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RESUMEN

Los canales i6nicos, son proteinas de membrana que regulan el intercambio de
iones entre el espacio intracelular y el extracelular; existe una gran variedad de
canales ionicos, dependiendo del estimulo al que responden y los iones que

transportan.

El canal TRPV1 es un canal catidnico que puede permear diferentes iones, este
canal es mejor conocido por ser el receptor de capsaicina y también por ser activado
por temperaturas mayores a 43° C. Su estructura es similar a la de los canales Ky,
pero presentan una sensibilidad menor al voltaje, la cual no puede ser explicada con
la presencia de un sensor de voltaje bien caracterizado como el de canales Kv. Sin
embargo, se ha hipotetizado que existe un mecanismo diferente, en que el tipo de
ion permeante y su interaccion con el poro del canal puedan explicar la dependencia

de voltaje, como sucede en otros canales, por ejemplo, los canales K2P.

En este trabajo se realizd una secuencia de permeabilidad relativa para el canal
TRPV1, lo cual no se habia hecho de manera detallada. Nuestros registros de
corrientes macroscopicas, variando el tipo de ion permeante, muestran que el tipo
de ion afecta la amplitud de la corriente del canal, a pesar de que el potencial de
reversion es cero para todos los iones, ademas, la voltaje dependencia aumenta de
manera significativa con litio, lo cual indica que este ion interactua con el poro del
canal de manera voltaje dependiente por lo que, podria arrojar informacion respecto

a la relacion entre el tipo de ion permeante y la voltaje dependencia del canal.

Con los registros de canal unitario, variando el tipo de ion permeante, se mostro la
existencia de fluctuaciones durante el estado abierto del canal que pueden ser
explicadas por transiciones rapidas entre el estado abierto y dos estados cerrados
y que parecen ser dependientes de voltaje.



INTRODUCCION

Una de las formas de regular la comunicacion de la célula con el exterior, es a través
de la activacion de los canales ionicos. Estos son proteinas que permiten el paso
de iones a través de la membrana celular de una manera selectiva. La activacion de
dichos canales esta directamente relacionada con una gran variedad de procesos
fisiologicos, como los impulsos nerviosos, la contraccion muscular, la regulacion del
potencial de membrana y la senalizacion celular en todos los organismos (Dorothy
M Kim et al., 2015).

Hay una gran variedad de canales ionicos, los cuales responden a diferentes
estimulos; existen los que son activados por ligando, por voltaje o por estimulos
mecanicos. Algunos de estos canales son muy especificos, como los canales Kv
que permiten principalmente el flujo de iones de potasio, que son activados por
variaciones en el voltaje, mientras que existen otros, como el canal TRPV1, que es
permeable a diferentes iones, y puede ser activado con diferentes estimulos tales
como la temperatura, el bajo pH extracelular, agonistas como la capsaicina y

ademas es sensible a voltaje.

El canal iébnico TRPV1 es un canal catiénico, que exhibe una preferencia a cationes
divalentes, principalmente es permeable a calcio. Este canal esta involucrado con
la sensibilidad de los organismos a los cambios de temperatura y la exposicion a
sustancias pungentes. Estructuralmente es similar a los canales Kv, ya que cada
canal esta formado por cuatro sub-unidades y cada una de estas a su vez, estan
formadas por seis segmentos transmembranales (S1 a S6), donde el dominio del
poro corresponde a los segmentos transmembranales S5-S6, y tienen los dominios

amino y carboxilo terminales en la parte intracelular (Jara-Oseguera et al., 2010).

Los canales Kv cuentan con un domino sensible al voltaje, bien caracterizado en el
segmento S1-S4, particularmente el S4 presenta un residuo cargado (arginina o
lisina) por cada tres aminoacidos en esta secuencia y se sabe que las cargas son
capaces de sensar e interactuar con el campo eléctrico que las rodea, lo que
produce cambios conformacionales que incrementan la probabilidad de apertura del

canal (Islas, 2016). Sin embargo, a pesar de que el canal TRPV1 es también
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activado con voltaje, éste no cuenta con un dominio sensible a voltaje canonico,
como el descrito en canales Kv y no se conoce el mecanismo por el cual el canal

TRPV1 responde a los cambios de voltaje.

Por lo general, los canales sensibles a voltaje tienen un sensor de voltaje similar al
descrito en canales Kv, sin embargo, se han propuesto otros mecanismos por los
cuales un canal puede sensar el campo eléctrico a su alrededor y ser activados por
voltaje, tal es el caso de los canales K2P, que al igual que TRPV1, carecen de un
dominio sensor de voltaje, pero son activados por cambios en el potencial de
membrana. En los canales K2P se ha propuesto que la dependencia de voltaje esta
dada por la interaccion del ion permeante con el filiro de selectividad del canal
(Schewe et al.,, 2016). Por lo que es posible que el canal TRPV1, tenga un
mecanismo en el que la dependencia de voltaje sea modificada por el ion que

permea por el canal.

