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RESUMEN

El influjo de calcio a través de los canales de calcio activados por voltaje (canales Cay) es crucial
para varias funciones celulares, incluyendo excitabilidad celular, contraccién muscular, secrecion
de hormonas y neurotransmisores, diferenciacién celular y expresion génica. La importancia de
estos canales se ejemplifica también por el uso en la clinica de los llamados “bloqueadores de
canales de calcio”, farmacos que se utilizan en el tratamiento de enfermedades como la
hipertension arterial. En la actualidad también se emplean en el tratamiento del dolor y algunos
tipos de epilepsia. De manera adicional en los uUltimos afios se han descrito varias enfermedades
asociadas a mutaciones de los canales Cay, tal es el caso de la ataxia cerebelar y dolor de angina
de pecho. Por tales razones, los canales Cay han sido objeto de una gran cantidad de estudios
cientificos a nivel basico y clinico, y en particular los canales de calcio tipo T o canales Cay3, se
han convertido en atractivos blancos terapéuticos para el tratamiento de desdrdenes del sistema

nervioso central y periférico.

Evidencias previas han demostrado que el farmaco amilorida inhibe la corriente de los canales de
calcio tipo T de preparaciones nativas asi como de canales recombinantes. A partir de
experimentos con estos ultimos se ha demostrado un bloqueo diferencial de los tres miembros
de la subfamilia de canales Cay3, siendo Cay3.2 el mas sensible (ICsg ~60 M), mientras que para
los otros dos integrantes la afinidad disminuye en mas de un orden de magnitud (mas de 800 uM
para Cay3.1y Cay3.3). Este bloqueo diferencial es el Unico reportado a la fecha para la subfamilia
de los canales Cay3, por lo que el objetivo principal del presente trabajo de tesis fue el de aportar
evidencias acerca de las bases moleculares de este bloqueo selectivo del canal Cay3.2 por
amilorida. Previamente, nuestro grupo de investigacion ha obtenido informacion sobre algunos
aminodcidos que podrian formar el sitio de unién a la amilorida en el canal Cay3.2, realizando
experimentos de sobrelapamiento molecular (docking) de la amilorida en modelos
tridimensionales de los canales Cay3. La validez de dicha informacién fue puesta a prueba en este
trabajo por experimentos de mutagénesis dirigida mediante la técnica de extensidn del empalme
por PCR (PCR SOEing) del canal Cay3.2 y de registros de la corriente de calcio empleando la

técnica de patch-clamp en la configuracién de célula completa.



El efecto bloqueador de la amilorida no se modificé de manera significativa por las mutaciones
puntuales de varios aminoacidos sugeridos mediante los experimentos de docking, mismos que
estdn localizados en una asa extracelular del Dominio | y en la parte extracelular del segmento S6

del Dominio IV.

Utilizando informaciéon adicional del sitio de unién al compuesto TTA-A2 en el canal Cay3.1,
generada en nuestro laboratorio paralelamente al presente proyecto de investigacion, se
realizaron mutaciones puntuales de la glutamina 1848 (Q1848) del canal Cay3.2. Los resultados
obtenidos con dichas mutantes en los experimentos de patch-clamp indican, por un lado, que el
sitio de union al TTA-A2 se conserva en el canal Cay3.2; y por otro lado, que dicho sitio de unién
no comparte la Q1848 con el sitio de unién de la amilorida, ya que el bloqueo de las corrientes de

calcio de dichas mutantes no fue diferente del observado en el canal Cay3.2 silvestre.

En conclusidn, el sitio de alta afinidad del TTA-A2 que se ubica en la cavidad central de los canales
Cay3 se conserva en los canales Cay3.1 y Cay3.2, y considerando la similitud en la secuencias,
podria estar conservado también en el canal Cay3.3. Por otro lado, los diferentes aminodcidos
mutados en el presente trabajo no parecen formar parte del sitio de unién a la amilorida, ya que
no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de bloqueo en estos con respecto al
canal Cay3.2 silvestre. Por lo anterior, el sitio o sitios de unidn a la amilorida deben estar
ubicados en una regién diferente a la cavidad central del canal, el cual parece estar relegado a

antagonistas con ICsos en el orden de las unidades de uM.



1. INTRODUCCION

1.1  Comunicacioén celular

La comunicacion celular es un proceso de alta complejidad que requiere la participacion de
diferentes moléculas para generar una respuesta especifica. Tales moléculas, lipidos,
carbohidratos, proteinas e inclusive iones, tienen diferentes estructuras y funciones. Cada una de
estas moléculas presenta propiedades fisicoquimicas especificas que les permiten permear la
membrana celular, o requerir de un transportador especifico para su ingreso al citoplasma o al
nucleo [1]. En consecuencia, la célula necesita de diversos receptores que puedan interaccionar
con el tipo de moléculas antes mencionadas y asi generar alguna respuesta en particular. En
general se pueden clasificar tres tipos diferentes de receptores: 1) Acoplados a proteinas G; 2)
Receptores asociados a enzimas con actividad catalitica; y 3) Receptores asociados a canales
idnicos implicados en la transmision de sefales eléctricas [2]. El tema de la presente tesis se
enfoca precisamente en un tipo de canales idnicos, los canales de calcio activados por voltaje, los

cuales, entre otras funciones, también contribuyen a la excitabilidad celular.

1.2 Excitabilidad Celular

Las propiedades eléctricas de algunos tipos celulares de érganos y tejidos como las del corazon,
musculo liso, glandulas secretoras y neuronas, son conferidas y moduladas por los canales
idnicos. La excitabilidad celular se origina por el movimiento de iones a través de la membrana
celular; estos iones principalmente son: sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca*) y cloruro (CI'), [3].
Los primeros indicios acerca de las bases idnicas de la excitabilidad celular fueron obtenidos de
una serie de estudios fundamentales realizados por Hodgkin y Huxley en el axén gigante del
calamar [4-8]. A partir de estos trabajos pioneros, se describen los cambios en el potencial de
membrana como una consecuencia de cambios en la permeabilidad de la membrana al Na* vy al
K*, sin embargo, fue hasta la década de los 70s del siglo pasado cuando se conocié que dichos
cambios en la permeabilidad membranal eran debidos al funcionamiento de canales idnicos de
naturaleza proteica presentes en la membrana plasmatica a través de los cuales los iones pasan
de un lado al otro de la membrana. El receptor a acetilcolina fue el primer canal del que se
conocié su naturaleza proteica [9, 10] y subsecuentemente se conocid la de los canales de sodio

[11] y de calcio [12] activados por voltaje.



1.3  Canales idnicos

Todas las células cuentan con canales idnicos o receptores asociados a canales idnicos. Los
canales iénicos se encuentran no solo en la membrana plasmatica, sino también en la membrana
de otros organelos celulares como la mitocondria y el reticulo sarcoplasmico, etc. La funcién
candnica principal de los canales idnicos es permitir el movimiento de diferentes tipos de iones a
través de las membranas bioldgicas, manteniendo la homeostasis de la célula. Todas las células,
tanto de organismos unicelulares como multicelulares, incluyendo a las plantas y animales,

utilizan estas proteinas para una amplia variedad de funciones [13].

A diferencia del transporte activo de iones a través de la membrana (el cual requiere de un gasto
energético para llevarse a cabo), el transporte de iones que involucra a los canales idnicos no
requiere de energia, ya que el flujo siempre estd a favor del gradiente de concentracién de la
especie iénica en cuestiéon [1]. Cabe mencionar que la activacion de dichos canales se debe a
diferentes estimulos como pueden ser la unién de un ligando, cambios mecanicos por tension o
distension de la membrana, cambios de pH, temperatura, o por cambios en el potencial de
membrana (Fig. 1). Los canales que se activan por este ultimo tipo de estimulo se denominan

canales idnicos activados por voltaje [14].

1.4  Canales idnicos activados por voltaje

Los canales idnicos activados por voltaje (CIAV) forman una superfamilia de complejos proteicos
transmembranales que comprende a los canales de Na®*, K*, Ca®" y CI', presentes en todas las
células excitables. Esta familia de proteinas es responsable de generar los cambios de potencial
eléctrico y despolarizacién de la membrana, dando como resultado, por ejemplo, un potencial de
acciébn que se propaga para originar alguna respuesta fisioldgica como la liberacion de
neurotransmisores por parte de las neuronas [3, 15]. No obstante, células consideradas no
excitables, como es el caso de los espermatozoides, también expresan algunos tipos de canales
idnicos activados por voltaje que son cruciales para funciones indispensables de la célula [16].
Incluso, mas recientemente, la actividad de los CIAV también ha sido asociada a diferentes tipos

de cancer, sobre todo aquellos de origen epitelial [17, 18].
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por ligando voltaje voltaje dos poros voltaje

Potencial
postsinaptico

Ooo Na* Ooo K* Ooo Ca*

Potencial de accion

Figura 1. Diferentes tipos de canales idnicos. Se ilustran los tipos de canales idnicos involucrados en la excitaciéon y
propagacion de sefales eléctricas en una célula excitable. La generacién de seiales eléctricas (potenciales de accidon
y potenciales postsindpticos) pueden desencadenar cambios en el funcionamiento celular, como por ejemplo, el
inicio de una cascada de sefializacidn, la liberacién de hormonas, o la contraccion muscular. Modificada de [19].

1.5 Canales de calcio activados por voltaje

Los canales de calcio activados por voltaje (canales Cay) desempeiian dos funciones celulares
fundamentales: por un lado contribuyen a la excitabilidad celular mediante el transporte de iones
Ca’* al interior de la célula, lo que provoca despolarizaciones del potencial de membrana (Vi)
gue pueden desencadenar potenciales de accidn o solo fluctuaciones en el V,, que también son
relevantes para la excitabilidad celular. La segunda funcién de los canales Cay consiste en acoplar
precisamente la excitabilidad celular con el metabolismo celular [3], ya que el ca® gue entra a
través de estos canales desempefia diferentes funciones celulares como la sefializacién celular,
metabolismo, liberacién de hormonas y neurotransmisores, contraccion muscular, regulacion

génica, proliferacién y migracién celular [20-22].

La familia de los canales Cay se clasifican generalmente en dos grandes grupos, los canales de alto

umbral de activacién o HVA (por sus siglas en inglés) con un intervalo de voltajes de activacién



entre -30 y -20 mV; este grupo de canales incluye los miembros de la subfamilia Cayl vy los de la
subfamilia Cay2 (Tabla 1). El otro grupo de canales Cay lo constituyen los canales de bajo umbral
de activacion o LVA, los cuales se activan a valores de voltaje cercanos al V,, de varios tipos
celulares (entre -50 y -40 mV). En este grupo solo se ubican los miembros de la subfamilia Cay3

(Cay3.1, Cay3.2 y Cay3.3), y también se les conoce como canales de calcio tipo T [21, 23].

