de la inyeccién en un microscopio confocal (LSM 510 META Zeiss) con un objetivo EC

Plan-Neofluar 20x/0.5 M27 y 488 nm para la excitacion de la proteina GFP.

5.3. Registro de ovocitos

Los registros electrofisioldgicos se realizaron a temperatura ambiente (21-23 °C) dentro
de 1-3 dias después de la extraccion de los ovocitos. Las corrientes se registraron mediante la
técnica de fijacion voltaje con dos electrodos (Figura 6C). Los electrodos de registro se
fabricaron utilizando capilares de borosilicato (Sutter Instruments) con un estirador de pipetas
Sutter Instrument modelo P-97. Los electrodos fueron llenados con una soluciéon 3 M de KCl y en
esta solucién su resistencia fue de 1-2 MQ. Para la activacidon de las corrientes enddgenas en los
ovocitos, se utilizd un protocolo de pasos de voltaje de -80 mV a 120 mV con incrementos de 20
mV, un potencial de mantenimiento de -60 mV y una duracién de 500 ms. El potencial de
mantenimiento fue de -60 mV. Los datos fueron adquiridos con un amplificador Axoclamp-2B
(Axon Instruments) controlado mediante el programa pClamp 10.3 y una Digidata 1440A
(Molecular Devices). Para realizar el intercambio de soluciones, se utilizé un sistema de
perfusion mediante gravedad (5-10 ml/minuto) y una cdmara de registro de 0.5 ml. La solucidn
extracelular utilizada para los experimentos tiene la siguiente composiciéon (Soluciéon Ringer
normal): 115 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaCl, y 5 mM HEPES (pH 7.4). Con la finalidad de
optimizar la entrada de Ca** al citoplasma del ovocito a través de los canales de Ca'
dependientes de voltaje (VACC) presentes en la membrana (Weber 1999), se utilizé una
solucién extracelular con 10 mM de Ca** 10 mM (115 mM NaCl, 2 mM KCl, 10 mM CaCl, y 5 mM
HEPES, pH 7.4) Para comprobar si la entrada de Ca’* a través de los VACC es responsable de la
activacion de la Icacc, 1a solucién Ringer normal fue sustituida por una soluciéon 10 mM Mn2* en
algunos experimentos (115 mM NaCl, 2 mM KCl, 10 mM Mn?" y 5 mM HEPES, pH 7.4). Para la

caracterizacion farmacoldgica se utilizaron los siguientes bloqueadores: NFA, DIDS y 9AC.

34



5.4. Las isoformas de xtTMEM16A

Como ya se habia mencionado, en nuestro grupo de trabajo, se identificaron 5 variantes
por splicing alternativo de la secuencia codificante de xtTMEM16A con numero de acceso
KF983358, KF983359, KF983360, KF983361 y KF747702 en el GenBank (Reyes, Lopez-Rodriguez
et al. 2013; Huanosta-Gutierrez, Espino-Saldana et al. 2014). Dichas variantes fueron clonadas
en el vector de expresion pcDNA3 (Invitrogen™). Con la finalidad de estimar la eficiencia de
transfeccion e identificar a las células transfectadas por epifluorescencia, estas se
cotransfectaron con un plasmido pCherry como se describe en la secciéon 5.6.2. Ademads, se
construyd una quimera con la variante xtTMEM16A(13), que sdlo presenta un exén alternativo,
acoplada a GFP (xtTMEM16A(13)-GFP) utilizando el pldsmido pEGFPN1. Esta variante
xtTMEM16A(13) se utilizd en los registros de la seccion 6.6 (denominada variante silvestre o
WT) y fue caracterizada electrofisiolégicamente para demostrar que GFP no altera las
propiedades del canal (Ver Figura Al). La caracterizacion funcional se llevé a cabo en células

HEK-293 (Human Embryonic Kidney 293) transfectadas con cada una de las construcciones.

5.5. Transformacion de bacterias competentes

El plasmido que contiene el cDNA de xtTMEM16A se utilizé para transformar bacterias
competentes E. coli XL1-Blue que fueron provistas por la Unidad de Proteogenémica del
Instituto de Neurobiologia, UNAM. Para transformar las bacterias E. coli, se siguid el siguiente
protocolo: se descongelaron las células competentes en hielo. Posteriormente, se transfirieron
100 pl de las células competentes a tubos Eppendorf de 1.5 ml, se mezclaron con 1 ng de DNA
de xtTMEM16A vy se incubaron por 30 minutos en hielo. A continuacion, se colocé el plasmido a
42 °C durante 90 segundos para someterlo a un shock térmico y se regresé el tubo Eppendorf al
hielo durante 5 minutos. En seguida se anadié a cada tubo 500 pl de medio SOC (2 % triptona,
10 mM NacCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO, y 20 mM glucosa) y se dejo incubando a

37 °C durante 1 hora en agitacion. Después de este lapso de tiempo, se tomaron 100 pl de la
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mezcla y se sembraron en una placa con Agar-LB-antibidtico (kanamicina ¢ ampicilina)
procurando que se cubriera toda la superficie del agar. Posteriormente, se incubé la placa de
agar a 37 °C durante 16 horas. Una vez obtenidas las colonias en las placas, se tomé una colonia
de baterias asiladas y se colocd para su propagacién en 50 ml de medio LB adicionado con 150
ul de kanamicina (6 200 ul de ampicilina) y se dejé incubar a 37 °C durante 20 horas en agitacién
constante. La purificacion del plasmido se llevé a cabo mediante el kit Plasmid Plus Midi kit 100
(QIAGEN). Se colocaron 25 ml de las bacterias transformadas en medio LB y se centrifugd a
10,000 rpm a temperatura ambiente por 2 minutos. Se decantd y el sobrenadante se procesd

siguiendo las instrucciones del kit Plasmid Plus Midi Kit.

5.6. Expresion heteréloga en células HEK-293

La caracterizacion electrofisioldgica de xtTMEM16A se realizé en células HEK-293 ya que
esta linea celular no expresa de manera enddgena los canales de cloruro dependientes de Ca**

por lo que permite la facil caracterizacién de corrientes generadas por la proteina xtTMEM16A.

5.6.1. Mantenimiento de la linea celular HEK-293

Las células HEK-293 se mantuvieron en botellas para el cultivo de células T-25 a 37 °C en
una atmédsfera hiumeda de 95 % O, — 5 % de CO, utilizando medio de cultivo DMEM (Dubelcco’s
modified Eagle’s medium, Gibco) que contiene: 4.5 g/L D glucosa, L-Glutamina y 110 mg/L
piruvato de sodio suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1 % de penicilina
y estreptomicina (Gibco). El medio de cultivo se cambié cada 3 dias y cuando las células
alcanzaron un 90 % de confluencia en la botella T-25, se re sembraron a una menor densidad.
Para transferir las células, se retird el medio DMEM, se lavaron con buffer fosfato salino (PBS),
se agregaron 2 ml de EDTA-tripsina (Gibco) y se incubaron a 37 °C durante 1-2 minutos. Una vez

que las células se despegaron, la actividad de la tripsina se inhibié con 4 ml de DMEM
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adicionado con 10 % de SFB y se separaron los agregados de células utilizando una pipeta
Pasteur estéril. Una parte de las células se re suspendieron en botellas estériles T-25 con medio
fresco. La otra parte de las células se sembro a una confluencia de 30-40 % sobre cubreobjetos
de 1 cm x 0.5 cm previamente tratados con poli-L-lisina (Sigma) para su transfeccién ulterior.
Toda la manipulacion de la linea celular se realizé en una campana de flujo laminar con material

estéril.