Se trabajé con el canal TRPV1 expresado de manera heteoréloga en células
HEK293. También se investigo la permeabilidad del canal TRPV1 a diferentes iones
y, si existe una relacidn entre esta y su capacidad para sensar los cambios de

voltaje.



CANALES IONICOS

Los canales idnicos son proteinas transmembranales que cuentan con un poro de
selectividad para ciertos iones. Son elementos fundamentales para la membrana de

células excitables.

Hodgkin y Huxley en 1952 propusieron por primera vez el concepto de poro o canal
idnico para explicar las vias selectivas de flujo para el Na* y K* (Fanjul and Hiriart,
1998), y ahora conocemos que los canales idnicos son estructuras complejas que
presentan selectividad respecto a los iones que pueden transportar, por ejemplo,
algunos tienen una mayor selectividad a Na* e impiden el paso de otros iones, o
pueden ser selectivos a K*, mientras que otros permiten el paso de varios iones con
la misma facilidad. Pero aun los canales menos selectivos discriminan entre aniones
y cationes (Hill et al., 2006), por lo que son llamados canales aniénicos o catidnicos,

respectivamente.

Existe una gran diversidad de canales especializados para diferentes funciones,
ademas de la produccion de impulsos nerviosos, tal es el caso de los que participan
en el mantenimiento del potencial de reposo de la célula, otros que responden a
mensajeros, ya sea en la cara externa o en la cara interna de la membrana.
También, existe una gran variedad de canales respecto a sus mecanismos de
activacién; como los sensibles a voltaje, que se abren o cierran en respuesta a
cambios de voltaje en la membrana; los canales activados por tensién que se abren
y cierran en respuesta a alteraciones en la tension fisica de la membrana; canales
regulados por fosforilacion que responden a cambios en la fosforilacion de los
aminoacidos del canal y los canales modulados por ligandos, que actuan como
receptores de sefiales y como canales ionicos (Hill et al., 2006) o los activados por

otros estimulos como pH o temperatura.

El flujo de iones a través de los canales no es continuo, sino que estos se abren y
cierran generando pulsos de corriente escalonada. La apertura o cierre de los
canales es probabilistica; sin embargo, la probabilidad de apertura puede cambiar
en respuesta a un estimulo como el voltaje o un ligando, dependiendo del tipo de
canal. En los canales dependientes de voltaje, por ejemplo, la probabilidad de
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apertura se incrementa o disminuye en los rectificadores entrantes, con la
despolarizacion, mientras que los canales sensibles a ligando, la union a ligando

favorece o inhibe su apertura (Fanjul and Hiriart, 1998).

CANALES SENSIBLES A VOLTAJE

Los canales dependientes de voltaje son criticos para la generacion y propagacion
de sefales eléctricas en células excitables (Miceli et al., 2015). Los canales
dependientes de voltaje representan un gran grupo de proteinas de sefnalizacion,
ademas, actuan como blancos fundamentales para drogas de aplicacion terapéutica
(Miceli et al., 2015).

La mayor parte de los canales activados por voltaje cuentan con un dominio sensor
de voltaje y son cruciales para la sefalizacion eléctrica en el sistema nervioso
(Swartz, 2008). Por ejemplo, los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv),
son posiblemente los canales dependientes de voltaje mas estudiados; ya que
juegan un papel central en muchos procesos fisiolégicos, como mecanismos
biofisicos de la excitabilidad eléctrica, tales como la repolarizacion del potencial de
accién, la adaptacion de la frecuencia de disparo, la repolarizacion sinaptica, la
contraccién muscular, entre otros. La variedad de funciones de los canales Kv, lleva
a que dependiendo del sitio donde se encuentran y la funciéon que llevan a cabo, se

activen a diferentes rangos de voltaje.(Islas, 2016)

Los canales Kv estan formados por un tetramero y cada subunidad esta compuesta
por 6 segmentos transmembranales (Fig. 1), los primeros 4, se postula, son
responsables de la sensibilidad a voltaje mientras que el S5 y S6 forman el domino

del poro y regulan la permeacion (Yellen et al., 1991).

10



Figura 1. Estructura general de un canal de K* dependiente de voltaje (Kv). A) Esquema de
una subunidad del canal, cuenta con 6 segmentos transmembranales y el poro se forma
entre el segmento 5y 6. B) Estructura vista desde la parte extracelular con un ion de K* en
el interior (esfera verde). C) Cara frontal del canal, las subunidades estan marcadas por
diferentes colores la letra C representa al carboxilo terminal. Tomado de Clayton, et. al.,
2008.