Los canales HVA y LVA también difieren en su composicién molecular. Ambos grupos consisten
de una subunidad principal llamada a1 (Fig. 2A) formada por una proteina de aproximadamente
2000 aminoacidos. Esta subunidad contiene cuatro dominios homdlogos (I a IV) unidos entre si
por asas intracelulares, y cada dominio, a su vez, estd compuesto por seis segmentos
transmembranales (S1 a S6), interconectados por asas intra y extracelulares [24]. Sin embargo,
los canales HVA cuentan con diferentes subunidades accesorias o reguladoras de la actividad de
estos canales (Fig. 2B) [25]. En contraste, a la fecha no se han reportado subunidades accesorias
que regulen la actividad de los canales LVA (Fig. 2C), los cuales solo requieren de la subunidad al
para funcionar y generar corrientes similares a las corrientes de calcio tipo T nativas. No
obstante, algunos trabajos han reportado que la actividad de los canales Cay3 puede ser
modulada en menor grado por las subunidades accesorias de los canales HVA [26-29]. La
subunidad B reside completamente en el citoplasma y es la que modula mds estrechamente las
propiedades biofisicas de los canales HVA (dependencia al voltaje y cinética de la activacién e
inactivacion de la corriente) y actuando como chaperona, regula el trafico de la subunidad al a la
membrana plasmatica. Actualmente se conocen cuatro isoformas de estas subunidades: B1, 82,
B3 y B4 [25]. Otra de las subunidades que acompaiian a los canales HVA es la conocida como
020, descrita por Klugbauer y colaboradores [30]. Actualmente, se han reportado cuatro
subunidades conocidas como 25-1, a20-2, a20-3 y a26-4 [31]. Es una proteina con una regién
extracelular, compuesta por la a2, que se une con la subunidad & mediante la formacién de
enlaces disulfuro. La informacién mas reciente indica que la subunidad & estd anclada a la
membrana a través de un motivo glicosil-fosfatil inositol (GPI), sin atravesar la membrana en su
totalidad (Fig. 2B) [32, 33]. La subunidad a20 tienen una participacién discreta en términos

funcionales sobre la apertura y expresién del canal [34]; en algunos trabajos se ha propuesto a



esta subunidad como posible receptor para farmacos antiepilépticos y analgésicos [34, 35]. Por
ultimo, la subunidad y consiste de cuatro segmentos transmembranales y se han descrito ocho
isorformas (yl1 a y8). También modifica algunas propiedades biofisicas, en particular la
dependencia al voltaje; sin embargo, parece no afectar el nimero de canales que llegan a la

membrana [36-39].

A Subunidad a1

Ext
939

99999
Int

HZN

B Canales HVA N - C

Canales LVA

Extracelular

%?3????%?%?3?%{%?
LLELLLEE
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E”%’%?é?%szsgg
LLLLLIEL

N Intracelular

Figura 2. Estructura de los canales de Cay_ A, Esquema topolégico de la subunidad a1 comun a todos los canales Cay,.
Es una proteina transmembranal (~270 kDa) constituida por cuatro repetidos homdlogos (I a 1V), cada uno de los
cuales se compone de seis regiones transmembranales (S1 a S6) y una asa de poro (P). El segmento S4 presenta
aminodcidos con carga positiva cada 3 posiciones, caracteristica que le permite detectar cambios en el V,,, por lo
que se le conoce como sensor de voltaje. B, C, Representacion esquematica de la composicidn y ensamble molecular
de los canales HAV y LVA, respectivamente. El arreglo tridimensional de la subunidad principal a1 en la membrana
plasmatica forma el poro conductor de iones al centro de la proteina. Obsérvese que en el arreglo de los cuatro
dominios de la subunidad al, uno de ellos (Dominio I) se ha representado los 6 segmentos transmembranales (S1-
S6) como cilindros, y el sensor de voltaje (S4) en color amarillo. En los canales HVA la subunidad al se encuentra
asociada con las subunidades accesorias 023 (en color verde), B (en color melén), y y (en azul); mientras que los
canales LVA estan conformados Unicamente por la subunidad al. La subunidad B es completamente intracelular y se
asocia con la subunidad a1 por medio de la interaccion entre el BID (dominio de interaccion de la subunidad beta) y
el AID (dominio de interaccion de la subunidad alfa). Modificada de [40].



Ademas del voltaje de activacidn, las caracteristicas generales que definen a los canales HVA es
gue presentan una inactivacién lenta, un cierre del canal muy rdpido y una conductancia unitaria
(medicién de la permeabilidad de los iones a través de la membrana) de 24 pico Siemens (pS).
Por el contrario, en los canales LVA dichas caracteristicas son inactivacion rdpida (corriente
transitoria), cinética de cierre del canal de 5-10 veces mas lenta, y conductancia unitaria 3 veces

mas pequefia (8 pS) [41].

Otra clasificacion un poco mds detallada, estd basada en el tipo de corriente que generan cada
uno de estos canales (Tabla 1). Por ejemplo, los canales Cayl generan corrientes tipo L que son
de larga duracién y los canales Cay3 generan corrientes transitorias tipo T. En algunos trabajos, se
reportaron corrientes que no coincidian con las tipo L, ni con las tipo T, por lo que se les
denomind corrientes tipo N [42]. También, se describieron corrientes tipo P/Q en neuronas de
Purkinje y en neuronas granulares de cerebelo. Se denominan corrientes tipo P/Q, debido a que
estos canales son codificados por el mismo gen; sin embargo su diferencia estd dada por una
variante de empalme generada por el procesamiento alternativo del mRNA [43, 44]. Por ultimo,
en células granulares de cerebelo, se encontré un tipo de corriente residual que permanecia
después de haber bloqueado o prevenido las corrientes tipo L, N, P/Q y T, por lo que se le

denomino corriente tipo R [43].

1.6 Estados de transicion de los canales idnicos

El funcionamiento general de los canales idnicos, y en particular el de los canales de calcio
activados por voltaje se esquematiza en la Fig. 3. En respuesta a un pulso despolarizante, los
canales sufren un cambio conformacional que facilita la transicién del estado cerrado del canal
(en reposo, es decir al V,, de la mayoria de las neuronas y células excitables, alrededor de -70
mV) al estado abierto, en el cual ocurre el flujo de iones a través del poro de conduccion del
canal. Sin embargo, después de un tiempo variable en el estado abierto, el canal transita a un
estado no conductor, caracterizado por una reduccion de la amplitud de corriente, denominado
estado inactivado, es decir el canal no se ha cerrado, pero no permite el flujo de corriente.

Posteriormente, al repolarizar el V,, al potencial de reposo, los canales transitan al estado



cerrado (Recuperacién) a partir del cual pueden ser activados nuevamente. Digno de destacar es
gue una vez en el estado abierto, los canales pueden transitar directamente al estado cerrado
(Desactivacion) sin pasar por el estado inactivado, siempre que la repolarizacidon suceda lo

suficientemente rdpido de tal manera que el canal no se inactive. La transicién de un estado a

otro se conoce como gating del canal o “movimiento de las compuertas del canal” [45].

Tabla 1. Caracteristicas que distinguen a los canales de calcio activados por voltaje.

Nombre | Tipo de Localizacion Antagonistas Funcidn en la célula
del canal | corriente especificos
Cay1.1 L Musculo esquelético, tibulos Dihidropiridinas Acople excitacion-contraccion
transversos Fenilalguilaminas
Benzotiazepinas
Cay1.2 L Miocitos cardiacos, células endocrinas, | Dihidropiridinas Acople excitacion-contraccion,
cuerpos celulares neuronales, Fenilalquilaminas liberacion de hormonas ,
dendritas Benzotiazepinas regulacion de transcripcion,
integracion sinaptica
Ca,1.3 L Células endocrinas , cuerpos Dihidropiridinas Liberacion de hormenas,
neuronales y dendritas; miocitos Fenilalguilaminas regulacién de transcripcion,
auriculares cardiacos y células Benzotiazepinas regulacion sinaptica, marcapaso
marcapaso, célula coclear del cabello cardiaco, neurotransmision en
células sensoriales
Ca,1.4 L Células bastén y bipolar de la retina, Dihidropiridinas Neurotransmision en
medula espinal, glandula adrenal, Fenilalquilaminas fotorreceptores
células cebadas Benzotiazepinas
Cay2.1 P/IQ Terminales nerviosas y dendritas ; w-Agatoxina IVA Neurotransmision, transitorios
células neuroendocrinas de Ca?* dendriticos, liberacion
de hormenas
Ca2.2 N Terminales nerviosas y dendritas; w-Conotoxina GVIA | Neurotransmision, transitorios
células neuroendocrinas de Ca2* dendriticos, liberacion
de hormonas
Ca2.3 R Cuerpos celulares neuronales y SNX-482 Disparo en rafaga del potencial
dendritas de accion, transitorios de Ca?*
dendriticos
Cay3.1 T Cuerpos celulares neuronales y Mibefradil Marcapaso, disparo en rafaga
dendritas; miocitos del musculo liso y del potenciales de accion
cardiaco
Ca,3.2 T Cuerpos celulares neuronales y Mibefradil Marcapaso, disparo en rafaga
dendritas; miocitos del musculo liso y del potenciales de accion
cardiaco; espermatogonias
Ca3.3 T Cuerpos celulares neuronales y Mibefradil Marcapaso, disparo en rafaga
dendritas del potenciales de accion

Modificada de [46].
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Es importante mencionar que la representacién grafica de la Fig. 3 es bastante simplista, pues las
transiciones de un estado a otro no son necesariamente en la secuencia que se muestra en la
misma. Por ejemplo, los canales Cay3.1 (canal tipo T) pueden transitar del estado cerrado al
estado inactivado sin pasar por el estado abierto [47]. Sin embargo, para los fines del presente

manuscrito solo se esquematizan los estados y transiciones mas generales (Fig. 3).
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t }

Recuperacion de la inactivacion

Figura 3. Estados conformacionales principales por los que transitan los canales Cay,3. La activacién del canal
sucede por la transicion del estado cerrado (en reposo) al abierto que permite el paso de iones a través del poro de
la proteina del canal. La inactivacion se caracteriza por ser un estado no conductor, no obstante que el canal no se ha
cerrado, es decir, el estado inactivado es un estado abierto no conductor. Y por ultimo, la desactivacion del canal,
que refleja la transicion del estado abierto al cerrado, sin pasar por el estado inactivado. Modificada de [48].

2 ANTECEDENTES

2.1  Amilorida como bloqueador de los canales de calcio tipo T

La amilorida (3,5-diamino-6-cloro-N-(diaminometilideno)pirazina-2-carboxamida) es un farmaco
utilizado como diurético de tipo ahorrador de potasio para tratar la hipertension arterial. Su
efecto es mediado a través de su interaccién de alta afinidad con el canal de sodio epitelial
(ENaC) presente en el rifidn, su blanco molecular primario [49]. Fue sintetizado por laboratorios
Merck Sharp & Dohme’s en 1965 [50] y aprobado dos afos después para usarse en la clinica

(Fig. 4A).
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La ICso (concentraciéon requerida para bloquear el 50% de la corriente de los canales de Na®)
reportada para este compuesto varia de acuerdo a las condiciones experimentales que se
utilicen, desde 0.1 hasta 1 uM [51]. La amilorida es una base débil con pH fisiolégico y su forma
cationica es la Unica biolédgicamente activa. Esto permite inferir que amilorida bloquea el canal
por la interaccién con el sitio de unién a Na* [52]. Posteriormente, varios trabajos reportaron que
la amilorida también interacciona con los canales de calcio tipo T, bloqueando las corrientes
nativas de estos en diferentes preparaciones experimentales [53, 54].Recientemente se ha
demostrado el bloqueo de las corrientes de calcio en canales tipo T recombinantes, confirmando
un bloqueo diferencial de esta subfamilia de canales Cay por el diurético [55]. Existe cierta
controversia en considerarlo como un bloqueador selectivo de los canales Cay3, debido a que la
ICso se encuentra en las decenas y hasta cientos de uM para los tres canales tipo T (Cay3.1, Cay3.2
y Cay3.3). El canal mas sensible de estos tres al bloqueo por amilorida, lo representa el canal
Cayv3.2 o alH, ya que estudios recientes de nuestro grupo de trabajo han demostrado que la
amilorida bloquea con una ICsy de aproximadamente 60 UM las corrientes de este canal (Fig. 4B).
Ademas de que el diurético modifica las propiedades biofisicas de los canales de calcio tipo T de

manera diferencial [55].
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Figura 4. Estructura del diurético amilorida y curvas dosis respuesta del bloqueo de los canales Ca,3 por amilorida.
A, Estructura de la amilorida en imagen 2D [56]. B, Curvas dosis-respuesta del bloqueo de los canales Cay3 por el
farmaco amilorida. Se observa claramente que se necesita una concentracion 10 a 15 veces menor de amilorida para
bloguear el 50% de los canales Ca,3.2 con respecto a Ca,3.1y Ca,3.3. Adaptada de [55].
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2.2 Busqueda del sitio de union de la amilorida en el canal Cay3.2

A partir de los resultados sobre el bloqueo diferencial que ejerce la amilorida en el canal Cay3.2
con respecto a los otros dos miembros de la subfamilia Cay3 [55], en el laboratorio del Dr.
Gomora se inicié la busqueda del sitio o sitios de unidn de la amilorida en la proteina del canal
Cay3.2. Para ello se recurrié a una estrategia experimental que involucra fisica computacional. En
otras palabras, el objetivo fue identificar el sitio de unién de la amilorida en el canal Cay3.2
mediante simulaciones de acoplamiento molecular (docking) en un modelo de la estructura

tridimensional del canal Cay3.2.