5.6.2. Transfeccion transitoria de las isoformas xtTEMEM16A

Para realizar la transfeccion, las células HEK-293 se sembraron previamente como se
describié en la seccidn anterior. Cinco horas después, se realizo la transfeccién del plasmido con
las isoformas de xtTMEM16A utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante: se diluyeron 2 pg de plasmido en 250 pl de medio de cultivo
sin suero en un tubo Eppendorf (tubo A, Figura 7) y en otro tubo Eppendorf (tubo B, Figura 6),
se diluyeron 9 ul de Lipofectamina 2000 en 250 pl de medio de cultivo sin suero. Se dejaron
incubar ambos tubos a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se vertié el contenido del
tubo B en el tubo A y se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Finalmente, se
afiadieron los 500 pul de la mezcla de transfeccién a las células previamente sembradas (Figura
7). En el caso de las isoformas que no estan acopladas a GFP, se realizd una cotransfeccion con
el plasmido pmCherry (tubo C, Figura 7) en una relacién 3:1. Como control positivo de la
transfeccidn, se utilizé un plasmido que expresa GFP (pEGFP N1). La mezcla se incubd con las
células 4-5 horas a 37 °C en la incubadora y al final de este periodo de tiempo, se reemplazé
todo el medio por DMEM suplementado con SFB. Los registros electrofisioldgicos se realizaron a

temperatura ambiente 24-48 horas después de la transfeccién.

El marcaje de la membrana con FM4-64 se realizé 24 horas después de la transfeccion
con xtTMEM16A(13)-GFP. Las células HEK-293 fueron incubadas en hielo por 1 minuto con 20
ug/ml de FM4-64FX (Molecular Probes) diluido en solucién salina balanceada de Hank sin Ca®" o
Mg?*. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal (LSM 510 META Zeiss). Se utiliz6

un objetivo EC Plan-Neofluor 40x/NA 1.35 de inmersion en aceite y se excitd GFP con una
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longitud de onda de 488 nmy FM4-64FX con 561 nm. Las rebanadas épticas fueron de 2 umy
el analisis de datos se realizé mediante el software Image J (National Institutes of Health). Como

control positivo se transfectd solamente GFP.

Tubo B Tubo C
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xtTMEM16A
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Registro electrofisiolégico post transfeccion
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Figura 7. Transfeccion de las isoformas xtTEMEM16A en células HEK-293. El cDNA de las isoformas de xtTMEM16A
se mezclo con Lipofectamina y se incubd a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, se afiadio
la mezcla de transfeccidn a las células previamente sembradas y 24-48horas después de la transfeccion se realizo el
registro electrofisioldgico.

5.7. Registro electrofisioldgico de células HEK-293

Para realizar el registro se colocaron los cubreobjetos con las células 24-48 horas
después de la transfeccidon en una camara de registro rectangular. Las células se mantuvieron a
temperatura ambiente (21-23 °C) y se perfundieron por gravedad a una velocidad de 1-2
ml/minuto con una solucion extracelular de composiciéon: 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 4 mM

MgCl,, 10 mM HEPES (pH 7.3). El liquido en la cdmara se mantuvo constante mediante una
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aguja hipodérmica conectada a un sistema de succién. Los electrodos de registro se fabricaron
con capilares de borosilicato (Sutter Instruments) con un estirador de pipetas modelo P-97 de
Sutter Instruments y tuvieron una resistencia de 4-6 MQ. La solucidén intracelular tiene la
siguiente composiciéon: 150 mM NaCl, 9 mM CacCl,, 10 mM EGTA, 4 mM MgCl,, 10 mM HEPES
(pH 7.4). Se estimd que la concentracidn libre de Ca** en esta solucién es de = 1uM mediante el

uso del software Winmaxc32 (Patton, Stanford University, USA).

Para la caracterizacién de las corrientes en células HEK-293 se utilizé un protocolo de
pasos de voltaje que van desde -100 mV hasta +140 mV con incrementos de 30 mV y con una
duracion de 1 segundo. Para observar la cinética de desactivacién de la corriente de cola, se
realizd una repolarizaciéon a -100 mV (Figura 7). El potencial de mantenimiento fue de -60 mV.
Para evaluar el efecto de los bloqueadores a distintos voltajes, se utilizdé un protocolo de rampas
de voltaje de -70 mV a 130 mV durante 1 segundo y un protocolo de dos pulsos de voltaje (100
mV y 140 mV) con una duraciéon de 1 segundo. Los datos fueron adquiridos mediante un
amplificador Axopatch 200B (Axon Instruments) controlado mediante el programa pClamp
versiéon 8.0 (Axon Instruments). Para la adquisicién y procesamiento de datos se utilizd un

convertidor A/D Digidata 1200 (Axon Instruments).

Para la farmacologia se utilizo el bloqueador 9AC y T16A;,,-A01. Con el fin de construir la
curva dosis respuesta, los bloqueadores se aplicaron en el bano extracelular a distintas
concentraciones: 9AC a concentraciones de 3, 10, 30, 100 y 300 puM y T16A;,n-A01 a
concentraciones de 0.3, 1, 3, 10 y 30 uM. Los cambios de soluciones se realizaron mediante un
sistema de perfusién por gravedad que permitid realizar cambios rapidos de soluciones. Antes
de registrar las células, éstas se observaron en un microscopio de epifluorescencia para
identificar a las células transfectadas de manera que sélo se registraron aquellas células que

presentaron fluorescencia.
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5.8. Adquisicion y analisis de datos

En el caso de los registros de ovocitos, la adquisicion de datos se realizd con el programa
pClamp 10.3 (Axon Instruments) y en los registros de células HEK-293 con el programa pClamp
8.0. Estos programas permitieron disefar los protocolos de estimulacion eléctrica. La
presentacion grafica de los datos asi como el analisis se realizaron con los programas ORIGIN 8.0

y GraphPad Prism 5.

Para calcular el efecto de los bloqueadores en los registros en ovocitos, se midié el maximo de
la amplitud de la corriente a 120 mV. Para calcular la relacién dosis respuesta en los
blogueadores DIDS, NFA, 9AC y T16A;,,-A01, se realizd un cociente de la maxima amplitud entre
la amplitud de la corriente en presencia del bloqueador. Los datos se ajustaron a una ecuacion
de Hill. Las comparaciones estadisticas se realizaron utilizando la prueba estadistica ANOVA de
una via seguida de una prueba posterior de comparacién multiple Bonferroni y se consideré
como estadisticamente significativo un valor de P<0.05. Todos los datos se presentaron como la
media * error estdndar de la media (SEM). En todos los casos, n indica el nimero de ovocitos

(células) y N indica el numero de ranas evaluadas.

En los registros en células HEK-293, las constantes de activacion y desactivacion se calcularon
mediante el ajuste exponencial de las corrientes activadas a +100 mV o las corrientes de cola a -
100 mV. Para evaluar si existe alguna diferencia entre las corrientes activadas durante los pulsos
hiperpolarizantes, se obtuvo la relacion (lsart/ leng) de la amplitud de la corriente medida al inicio
del pulso (lsart) @ -100 mV con respecto a la corriente medida al final del pulso (leng) cOMmo se
indica en la Figura 13. Tanto en las células HEK-293 como en los ovocitos, se calculd la densidad
de corriente (pA/pF) mediante el cociente de la amplitud maxima de la corriente entre la

capacitancia de la membrana (densidad de corriente=Imay/Cm).

Para caracterizar el efecto los bloqueadores (9AC y T16A;,n-01) sobre la respuesta de los canales
xtTMEM16A, se estimo la fraccion del potencial eléctrico (8) que experimenta cada bloqueador
en el poro del canal. El 6 se calculd en base a la dependencia de la constante de disociacion (K;)
con el voltaje de acuerdo al modelo descrito inicialmente por Woodhull (Woodhull 1973; Hille

1992). Para aplicar el modelo, se utilizé un protocolo de rampas de -70 mV a 130 mV durante 1
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segundo. Bajo este protocolo se obtuvo una relacidn corriente-voltaje de las I¢c, (Figuras 17A-B-
18A-B), el cociente de la corriente en presencia del bloqueador entre la corriente en ausencia
del bloqueador (I/lg00=0) Y los valores del cociente I/lg0q=0 Se graficaron en funcién del voltaje
(Figural7C-18C). Las corrientes I/lgioq=0 a distintos potenciales se graficaron en funcion de la
concentracién del bloqueador para determinar la constante de disociacion K; (Figura A2
APENDICE). Las constantes de disociacion se calcularon ajustando los valores a la siguiente

ecuacion (Ecuacion 1):

I (Imax - Imin)

= Lpin + n
(%)

Donde Imax € Imin SOn las amplitudes maximas y minimas, K; es la constante de disociacién,

IgLog=0

[BLOQ] es el bloqueador y n es la pendiente. Finalmente, los valores calculados de K; se

graficaron en funcidn del voltaje y se ajustaron a la siguiente ecuacién (Ecuacion 2):

V +logK;(Vi=o)

zF
logki(V) = 5303RT

Donde K;(V) se calcula de los valores obtenidos de la ecuacion anterior a cada voltaje, z es la
carga eléctrica del bloqueador, R la constante de los gases ideales, T la temperatura en grados
Kelvin, F la constante de Faraday. La ecuacién establece la fraccion de campo eléctrico
transmembranal que experimenta el bloqueador en el poro del canal. Entonces, la distancia

eléctrica & se estima a partir de la pendiente (m) de la recta.