Estudios de mutagénesis dirigida de neutralizacion de cargas y sustitucion por
residuos de Cys han demostrado que el sensor de voltaje se encuentra en los
primeros 4 segmentos, especialmente en el segmento 4 (Fig. 2), que presenta cada
tres residuos un aminoacido cargado positivamente (arginina/lisina) y por las cargas
negativas de los segmentos S2 y S3, que tienen una interaccién electrostatica con
el segmento S4 (Liman and Hess, 1991). Sin embargo, no todos los canales
sensibles a voltaje tienen un dominio sensible a voltaje como el de los canales Ky;
uno de estos es el canal TRPV1, el cual también se activa por voltaje, pero como

se muestra en la figura 2b, al comparar la secuencia del segmento transmembranal
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4 con el de canales Kv, el canal TRPV1 no tiene aminoacidos cargados, por lo que

se dice que carece de un sensor de voltaje canodnico.

Figura 2. Estructura y secuencia del poro de canales Kv 1.2/2.1 y TRPV1. A) Superposicion
de los segmentos 5 y 6 de dos subunidades de los canales Kv 1.2/2.1 (gris) y TRPV1 en
rojo. B) Secuencia del sensor de voltaje, del canal Kv 1.2 comparado con la misma

secuencia en TRPV1, (aminoacidos con carga positiva en rojo).

Algunos canales, como la mayoria de los canales K2P, tienen una dependencia de
voltaje, pero no cuentan con un dominio sensible a este, y se ha propuesto que la
voltaje dependencia esta localizada dentro del filtro de selectividad y el mecanismo
por el cual estos canales perciben los cambios de voltaje, consiste en el movimiento
de tres o cuatro iones dentro del campo eléctrico de un filtro de selectividad inactivo;
lo que genera un mecanismo tipo valvula en la que el movimiento de iones dentro
del filtro induce la apertura de una compuerta acoplada al poro del canal ( Figura 3;
Schewe 2016).
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Figura 3. Esquema que muestra el mecanismo propuesto por el cual algunos canales K2P

sensan el voltaje.

Otro ejemplo de un mecanismo distinto al dominio sensible a voltaje presente en los
canales Kv, son los canales dependientes de la union de ligandos intracelulares,
como los dependientes de nucledtidos ciclicos (CNG), los cuales cuentan con una
estructura muy similar a los canales Kv, tanto en el poro como en la presencia de
aminoacidos cargados en el S4. Sin embargo, se ha mostrado que son
dependientes de voltaje solo en presencia de la permeacion de cationes grandes
como Rb*y Cs* y no de Li*, Na* y K*(Marchesi et al., 2012).

Ademas, se ha reportado que iones como el Mg** pueden actuar abriendo, cerrando
o bloqueando canales i6nicos. Por ejemplo, se sabe que interfiere con canales de
potasio activados por calcio, por una union al canal abierto, ademas se une a los
sitios de unién a calcio. Se ha demostrado que estructuralmente también existe un
sitio de union a Mg** en el dominio RCK/Rossman, un motivo intracelular que
inmediatamente es seguido de la activacion de la hélice S6 y que es responsable

de la activacion del canal por magnesio (Guiet-Bara 2007).
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El canal TRPV1, es activado por diversos factores, entre ellos, la variacion de voltaje
(Caterina et al., 1997a), pero no posee un dominio sensible a voltaje, por lo que es
posible que siga un mecanismo similar a los descritos, en el cual la dependencia de

voltaje se deba a una interaccion del ion permeante con el poro del canal.
CANALES TRP

Los canales TRP (potencial de receptor transitorio, por sus siglas en inglés), forman
una familia de canales permeables a cationes. El primer miembro de esta familia fue
identificado en Drosophila; en el gen cuyo producto es requerido para la
transduccion visual (Hardie and Minke, 1993). Estos canales son expresados en
neuronas nociceptoras, por lo que son los elementos centrales de la nocicepcion, y
pueden ser blancos potenciales para aliviar sindromes clinicos de dolor neuropatico
(Basso et al.,, 2016). Las funciones de los canales TRP son diversas, y el
conocimiento de la modulacion de estos canales aun es limitada. Se conoce que los
canales TRP estan involucrados en procesos como la termosensacion, la recepcion
de feromonas, la nocicepcion, la deteccibn de estimulos sensoriales,
osmoregulacion, homeostasis de calcio intracelular, proliferacion celular y otros
(Clapham et al., 2001).

Todos los canales TRP cuentan con una topologia general de tetramero en donde
cada subunidad consiste de 6 segmentos transmembranales, y el poro esta
formado por el segmento 5, 6 y el asa que los une (Venkatachalam and Montell,
2007 Clapham et al., 2001).