Debido a que a la fecha no existe la estructura cristalografica de los canales de calcio tipo T,
inicialmente se utilizé como molde la estructura cristalografica del canal de potasio KcsA activado
por pH (Cddigo de acceso en el Protein Data Bank: 1K4C) [57], para generar un modelo por
homologia de los tres canales Cay3 [55, 58]. Cabe mencionar que los modelos generados en ese
momento solo incluian los segmentos S5 y S6 de los cuatro dominios de la subunidad al del
canal (Fig. 5). Estos modelos se utilizaron previamente para obtener algunas evidencias
referentes al mecanismo de bloqueo de los canales Cay3 por el acido niflimico [59]. A partir de
los analisis de las simulaciones de docking en los modelos tridimensionales de la Fig. 5, se obtuvo
una lista de aminoacidos que podrian formar el sitio de union de la amilorida en el canal Ca\3.2,
mismos que representan la primera serie de mutaciones a construir en el presente trabajo de
tesis (Tabla 3). Como se puede observar en la Fig. 5B, las simulaciones de docking sugieren dos
posibles sitios de union de la amilorida en el canal Cay3.2, sin embargo, debido a que
experimentos electrofisioldgicos sugieren que el sitio 1 (circulo rojo en Fig. 5B) es mas sensible al
bloqueo por amilorida que el sitio 2 que se ubica mds cerca de la cara intracelular del canal
Cay3.2 [55], el presente trabajo se enfocd en los aminoacidos del sitio 1 para investigar su

participacién en la interaccién con la amilorida.

2.3 Modelo tridimensional del canal Cay3.1 y sitio de unidn del antagonista TTA-A2.
Paralelamente a la realizacion del presente trabajo de tesis, mi compafiero de laboratorio

Eduardo Chavez Colorado generd un nuevo y significativamente mejorado modelo tridimensional
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del canal Cay3.1. En este caso, Eduardo realizd un extenso y profundo andlisis de los diferentes
tipos de canales idnicos cristalizados hasta ese entonces, principalmente de varios tipos de
canales Nay de células procariotas y decidio utilizar las estructuras del canal Nay aislado de
Arcobacter butzleri (PDB: 4MS2 y 3RVY) [60, 61]. Las razones para tal decisidon fueron que los
canales de sodio son mas parecidos a los canales Cay3 (por secuencia proteica y caracteristicas
electrofisioldgicas), el canal NaV de A. butzleri contiene 24 segmentos transmembranales
arreglados en cuatro Dominios como los canales Cay3 (Fig. 2A), solo se excluyeron las regiones
intracelulares, que unen a cada uno de los cuatro dominios, asi como los extremos amino vy
carboxilo de la proteina. Asi, el modelo que se obtuvo es una mejor representacion del canal
completo y no solo del dominio del poro (como los modelos de la Fig. 5); ademas, el canal Nav

que se empled como modelo es activado por voltaje como los Cay3 y no por pH como el KcsA.

Arg\1813
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Figura 5. Modelos tridimensionales de los dominios del poro de los canales Ca\3 y acoplamiento molecular de la
amilorida. Modelos tridimensionales de los canales Cay3.1 (A), Cay3.2 (B) y Cay3.3 (€) obtenidos por homologia con
el canal KcsA (PDB 1K4C). En cada canal se indica con circulos los sitios probables de unién de la amilorida obtenidos
mediante simulaciones de docking. Notese que en el canal Cay3.2 se obtuvieron dos posibles sitios, uno ubicado
hacia la regidn extracelular del canal y el segundo (circulo verde) mas cercano a la region citoplasmatica del canal.
Los paneles centrales muestran un acercamiento de cada uno de los sitios de unidn con la molécula de amilorida
incluida. Los paneles inferiores ilustran los aminoacidos propuestos para formar cada uno de los sitios de union (en
lineas rojas) y el arreglo de la amilorida en cada uno de ellos (lineas azules). PD, indica el dominio del poro de cada
uno de los cuatro Dominios de la subunidad al. Modificada de [58].
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El modelo obtenido por Eduardo fue utilizado para realizar simulaciones de docking con el
compuesto TTA-A2 (Fig. 6), un antagonista de los canales de calcio tipo T (TTA: T-Type
Antagonist), desarrollado, junto con otros compuestos como el TTA-P2 y TTA-Q4, en 2009 por los
laboratorios de investigacion de la compafiia Merck (West Point, PA, EUA) [62]. La caracteristica
de estos TTAs es su considerable potencia para bloquear los canales tipo T, con ICsgs alrededor de
1 uM, por lo que se les considera bloqueadores con alta afinidad por estos canales de calcio.
Particularmente, el interés de Eduardo y nuestro grupo de investigacion se concentrd
principalmente en el compuesto TTA-A2. En varios trabajos se ha reportado el bloqueo selectivo
de los canales de calcio tipo T, cuya actividad se relaciond con la respuesta analgésica y
desordenes psiquiatricos [63-65]; de ahi, la importancia de su estudio como antagonista de

canales de calcio para posibles usos terapéuticos.

En resumen, las simulaciones de docking con el TTA-A2 y el modelo tridimensional del canal
Cay3.1, proporcionaron informacién de la existencia de una regién en la cavidad central del canal
como posible sitio de unién del TTA-A2 (Fig. 6A). En particular, se encontré que un residuo de
glutamina (posicion 1805 de la proteina) que forma parte de la hélice alfa del segmento S6 del
dominio IV, tiene un papel crucial en la unién del TTA-A2 a la proteina del canal Cay3.1 (Fig. 6B).
La cadena lateral de la Q1805 se orienta hacia la luz de la cavidad central y parece interactuar
energéticamente con el farmaco, de tal forma que si se substituye dicho aminodacido por otro
(alanina, prolina, arginina, serina, o treonina), el bloqueo del TTA-A2 disminuye en 66% con
respecto al que se observa en presencia de la Q1805 (Fig. 7) [66]. El acceso del TTA-A2 (y sus
analogos como el TTA-P2) podrian estar accediendo a la cavidad central a través de la
“fenestraciones” o aberturas laterales del modelo del canal Cay3.1 (Fig. 6B). Tales fenestraciones
comunican la cavidad central con la bicapa lipidica de la membrana plasmatica, su existencia se

ha demostrado en los canales Nay [67].
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Figura 6. Modelo tridimensional del canal Cay3.1 generado por homologia con el canal NaV de Arcobacter butzleri
y sitio de unidn del TTA-A2. A, Modelo tridimensional de la estructura del canal Cay3.1. Se muestran las 24 hélices
alfa de los segmentos transmembranales (en representacidn de listones) y las asas extracelulares (lineas curvas). En
el recuadro se muestra un acercamiento de la cavidad central con la molécula del TTA-A2 (estructura en lineas gris
oscuro marino) mostrando los aminoacidos con los que estaria interactuando para formar su sitio de unién. La
ubicacion de la glutamina 1805 es indicada con un circulo rojo. Al pie del modelo se presenta la estructura del TTA-
A2. B, Esquema de la estructura del poro del canal Cay\3.1 formado por los segmentos transmembranales S5 y S6 de
cada dominio, aunque solo se muestran los del Dominio Il (color magenta) y IV (color verde). El filtro de selectividad
se origina por el asa que une dos hélices alfa (P1 y P2). La superficie gris representa la cavidad central y algunas rutas
de acceso al poro. La ruta de acceso vertical es el poro de conduccién, mientras que en la parte inferior no se
observa una salida debido a que el modelo fue obtenido a partir de la estructura de un canal en el estado cerrado
[67]. Las rutas de acceso horizontales (fenestraciones) permiten la entrada de moléculas hidréfobas (como podrian
ser los TTAs) a través de la membrana. Modificada de [68].
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Como se puede inferir, la lista de aminodcidos por los que se sustituyé la Q1805, abarca todo el
espectro de propiedades fisicoquimicas de los aminodcidos. Primeramente, se propuso alterar la
interaccidon del TTA-A2 con su sitio de unidn, por lo que se intercambié por una alanina (A);
debido a que la cadena lateral de este residuo contiene solo un grupo metilo, su reactividad en
términos energéticos es muy baja, y no altera la estructura de hélice alfa de los segmentos
transmembranales. De hecho, el “scanning” o tamizaje de alaninas es la estrategia mas usada
para estudiar la contribucién de un aminoacido a la funcidn, estabilidad y forma de dicha regién
proteica [69-72]. Ademas, también se investigd el efecto de las substitucién por una prolina (P),
para alterar (“romper”) la estructura terciaria de la hélice alfa y por lo tanto, afectar
sustancialmente el sitio de unién al farmaco [73, 74]. En el caso del intercambio por una arginina
(R), se hace con el propdsito de que ésta funcione como una sonda, debido a su larga cadena
lateral [72]; asi se puede ubicar indirectamente las regiones de la proteina donde podria
encontrarse un probable sitio de unién a un ligando. Finalmente, las substituciones por serina (S)
y treonina (T) permiten explorar el papel de residuos hidrofdbicos sin perturbaciones drasticas

como las inducidas por la prolina.

El resumen de los resultados obtenidos al explorar el efecto del TTA-A2 en algunas de las
mutantes construidas en base a las simulaciones de docking en el canal Cay3.1, se presenta en la
Fig. 7. Se puede observar que el bloqueo de las mutantes Q1805A, Q1805P, y Q1805R inducido
por el TTA-A2 fue solamente un tercio o menos, del observado en el canal Cay3.1 silvestre, es
decir, cuando la Q1805 se mantuvo en su posicion. Lo anterior sugiere que esta glutamina es
parte fundamental en el sitio de union del TTA-A2 en el canal Cay3.1. En este sentido, se realizé
un alineamiento de las secuencias de los tres canales Cay3 para conocer si dicho residuo se
conserva en los canales Cay3.2 y Cay3.3. En la Fig. 7B se muestra el resultado de dicho
alineamiento y confirma que la glutamina es conservada en los canales de calcio tipo T, pero,
interesantemente, no en los canales HVA tipo L (Cay1.2). Estos resultados marcaron la pauta para
determinar si el mismo sitio de uniéon de alta afinidad existe en el Cay3.2, asi como para evaluar si
el farmaco amilorida interactda de alguna manera con la glutamina del S6 conservada en el canal

Cay3.2 (Fig. 7B).
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Figura 7. La glutamina Q1805 forma parte del sitio de union del TTA-A2 en los canales Ca,3.1 y se conserva
Unicamente en la subfamilia de canales Ca\3. A, Porcentaje de bloqueo (promedio + error estandar) inducido por 3
1M de TTA-A2 en el canal Cay3.1 silvestre y las mutantes indicadas. Se observa claramente que el efecto del TTA-A2
es modificado por las substituciones indicadas de la glutamina Q1805. Modificada de [68]. B, Alineamiento de las
secuencias de los segmentos S6 de los tres miembros de la subfamilia Cay3 (tipo T), y el de un canal HVA tipo L
(Cay1.2). La glutamina (Q, en verde) se conserva Unicamente en los canales tipo T.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al bloqueo preferencial que ejerce la amilorida en el canal Cay3.2 con una diferencia de
un orden de magnitud con respecto a los otros dos miembros de los canales tipo T (Cay3.1y
Cay3.3), resultara importante encontrar el sitio de unién a la amilorida en el canal Cay3.2, asi
como establecer si este sitio de union es diferente al descrito por nuestro grupo de investigacion
en el canal Cay3.1 para los bloqueadores tipo TTA. La informacién estructural del canal Cay3.2
existente al momento de iniciar el presente trabajo de tesis consistia en un modelo
tridimensional de la proteina obtenido por homologia con el canal de potasio KcsA. Cabe
mencionar, que hasta este momento, no existen estructuras cristalograficas de los canales de

calcio tipo T.