Por lo tanto, § = 2-303RTm/ZF
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A partir de este andlisis, se puede tener una aproximacion de los sitios de unién del inhibidor en

el canal (Qu and Hartzell 2001).

6. RESULTADOS

6.1. Activacion de las corrientes Ic,cc en ovocitos de X. tropicalis

Para lograr el primer objetivo de esta tesis que es: caracterizar el efecto de los
blogueadores de canales de Cl" sobre la respuesta de las corrientes CaCC enddgenas del ovocito
de X. tropicalis, primero establecimos un protocolo que nos permitiera evaluar las corrientes
lcacc. Como ya se habia mencionado, Miledi observé en los ovocitos una corriente transitoria de
salida (Tout) en los ovocitos de X. laevis (Miledi 1982). Esta misma corriente fue observada
cuando se aplica un pulso de potencial positivo +20 mV (Figura 8A). Sin embargo, aun cuando la
Tout S€ ha observado en los ovocitos de X. tropicalis (Pereida 2013), en nuestro laboratorio, esta
corriente se observd solamente en 5-10 % de los ovocitos de X. tropicalis examinados, Figura 4A
(Ochoa-de la Paz, Espino-Saldana et al. 2013). El numero limitado de ovocitos que presentan Ty
puede ser debido a un escaso numero de canales de Ca?* dependientes de voltaje en la
membrana. Esta limitante nos llevd a probar otro protocolo de estimulacidn con pasos de
voltaje de -80 mV a +120 mV (Figura 8B) como se describié en la metodologia. Asimismo con la
finalidad de optimizar la entrada de Ca’* al interior del ovocito, se utilizé una solucién con una
alta concentracién de Ca®" extracelular (10 mM) y se observd que la amplitud de la corriente

aumentaba significativamente (Contrastar Figura 8B y 8C).
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Figura 8. Corrientes l¢c,cc €n ovocitos de X. tropicalis y de X. laevis . A. Trazos representativos de la activacion de la
corriente transitoria de salida T, en ovocitos de X. laevis B. Protocolo utilizado para activar las corrientes l¢cycc.y
trazos representativos de las corrientes lc,cc €n un ovocito de X. tropicalis; registros en solucion extracelular Ringer
normal (1.8 mM de Ca2+) y C registros en solucién 10 mM de Ca”. La flecha roja indica la corriente de inactivacion
de lcace D. Protocolo de pulsos despolarizantes consecutivos con intervalos de 1 minuto entre cada uno E. Trazos
representativos de los cambios en la amplitud de la corriente. F. Amplitud normalizada de las corrientes I¢c,cc ante
pulsos consecutivos despolarizantes de 120 mV. No se observaron cambios significativos en la amplitud. (P <0.05, n
=7,N=5).
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Figura 9. Las corrientes CaCC en ovocitos de X. tropicalis se inhiben al sustituir el Ca” extracelular por Mn?*. A.
Trazos representativos de la activacion de las corrientes enddgenas en solucion Ringer 10 mM de ca* y la
sustitucion del Ca** en la solucién por Mn>* (10 mM). Se utiliz6 un protocolo de pasos de voltaje con una duracién
de 500 ms desde -80 mV hasta +120 mV. B. Curva Corriente-Voltaje correspondiente a las corrientes enddgenas
CaCC en ovocitos de X. tropicalis, la amplitud de la corriente fue medida al final del pulso. n=7, N=5, * muestra una
diferencia significativa, P < 0.05, ANOVA de una via y prueba post-hoc de Bonferroni.

Cuando el ovocito se sometié a un protocolo de pasos de voltaje (de -80 mV a +120 mV), se
generaron corrientes que mostraron rectificacion saliente dependiente de voltaje. La lcacc
presentan una densidad de corriente promedio de 48.18 + 8.22 nA/pF a +120 mV. Es conocido
que la Tout de ovocitos de X. laevis no desensibiliza cuando es activada a través de la aplicacion
de pulsos consecutivos de voltaje (Parker y Miledi, 1984), por lo que para mostrar que no hay un
aumento o disminucién de la amplitud de la corriente en los ovocitos de X. tropicalis, se
aplicaron cinco pulsos de voltaje de -60 a 120 mV (con una duracién de 500 ms) con un intervalo
entre ellos de un minuto (Figura 8D) en solucién extracelular 10 mM de Ca®'. Bajo este
protocolo, se observa que una tendencia de la amplitud de la corriente a aumentar, pero no es

estadisticamente significativa (ANOVA de una via y prueba post-hoc de Bonferroni (Figura 8E,F).
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En el 90 % de los ovocitos, la constante de activacion medida en la lcacc @ 4120 mV es de Taet =

188.39 + 12.68 ms (Figura 8C en rojo).

Para evaluar si la corriente es dependiente del Ca** extracelular, se registraron los ovocitos en
una solucién en la que se sustituyd completamente el Ca®* por Mn®*. A +120 mV, se encontrd
una reduccidén de la amplitud de la corriente de un 50% (Figura 9), lo que sugiere que la mayoria
de los canales responsables de la activacion de la corriente CaCC son dependientes del Ca®.
Pero ademas revela la presencia de un segundo componente que es independiente de calcio

(Ochoa de la Paz et al 2013).

6.2. Caracterizacion farmacoldgica de las corrientes CaCC en ovocitos de X.

tropicalis

Una vez establecido un protocolo que nos permitid obtener corrientes enddgenas lcacc
en los ovocitos, se caracterizd el efecto de los bloqueadores de canales de cloruro: 9AC, DIDS y
NFA. Para construir la curva dosis-respuesta, se aplicaron los bloqueadores en el bafio
extracelular durante 5 minutos a distintas concentraciones: 3, 10, 30, 100 y 300 pM. Los
registros se realizaron en una solucién extracelular con 10 mM de Ca® y la amplitud de la

respuesta se normalizé con respecto a la maxima obtenida en ausencia del bloqueador.

La lcacc muestra diferencias en la sensibilidad a los distintos bloqueadores. Como se
observa en los trazos representativos de la Figura 10 A-D, la inhibicidon de las corrientes a la
maxima concentracion del bloqueador es del: 71 % para 9AC, 57 % para DIDS y 69 % para NFA.
Cabe comentar que no ocurre un bloqueo completo como ya ha sido reportado en otros
trabajos (White and Aylwin 1990; Qu and Hartzell 2001; Bradley, Fedigan et al. 2014). Los
blogueadores inhiben la corriente del canal de manera dependiente de la concentracidon (Figura

10E) con una ICsqg medida a +120 mV de: DIDS (52.9 uM), NFA (57.9 uM) y 9-AC (66.3 uM).
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Figura 9. Sensibilidad de las corrientes I¢,cc a distintos bloqueadores. A. Trazo representativo de las corrientes
evocadas en una solucién con 10 mM de Ca’* en ausencia de los bloqueadores y B-D, en presencia de los
bloqueadores 9AC, DIDS y NFA, respectivamente. E. Curva dosis respuesta de los bloqueadores DIDS, NFA y 9AC. La
amplitud de la respuesta se normalizé con respecto a la maxima obtenida en ausencia del bloqueador. n=5, N=4.
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6.3. Propiedades electrofisioldgicas de las isoformas de xtTMEM16A expresadas
en células HEK-293

Como se refirio, xtTMEM16A presenta eventos de splicing alternativo. En la Figura 11 se
muestra el modelo topoldgico de xtTMEM16A, en rojo se muestra la posicién de los 4 exones
alternativos encontrados en X. tropicalis. Los exones alternativos 1b y 1d se encuentran
localizados en el amino terminal de xtTMEM16A mientras que los exones 13 y 15 se sitlan en el
asa intracelular entre TM2 y TM3. Las 5 variantes han sido nombradas de acuerdo a los exones

alternativos presentes (+) o ausentes (-) en el canal (Tabla de la figura 11B).