Estudios tanto filogenéticos como estructurales indican que los canales TRP estan
relacionados con la familia de canales catidnicos activados por voltaje, como los
canales permeables a K* o Ca* (Kv y Cav respectivamente) (Steinberg et al., 2014).
Como ya se ha mencionado, los canales TRP, también son activados por voltaje,
pero no tienen un sensor de voltaje, como el que caracteriza a los canales Kv (Fig.

2), que esta bien caracterizado (Clapham et al., 2001).
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Los canales TRP son permeables a cationes, solo dos canales TRP son
impermeables a calcio (TRPM4 y TRPM5) (Pingle et al., 2007) y segun la isoforma,
la permeabilidad y la selectividad para cationes mono o divalentes varia. Se
encuentran ampliamente distribuidos en diversos tejidos, especialmente en los de
los sistemas nerviosos central y periférico, donde tienen un papel crucial en la
transduccion sensorial (Venkatachalam and Montell, 2007), ademas, su
permeabilidad a Ca?* lo involucra en la activacion de sefiales de transduccion celular
(Ferrer 2009).

Desde la caracterizacion del canal TRP, 28 genes han sido identificados para esta
familia, y sus productos se han clasificado en 6 subfamilias: vanilloide (TRPV),
canonica (TRPC), melastatina (TRPM), anquirina (TRPA), policistina (TRPP) y
mucolipina (TRPML) (Basso et al., 2016).

Las diferencias mas marcadas dentro de la familia de canales TRP estan en los
carboxilos terminales, y la region mas conservada es el dominio S6, el cual es

presumiblemente el mas importante para su gatting (Clapham et al., 2001).

El compendio mas estudiado de bloqueadores y activadores se ha realizado para
TRPV1 y TRPMS8, que forman parte de los llamados termo TRPs (TRPv1, 2, 3, 4;
TRPM4, 5, 8; TRPA1), los cuales son activados por temperatura y convierten este
estimulo en sefales quimicas y eléctricas (Flockerzi, 2007). La familia de canales
TRPV en mamiferos, esta formada por 6 miembros TRPV1-6, de las que destaca
TRPV1 por ser un sensor molecular del umbral de temperaturas nocivas para el

organismo.
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EL CANAL TRPV1

El canal TRP vaniloide tipo 1 (TRPV1), es el receptor de capsaicina, y fue clonado
por primera vez en 1997 por el grupo de Julius (Caterina et al., 1997a). Se expresa
principalmente en neuronas del sistema periférico como las neuronas del ganglio de
la raiz dorsal, de los ganglios trigeminal y toracico vagal, y en fibras sensoriales
predominantemente en neuronas de tamafo pequefio y mediano. En neuronas
peptidergicas, estan involucrados en el desarrollo de dolor neurogénico e
inflamatorio mientras en neuronas nopeptidergicas participan en mediar el dolor
cronico. También se ha localizado en diferentes regiones del cerebro como el
hipotalamo, cerebelo, corteza cerebral, bulbo olfatorio, medula, hipocampo, talamo
y sustancia nigra; en tejidos no neuronales se expresa en queratocitos de la

epidermis, musculo liso, células gliales, higado y macrofagos (Pingle et al., 2007).

En humanos, el gen de TRPV1 esta localizado en el cromosoma 17 y codifica en
una proteina de 839 aminoacidos (Nilius and Flockerzi, 2014), cuya estructura es
homologa a la de canales de potasio activados por voltaje (Yu and Catterall, 2004),
ya que consiste de un homotetramero, donde cada dominio se conforma de 6
segmentos transmembranales (S1-S6); el poro se encuentra entre el segmento S5
y S6 y el asa que los une y el extremo amino y carboxilo terminal son intracelulares
(Fig. 4; Julius et al., 2013). El extremo amino terminal cuenta con 6 repeticiones de
anquirinas al igual que otros TRPs, responsables de la unidén de multiples ligandos

y modulacién de la sensibilidad del canal.

Es un canal con caracteristicas de activacion polimodales, ya que es activado por
temperatura alta (43 °C), pH bajo, ligandos como capsaicina y también por voltaje,
(Basso et al.,, 2016), a pesar de que carece de un sensor de voltaje bien
caracterizado. Por lo que es un receptor polimodal que traduce estimulos fisicos y

quimicos en estimulos nerviosos. (Ferrer, 2009).

El canal TRPV1 se ha relacionado con procesos fisiolégicos como la deteccién de
estimulos dolorosos y la generacion de procesos de inflamacién, lo que lo ha
convertido en una diana para el disefio de farmacos que produzcan analgesia, y ha
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llevado a la caracterizacion y sintesis de compuestos que actuan sobre él (Salazar
et al., 2009a).