Un modelo tridimensional de Cay3.2 y simulaciones de docking, pueden proporcionar
informacién bdsica fundamental sobre la interaccion farmaco-proteina, misma que puede ser
relevante para disefiar farmacos de manera racional que tengan una mayor afinidad vy
especificidad sobre estos canales. El propdsito final es el de generar informacion cientifica que
pueda contribuir al tratamiento de los padecimientos en los que este canal se ha involucrado
tales como respuesta analgésica de neuronas de sistema nervioso periférico, [75], ataxia

cerebelosa [76] epilepsia [77], autismo [78], desordenes cognoscitivos [79] y cancer [80].

4 OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener informacion estructural del sitio de unién de la amilorida en el canal Cay3.2.

Objetivos Particulares
e Construir mutantes del canal Cay3.2 en los dominios | y IV a partir de la informacién
proporcionada con las simulaciones de docking en el modelo tridimensional del canal

Cay3.2 obtenido por homologia con el canal de potasio KcsA.
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Investigar el efecto de las mutaciones del canal Cay3.2 en el bloqueo por amilorida, en
comparacion con el observado en el canal silvestre.

Cuantificar el bloqueo de las mutantes Q1805A, Q1805R, Q1805S, Q1805P del canal Cay3.1
por el farmaco amilorida.

Obtener las mutantes Q1848G, Q1848R y Q1848P a partir de la mutaciéon puntual en la
posicién Q1848 del canal Cay3.2, equivalente a la glutamina Q1805 en el canal Cay3.1
Cuantificar el bloqueo de las mutantes Q1848G, Q1848R, Q1848P inducido por la amilorida

y el compuesto TTA-A2 para comparar con el canal silvestre.

HIPOTESIS

Si el sitio de union de la amilorida estd formado por los aminoacidos o algunos de ellos,
sugeridos por las simulaciones de docking en el modelo del canal Cay3.2, entonces la
mutacion puntual de tales aminoacidos, deberd modificar el bloqueo del canal Cay3.2

inducido por el diurético.

Debido a las diferencias estructurales entre amilorida y el TTA-A2, asi como las diferencias
en la ICsg de cada uno de ellos, es posible anticipar que el sitio de unién a la amilorida no

corresponde con el descrito previamente para TTA-A2 en el canal Cay3.1.

Considerando que el sitio de unién del TTA-A2, sugerido por el modelo basado en el canal
Cay3.1, se conserva también en Cay3.3 y que dicha secuencia también se conserva en el
canal Cay3.2, entonces el sitio de union del TTA-A2 también debera conservarse en el canal

Cay3.2.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Construccion de canales mutantes del canal Cay3.2

Para generar cada una de las mutaciones puntuales en el canal Cay3.2 (Tabla 3), se utilizd la
técnica de extension por empalme de PCR también conocida como PCR SOEing [81, 82].
Brevemente, el molde de DNA para generar la reaccidon fue el DNA complementario (cDNA) del
canal Cay3.2 (GenBank AF051946) [83]. Para cada mutante se utilizaron cuatro oligonucleétidos o
primers. Dos de ellos, funcionan como iniciadores o cebadores para delimitar el fragmento de
DNA mutante (primers candado), y los otros dos son los primers mutagénicos, mismos que en su

secuencia contienen la mutacidn a introducir.

La técnica de PCR SOEing consta de tres reacciones (Fig. 8). La primera (PCR1), fue producida con
el primer candado sentido (Forward) y el primer muta-génico antisentido (Reverse). La segunda
(PCR2), incluye el primer candado antisentido y al primer muta-génico sentido. Para ambos casos
como ya se menciond anteriormente, se utilizdé como molde el DNA que codifica para el canal
Cay3.2; ademads de la polimerasa Deep Vent (New England Biolabs; Ipswich, MA, EUA), dNTP’'s
(25 mM, Invitrogen, Carlsbad CA, EUA); amortiguador y H,0 para un volumen final de 50 pl. La
tercera reaccidon (PCR3), consistié en la amplificacién del fragmento mutante completo, para lo
cual se utilizdé como templado a las reacciones PCR1 y PCR2 en concentraciones equimolares,

ademas de los primers candado y los reactivos antes mencionados.

Las reacciones de PCR, se llevaron a cabo en un termociclador Veriti (Applied Biosystems,
Carlsbad CA, EUA), utilizando las siguientes condiciones de reaccién: una primera etapa que
consiste en un ciclo de desnaturalizacion de DNA (30 s a 94°C). La segunda etapa, consté de 33
ciclos consecutivos con tres fases cada uno de ellos: desnaturalizacidn (30 s a 94° C). hibridacion
(30 sa61°C); y extensién (90 s a 72°). La tercera y ultima etapa, tuvo como propdsito la extension
final del producto (5 min a 72°). Todos los productos generados por PCR, fueron caracterizados
por electroforesis para comprobar que se obtuviera el tamano esperado del fragmento mutante.
Los productos de la PCR3, fueron purificados y clonados en un vector de transito para amplificar
el DNA vy regresarlos finalmente al canal completo Cay3.2 contenido en el vector pcDNA3 (WT)

para generar cada uno de los canales mutantes. El vector de transito utilizado fue el
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pJET 1.2/Blunt del kit CloneJET PCR Cloning (Fermentas-Thermo Scientific Waltham, MA, EUA).
La ligacidn, se llevd a cabo en un volumen final de 20 ul, a 22°C durante 30 min, de acuerdo a las

indicaciones del vendedor.
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Figura 8. Esquema general de la técnica de PCR SOEing o extension por empalme utilizada en la mutagénesis del
canal Ca\3.2. Se ilustran las tres reacciones de PCR que se realizaron para generar el fragmento de DNA que contiene
la mutacion puntual, el cual se subclond en el vector de expresion pJET1.2/Blunt conformado 2974 pb y que contiene
dos sitios de restriccidn para Bgl Il, flanqueando el sitio de ligacidn de los fragmentos de PCR. Tomada de [68].

Un volumen, generalmente de 7 ul de la ligacidn, se utilizd para transformar bacterias E. coli
DH5a para incorporar a la célula procarionte el pldsmido que contenia al vector de clonacion,
mas el fragmento mutante. Las bacterias fueron sembradas en placas de agar con medio de
lisogenia (LB) suplementado con 100 pg/ml de ampicilina e incubadas a 37°C durante 16 h.
Posteriormente, se seleccionaron varias colonias de cada placa y se amplificaron en medio LB
liguido con ampicilina; nuevamente incubando a 37°C durante 16 h, con la diferencia que en esta

ocasion el cultivo se mantuvo en constante agitacion a 250 rpm.
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Por ultimo, a partir de estos cultivos de bacterias se realizé la extraccion y purificacion del DNA
plasmidico mediante un procedimiento estandar de lisis alcalina [82]. La presencia del fragmento
mutante ligado en el vector, se comprobé por andlisis de restriccién del DNA plasmidico con la
enzima Bgl Il, separado por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio. Finalmente, el DNA plasmidico con el inserto del tamafio correcto fue enviado a
secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular del IFC, para comprobar la presencia de la mutacién
deseada. Una vez confirmada la presencia de la mutacién deseada, el fragmento de DNA que
contiene la mutacidn fue ligado en el pldsmido que contiene la secuencia completa del canal
Cay3.2 (pcDNA3.1-Cav3.2), mediante la estrategia de corte y pegado utilizando diferentes
enzimas de restriccidon y la enzima T4 DNA Ligasa (New England Biolabs). Para las mutantes del
dominio | de la subunidad alH del canal Cay3.2, se utilizé la enzima Asc | (ver Fig. 10) y para las

del dominio IV, se utilizaron las enzimas Avr II, Age | y Xba | (ver Fig. 11).

Tabla 3. Mutantes del canal Ca,3.2 utilizadas en el presente trabajo

Dominio | N (287) S,Y,E, D,H N287S, N287Y, N287E, N287D, N287H
Dominio IV S (1836) AR, P S1836A, S1836R, S1836P

Dominio IV P (1837) F 1S TY P1837F, P1837I, P1837S, P1837T, P1837Y
Dominio IV Q (1848) G,R,P Q1848G, Q1848R, Q1848P

Se utilizé la nomenclatura de una sola letra para identificar a los diferentes aminodcidos. Entre paréntesis, se
indica la posicion que ocupa cada aminodcido dentro de la secuencia completa de la proteina del canal Cay3.2
(UniProt 095180).

6.2 Cultivo y transfeccion de células HEK-293 con los canales Cay3.

Las células HEK-293 constituyen una linea celular inmortalizada, aislada de un tumor renal de
embridn humano y se utilizan frecuentemente como sistema de expresion heterélogo, ya que
tienen la ventaja de carecer de corrientes de calcio nativas. Las células se crecieron en
monocapas sobre cajas Petri de plastico, de 100 mm de didmetro, utilizando medio de cultivo
DMEM (GIBCO-Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), suplementado con 10% de suero
fetal bovino, penicilina y estreptomicina 100 pg/mL. Los cultivos de células HEK-293 fueron
mantenidos bajo condiciones estandar de incubacién: temperatura de 37°C y una atmosfera

humeda con 95% de O, y 5% de CO,.
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Todos los registros de corrientes de calcio presentadas en esta disertacidn, se obtuvieron de
células HEK-293 transfectadas transitoriamente con los canales Cay3 silvestres y mutantes. Cada
transfeccidon se realizd en cajas Petri de 35 mm con una confluencia celular de 70 a 80%,
utilizando el protocolo de jetPei (Polyplus Tranfection, lllkirch, Francia). Se transfecté el cDNA de
las subunidades al de los canales Cay3.1 y Cay3.2 (silvestres y mutantes), ademds del cDNA de la
proteina verde fluorescente (GFP), que sirvié como gen reportero. Después de 24 a 72 h de la
transfeccidn, se realizaron los registros electrofisioldgicos para investigar la actividad de los

canales Cay3, solo en aquellas células que expresaron la GFP.

6.3 Sembrado de células para registro electrofisiolégico

Una vez transcurridas las primeras 24 h después de la transfeccién, se resembraron las células de
la caja Petri de 35 mm donde se llevd a cabo la transfeccion de las mismas. Primeramente se
retird el medio de cultivo y luego se realizé un lavado con una solucién amortiguadora de
fosfatos conocida como PBS. Posteriormente, las células se despegaron mediante una incubacién
de 3-5 min con una solucién que contenia 0.05% de tripsina y 0.53 mM de EDTA. Finalmente, las
células se disociaron al adicionar 1 ml de medio completo y resuspender mecanicamente con la
ayuda de la micropipeta de 1 ml. Una alicuota (100-120 uL, generalmente) de esta suspensién
celular fue sembrada en otra caja Petri de 35 mm, la cual ya contenia 1.9 ml de medio DMEM
suplementado y pequeiios cubreobjetos de vidrio (de alrededor de 25 mm? de 4rea) en el fondo
de la misma. A la caja Petri de 35 mm con el remanente de las células transfectadas, se le agregd
1 ml de medio completo y al igual que la caja Petri con las células para registro, fueron
mantenidas nuevamente en condiciones estandar de incubacién durante al menos dos horas

antes de iniciar los registros electrofisioldgicos.