La caracterizacidn electrofisioldgica de las variantes de xtTMEM16A se realizé en células HEK-
293 y los registros se realizaron 24-48 horas después de la transfeccidén del plasmido. A las 24
horas después de la transfeccién, se pudo observar la expresion de la proteina en la membrana
celular (Figura 12 A). En la figura 12 B, se muestran trazos representativos de las corrientes
generadas por un protocolo de pasos de voltaje desde -100 mV hasta +140 mV. Para cada pulso,
la amplitud de la corriente es maxima al final del pulso. A +140 mV, la densidad de corriente

para las 5 isoformas fue comparable, de 9.15 £ 0.82 nA/pF en promedio.
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xtTMEM16A Exon1b | Exonld | Exon 13 | Exdn 15

TMEM16A (13, 15) - - + +

TMEM16A (13) - - + -

TMEM16A (1b,13,15) + - + +

TMEM16A (1d,13) - + -

- + +

TMEM16A (1d,13,15)

Figura 11. Modelo topolégico de xtTMEM16A y sus isoformas. A. En rojo se muestran los segmentos codificados
por los 4 exones alternativos encontrados en ovocitos de X. tropicalis. En el inserto de la figura se muestra la
secuencia aminoacidica del exdn 1d. Los residuos de treonina T, indicados en rojo, son blancos potenciales de

fosforilacion. B. Relacidn de las variantes de xtTMEM16A de acuerdo al exdn presente (+) o ausente (-).
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Figura 12. Expresion funcional de las variantes de TMEM16A. A. Andlisis de la expresion de xtTMEM16A(13)
acoplada a GFP (xtTMEM16A(13)-GFP) en la membrana celular de células HEK-293. La fluorescencia se observa en
la periferia de las células HEK-293. B. Trazos representativos de las corrientes generadas por las 5 variantes de
xtTMEM16A expresadas en células HEK-293. Las corrientes fueron generadas con pasos de voltaje de -100 mV a
140 mV con incrementos de 30 mV y la concentracién de Ca” libre intracelular fue de 1uM. Las flechas rojas
indican la amplitud de las corrientes medidas al inicio (ls..) y al final del pulso a -100 mV (l¢ng). Estas amplitudes se
usaron para calcular (Isart/1end)-

Las curvas corriente-voltaje para las variantes se obtuvieron midiendo el valor de la amplitud de
la corriente al final de cada pulso (Figura 12 B). Las corrientes generadas por la expresion de las
variantes de xtTMEM16A presentan una rectificacion saliente a +60 mV y presentan una
amplitud méaxima a voltajes positivos (Figura 13 A). Ccomo se muestra en las curvas corriente-
voltaje para todas las isoformas, no presentan diferencias significativas en cuanto a la amplitud

de las corrientes a distintos voltajes.
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Figura 13. Relacion I-V y tasas de activacion e inactivacion de las variantes xtTMEM16A. A. Curva corriente-voltaje
de las 5 variantes de xtTMEM16A, negro TMEM16A (1d,13,15), rosa TMEM16A (1b,13,15), verde TMEM16A
(1d,13), violeta TMEM16A (13,15), amarillo TMEM16A (13) n=7. B. Cociente (lsart/end) que denota la magnitud de la
corriente generada por el pulso a -100 mV. El cociente (lgart/1end) S€ calculd midiendo la amplitud de la corriente
medida al inicio del pulso (ls.:) a -100 mV con respecto a la corriente medida al final del pulso (l¢ng), N=5, * indica
diferencias significativas entre las variantes xtTMEM16A (1d,13), xtTMEM16A (1d,13,15) y el resto de las variantes.
p<0.05 C. Constantes de activacion calculada a +140 mV (T.«) para las 5 isoformas y D. desactivaciéon a -100 mV
(Tgeact) para las 5 isoformas. n=5 en cada caso.

Por otro lado, se evalud la cinética de activacidon (Tact) @ +140 mV y desactivacion (Tgeact) @ -100

mV mediante el ajuste exponencial de las corrientes. No se encontraron diferencias en estas

50



cinéticas para las 5 isoformas de xtTMEM16A (Figura 13C-D). En la Figura A3 se muestran trazos
representativos de las cinéticas de activacidon y desactivacion de las 5 variantes cuando son
activadas con un pulso a +140 mV. En las variantes que presentan el exén alternativo 1d como
xtTMEM16A(1d,13) y xtTMEM16A (1d,13,15), el pulso hiperpolarizante a -100 mV generd una
corriente transitoria, la cual probablemente se debe a un grupo de canales que estan abiertos al
potencial de mantenimiento y que se cierran gradualmente a -100 mV. La amplitud de estas
corrientes se midid al inicio del pulso (lsiart) Yy al final del pulso (leng) (Flechas rojas, Figura 12B).
Para evaluar las diferencias entre estas caracteristicas, se determiné el cociente (Isart/iend) qQue
denota la magnitud de la corriente generada por el pulso a -100 mV. Como se muestra en la
Figura 13 B, el cociente (Istart/1end) de las isoformas xtTMEM16A (1d, 13) es 2.25 + 0.09 y de
xtTMEM16A (1d, 13, 15) es 1.5 £+ 0.11 mientras que para las demds isoformas los valores son
menores y van de 1.09 £ 0.03 para xtTMEM16A (13, 15) a 1.27 + 0.04 para xtTMEM16A (1b, 13,
15). Es importante destacar que el exdn 1d codifica para una secuencia aminoacidica con dos
sitios potencialmente fosforilables, que corresponden a dos residuos de treonina que podrian

conferir propiedades distintas en el canal.

6.4. Distribucion de la proteina xtTMEM16A en ovocitos y en células HEK-293

Con la finalidad de observar la distribucion celular de xtTMEM16A, se transfectaron
células HEK-293 con la variante xtTMEM16A(13)-GFP; 24 horas después de la transfeccidn se
marco la membrana plasmatica con FM4-64. Se observd que xtTMEM16A(13)-GFP co-localiza
parcialmente con el marcador de membrana FM4-64 en la membrana de las células
transfectadas (Figura 14) mientras que no hay una colocalizacién cuando se realizd una
transfeccidon con el plasmido control (GFP). En el panel superior izquierdo de la Figura 14, se
observa la distribucién de xtTMEM16A(13)-GFP en células HEK-293 y en el panel derecho se
observa la expresion de GFP (control). La expresion de xtTMEM16A(13)-GFP se aprecia
solamente en la membrana celular de las células HEK-293 mientras que GFP se aprecia en toda
la célula (Figura 14). Ademas, observamos que xtTMEM16A(13)-GFP también se encuentra
intracelularmente, posiblemente en vesiculas. Este efecto se aprecia mejor en la vista ortogonal

de la Figura 14.
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Figura 14. Expresion de xtTMEM16A(13) acoplada a GFP en células HEK-293 (xtTMEM16A(13)-GFP).
xtTMEM16A(13)-GFP colocaliza con FM4-4 en la membrana plasmatica de células HEK-293 transfectadas (panel
izquierdo) y se observa en el empalme y en las flechas amarillas de la vista ortogonal. No hay colocalizacién en la
célula transfectada unicamente con GFP. En la vista ortogonal se aprecian mejor estas diferencias.