Figura 4. Estructura del canal TRPV1. A) Vista frontal del canal. B) Giro de 45" de la
estructura. C) Segmentos 5y 6 de las 4 subunidades formando el poro junto al asa que los

une. D) Vista extracelular del canal. Las 4 subunidades del canal estdn marcadas en

diferentes colores.
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Permeabilidad y selectividad

Son pocos los estudios que han tratado el tema de la permeabilidad del canal
TRPV1, de manera muy general se le clasifica como un canal catiénico no selectivo,
con preferencia a permear cationes divalentes de Ca*™ y Mg**. Segun la estructura
de criomicroscopia disponible, se conoce que la region exterior del poro de TRPV1
es ancha comparada con la de canales Kv, con una estructura en forma de cono,

que facilita la permeabilidad a pequefnos y grandes iones.

Se ha reportado, mediante registro de corrientes macroscopicas y con experimentos
independientes entre si, que también puede permear cationes monovalentes como
Na*, K*, Li* y Cs* practicamente con la misma selectividad(Fig. 5b; Caterina et al.,
1997b).

=z NaCl
% -2 KCI
E 1 CsCl
£
& MgCI
Voltage (mV) Caolg
r | | | |
-100 -80 -60 -4 20 40
- <1
L .5

Figura 5. Los canales TRPV1 no muestran selectividad iones monovalentes. Grafica I/V de
registros de canales TRPV1. Las corrientes fueron registradas en parches con multiples

canales, se observa que el potencial de reversion es muy similar para iones monovalentes.

Otro estudio relevante en términos de permeabilidad es el de (Samways and Egan,
2011a), en el cual exploran la forma en que el calcio disminuye la conductancia
unitaria del canal TRPV1, utilizando la técnica de patch-clamp en su configuracion
outside-out para la adquisicién de corrientes unitarias. En dicho estudio midieron la

permeabilidad relativa de Na*, Li*, K*, Cs*, Ca* y Mg* (Fig. 6), a partir del potencial
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de reversion, con cada uno de los iones en registros de corrientes unitarias y con

diferentes iones en experimentos independientes a potenciales negativos.

Cation g PvPxa
Na® | 628=43(029 1
Lit | 357=46(5 | 0842006(35)
Kt 531=23(8) | 105003 (6)
Cst 547=24(4) | 0.94+008(5)
Mgt | 1462118 | 55x05(5)
ca | 152076 | 102=z08013%

Figura 6 Permeabilidad del canal TRPV1. A) Registros representativos de corriente unitaria,
con diferentes iones, seguido del histograma de amplitudes de cada registro. B) Tabla de

conductancia y permeabilidad relativa del canal con diferentes iones.

También se ha reportado que la presencia de sodio extracelular parece estabilizar
el estado cerrado del canal trpv1 al unirse a un sitio en la parte extracelular del poro.
El sodio actua como un inhibidor del canal, sin embargo, este sitio de unién no es
muy selectivo para sodio; el potasio exterior puede estabilizar el estado cerrado tan
efectivamente como sodio, seguido por Rb*, Tris, Cs* y Li* (Jara-Oseguera et al.
2015). Ademas, se ha encontrado que algunos iones localizados en el espacio
extracelular (Na*, Mg** y Ca*) pueden sensibilizar el TRPV1 a la capsaicina e
incluso en concentraciones suficientemente altas pueden promover su activacion en

ausencia de capsaicina (Salazar et al., 2009a).
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Como se ha mencionado, el canal TRPV1, permite el paso de diferentes iones a
partir de las diferencias de permeabilidad encontradas entre los diferentes iones,
pueden ser comparadas con las secuencias de permeabilidad tedricas de
Eisenman. Esta teoria considera la interaccién de un catidén hidratado en solucion
con un sitio cargado fijo, calculando la energia electrostatica de interaccion entre el
cation y el sitio de union y relacionandola con la energia de dehidratacion del cation.
Considerando que ambos términos son inversamente proporcionales al radio
atébmico del cation, Eisenman propuso con estos parametros 11 secuencias de

permeabilidad (Fig. 7).

Por ejemplo, si el radio del sitio de union es grande y la energia de interaccion es
pequefia, tendriamos un caso en el que la permeacion de iones grandes como Cs*
se ve favorecida mientras que iones pequenos como Li*, que tienen una energia de
dehidratacion mas grande, permeen menos. Asi mismo, si el radio del sitio de union
es pequeio Yy la energia de interaccion es muy grande comparada con la energia
de dehidratacién, tendriamos que la permeacién de iones pequefios se vea
favorecida (Owsianik et al., 2006). Estas secuencias de permeabilidad tedricas se

han utilizado para explorar la permeabilidad de distintos canales.