6.4 Experimentos electrofisiolégicos
6.4.1 Soluciones de registro
Los registros electrofisioldgicos requieren de soluciones para simular el ambiente intracelular y

extracelular de la célula bajo estudio. En nuestras condiciones experimentales, las soluciones
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internas (contenidas dentro de la pipeta del electrodo de registro) y externas (con las que se

perfunde continuamente la cdmara de registro) contenian la siguiente composicién:

e Solucion interna 8A: 135 mM CsCl, 2 mM CaCl,;, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES,
4 mM ATPy 0.3 mM TRIS GTP. pH = 7.4 ajustado con CsOH.
e Solucién interna 12: 115 mM CsCl, 20 mM CsF, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA,
10 mM HEPES. pH = 7.4 ajustado con CsOH.
e Solucién externa 39: 160 mM Cloruro de tetra-etil-amonio (TEA-CI), 10 mM HEPES y
5 mM CaCl,. pH = 7.4 ajustado con TEA-OH.
e Solucién externa 17: 155 mM TEA-CIl, 10 mM HEPES y 10 mM CaCl,.
pH = 7.4 ajustado con TEA-OH.
e Soluciéon externa 36: 140 mM TEA-Cl, 10 mM HEPES y 20 mM CaCl,.
pH = 7.4 ajustado con TEA-OH.

Cabe mencionar, que la solucién interna 8A, se suplemento con 4 mM de Mg-ATP y 0.3 mM de
Tris GTP, para prevenir cualquier posible “rundown” de la corriente de calcio durante los
registros electrofisiologicos [84]. La solucién interna 12; se utilizd para asegurar que la corriente
de fuga (leaky) fuera minima durante el registro; sobre todo de aquellas mutantes que
expresaron corrientes pequefias (usualmente menores a 50 pA de amplitud). La inclusién de
fluoruro de Cesio (CsF) en dicha solucidn, proporciona una mayor estabilidad al sello de alta

resistencia entre la pipeta de vidrio y la membrana celular.

6.4.2 Electrodos de registro

Las pipetas o electrodos de registro, se construyeron a partir de capilares de borosilicato
(TW150-3; WPI Inc., Sarasota, FL, EUA). Primeramente, estos capilares fueron cortados con un
estirador horizontal, modelo P-97 (Sutter Instrument Co., Novato, CA, EUA). Después de esto, las
pipetas recién formadas, fueron pulidas con calor, utilizando una microforja (MF-830; Nerishigue
Co. Japon) con el fin de eliminar cualquier irregularidad en la punta del electrodo de vidrio
generada al momento del estiramiento de las pipetas. Para todos los registros, Unicamente se

utilizaron electrodos con una resistencia de 2 a 4 MQ, una vez llenados con solucién interna.
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6.4.3 Registro de corrientes de calcio con la técnica de patch-clamp

El registro de la actividad de los canales de calcio se llevé a cabo con la técnica de patch-clamp o
por su traduccién al espafiol: “fijacion de voltaje en pequefias areas de membrana”, en la
modalidad de célula completa (whole-cell) [85, 86]. El sistema de registro utilizado para la
realizacion de dichos experimentos electrofisiologicos, consiste de un amplificador de patch-
clamp modelo Axopatch 200B conectado a una interface Digidata 1322 A/D (Fig. 9). Esta ultima
se encarga de convertir las sefiales analdgicas provenientes de la célula en sefiales digitales para
ser almacenadas en una computadora, la cual tiene instalado el software de pClamp versién 9.02.
Este software permitié disefiar y aplicar los diferentes protocolos de voltaje utilizados para el
registro electrofisioldgico, asi como fijar el potencial de mantenimiento deseado. El amplificador,
la interface y el software de adquisicidon de datos se obtuvieron de Molecular Devices (Sunnyvale,

CA, EUA).

La técnica de patch-clamp, consiste bdsicamente, en aislar eléctricamente, una pequefia drea de
la membrana celular (parche), contenida en una pipeta de vidrio de aproximadamente 1
micrometro de didmetro. Como resultado, se obtiene la formacién de un sello de alta resistencia
(del orden de giga ohmios GQ), entre la punta de la pipeta de registro y la superficie de la
membrana celular. Para incrementar la resistencia del sello, se requiere aplicar presion negativa
(succidn) a través de la pipeta. La formacién del sello es monitoreada constantemente mediante
la aplicacidn de un pulso de voltaje (5 mV) al electrodo de registro, lo que se detecta como una
corriente resistiva mediante el electrodo de tierra que se encuentra en contacto con la solucién
de la cdmara y el cual cumple con la funcién de detectar todas las corrientes que fluyen tanto del
electrodo de registro como de la célula bajo estudio hacia la cdmara de registro. Una vez logrado
el gigasello (> 1GQ) entre la punta de la pipeta de registro y la membrana de la célula a estudiar,
se aplica un voltaje constante llamado potencial de mantenimiento (HP) de -100 mV, el cual
funciona como potencial de membrana (V,,). Acto seguido, se rompe el sello, permitiendo que la
composicion iénica del medio intracelular se equilibre casi instantdneamente con la de la
solucidn interna contenida en la pipeta de registro. Finalmente, se cancelan de manera analdgica

las espigas de corriente capacitiva asociadas a la instalacion y corte de los pulsos



26

hiperpolarizantes de 5 mV. Una vez cancelados los transitorios capacitivos, se registra la
actividad de los canales presentes en la membrana plasmatica de la célula; para esto, se aplican

diversos protocolos de voltaje que se ajustan a la actividad de los canales que se quiera estudiar.

Figura 9. Esquema del sistema de registro empleado en los experimentos de patch-clamp. A, Fotografias que
muestran células HEK 293 transfectadas con las subunidades a de los canales Cay3 y que se encuentran sobre un
cubreobjetos en el fondo de la camara de registro. Arriba, se enfoca la célula, justo en el centro de la X formada con
las lineas negras de los oculares del microscopio. En medio, el mismo campo mostrando la fluorescencia de la
proteina verde. Abajo, se muestra la célula seleccionada con la pipeta de registro con la que se formé el sello de alta
resistencia. B, Componentes generales del sistema de registro. a) Mesa antivibratoria para evitar algin movimiento
que pueda interferir con el registro o estabilidad del sello. b) Sistema de perfusiéon impulsado por gravedad. c)
Valvula giratoria de 6 vias para seleccionar las soluciones externas y dirigirlas a una salida en comun parar irrigar la
camara de registro. d) Microscopio 6ptico invertido para poder observar las células que se van a registrar. e) Camara
de registro para colocar e inundar de solucidn los cubreobjetos donde estan adheridas las células. f) Cabezal o
headstage que contiene el amplificador operacional para inyectar y registrar las sefales de corriente g)
Micromanipulador eléctrico para poder realizar pequefios movimientos que faciliten el movimiento del electrodo
hacia la célula. h) Amplificador de patch-clamp para mandar y controlar las sefiales de corriente. i) Interfase o
convertidor para transformar la informacion generada por el amplificador y poder ser interpretada por el software
pClamp 9.2. j) Monitor y k) Unidad central de procesamiento. Modificada de [87].

6.4.4 Protocolos de voltaje

Basicamente, se utilizaron dos tipos de protocolos de voltaje, ambos aplicados a partir de un HP
de -100 mV. El primero de ellos, denominado pulso uUnico (SP), que consiste en un pulso
despolarizante a -10, -20 o -30 mV de 150 ms de duracién, aplicados cada 10 s (0.1 Hz).

Dependiendo de la concentracién del acarreador de carga, se utiliza uno u otro de estos pulsos;
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para 5 mM de calcio en la solucidn externa por ejemplo, se utiliza el pulso a -30 mV.
Previamente, en nuestro laboratorio bajo tales condiciones experimentales la maxima amplitud
de la corriente de calcio entrante en los canales Cay3, se alcanza a -30 mV. Este protocolo, se
utilizé para registrar constantemente la amplitud de la corriente de calcio y sus variaciones

debidas a la perfusién de cualquier fdrmaco o compuesto a la cdmara de registro.

El segundo protocolo fue el IV-100, el cual consiste en una serie de pulsos de 100 ms de duracidn
a voltajes que van desde -80 hasta +80 mV, en incrementos de 10 mV. Los datos obtenidos con
este protocolo, permitieron observar la activacion de la corriente en funcién del voltaje, el voltaje
al cual se obtiene la corriente de mayor amplitud y establecer si el efecto de algun farmaco

modifica estos parametros.

6.5 Analisis de datos

Los datos obtenidos, fueron analizados y graficados con el software Clampfit de pClamp 10.4 en
combinacidn con los programas de Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
EUA) y Prism 6.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Todos los resultados, se expresan
como el promedio * el error estandar de la fraccion de corriente bloqueada con los farmacos
amilorida o TTA-A2. Se utilizd la prueba estadistica t de Student para comparar los promedios y
evaluar diferencias significativas entre los grupos. Se consideraba una diferencia significativa,

cuando el valor de P fue menor a 0.05 con un intervalo de confianza de 95%.
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7 RESULTADOS

7.1 Construccion de los canales mutantes

El primer objetivo de la presente tesis fue construir los canales mutantes sugeridos por los las
simulaciones de docking de la amilorida con el modelo del canal Cay3.2, obtenido a partir de su
homologia con el canal de potasio KcsA (ver Tabla 3). De los varios aminoacidos sugeridos por el
docking, se decidié mutar a 3 de los aminodacidos propuestos, la asparagina 287 (N287, Dominio
1), la serina 1836 y prolina 1837. (S1836, P1837, Dominio IV). La estrategia utilizada para

construir las mutantes del Dominio | se resume en la Fig. 10, y las del Dominio IV en la Fig. 11.

Los fragmentos mutantes del Dominio | generados por la reaccién 3 de PCR-SOEing (1751 pb)
fueron subclonados en el vector pJET1.2/Blunt (Fig. 10, panel A y B). Una vez confirmada la
presencia de la mutacién correcta mediante la secuenciacién respectiva, los fragmentos
mutantes fueron digeridos con la enzima Asc | para ser extraidos del vector mencionado vy
clonados en los sitios respectivos (nucledtidos 1093 y 2707) de la secuencia completa del canal
Cay3.2-WT para generar el canal mutante completo (pcDNA3+Cav3.2m; Fig. 10, panel Cy D). Con
esta estrategia se generaron las mutantes N287S, N287Y, N287E, N287D y N287H.