Las corrientes oscilatorias de cloruro generadas por los ovocitos podrian deberse a un patrén de
distribucién diferencial de TMEM16A a lo largo de la membrana plasmatica que recibe ondas de
Ca®* que son liberadas del reticulo endoplasmico (Marchant and Parker 2001). Se ha descrito
que en los ovocitos de X. laevis, la distribucidon de los CaCC es asimétrica y las corrientes de
cloruro de mayor amplitud son las registradas en el polo animal (Miledi and Parker 1984). Por lo
tanto, con la finalidad de determinar la distribucion de TMEM16A en los ovocitos, se inyecto la
isoforma xtTMEM16A(13)-GFP en el ntcleo de los ovocitos de X. laevis y se observé la expresion
72 horas después utilizando un microscopio confocal. Asi, se encontrd que la distribucién de
xtTMEM16A(13)-GFP en los ovocitos es principalmente en el hemisferio animal mientras que su
presencia es menor en el hemisferio vegetal (Figura 15). Este resultado es consistente con la
distribucién diferencial de los CaCC y en los registros electrofisiolégicos correspondientes

(Miledi and Parker 1984).
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Figura 15. Distribucion de xtTMEM16A(13)-GFP en ovocitos de X. laevis. A’. Se muestra una seccién del hemisferio
animal del ovocito expresando xtTMEM16A(13)-GFP. A. Vista de una regidn de la superficie del polo animal del
ovocito. B’. Se muestra una seccion del hemisferio vegetal del ovocito expresando xtTMEM16A(13)-GFP. B’ Vista de

una region de la superficie del polo vegetal del ovocito.
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6.5. Caracterizacion farmacologica de xtTMEM16A expresada en células HEK-293

Para profundizar en la comprensidn de las propiedades funcionales y farmacoldgicas del
canal xtTMEM16A, se planted esclarecer el mecanismo de accidn y detalles estructurales de la
region del poro que determinan la unidn de los bloqueadores 9AC, DIDS, y T16A;,n-A01. Como
ya se habia mencionado, recientemente nuestro grupo de trabajo mostré que una mutacion en
los residuos del poro R761 y R646 (R646E+R761E, llamada doble mutante, DM) altera la
selectividad anidnica. La DM desplaza las curvas del potencial de reversién vs la fraccion molar
de la prediccién de Goldman-Hodking-Katz (Figura 5) (Reyes, Lopez-Rodriguez et al. 2013). Dado
gue esta desviacién de la prediccion de Goldman-Hodking-Katz puede implicar la interaccién de
los aniones que permean con el poro, nos propusimos estudiar si estas mutaciones alteran la

afinidad y dependencia de voltaje en relacién al bloqueo de los farmacos propuestos.

Para caracterizar el efecto de estos blogueadores sobre la respuesta en las corrientes generadas
por xtTMEM16A(13) y la variante (xtTMEM16A(R646E+R761E), se utilizaron células HEK-293. Los
registros se realizaron 24-48 horas después de la transfecciéon de la variante silvestre (WT=
xtTMEM16A(13) y la doble mutante (DM= xtTMEM16A(R646E+R761E)). Las curvas dosis-
respuesta para las variantes fueron obtenidas utilizando un protocolo de activacién y midiendo
la amplitud de la corriente al final del pulso en condiciones control y en presencia del
bloqueador. La amplitud de la respuesta fue normalizada con respecto a la maxima obtenida en
ausencia del bloqueador (control). Los bloqueadores fueron aplicados en el bafio extracelular
durante 1-2minutos y 9AC, DIDS y T16A;,,-A01 se usaron a distintas concentraciones: 3, 10, 30,
100 y 300 uM para el caso de 9AC. Dado que no se observd una diferencia significativa en el
blogueo entre la variante WT y la DM para DIDS, se utilizé una concentracion mas elevada de 1
mM vy para el caso del inhibidor T16A;,n-A01, se usaron las concentraciones: 0.3, 1, 3, 10 y 30

UM,

En la Figura 16 A-C se muestran trazos representativos de las corrientes generadas por un pulso
de voltaje de -100 a +140 mV en condiciones control y en presencia del bloqueador a la maxima
concentraciéon utilizada tanto para la variante WT (en rojo) como para la DM (en verde). La
inhibicion de las corrientes a esta concentracién del bloqueador 9AC fue del 79 % para la
variante WT mientras que para la DM fue del 66 % (Figura 16 A, D). Para T16A;,,-A01, el

porcentaje de inhibicion fue de 77 % para la WT mientras que para la DM sélo fue del 62 %
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(Figura 16 B, E). En ambos casos encontramos diferencias significativas en la inhibicidn entre
WT y DM pero estas diferencias sélo fueron observables a altas concentraciones del
blogueador. En el caso de DIDS, no encontramos diferencias significativas en la inhibicidn entre
WT (77 %) y DM (73 %) (Figura 16 C, F).

A B C

DM = xtTMEM16A(R646E+R761E)

[l

Control Control

=

9AC P T16Ainh-A01 pDIDS
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300 M 30 uM
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Figura 16. Sensibilidad de las corrientes Ic,cc a distintos bloqueadores en células HEK-293 transfectadas con
xtTMEM16A(13) (WT) y la doble mutante xtTMEM16A(R646E+R761E) (DM). A-C. Trazos representativos para las
corrientes evocadas en solucion control (rojo y verde) y en presencia de los bloqueadores 9AC, T16A,,,-A01 y DIDS
respectivamente (trazos grises). Las corrientes fueron evocadas por un pulso de voltaje de -100 a 140 mV en
condiciones control y en presencia del bloqueador a la maxima concentracion utilizada tanto para la variante
xtTMEM16A(13) (en rojo) como para xtTMEM16A(R646E+R761E) (en verde). D-F. Relacidn dosis respuesta para los
bloqueadores 9AC, T16A,,,-A01 y DIDS respectivamente. La amplitud de la respuesta fue normalizada con respecto
a la maxima obtenida en ausencia del bloqueador. Los datos se muestran como la media £ SEM . n=5 , * muestra
una diferencia significativa, P < 0.05.
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Los valores de ICsg se muestran en la Figura 16D-F. Para el bloqueador 9AC, el valor de ICsq entre
WT y DM es diferente y esta diferencia es estadisticamente significativa a 100 uM y 300 uM
(Figural6 D). Para T16A;,n-A01 se observan diferencias para dos concentraciones: 10 uM y 30
MM (Figura 15E). Para el DIDS, los valores de ICso entre WT y DM no presentan diferencias, como

se puede observar en las curvas dosis-respuesta (Figural5 F).

6.6. Dependencia de voltaje de los bloqueadores en la proteina xtTMEM16A

Para determinar si el bloqueo de 9AC y T16A,,,-A01 es dependiente de voltaje, se
construyeron curvas corriente-voltaje (I-V) utilizando un protocolo de rampas de voltaje de -70
mV a 130 mV (ver materiales y métodos) tanto en ausencia del bloqueador, como en presencia

de éste.

Las curvas |-V muestran una rectificacion saliente a voltajes positivos y muestran una inhibicién
de la corriente dependiente del voltaje y de la concentracion del bloqueador (Figuras 17 y 18).
En la figura 17 y 18 se muestran las curvas |-V en condiciones control (en negro) y en presencia
del bloqueador 9AC (Figura 17) y del inhibidor especifico T16A;,n-A01 (Figura 18) tanto para la
variante WT = xtTMEM16A(13) (Figura 17A y 18A) como para la doble mutante DM =
xtTMEM16A(R646E+R761E) (Figura 17B y 18B). Para el bloqueador 9AC, se inhiben las
corrientes a voltajes positivos (> 10 mV) y la maxima inhibiciéon ocurre a 300 uM para la variante
WT. Al igual que en las curvas dosis-respuesta (Figura 16), la diferencia en la inhibicién del
bloqueador es significativa a altas concentraciones (100 uM y 300 uM) hecho que se refleja en
una mayor separacién entre las curvas |-V para la variante WT (linea azul claro a 300 uM vy
naranja a 100 uM, Figura 17 B) como para DM (linea azul obscuro a 300 uM y roja a 100 uM,
Figura 17 A).

En el caso del inhibidor especifico, la presencia del bloqueador inhibe las corrientes a voltajes
positivos (> 10 mV) al igual que 9AC (Figura 18) y la maxima inhibicidon ocurre a 30 uM para la

variante WT. Sin embargo, no ocurre un blogqueo dependiente de la concentracion como en el
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caso de 9AC. En este caso ocurre una menor inhibicién entre las concentraciones a 10 uM para

la variante WT y 30 uM para DM por lo que las tendencias en la Figura 18C se traslapan.