Secuencias de permeabilidad de Eisenman

Li =Na=K =Rb=Cs Sequence X1 (at highest
field strength)
Na=[li =K =Rb=>=Cs Sequence X
Na>K =Li >Rb>Cs  Sequence IX
Na>K >Rb=>Li >Cs  Sequence VIII
WNa=K =Rb=Cs =Li Sequence  VII
K >Na=Rb>=>(Cs =L Sequence VI
K =Rb=Na=(Cs =Li Sequence vV

K =>Rb>Cs >Nax>Li Sequence IV
Rb>K =Cs »>Nax>Li Sequence 11
Rb=Cs =K =Na=Li Sequence IT
Cs =Rb=K =>MNax=Li Sequence [ (at lowest

field strength)

Figura 7. Secuencias de permeabilidad tedricas propuestas por Einsenman.
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La selectividad de cada canal esta dada por lo que se conoce como filtro de
selectividad, y se refiere a la parte mas estrecha de un canal que se encuentra
dentro del poro del canal. Se ha calculado el tamafio del poro de un canal con
estudios de permeabilidad relativa o de dinamica molecular, por ejemplo, se ha
mostrado que el canal TRPV1 puede tener un tamario de poro inicial de 10.1 A e
incrementar su tamafio hasta 12.3 A (Chung et. A. 2008, Cao et al., 2013) esto por
la activacion o la unién de algun ligando. En la figura 8, se muestra un mapa de
densidad del poro del canal TRPV1 predicho a partir de la estructura obtenida por
crio-microscopia (Julius et al., 2013), donde se modelan las distancias entre los
atomos en la presencia de un agonista (capsaicina) y en su ausencia (APO) cabe
resaltar que la parte mas estrecha del poro de selectividad no cambia con el
agonista, sin embargo, se debe mencionar que dicha estructura, al ser obtenida por
crio-microscopia, no arroja evidencia funcional de que dicho modelo sea una
representacion fiel de los estados: abierto y cerrado Ademas, se debe considerar
que el canal TRPV1 también es activado por temperatura y no hay evidencia
experimental de que pueda activarse por agonistas a temperaturas bajas. Por lo

tanto, las estructuras presentadas deben tomarse solo como un punto de partida.
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Figura 8. Mapa de densidad de la region del poro, de dos subunidades opuestas. Superior:
accesibilidad del poro con la unién de capsaicina (CAP) y sin agonistas (APO). Inferior:

distancias entre especificos atomos a través del poro.

Retomando la estructura disponible de TRPV1, se puede observar dos
constricciones dentro del poro del canal, la primera en la parte inferior, que al
parecer corresponde a la compuerta activada por agonistas como la capsaicina, y
la segunda dentro del filtro de selectividad. Mediante estudios de accesibilidad de
cisteinas han revelado que el segmento transmembranal 6 contribuye a la formacion
de una compuerta de activacion (Salazar et al., 2009b), la cual corresponderia a la
primer constriccion mencionada. Sin embargo, no existe evidencia funcional de la
existencia de una segunda compuerta, pero, se hipotetiza que, debido a presencia
de esa constriccion en el filtro de selectividad, esta puede comportarse como otra

compuerta.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los canales dependientes de voltaje tienen un papel fundamental en la traduccién
de senales celulares en un organismo, como la propagacion de sefales eléctricas,

en células excitables.

La forma mas comun en la que un canal puede sensar el voltaje, es a través de un
dominio sensor de voltaje, como el presente en canales Kv (que se describid

anteriormente).

Sin embargo, existen canales que tienen sensibilidad a voltaje, pero no cuentan con
un dominio en su estructura especializado, para percibir los cambios en el potencial
de membrana. Tal es el caso de los canales K2P, los cuales tienen un mecanismo
en el cual la dependencia de voltaje esta relacionada directamente al tipo de ion que
atraviesa por el canal; el flujo de ciertos iones produce la apertura del canal (Schewe
2016).

El canal TRPV1 es estructuralmente similar a los canales Kv y también es activado
por voltaje, sin embargo, no comparte la presencia de un dominio sensible a voltaje
y no se conoce el mecanismo por el cual sensa el voltaje. Este canal es permeable
a diferentes iones como: Ca*, K* y Na*. Sin embargo, la permeabilidad a estos y
otros iones no ha sido estudiada a detalle y es posible que al igual que los canales
K2P tenga un mecanismo en que el sensor de voltaje involucra el movimiento del

ion dentro del campo eléctrico del filtro selector.
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir a entender como el canal TRPV1 sensa los cambios de voltaje en la
membrana celular.

OBJETIVO ESPECIFICO

Investigar si la dependencia a voltaje del canal esté relacionada con el ion que

permea a través de él.