La estrategia utilizada para generar las mutantes del Dominio IV difirié de la descrita arriba en
gue la construccion de los canales mutantes completos, requirié de la ligacién de tres fragmentos
en lugar de dos (Fig. 11). Los fragmentos mutantes fueron liberados del vector pJET1.2/Blunt con
las enzimas Age | y Avr Il generando un producto de 2249 pb (Fig. 11, panel C, gel izquierdo).
Paralelamente, el plasmido que contiene el canal Cay3.2 silvestre (pcDNA3+Cav3.2) se digirio con
las enzimas Age | y Xba | para obtener un fragmento de 9350 pb; y con las enzimas Xba | y Avr |l
para obtener el fragmento de 1649 pb (Fig. 11C, gel derecho). Los tres fragmentos fueron unidos
mediante una reaccion de ligacién con T4 Ligasa para generar el canal mutante completo (Fig.
11D). Con esta estrategia se produjeron las mutantes S1836A, S1836R, S1836P, P1837F, P1837I,
P1837S, P1837T y P1837Y, Q1848R, Q1848G y Q1848P.
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Figura 10. Estrategia experimental para generar los canales Ca,3.2 mutantes del Dominio I. A, Fotografias de los
geles de agarosa al 1% que muestran los amplicones de las tres reacciones de la técnica de PCR SOEing o extensién
por empalme utilizada para generar las mutantes del Dominio | del canal Cay3.2. B, La reaccion PCR 3 se subcloné en
el vector pJET1.2/Blunt y se caracterizé con la enzima Bgl Il. C, Las clonas positivas (mutacién corroborada por
secuenciacion) fueron digeridas con la enzima Asc | para liberar el fragmento mutante (Fr Mut; 1615 pb) de
pJET1.2/Blunt vy ligarlo en los mismos sitios de Asc | en el canal Cay3.2-WT con la técnica de corte y pegado. D,
obtencidon del canal Cay3.2 mutante (pcDNA3 + Cay3.2m). En todos los casos, en el carril marcado como MPM se
cargd el marcador de tamafio molecular de 1 Kb, con los tamanios indicados en pares de bases (pb).
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Figura 11. Estrategia empleada en la generacion de canales Ca\3.2 mutantes del Dominio IV. A, Fotografias de
geles de agarosa al 1% que muestran los amplicones obtenidos de las tres reacciones de PCR SOEing utilizados para
generar mutantes del Dominio IV del canal Cay3.2. B, El amplicon de la PCR 3 (2304 pb) se subcloné en el vector
pJET1.2/Blunt para identificar las clonas con la mutacién correcta. C, Geles de agarosa al 1%. La separacion del
fragmento mutante (2249 pb) de las clonas positivas mediante la digestidén con las enzimas Age | y Avr |l se muestra
en el gel izquierdo. Los fragmentos utilizados para construir los canales Cay3.2 mutantes del Dominio IV se muestran
en el gel de la derecha.. Los fragmentos de 9350 y 1649 pb se obtuvieron del canal Cay3.2-WT y el de 2249 pb de la
clona positiva para la mutacién correspondiente. D, llustracidn de los sitios de las enzimas utilizados para generar los
canales Cay3.2 mutantes del dominio IV. Para evitar la interferencia del sitio de Avr Il indicado con la linea verde, se
generd el fragmento de 9350 pb mediante la digestion del plasmido con las enzimas Age | y Xba |, por lo que la
generaciéon de los canales mutantes completos se llevd a cabo con tres fragmentos como se describe en el texto

principal.



31

Una vez obtenidas las construcciones finales, cada una de ellas fue caracterizada mediante
digestion con enzimas de restriccion. El resultado de la digestion, fue visualizado por
electroforesis con geles de agarosa al 1% (Fig. 12). Las clonas positivas caracterizadas por

electroforesis fueron secuenciados en la Unidad de Biologia Molecular del IFC.
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Figura 12. Caracterizacion enzimatica de las construcciones finales del Dominio IV. A, Separacidn por electroforesis
de los productos generados por la reaccion de digestidn con las enzimas Avrll y Agel de las construcciones finales de
los canales mutantes del dominio IV. El DNA de cuatro diferentes clonas fue digerido y los tamafios de los productos
esperados se indican en color rojo. Las clonas 2 y 4 fueron positivas al mostrar los tres fragmentos de los tamarios
esperados indicados en el panel B. En el carril C, se cargd la reaccién de digestion del DNA canal Cay3.2-WT como
control positivo.
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7.2 Efecto de la amilorida sobre los canales mutantes de Cay3.2 que se generaron con base al
modelo del canal de KcsA

Los canales Cay3.2 silvestre (WT) y mutantes fueron expresados en células HEK-293 mediante
transfecciones transitorias y su actividad se registré con la técnica de patch-clamp en la
configuracion de célula completa en presencia de calcio como acarreador de carga en las
soluciones de registro. En la Fig. 13 se presentan de manera resumida los resultados obtenidos
con este tipo de experimentos. Después de alcanzar un nivel de corriente estacionario (trazo
negro, Fig. 13A), se adicion6 100 uM de amilorida a la solucién que bafia las células y se observé
una disminucién cercana al 55% en la amplitud de la corriente a -30 mV. El bloqueo estacionario
se alcanzd aproximadamente 3 min después de haber iniciado la perfusidon con amilorida (Fig.
13A, panel derecho). Posteriormente, al volver a perfundir la cdmara de registro con la solucién
control para retirar la amilorida (Lavado), la amplitud de la corriente aumento paulatinamente
hasta alcanzar un valor muy similar a la condicién Control. Experimentos similares se ilustran
para los canales mutantes N287Y (paneles B), S1836P (paneles C); y P1837T (paneles D). Se
puede observar que la fraccién de corriente de calcio bloqueada por amilorida fue ligeramente
mayor en la mutante N287Y, mientras que las mutantes S1836P y P1837T fueron menos
sensibles al bloqueo por el diurético, ya que la fraccién de corriente bloqueada fue menor que en
el canal Cay3.2-WT (Fig. 13A). De hecho, estas dos mutantes fueron las Unicas que presentaron
diferencias significativas en el porcentaje de corriente bloqueada por 100 uM de amilorida,
después de registrar 98 células HEK-293 transfectadas con las 12 mutantes del canal Cay3.2
exploradas en esta seccion, tal y como se ilustra en la Fig. 14. Cabe mencionar que la mutante
P1837Y no fue funcional, ya que no se registraron corrientes en 7 células estudiadas con la
técnica de patch-clamp. El porcentaje de bloqueo de la corriente de calcio inducido por 100 uM
de amilorida fue de 55 +2% (n = 21), mientras que para la mutante S1836P y P1837T fue de 43 +
4% (n=7)y 44 £ 5% (n = 8), respectivamente. Ambas medias fueros estadisticamente diferentes
del control (P < 0.05). Ademas de que las diferencias no son sustanciales con respecto al control
(alrededor de 20%), el hecho de que las otras mutaciones donde se intercambié el mismo residuo
pero por otros aminoacidos no mostraron diferencias respecto al canal silvestre (p.ej., S1836A y
P1837S), sugiere que los efectos observados son debidos a posibles modificaciones en la

estructura de la hélice alfa del segmento S6 por la presencia de la prolina y de la treonina, y no a
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que dichos residuos (la S1836 y la P1837) formen parte del sitio de unidon a amilorida. Si este
fuera el caso, la sustitucion de la S1836 y la P1837 por cualquier aminodcido deberia de haber

generado una disminucion en el bloqueo de la amilorida, situacién que no fue observada.

A Cay3.2 [ i — 100 M AN
s ) i i
-] H y i
8
75 pA E
p 505F
30 ms 8
= Control
= 100 uM AMI 0.0 L L L L L )
Lavado 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

100 puM AM!

|, normalizada

Tiempo (min)
..8.1.8:3.6.P. 1.0 m’——— 100 M AMI
-g ‘M
g P
300 pA 5
. B
30 ms 2
o Lavado
L
0.0 L L L L L L L
2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (min)
P1837T ey t—— 100 1M AMI .
1.0 o] D
] ol
N
E 05} Lavado
50
c
K9
00 1 L L L L L
-30 mv 2 4 6 8 10 12
—100‘ Tiempo (min)

Figura 13. Bloqueo de la corriente de calcio por amilorida en el canal Ca,3.2 silvestre y mutantes construidos con
base en el modelo del canal KcsA. Trazos representativos de corriente a -30 mV (paneles a la izquierda) y cursos
temporales (paneles a la derecha) obtenidos de células HEK-293 transfectadas con el canal Cay3.2 silvestre (A), y las
mutantes N287Y (B), S1836P (C); y P1837T (D), en respuesta al efecto de la amilorida. En cada caso se presentan
trazos de corriente obtenidos antes (Control), durante (100 uM amilorida) y después de retirar el diurético (Lavado)
de la camara de registro. Con el propdsito de observar mejor los cambios en la amplitud de la corriente, en los
graficos del curso temporal los valores de corriente fueron normalizados con respecto a la amplitud registrada justo
antes de iniciar la perfusion de la cdmara de registro con la solucidon que contiene la amilorida. Como se indica en el
protocolo de voltaje ilustrado al pie de la figura, el HP fue siempre de -100 mV.
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Figura 14. Porcentaje de la inhibicidn de corriente de calcio en los canales Ca,3.2 silvestre y mutantes en presencia
100 uM de amilorida. Las barras muestran el promedio * el error estdndar; y el numero de células investigadas se
indica entre paréntesis. Las mutantes que presentaron una inhibicidon de corriente estadisticamente diferente con

respecto al canal silvestre se distinguen con un asterisco (P < 0.05).

Los resultados obtenidos con las mutantes documentadas en la Fig. 14 demuestran que los
aminoacidos N287, S1836 y P1837 no forman parte del sitio de unién de la amilorida en el canal
Cay3.2. Por lo tanto, decidimos abordar esta pregunta desde otra perspectiva. Recientemente, un
estudiante de nuestro laboratorio, Fis. Eduardo Chdavez Colorado, demostré que una glutamina
del segmento S6 del canal Cay3.1 es parte fundamental del sitio de unién al compuesto TTA-A2,
un antagonista de alta afinidad de los canales de calcio tipo T [66]. Para tal fin, Eduardo generé
un modelo por homologia del canal Cay3.1 utilizando la informacidn cristalografica de un canal de
sodio de bacteria [67]. Con base en los resultados de Eduardo, nuestra pregunta fue redirigida a
dicho sitio de unidn, es decir, éel sitio de unién a la amilorida es el mismo que el del TTA-A2? Para
responder tal pregunta, lo primero que hicimos fue investigar el efecto de la amilorida en dos
mutantes de la Q1805 del canal Cay3.1, la Q1805A y la Q1805R, mismos que proporcionaron las

evidencias mas contundentes en el caso del sitio de unién al TTA-A2 [88].
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7.3 Efecto de la amilorida en el aminoacido Q1805 del canal Cay3.1

Las mutantes Q1805A y Q1805R empleadas en la presente disertacion fueron construidas
previamente en nuestro laboratorio [89] con estrategias de PCR similares a las descritas en la
seccion de Métodos. Los resultados electrofisioldgicos del efecto de la amilorida es estas dos
mutantes se resumen en las Fig. 15. Primeramente, los registros representativos y cursos
temporales del bloqueo de la Ic; generada por los canales Cay3.1-WT y las dos mutantes se
ilustran en los paneles A, By C. En estos experimentos se utilizé 500 uM de amilorida ya que la
ICso que hemos reportado para estos canales es de alrededor de 850 uM, aproximadamente 10

veces mas que para Cay3.2 [55].

Por otro lado, la pequefia densidad de corriente generada por las células HEK-293 transfectadas
con la mutante Q1805R (Fig. 15C) demandd aumentar la concentracién del acarreador de carga
en la solucidn externa de registro de 5 a 10 mM. Asi, el uso de 500 uM de amilorida en
combinacién con 10 mM de Ca** en la solucién externa de registro propicié un bloqueo cercano
al 50% de la Ic; generada por el canal Cay3.1 silvestre (Fig. 15D). Por su parte, las mutantes no
presentaron diferencias significativas respecto al canal silvestre, no obstante que el canal
Q1805R mostrd una tendencia a resistir mas el efecto bloqueador de 500 uM de amilorida, ya

que el bloqueo fue de 33 + 5% (n = 4) comparado con 51 + 8% (n = 6) del canal Ca\3.1 silvestre.