Para calcular 6, cada curva I-V se expresé como el cociente de la corriente en presencia del
bloqueador entre la corriente en ausencia del bloqueador (I/lg.00-0) Y los valores del cociente
I/lsLoa=0 Sse graficaron en funcién del voltaje (Figura 17C y 18C). Para 9AC, la amplitud de la
corriente se mantiene casi constante a concentraciones bajas: 3, 10y 30 uM, pero comienza a
disminuir a voltajes positivos a partir de 30 uM alcanzando la maxima disminucién al voltaje
mas positivo y a la concentracion de 300 uM (Figura 17C). Lo mismo ocurre para el caso del
inhibidor especifico T16A;,,-A01; resulta mas evidente una disminucién en la amplitud de la
corriente y dependencia de voltaje en presencia de 30 UM de T16A;,,-A01 (Figura 18C). También
es evidente un traslape en las amplitudes de las corrientes en presencia de T16A;,,-A01 a 10 y
30 uM a partir de ~50 mV (Figura 18C). Por lo tanto, se concluye que la inhibicion de la corriente
Icacc por 9AC y T16A;,n-A01 ocurre a concentraciones en el orden micromolar y es dependiente

de voltaje.
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Figura 17. Dependencia de voltaje del bloqueador 9AC. A. Curvas corriente voltaje (I-V) para el bloqueador 9AC a

distintas concentraciones. En colores se muestran las curvas |-V para las dos variantes xtTMEM16A(13) (colores

claros) como para xtTMEM16A(R646E+R761E) (colores obscuros). n = 4 B. Valores del cociente 1/1g.0q-0 €n funcién

del voltaje, I/lg00-0 S€ Obtuvo del cociente entre cada curva I-V en presencia del bloqueador entre la corriente en

ausencia del bloqueador (I/lg.0q-0). N = 5. WT=xtTMEM16A(13) y DM = xtTMEM16A(R646E+R761E). n=5
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Figura 18. Dependencia de voltaje del inhibidor T16A,,,-A01. A. Curvas corriente voltaje (I-V) para el inhibidor
T16A,,-A01 a distintas concentraciones. En colores se muestran las curvas |-V para las dos variantes
xtTMEM16A(13) (colores claros) como para xtTMEM16A(R646E+R761E) (colores obscuros). n=5 B. Valores del
cociente 1/lg00-0 €n funcion del voltaje, 1/lz0q-0 S& obtuvo del cociente entre cada curva |-V en presencia del

bloqueador entre la corriente en ausencia del bloqueador (I/lgog=0).- N=5. WT= xtTMEM16A(13) y DM

XtTMEM16A(R646E+R761E). n=5
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Continuando con el célculo de §, los valores del cociente |/lgio0=0 de las Figuras 17C vy
18C, se graficaron en funcién de la concentracién del bloqueador y se realizd un ajuste para
determinar la Ki. Este ajuste se realizd para todas las concentraciones y para cada voltaje, de tal
manera que obtuvimos una familia de curvas dosis-respuesta en el rango de voltajes de 10 a
130 mV. El ajuste de acuerdo a la ecuacion 1 (ver materiales y métodos), nos generd un valor de
Ki para cada voltaje. Este analisis se realizé para los experimentos hechos con el bloqueador
9AC, para la variante WT (Figura A2A) y la DM (Figura A2B), asi como para los experimentos
hechos con el inhibidor T16A;,,-A01, para la variante WT (Figura A2C) y la DM (Figura A2D).
Posteriormente, se estimdé la 6 que experimenta el bloqueador en el poro del canal: si los
valores de Ki se ajustan a la ecuacidon 2 (ver materiales y métodos), se obtiene el valor de 6 de la
pendiente de la curva. En la figura 19 se muestran los valores de & para la variante WT y DM

para el inhibidor T16A;,,-A01 y para el bloqueador 9AC.

T16Ainh-A01 9AC
O DM 6=0.25 100 ° O DM 6=0.32
80
- . Q T § . § % Q § §
Y v 60 D,
s Ty ¥ Vy
3
V WT 6=0.33 E 40 V WT 6=0.49
. . . . . 204 . . . : : ,
50 100 150 0 50 100 150
V (mV) V (mV)

Figura 19. Fraccion del potencial eléctrico (6) que experimenta un bloqueador en el poro del canal. A. Las
constantes de disociacion para: A. el inhibidor especifico T16A;,,-A01 y B. el bloqueador 9AC; se graficaron en
funcién del voltaje y se ajustaron a la ecuacién 2 (en materiales y métodos), 6 se calculé de la pendiente de la curva
tanto para la variante xtTMEM16A(13) como para xtTMEM16A(R646E+R761E). Los datos se muestran como la

media + SEM. n=5.
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Para el inhibidor T16A;,,-A01, las variaciones en la Ki no son diferentes entre la WT y DM como
se observa en el ajuste de las rectas en la Figura 19A. Tampoco los valores del potencial
eléctrico son diferentes entre WT y DM (6=0.33 y 0.25, respectivamente, Figura 19A). Entonces,
podemos concluir que 6 en este caso revelaria que los residuos aminoacidicos mutados
(R646E+R761E) no juegan un papel importante en el bloqueo farmacoldgico del poro de
xtTMEM16A por el inhibidor T16A;,,-A01.

Para el bloqueador 9AC, las constantes de disociacién entre WT y DM si varian. Para la variante
WT las Ki disminuyen de 72 uM a 10 mV a 54 uM a 130 mV mientras que en DM, la disminucion
es menor: de 88 UM a 10 mV hasta 76 uM a 130 mV (Figura 19B). Ademas, los & para 9AC son de
6=0.32 para la variante WT y 6=0.49 en el caso de DM (Figura 19) y presentan diferencias
significativas (ANOVA de una via y post-hoc de comparaciéon multiple Bonferroni, p < 0.05, n=5)
entre WT y DM (ANOVA de una via y post-hoc de comparacion multiple Bonferroni, p < 0.05,
n=5) lo que indicaria que 9AC interacciona de manera distinta con los residuos R646 y R761

probablemente uniéndose en un sitio mds profundo en la WT.

Es importante notar que en la Figura 19 para 9AC podria considerarse realizar el ajuste de dos
rectas como se muestra en la Figura 20. El reajuste considera 2 rectas en dos rangos de voltaje:
de 10 a 60 mV para WT y DM y otro rango de voltajes, de 60 a 140 mV para WT y DM. El
reajuste genera 4 valores de § para 9AC: 6=0.57 para la variante WT y 6=0.44 para la DM en el
rango de voltajes +10-60 mV. Si se considera este rango de voltajes como fisioldgico, estos
valores de 6 pueden interpretarse como en el andlisis anterior: 9AC interacciona de manera
distinta con los residuos R646 y R761 probablemente uniéndose en un sitio mas profundo en la
variante WT. Por otro lado, los valores de 6 en el rango 60-140 mV son: 6=0.16 para la variante
WT y 6=0.12 para la DM. No varian entre ellos lo que puede significar que la interaccién entre
9AC y el poro del canal en ese rango de voltajes lleva al bloqueador a un sitio menos profundo

en el poro.
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Figura 20. Consideraciéon de dos rangos de voltaje para el ajuste de la fraccion del potencial eléctrico 6 que
experimenta 9AC en el poro del canal. Las constantes de disociacién para el bloqueador 9AC se graficaron en
funcién del voltaje y se ajustaron dos rectas en dos rangos de voltaje, de 10 a 60 mV y de 60 a 140 mV. Los datos

se muestran como la media = SEM. n=5.
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7. DISCUSION

La proteina TMEM16A se expresa en numerosos tejidos, participando en varios procesos
importantes y estd involucrada en diversas enfermedades. Si bien se han realizado algunos
estudios en torno a la comprensidon del funcionamiento del canal, poco se sabe alun de la
estructura del poro de TMEM16A y menos aun de las propiedades electrofisioldgicas de estos

canales enddgenos en los ovocitos de X. tropicalis.