HIPOTESIS

Si la dependencia de voltaje del canal TRPV1 depende del ion que permea a través
de él, entonces al variar el tipo de ion que permea y su concentracion, la

dependencia en el voltaje se alterara.
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METODOS

EXPRESION HETEROLOGA DE TRPV1

La expresion heteréloga fue realizada en células HEK293, una linea celular
proveniente de rifion embrionario humano, cultivadas en cajas Petri con 10 ml medio
DMEM (Gibco), suplementado con 10% de suero bovino fetal (invitrogen) y 100 U
de penicilina-100 pg estreptomicina y 100 ug de ciprofloxacina. Las células fueron
mantenidas en incubacién a 37°C y 5% de CO2y se realizaron pases celulares cada
3 0 4 dias; los cuales consisten en despegar las células incubandolas por 5 min con
tripsina (Gibco), seguido de disgregacion mecanica con una micropipeta para
proseguir a sembrarlas en cajas de cultivo de 35 mm (Corning) previamente
preparadas con pequenos vidrios en el fondo y 2 ml de medio de cultivo DMEM. El
DNA del canal rTRPV1 utilizado para la transfeccion, esta expresado en el vector
pcDNA y eGFP en el vector PeGFP (Clontech).

Para cumplir el objetivo planteado, se realizaron registros electrofisiolégicos de
corrientes macroscopicas y de canal unitario de TRPV1, expresado de manera
heterdloga en células HEK293, para lo que se realizé una cotransfeccién con JetPei,
como agente de transfeccion, y DNA de rTRPV1 WT y de eGFP, este ultimo utilizado
como marcador indirecto de expresion. Tanto el DNA como el JetPei fueron diluidos
por separado en 100 pl de NaCl 150 mM, la mezcla posterior se incub6 30 minutos
en cada ocasion, después de lo cual fue adicionada a la caja de cultivo con vidrios
en el fondo, cuyas células tenian al menos un dia de haber sido sembradas. Las

células fueron registradas después de al menos 24 horas de ser transfectadas.
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REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS

Para investigar el mecanismo por el cual el canal TRPV1 sensa el voltaje, se
realizaran registros electrofisioldgicos, utilizando la técnica de patch-clamp, en su
configuracion inside-out en células HEK 293 que expresan de manera heteordloga

el canal.

La técnica de patch-clamp en su configuracién inside-out permite hacer mediciones
de la conductancia iénica a partir de un fragmento aislado de la membrana celular.
Para conseguirlo, la micropipeta de vidrio se acerca hasta tocar la membrana celular
seguido de la aplicacion de succion, de tal manera que se forma un sello de alta
resistencia, que puede llegar al orden de 1 o varios GQ entre la membrana y en la
punta de la pipeta; una vez formado el gigasello, se jala la pipeta para lograr
despegar el segmento de membrana que se ha unido a ella, de esta manera la cara
intracelular de la membrana queda expuesta al bafo y nos permite manipular

libremente las soluciones en ambos lados de la membrana.

La solucién de registro utilizada en la pipeta (cara extracelular de la membrana), en
todos los casos contenia 130 mM de NaCl, 5 mM EDTA y 10 mM de HEPES a pH
7.2. Para las soluciones utilizadas en la cara intracelular de la membrana, solamente
se remplazé el NaCl por KCI, RbCI, CsCl, LiCl, NH4Cl o CH;NH;Cl y se adiciono 10
MM (para corrientes macroscopicas) o 100 nM (para corrientes unitarias) de

capsaicina.
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REGISTRO DE CORRIENTES MACROSCOPICAS

Para los registros de corrientes macroscoépicas, las condiciones de transfeccion
fueron las siguientes: 400ng/ml de TRPV1-WT y GFP. Los experimentos fueron
realizados utilizando pipetas de borosilicato con una resistencia de 6 a 8 MQ
obtenidas con un puller (Sutter instrument modelo P-97) y pulidas con una microforja
MF-830 (Narishige). Los datos fueron adquiridos utilizando el programa PachMaster
(HEKA instruments). El protocolo utilizado para los registros de corrientes
macroscopicas consistié en mantener el potencial de membrana a 0 mV seguido de
una serie de pulsos cuadrados de voltajes desde -130 a 130 mV con una duracién
de 150 ms, y un intervalo de 20 mV entre cada uno. Estos registros se adquirieron

a 50 kHz y se filtraron a 1 kHz.

Para los registros donde se compara la permeabilidad de Na* con respecto a otro
ion, se llevo a cabo la siguiente secuencia durante el experimento: se registro de la
corriente del canal TRPV1 con 130 mM de NaCl en el bafo (cara intracelular de
parche), después se cambid la solucién por una que contenia 130 mM de NaCl y
10 uM de capsaicina en el interior, seguido de un cambio en la solucién intracelular
por 130 mM de KCI, RbCI, CsCl, LiCl, NH4Cl o CH3NH;Cl manteniendo 10 uM de
capsaicina, como se muestra en el esquema de la figura 9. Las soluciones se

perfundieron por gravedad utilizando un intercambiador de soluciones.