Con el propésito de obtener mas evidencias del posible efecto distintivo de la amilorida sobre la
mutante Q1805R, se realizé una serie de experimentos adicionales de las mutantes de la
glutamina 1805 utilizando una solucién externa con 20 mM de Ca*? como acarreador de carga
con el fin de aumentar aln mas la amplitud de la corriente en las mutantes y descartar posibles
artefactos debido a la relacién sefial/ruido en la medicién de las corrientes, principalmente de la
mutante Q1805R. De esta manera, se logrd registrar corrientes que fueron generalmente de
mayor amplitud que en presencia de 10 mM de Ca®" (Fig. 16A). Esta maniobra experimental
aunado al hecho de registrar un nimero mayor de células proporciond un porcentaje de bloqueo
promedio de 28 + 5% (n = 7), el cual fue significativamente diferente del registrado para el canal

Cay3.1silvestre (47 £ 3%; n = 11; Fig. 16B).
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Figura 15. Efecto de la amilorida en los canales Cay3.1 silvestre y mutantes del Dominio IV. A, B y C, Trazos
representativos de corriente a -30 mV (paneles a la izquierda) y cursos temporales (paneles a la derecha) obtenidos
de células HEK-293 transfectadas con los canales indicados en cada panel, en respuesta al efecto de la amilorida.
Nuevamente, se presentan trazos de corriente obtenidos antes (Control), durante (500 uM amilorida) y después de
retirar el diurético (Lavado) de la cdmara de registro. En este caso la solucion externa de registro contenia 10 mM de
Ca*” como acarreador de carga. En los graficos del curso temporal los valores de corriente fueron normalizados con
respecto a la amplitud registrada justo antes de iniciar la perfusiéon de la cdmara de registro con la solucidn que
contiene la amilorida. D, Porcentaje de la inhibicidon de corriente de calcio en los canales Ca,3.1-WT y mutantes en
presencia del farmaco amilorida. Las barras muestran el promedio + el error estandar; y el nimero de células

investigadas se indica entre paréntesis. La aplicacion de la prueba estadistica t de Student (P < 0.05) demostré que
no existen diferencias significativas entre los promedios del porcentaje de bloqueo por amilorida de los tres tipos de
canales estudiados.
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En esta ocasidon se analizaron dos mutantes adicionales: Q1805P y Q1805S, cuyos valores
promedio de bloqueo no fueron estadisticamente diferentes del canal silvestre, no obstante que
también se observé una tendencia de la amilorida a bloquear menos la corriente de calcio de

estas mutantes (Fig. 16B).
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Figura 16. Efecto de la amilorida en los canales Ca\3.1 silvestre y mutantes del Dominio IV en presencia de 20 mM
de Ca®. A, Trazos representativos de corriente de calcio a -30 mV en ausencia (Control) y presencia (500 uM de
amilorida) obtenidos de células HEK-293 transfectadas con el canal Cay3.1 silvestre (registros de la izquierda) y con la
mutante Q1805R (registros de la derecha). La solucidn externa contenia 20 mM de Ca*? como acarreador de carga.
B, Porcentaje de bloqueo de la corriente de calcio de los canales indicados por la presencia de 500 pM amilorida. Las
barras muestran el promedio + el error estandar; y el nimero de células investigadas se indica entre paréntesis. El
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asterisco indica diferencias significativas (P < 0.05) con respecto al canal silvestre.

Los resultados obtenidos con las mutantes del canal Cay3.1, particularmente los de la mutante
Q1805R, sugieren que probablemente la glutamina Q1805 pudiera formar parte del sitio de
union de la amilorida en el canal Cay3.1 o que se encuentre en la ruta de acceso del diurético a su
sitio de unidn. Por ello, se decidié construir mas canales mutantes del canal Cay3.2 en la posicidon

Q1848, la glutamina equivalente a la Q1805 del canal Cay3.1 (Fig. 7, Antecedentes).

7.4 Bloqueo de los canales mutantes Q1848G y Q1848R por TTA-A2: conservacion del sitio de
unién a TTAs en el canal Cay3.2.
Primeramente nos interesé investigar si la glutamina 1848 del canal Cay3.2 formaba parte del

sitio de unidn a los TTAs descrito previamente por Eduardo Chavez Colorado [68] en los otros dos
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miembros de la subfamilia de canales Cay3, es decir, en el canal Cay3.1y el Cay3.3. En la Figura 17
se resumen los datos obtenidos al exponer las mutantes Q1848 G y Q1848R a la accion de 3 uM
de TTA-A2. No se presentan resultados de la mutante Q1848P ya que la densidad de corriente
expresada por esta mutante fue en extremo pequefia (-2.5 = 1 pA/pF, n = 4), por lo que no se

estudid el efecto de los bloqueadores en dicha mutante.

Debido a la baja solubilidad del TTA-A2 en agua, en este caso se utiliz6 DMSO para disolver el
TTA-A2, razdn por la cual, en todos los experimentos las células fueron expuestas a la accion del
DMSO (0.0015%) para restar cualquier posible bloqueo de los canales Cay3.2 debido a este
disolvente (Fig. 17A, By C). En promedio, el DMSO bloqueo el 13 £ 2 % (n = 15) de la corriente de
calcio a -30 mV en los canales Cay3.2 silvestre, 8 + 4 % (n = 6; no significativo) en la mutante
Q1848R, mientras que este efecto se incrementd de manera significativaal 23 +5% (n=8; P =

0.038) en la mutante Q1848G.

El bloqueo por DMSO en diferentes canales ha sido ampliamente documentado y en nuestro
laboratorio hemos observado un efecto entre el 10 y 15% de bloqueo de las corrientes de calcio
de los canales Cay3 [66]. Independientemente del efecto del DMSO, los resultados de la Fig. 17
muestran que las mutantes Q1848R y Q1848G fueron estadisticamente menos sensibles al
bloqueo por TTA-A2 con respecto al canal Cay3.2 silvestre. Los porcentajes de bloqueo
respectivos fueron 54 + 4 (n = 15); 14 + 4 (n = 6) y 23 + 3 (n = 8) para los canales Cay3.2-WT,
Q1848R y Q1848G, respectivamente (Fig. 17D). Estos resultados confirman que la glutamina
Q1848 del canal Cay3.2 forma parte del sitio de union del TTA-A2 en este canal, ya que la
sustitucion de dicho residuo por arginina o glicina disminuye significativamente la accién
(interaccién) del TTA-A2 con su sitio de unién. Ademas, este resultado indica que el sitio de unidn
al TTA-A2 descrito en los canales Cay3.1 [66] y Cay3.3 (Chavez-Colorado et al., en preparacion),
también se conserva en los canales Cay3.2. El siguiente paso, fue entonces investigar si el

bloqueo de la amilorida era afectado por dichas mutaciones.
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Figura 17. Efecto del TTA-A2 en los canales Cay3.2 silvestre y mutantes de la glutamina Q1848. A, B y C. Trazos
representativos de corriente a -30 mV (paneles a la izquierda) y cursos temporales (paneles a la derecha) obtenidos
de células HEK-293 transfectadas con los canales indicados en cada panel, en respuesta a las condiciones
experimentales indicadas. EIl DMSO se agregdé a una concentracion final de 0.0015%, antes de exponer las células al
farmaco TTA-A2 (3 uM). La solucidn externa de registro contenia 10 mM de Ca’* como acarreador de carga. En los
graficos del curso temporal, los valores de corriente fueron normalizados con respecto a la amplitud registrada justo
antes de iniciar la perfusidén de la camara de registro con la solucidén que contiene el DMSO. D. Porcentaje de la
inhibicidn de corriente de calcio en los canales Cay3.2-WT y mutantes debida exclusivamente a la accion del TTA-A2.
En cada célula el porcentaje de bloqueo debido al DMSO se restd del bloqueo obtenido en presencia del TTA-A2
disuelto en DMSO, de tal forma que solo se expresa el efecto del TTA-A2. Las barras muestran el promedio + el error
estandar; y el nimero de células investigadas se indica entre paréntesis. En este caso la utilizacidon de la prueba
estadistica t de Student (P < 0.0001) demostrd que el bloqueo es significativamente menor en ambas mutantes con
respecto al canal Cay3.2 silvestre.
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7.5 Efecto de la amilorida sobre los canales Cay3.2 mutantes de Q1848.

El analisis de los resultados obtenidos con las mutantes de la glutamina Q1848 del canal Cay3.2
se presenta de manera resumida en la Fig. 18. En este caso la amilorida (100 uM) bloqueo con la
misma potencia al canal silvestre y las mutantes Q1848G y Q1848R. Incluso el curso temporal
con el que la amilorida disminuyé la amplitud de la corriente y la recuperacion de ésta después
de lavar el diurético del bafio fueron muy similares en los tres canales estudiados. El valor
promedio para el bloqueo de la corriente del canal silvestre fue de 74 + 3 % (n = 7); el mismo
valor para la mutante Q1848G 7 (n=4)y 75 + 3 % (n = 5) para la mutante Q1848R (Fig. 18D). Es
de notarse que en la presente serie de experimentos el porcentaje de bloqueo ejercido por 100
UM de amilorida en el canal silvestre (74 + 3 %; Fig. 18D) fue significativamente mas alto al
observado en los experimentos donde se evalud la primera serie de mutantes del canal Cay3.2
(55 + 2 %; Fig. 14). Una posible explicacion pudiera ser la concentracién del acarreador de carga
presente en las soluciones externas de cada grupo de experimentos; por ejemplo, en los
experimentos de la Fig. 14 se utilizé 5 mM de Ca®*, mientras que para la Fig. 18 la solucién
externa contenia 10 mM del ion permeante. A la fecha no se ha estudiado el efecto de la
concentracion del acarreador de carga en el bloqueo de los canales tipo T por amilorida. Sin
embargo, antagonistas con mayor afinidad como el mibefradil incrementan su potencia de
bloqueo con concentraciones menores de Ca’* en la solucion externa de registro, probablemente
debido a que el mibefradil compite por su sitio de unién con el ion permeante [90]. Por lo tanto,
la observacidn de que el bloqueo por amilorida aumento directamente con la concentracién del
ion Ca?* en nuestras soluciones externas, podria ser indicativo de que la amilorida no compite
con el ion permeante por su sitio de unidn. Independientemente del mecanismo involucrado en
el bloqueo de la corriente de Ca®" a través del poro del canal Cay3.2 por la amilorida, los
resultados de la Fig. 18D demuestran que bajo las mismas condiciones experimentales de
registro, los canales Cay3.2 y las mutantes Q1848G y Q1848R son igualmente sensibles al bloqueo
por este diurético. En resumen, los resultados presentados en esta seccion indican que el sitio de
union del TTA-A2 descrito previamente en el canal Cay3.1y Cay3.3, se conserva en el canal Cay3.2
estudiado en la presente tesis. Asimismo, las evidencias experimentales sugieren que el sitio de
union de la amilorida en el canal Cay3.2 no incluye la glutamina 1848, residuo molecular de suma

relevancia en la interaccion del TTA-A2 con el canal Cay3.2.
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Figura 18. Bloqueo por la amilorida de los canales Cay3.2 silvestre y mutantes de la Q1848. Trazos representativos
de corrientes de calcio registradas a -30mV en ausencia (Control), presencia (100 uM AMI) y después de la
exposicion a la amilorida (Lavado) obtenidas de células HEK-293 transfectadas con el canal Cay3.2 silvestre (A) y las
mutantes Q1848G (B) y Q1848R (C). A la derecha de los trazos de corriente se muestran los cursos temporales del
blogqueo para cada tipo de canal. La solucidn externa de registro contenia 10 mM de Ca"? como acarreador de carga.
D, Porcentaje de bloqueo de la corriente de calcio de los canales indicados por la presencia de 100 uM amilorida.
Las barras muestran el promedio + el error estandar; y el nimero de células investigadas se indica entre paréntesis.
Claramente, el porcentaje de bloqueo inducido por la amilorida fue el mismo en los tres tipos de canales.
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8 DISCUSION

8.1 Elsitio de unidn a la amilorida no incluye ninguno de los aminoacidos sugeridos por el
docking en el modelo del canal Cay3.2 generado con base al canal KcsA.