En este trabajo mostramos que los ovocitos de X. tropicalis generan corrientes de cloruro
dependientes de voltaje. Estas corrientes son dependientes de la concentracion de Ca®* libre
intracelular y son resultado de la activacion de xtTMEM16A (Huanosta-Gutierrez, Espino-
Saldana et al. 2014). Ademds mostramos que estas corrientes son inhibidas por algunos
bloqueadores de canales de cloruro de manera dependiente de la concentracién. (Huanosta-
Gutierrez, Espino-Saldana et al. 2014). En particular se utilizaron tres bloqueadores en ovocitos:
DIDS, NFA y 9AC. Los bloqueadores inhibieron la corriente lc,cc endégena en los ovocitos de X.
tropicalis (Figura 3) con una ICso medida a +120 mV de: DIDS (52.9 uM), NFA (57.9 uM)y 9-AC
(66.3 uM). Sin embargo, la inhibicion de estas corrientes es parcial. Este efecto puede ser
debido a la diferente sensibilidad de las diversas corrientes enddgenas mencionadas
previamente (Ochoa-de la Paz, Espino-Saldana et al. 2013). A pesar de que existen grandes
variaciones en los valores de ICsq para los CaCC, los valores de ICso encontrados en este trabajo,
se encuentran en un rango de concentraciones reportadas por otros grupos: 16—250 uM para
DIDS, 2—44 uM para NFA, 276—-1000 uM para A9C (Hartzell, Putzier et al. 2005; Bradley, Fedigan
et al. 2014).

Es importante considerar la interpretaciéon de los resultados obtenidos cuando se utilizan
blogueadores como NFA (considerado como bloqueador “especifico” de canales de cloruro)
debido a que modifica las propiedades cinéticas de otros canales. Por ejemplo, NFA bloquea los
canales de potasio en ovocitos de X. laevis (Wang, Dixon et al. 1997) y los canales de potasio
dependientes de Ca?* (Greenwood and Leblanc 2007). Asimismo, se ha mostrado que en
algunos tipos celulares, como los miocitos, DIDS bloquea canales anidnicos regulados por

volumen (Xu, Kim et al. 1997).
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A lo largo del estudio de los canales anidnicos, se ha utilizado ampliamente el bloqueador NFA,
no obstante, una de las razones por la que no utilizamos este bloqueador en la caracterizacién
farmacoldgica de las variantes xtTMEM16A en células HEK-293 es que este genera distintos
efectos. Asi, ademds de la modulacidn de los canales de potasio por NFA, se ha visto que los
efectos de este farmaco dependen del potencial de membrana, de la concentracién de Ca**
intracelular libre, del estado de fosforilacién del canal asi como del tipo celular (Hogg, Wang et
al. 1994; Piper, Greenwood et al. 2002; Ledoux, Greenwood et al. 2005; Wiwchar, Ayon et al.
2009). Por ejemplo, se ha visto que NFA estimula corrientes lcacc que enmascaran su efecto

inhibitorio a potenciales negativos (Piper, Greenwood et al. 2002; Wiwchar, Ayon et al. 2009).

xtTMEM16A(13)-GFP se encontrd preferencialmente en el hemisferio animal de los
ovocitos, consistente con observaciones previas que mostraron electrofisiolégicamente que la
corriente CaCC es mas robusta en el mismo hemisferio (Miledi and Parker 1984). Por otra parte,
observamos la expresion de xtTMEM16A(13)-GFP en la membrana plasmatica de células HEK-
293 transfectadas con esta quimera aunque no en toda la membrana plasmatica como se puede
observar en la Figura 14. Ademas, encontramos que la expresion de xtTMEM16A(13)-GFP se
aprecia también en compartimentos intracelulares de las células HEK-293, esta observacion
contrasta con lo reportado por Vocke y colaboradores quienes localizaron TMEM16A-GFP sobre
todo en la membrana celular (Vocke, Dauner et al. 2013). Sin embargo, nuestras observaciones
indican que TMEM16A tiene una amplia distribucién en compartimentos intracelulares, lo que
sugiere un papel de la proteina en algun proceso de sefializacion intracelular o bien, esta
distribucién podria ser consecuencia del trafico natural de la proteina desde el reticulo
endopldsmico hasta la membrana celular, o tal vez cumpla una funcién como proteina de
andamiaje como se ha descrito para una proteina ortéloga de la familia de TMEM16 (Manford,

Stefan et al. 2012).

En este trabajo se describieron las caracteristicas electrofisiolégicas de 5 variantes de
xtTMEM16A clonados de ovocitos expresadas en células HEK293. Nuestros resultados muestran
gue no hay diferencias significativas entre las cinéticas de activacidon y desactivacion entre las
células transfectadas con las variantes xtTMEM16A. Sin embargo, las variantes xtTMEM16A(1d,

13) y xtTMEM16A(1d, 13, 15) presentan una corriente activada al inicio del pulso
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hiperpolarizante a -100 mV y cuyo analisis se realiz6 mediante el cociente (lstart/1end) que denota
la magnitud de la corriente generada por el pulso a -100 mV. Estas diferencias entre
xtTMEM16A(1d, 13) y xtTMEM16A(1d, 13, 15) y las demas variantes, probablemente se deben a
un grupo de canales que estan abiertos al potencial de mantenimiento y que se cierran
gradualmente a -100 mV. Es importante destacar que la presencia del exdn 1d (Figura 11A) en
estas variantes podria explicar estas propiedades funcionales ya que codifica para una
secuencia aminoacidica con dos residuos de treonina potencialmente fosforilables
(RKVTATEHREFSLAASINQNEMAQR, Figura 11A) por proteina cinasa c¢ (PKC) y casein cinasa Il (CK2)
(Cohen 2000). Respecto a esto, se sabe que muchos receptores contienen residuos de
treoninas, que luego de su fosforilacién, interaccionan con otras proteinas de la cascada de
sefializacion intracelular. Estos receptores contienen dominios consenso de fosforilacién para
cAMP, cGMP, PKC y CK2. De hecho, ya ha sido reportado que los extremos amino y carboxilo
terminal de TMEM16A tienen secuencias consenso de fosforilacién para proteinas cinasas como
protein cinasa A (PKA), PKCy CAMK y ERK1, 2 (Kunzelmann, Kongsuphol et al. 2009).

Hasta ahora se han estudiado diversos sitios de fosforilacién en la estructura primaria de
TMEM16A. Es posible que los sitios de fosforilacién de TMEM16A pudiesen jugar un papel
importante en la regulacidn y actividad del canal. Recientemente se estudid el papel de la
fosforilacion en TMEM16A utilizando diversos inhibidores de cinasas (Tian, Kongsuphol et al.
2010), sin embargo, ninguno de estos compuestos disminuyé la corriente generada por
TMEMZ16A. La diversidad en la secuencia de las isoformas xtTMEM16A encontradas por nuestro
grupo de trabajo, no sugieren diferencias funcionales obvias por lo que se requeriran de un
mayor numero de estudios que permitan identificar las diferencias entre estas variantes como
una posible diferencia en la dependencia de Ca®" como se ha descrito por otros grupos (Ferrera,

Caputo et al. 2009) .

Para profundizar en la comprension de las propiedades funcionales y farmacoldgicas del
canal xtTMEM16A, en el presente trabajo se caracterizaron los efectos de los bloqueadores 9AC,
DIDS, y T16A;.n-A01 sobre xtTMEM16A(13) y el doble mutante xtTMEM16A(R646E+R761E). Las
ICso obtenidas para los distintos bloqueadores se encuentran en el rango reportadas por otros
grupos, para T16A;,n-A01 se ha reportado una ICso = 1-2 uM (Hartzell, Putzier et al. 2005;
Namkung, Phuan et al. 2011; Davis, Shi et al. 2012; Bradley, Fedigan et al. 2014). Si bien las
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discrepancias en la farmacologia de los CaCCs podrian deberse a diferentes secuencias
aminoacidicas de estos, también es posible que las diferencias radiquen en el sistema de
expresion (i.e., efectos de asociacidon con otras proteinas presentes en los diversos sistemas). De
hecho, los valores de ICso encontrados en este trabajo presentan algunas diferencias entre los
dos sistemas de expresién: DIDS (52.9 uM en ovocitos y 99.2 uM en células HEK-293) y 9-AC
(66.3 uM en ovocitos y 55 uM en células HEK-293). En contraste, Yang y colaboradores
mostraron que las corrientes generadas por TMEM16A en células HEK-293 son bloqueadas
completamente por DIDS 10 uM (Yang, Cho et al. 2008). Por otro lado, también mostramos que
el bloqueo de la corriente de xtTMEM16A por 9AC y para el inhibidor T16A;n-A01 es
dependiente de voltaje y presenta diferencias significativas solamente a altas concentraciones

del bloqueador (Figuras 17, 18).

Dado que el bloqueo de 9AC y T16A;,,-A01 es dependiente de voltaje, en este trabajo se
examind si los bloqueadores ejecutan su accidn en dos residuos aminoacidicos que se propone
son importantes en la selectividad del canal. Este analisis se realizd mediante un modelo que
considera que: 1) el sitio de unién del bloqueador esta dentro del poro del canal, 2) atraviesa el
campo eléctrico de la membrana celular, 3) interacciona eléctricamente dentro del poro. Como
se predice de las curvas dosis respuesta (Figura 16), en el caso de T16A;;,-A01 los valores de 6
no varian en gran medida entre la variante TMEM16A(13), 6=0.33 y la doble mutante
TMEM16A(R646E+R761E), 6=0.25 de manera que estos residuos aminoacidicos no juegan un
papel importante en el bloqueo farmacolégico del poro de xtTMEM16A. Pero, como el tamafio
del bloqueador afecta la dependencia de voltaje podria ser también que en el caso del inhibidor
T16A;,n-A01 donde los valores de & son pequefios, este no se une al canal en un sitio
suficientemente profundo del poro como para interaccionar de manera notable con los residuos
gue han sido mutados (R646 y R761). Otra hipétesis es que probablemente, el sitio de unidn del
inhibidor T16A;,n-A01 no estd dentro del campo eléctrico de la membrana, pero ocurre una
interaccion entre el campo eléctrico y el bloqueador que altera la afinidad o la disponibilidad del
sitio. De manera que ocurre una dependencia de voltaje aun cuando el sitio de unién se

encuentre en una regién externa en el poro del canal.

Sin embargo, los valores de & para el bloqueador 9AC son de 6=0.32 para la variante

xtTMEM16A(13) y 6=0.49 para la doble mutante y estos valores no difieren en gran medida a los

67



encontrados por Qu y Hartzel (6=0.6) (Qu and Hartzell 2001). Entonces, si se considera el sitio
de unidn del blogueador iniciando en la regién extracelular, hay una dependencia de voltaje del
bloqueo que aumenta de manera proporcional a la distancia eléctrica 6, es decir valores de 6
cercanos a 1. Esto significa que 6 indica la profundidad a la que se une el bloqueador en el poro
del canal y por lo tanto la interaccidn entre los residuos mutados R646 y R761 permite que 9AC

se una en un sito mas profundo en el poro.

Es importante mencionar ademads, que estos resultados indican un bloqueo dependiente
de voltaje que resulta mas evidente a voltajes positivos, de manera que puede suponerse que el
blogueador no estd dentro del poro a potenciales negativos. Ademas, cabe mencionar que si
ocurre una interaccién entre el bloqueador y el poro del canal, debe considerarse el tamafio del
poro. Entonces, recordemos que se ha propuesto que el poro de los CaCC es un cono eliptico
con dimensiones de aproximadamente 0.6 x 0.94 nm (Qu and Hartzell 2001) por lo que debe
considerarse siempre el tamafio del bloqueador. En este sentido, se encontraron discrepancias
entre la posible interaccién de los bloqueadores con el poro del canal pues segun lo propuesto
por Qu y Hartzel, 9AC y DIDS tienen tamafios moleculares pequenos, sin embargo nosotros no
encontramos ninguna diferencia para los valores de 6 entre la variante TMEM16A(13) y la doble
mutante TMEM16A(R646E+R761E). Sin duda alguna, se requieren de mas estudios para
determinar la estructura del poro pues este estudio sélo permite evaluar la interaccién de dos

residuos con el bloqueador.
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8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran las caracteristicas funcionales del canal TMEM16A de X. tropicalis

y nos llevaron a concluir que:

e Las corrientes enddgenas CaCC de los ovocitos de X. tropicalis son inhibidas
parcialmente por los bloqueadores de canales de cloruro.

e XxtTMEM16A(13)-GFP se localiza principalmente en el hemisferio animal de los ovocitos
mientras que en HEK293, se localiza tanto en la membrana plasmatica como en vesiculas

intracelulares.

® las cinco isoformas de xtTMEM16A expresadas en células HEK-293 forman canales
funcionales y son dependientes de voltaje.

e No se encontraron diferencias significativas entre las cinéticas de activacién y
desactivacion entre las variantes xtTMEM16A expresadas en células HEK-293.

e Las variantes xtTMEM16A(1d, 13) y xtTMEM16A(1d, 13, 15) presentan una corriente
activada a voltajes hiperpolarizantes (a -100 mV) probablemente debido a un grupo de
canales que estan abiertos al potencial de mantenimiento y que se cierran gradualmente
a-100 mv.

o El bloqueo de la corriente de xtTMEM16A en células HEK-293 para 9ACy para 16A;,y-A01
es dependiente de voltaje y presenta diferencias significativas solamente a altas
concentraciones de los bloqueadores.

e Los valores del potencial eléctrico 6 entre la variante xtTMEM16A(13) y la doble mutante
xtTMEM16A(R646E+R761E) son diferentes en presencia de 9AC, lo que indica que la
interaccion entre los residuos mutados R646 y R761 permite que 9AC se una en un sito

mas profundo en el poro.
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9. APENDICE 1

La variante xtTMEM16A(13) y (xtTMEM16A(13)-GFP) fueron caracterizadas
electrofisiolégicamente para mostrar que GFP no altera las propiedades del canal. Se utilizé un
protocolo de pasos de voltaje de -100 mV a 150 mV. Las curvas corriente-voltaje se obtuvieron
midiendo el valor de la amplitud de la corriente al final de cada pulso. Las corrientes generadas
por la expresion de las variantes de xtTMEM16A(13) y (xtTMEM16A(13)-GFP) no presentan

diferencias significativas entre ellas (n=6).

O xtTMEM16A(13)
O XtTMEM16A(13)-GFP

Figura Al. Relacion I-V de las variantes xtTMEM16A(13) y (xtTMEM16A(13)-GFP). Se utilizé un protocolo de
pasos de voltaje de -100 mV a 150 mV y.se midio el valor de la amplitud de la corriente al final de cada pulso.
No se observan diferencias significativas entre las variantes xtTMEM16A(13) y TMEM16A(13)-GFP. n=6
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Los datos de las figuras 17B y 18B se graficaron en funcién de la concentracion del
blogueador y se determiné la constante de disociacidn ajustando los valores a la ecuacion 1
(descrita en materiales y métodos). Para el bloqueador 9AC, la constante de disociacién
disminuye de 72 uM a 10 mV hasta 54 uM a 130 mV en la variante xtTMEM16A(13) mientras
gue en la doble mutante, la disminucién es menor; de de 88 UM a 10 mV hasta 76 uM a 130
mV(Figura 19A-B). Sin embargo, para el inhibidor T16A;,n-A01 estas variaciones en la Ki no
son tan evidentes lo que hace suponer que la interaccién del inhibidor con el poro del canal

es menos especifica (Figura 19C-D).

100 mV
A B 90 )

xtTMEM16A(13) 80 xtTMEM16A (R646E+R761E)

=0

10 100
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80  xtTMEM16A (R646E+R761E)
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Figura A2. Curvas dosis-respuesta obtenidas a partir de las graficas de las figuras 17 y 18. A-B Curvas dosis-
respuesta para la variante xtTMEM16A (13) y xtTMEM16A(R646E+R761E) en presencia del bloqueador 9ACy
C-D. Curvas para la variante xtTMEM16A (13) y xtTMEM16A(R646E+R761E) en presencia del inhibidor T16A,;-

AO0l1.n=4
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En la caracterizacion de las corrientes en células HEK-293, se evalud la cinética de activacion

(Tact) @ +140 mV y desactivacion (Tgeact) @ -100 mV mediante el ajuste exponencial de las
corrientes. La figura A3 muestra trazos representativos de las cinéticas de activacién y

desactivacion de las 5 variantes.

xtTMEM16A (13) xtTMEM16A (13,15) xtTMEM16A (1b,13,15)
3nA
500 ms
XtTMEM16A (1d,13) xtTMEM16A (1d,13,15)

= -

Figura A3. Trazos representativos de las cinéticas de activacion y desactivacion de las 5 variantes. Las corrientes
fueron generadas un pulso de voltaje de +140 mV y una repolarizacion a -100 mV. La concentracion de Ca® libre
intracelular fue de 1uM.
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