Los aminodcidos propuestos por las simulaciones de docking de la amilorida con el modelo del
canal Cay3.2 que se obtuvo por homologia con el canal de potasio KcsA, parecen no formar parte
del sitio de unién de la amilorida en este canal de calcio tipo T. No obstante que dos de las
mutantes (5S1836P y P1837T) presentaron diferencias significativas, aunque discretas (menores al
12%) en el porcentaje de bloqueo respecto al canal Cay3.2 silvestre (Fig. 14). La interpretacion de
estas observaciones como evidencia de una interaccién del fdirmaco amilorida con la proteina del
canal Cay3.2 no resulta ser una obviedad. Existen varios ejemplos en la literatura que indican que
para que cualquier aminoacido que forme parte del sitio de unidn a un antagonista, la mutacion
de éste por cualquier otro aminoacido, modificard de manera significativa la interacciéon con
dicho antagonista [91-93], por lo tanto, el hecho de que otras mutaciones del mismo residuo
(S1836A o P1837I, por ejemplo, Fig. 14) no haya modificado el bloqueo por amilorida, sugiere

qgue la S1836 y la P1837 no forman parte del sitio de unién al diurético.

Las diferencias observadas en el porcentaje de bloqueo podrian explicarse por las propiedades
fisicoquimicas de los aminoacidos que se sustituyeron. En primer lugar, la prolina es el Unico
aminodacido que forma una cadena ciclica entre el atomo de nitrégeno de la cadena principal
(backbone) del aminoacido y su cadena lateral; por lo tanto, la introduccién de una prolina en
lugar de la serina (mutante S1836P), distorsiona y quiebra las hélices alfa transmembranales,
restringiendo los dngulos de torsidon (o, P) de la posicién N. También destruye la continuidad de
puentes de hidrogeno formados por el oxigeno del grupo carbonilo del aminoacido en la posicidn
N-4 y el nitrégeno del grupo amida del aminoacido en la posicion N [72] . Por lo tanto, los
cambios estructurales que genera la introduccién de una prolina en la proteina, podrian
modificar la interaccién de ésta con el farmaco y asi modificar su sensibilidad al blogueo. Por el
contrario, cuando la serina se substituyo por la alanina (S1836A), aminodcido que conserva la
estructura de hélice alfa, el bloqueo de la amilorida no se modificd significativamente respecto al

observado en el canal Cay3.2 silvestre.
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En el caso de la mutante P1837T, la explicacion se puede asociar a que la treonina es un
aminodcido que contiene un grupo hidroxilo en la cadena lateral que le confiere polaridad; por lo
tanto, puede participar en la formacion de puentes de hidrogeno a diferencia del aminodcido que
se sustituyé (prolina). Ademas, su cadena lateral es mds larga por un metilo que la de la serina 'y
esto podria explicar porque la sustitucion por serina no modificé el porcentaje de bloqueo, como
si lo hizo la treonina (Fig. 14) [72]. En este caso, es probable que la mutacién por alanina (la cual
no se estudidé en este trabajo) pueda proporcionar informacién mas concluyente acerca de la
contribucién de la prolina al sitio de unién de la amilorida. Por lo anterior, los experimentos
realizados en el presente trabajo de tesis sugieren que la disminucidon en la sensibilidad al
blogueo por amilorida en estas mutantes podria deberse en mayor medida al efecto ejercido por
las propiedades intrinsecas de los aminoacidos prolina y treonina y no porque estos residuos

formen parte del sitio de unién al farmaco amilorida.

8.2 Bloqueo de los canales mutantes de Cay3.1 por amilorida.

Como ya se ha mencionado, nuestro grupo de trabajo ya ha reportado el bloqueo del canal
Cay3.1 inducido por el TTA-A2 [68]. En dicho estudio se identificéd a la glutamina Q1805 como
uno de los aminoacidos clave que forman el sitio de unién al farmaco (ver Antecedentes). Por lo
tanto, debido a que la primera serie de mutaciones del canal Cay3.2 no arrojé indicios sobre el
sitio de union a la amilorida, se decidid investigar el efecto de la amilorida en las mutantes del
canal Cay3.1, con la finalidad de saber si dicho sitio de unién también interaccionaba con este
diurético. Aunque en términos de estructura, la molécula de amilorida no tiene mucha similitud
con la molécula de TTA-A2 (Fig. 4A), la justificacion para realizar este experimento es que la
cavidad central del canal Cay3.1 donde se encuentra la glutamina 1805, se propone como posible

sitio de unidn a otros farmacos de estructuras diversas [68].

Los resultados obtenidos con las mutantes de Cay3.1 demostraron una disminucion en la
sensibilidad al bloqueo por 500 uM amilorida comparado con el canal Cay3.1 silvestre, en dos
diferentes condiciones de registro, una utilizando 10 mM de Ca?* como acarreador de carga (Fig.
15) y otra donde se aumentd al doble la concentracién del ion permeante (Fig. 16). La

. s . o .z 2
justificacion de utilizar una mayor concentracién de Ca™ como acarreador de carga, es que se
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pueden obtener corrientes idnicas de una mayor amplitud y por lo tanto, mayor precisién en el
analisis de los registros de corriente. De hecho, en esta ultima condicién se obtuvo la diferencia
mas sustancial (y significativa) en el porcentaje de bloqueo por amilorida entre Q1805R (28%) vy el
canal silvestre (47%). Aunque esta disminucion en la sensibilidad al bloqueo observada en la
mutante Q1805R (40%) no es de la misma magnitud a la reportada para el TTA-A2 (70%) [68]; en
este caso, dicho efecto si podria deberse a que la Q1805 forme parte del sitio de unién de

amilorida en el canal Cay3.1.

En primer lugar, con base en las propiedades estructurales de la arginina (R) que posee la cadena
lateral mas larga entre todos los aminodcidos, es posible argumentar que la insercién de dicha
cadena con la mutante Q1805R podria interferir con la ruta de acceso de amilorida hacia su sitio
de union en la cavidad central del canal Cay3.1. La diferencia en el bloqueo solo fue significativa
para la mutante Q1805R, aunque en la Q1805S y Q1805P se observé la misma tendencia sin
llegar a ser significativa, mientras que la mutante de alanina (Q1805A) presentdé el mismo
porcentaje de bloqueo que el canal Cay3.1 silvestre (Fig. 15). Este ultimo resultado con la
mutante de alanina es el que no permite concluir que la Q1805 forme parte del sitio de unién a la
amilorida en el canal Cay3.1, ya que si asi fuera, la disminucién en el bloqueo deberia de haberse
observado inequivocamente en esta mutante, como se ha observado para el TTA-A2 y otros

farmacos [68, 91, 93, 94].

En resumen, aunque no se haya encontrado el sitio de unién de amilorida en el canal Cay3.1, los
resultados presentados aqui significan evidencias de que al menos un sitio de unién a la
amilorida podria ubicarse en o en la vecindad de la cavidad central del canal Cay3.1. En un
trabajo reciente, en un canal idnico sensible a iones hidronio (canales ASIC), se concluyd que la
amilorida tiene varios sitios de unidn en estos canales [95], por lo que es posible que la cavidad
central del canal Cay3.1 sea uno de los varios sitios de uniéon a la amilorida en este canal. En este
sentido, debido a las altas concentraciones de amilorida que se requiere para bloquear de
manera significativa la corriente del canal Cay3.1 (al menos 5 veces mas que para el canal Cay3.2;

Fig. 15 y 16, respectivamente), la disminucion en la sensibilidad observada con la mutante
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Q1805R podria estar relacionada con un sitio de unién de baja afinidad comparado con el que

pudiera estar presente en el canal Cay3.2 (véase mas abajo).

8.3 El sitio de union a la amilorida y el TTA-A2 en los canales de Cay3.2 no comparten la
glutamina 1848.

Las mutantes del canal Cay3.2 en la posicién Q1848 permitieron demostrar que el sitio de union
al TTA-A2 descrito previamente para el canal Cay3.1 [66] y Cay3.3 (datos no publicados) se
conserva en el canal Cay3.2 (Fig. 17). Lo anterior sugiere que los canales de calcio tipo T: Cay3.1,
Cay3.2 y Cay3.3, se caracterizan por poseer un sitio de unidn a antagonistas de alta afinidad
ubicado en la cavidad central del canal. En el canal Cay3.1 ya se reportd que dicho sitio de unién
permite la interaccion de compuestos analogos al TTA-A2, como el TTA-P2, mibefradil, y otros.
Ahora habrd que investigar si el efecto de estos antagonistas también se ve afectado en la

mutante Q1848R como fue el caso para el TTA-A2 (Fig. 17).

Por otro lado, las mutantes de la Q1848 también demostraron inequivocamente que el sitio de
unién de la amilorida en el canal Cay3.2 no incluye la glutamina 1848, ya que ninguna de las
mutantes de este residuo modifico la sensibilidad al bloqueo por el diurético en comparacién con
el canal silvestre (Fig. 18). Este resultado contrasta con lo observado con las mutantes de la
glutamina 1805 del canal Cay3.1, las cuales mostraron una tendencia en algunos casos
significativa) a ser menos sensibles al bloqueo por amilorida (Fig. 15 y 16). Una posible
explicacion ya se planted en el apartado anterior de esta discusién y tiene que ver con las
concentraciones de amilorida requeridas para bloquear las corrientes de ambos canales. Nuestro
propio grupo de investigacion reporto previamente [96] que la ICso de amilorida para bloquear las
corrientes del canal Cay3.2 es 10 veces mds pequeiia que la de los otros dos miembros de la
subfamilia de canales tipo T (Cay3.1y Cay3.3). Es por ello, que al utilizar 500 uM para bloquear las
corrientes del canal Cay3.1 se facilite la unién inespecifica de la amilorida en varios sitios del
canal Cay3.1, tal como se ha observado para el canal ASIC-1 [95], mientras que en el canal Cay3.2
al utilizar una concentracion de 100 puM, se reduciria la union inespecifica de la amilorida en Ia

cavidad central del canal, donde al parecer se restringe la interaccion a solo aquellos compuestos
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de mayor afinidad. Por ejemplo, el TTA-A2 se utilizd en todos los casos a una concentracion de

solo 3 uM, es decir, una potencia de bloqueo 30 veces mas alta que la amilorida.

Tomando en consideracion los resultados del presente trabajo de tesis, los reportados
previamente por mi compafiero Eduardo Chavez Colorado en el canal Cay3.1 y Cay3.3, asi como
los del canal ASIC-1 [95], es posible predecir que la amilorida interactie con varias regiones
moleculares de la proteina de los canales Cay3, ya que al ser un blogueador menos potente se
reduce la posibilidad de contar con un sitio de unién de alta afinidad como es el caso de los
compuestos similares al TTA-A2. Asi, no obstante que el canal Cay3.2 es el mas sensible al
bloqueo por amilorida de los tres miembros de la subfamilia Cay3, dicho efecto no parece ser
mediado a través de la interaccion del diurético con el sitio de unién de alta afinidad presente en

la cavidad central de los canales Cay3.
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CONCLUSIONES

Los residuos N287, S1836 y P1837 no forman parte del sitio unién a amilorida en el canal

Cav3.2.

La discreta, aunque significativa disminucion en la sensibilidad al bloqueo por amilorida
encontrada en las mutantes S1836P y P1837T es debida principalmente a los cambios
fisicoquimicos inducidos por estos aminodcidos en la estructura de la proteina del canal y

no a la modificacién del sitio de unién a la amilorida per se.

Es probable que el canal Cay3.1 contenga un sitio de unién de baja afinidad a la amilorida

en la cavidad central, o en la cercania de ésta.

El bloqueo del canal Cay3.2 por amilorida no involucra la interaccién con la glutamina 1848
gue se localiza en la cavidad central del canal, por lo que el sitio de unién a este diurético
no es el mismo al que se une con alta afinidad el TTA-A2 en los tres canales de la subfamilia

Cav3.

Debido a su baja potencia de bloqueo, la amilorida podria estar ejerciendo su efecto
inhibitorio de la corriente de calcio a través de la interaccidon con mas de un sitio de unién

en la proteina de los canales Cay3.
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