Figura 9. Esquema patchclamp inside-out, representando el cambio del ion permeante

durante el experimento.
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REGISTRO DE CORRIENTES DE CANAL UNITARIO

Para realizar los registros de canal unitario la transfeccién se llevé a cabo como se
describid anteriormente, pero se transfecté 50 ng de TRPV1-WT y 100 ng de eGFP
para disminuir la expresion del canal en las células y aumentar la probabilidad de
registro de un solo canal. Las células fueron registradas alrededor de 22 horas

después de la transfeccion.

Los experimentos fueron realizados utilizando pipetas de borosilicato con una
resistencia de 8 a 12 MQ. El protocolo de estimulacion consistié en aplicar una serie
de pulsos de voltaje desde -110 a +150 mV con el potencial de mantenimiento en 0
mV. con 1 a 2s de duracion y un intervalo de 20 mV entre cada pulso. Las corrientes

unitarias se adquirieron a 61.3 KHz y se filtraron a 2 y 5 kHz.

Los registros de corrientes macroscopicas tuvieron como objetivo explorar la
selectividad del canal con diferentes iones, mientras que la relaciéon del ion

permeante se estudié con el analisis de los registros de corrientes unitarias.
ANALISIS

De las corrientes macroscoépicas se obtuvo una grafica IV con el promedio de la
amplitud de la corriente de n parches, cuyos datos fueron normalizados tomando
como corriente maxima a la obtenida en los registros con 130 mM de NaCly 10 uM

de capsaicina en la cara intracelular del parche.

La conductancia fue calculada como:

Ec.1) g = —

g = conductancia
i = corriente
Vm = potencial de membrana

Er = potencial de reversiéon
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A cada curva de conductancia se le ajusto una funcion Boltzmann (Ec 2) y se obtuvo
el promedio de las conductancias normalizadas a la curva con 130 mM de NaCl y
10 uM de capsaicina. En cada caso se muestra también, la curva de conductancia

normalizada contra si misma.
Ec 2) GWV) = Gmax /(1 + e(-Z(V-V 1/2)/KT))

gmax = conductancia maxima.

Z= Valencia en cargas elementales.

V = voltaje

V1/2 = voltaje al que se alcanza la mitad de la conductancia en mV.
K =constante de bolztmann.

T = temperatura.

Se realizd una prueba t- student de dos colas para muestras emparejadas, para
comparar las v’z calculadas en las curvas de conductancias, aceptando la hipétesis
nula cuando P > 0.01.

La probabilidad de apertura del canal TRPV1 se calculé como:

xto

Ec. 3) P, = —=—
Yto+Yte
Y'to es la sumatoria del tiempo de vida en el estado abierto.

y't. es la sumatoria del tiempo de vida en el estado abierto.

Para el analisis del registro de canal unitario se construyeron histogramas de las
amplitudes de la corriente unitaria; se realizd un histograma por cada voltaje al que
se estimuld; se ajusto una curva Gaussiana (Ec. 4) con la finalidad de medir la media
de la amplitud del estado abierto del canal en cada histograma.

X—Xo)z)

Ec. 4) y+4e
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A partir de los datos de la media de la amplitud de la corriente unitaria, obtenidos
del ajuste de la curva gauss, se graficd una curva de la corriente unitaria con relacion

al voltaje.

Para el analisis entre la relacion de la compuerta del canal y el ion permeante, se
diseid en el laboratorio un programa en lenguaje Python, el cual realiza una
simulacién de un registro de corriente unitaria que parte de un modelo en el que el
canal puede estar cerrado y abrirse, permanecer un tiempo en este estado abierto,
regresar al primer estado cerrado o pasar a otros dos estados cerrados, con
diferente probabilidad. A la simulacién resultante, se le agrega ruido simulado y es
fitrada, como sucede en la adquisicion de datos experiméntales; después, el
programa realiza un histograma tedrico a partir de los datos simulados y ajusta este
histograma al histograma experimental, dando como resultado los valores de
probabilidad por unidad de tiempo, de que ocurra una transicion entre un estado y

otro (ver resultados).
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RESULTADOS

Para investigar si la dependencia de voltaje del canal TRPV1 esta influenciada por
el ion que permea a través de él, se inicié realizando registros de corrientes
macroscopicas utilizando la técnica de patch-clamp con la configuracion inside-out,
lo cual nos permitié explorar la permeabilidad y selectividad del canal TRPV1 a

diferentes iones.

La corriente macroscopica de TRPV1 se modifica al variar el ion

que permea por el canal

Como ya se menciond, para el registro de corrientes macroscoépicas se transfectd
con 400 ng/ml de rTRPV1-WT y GFP, para obtener una poblacion de canales en la
membrana que forma el sello con la pipeta. Los registros de patch-clamp inside-out
se realizaron manteniendo siempre 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo

de ion la cara intracelular del parche, utilizando pipetas de 6 MQ.
La permeabilidad de K* es mayor a la de Na*

Para los registros comparando la permeabilidad de Na* y K* se llevé a cabo la
secuencia descrita previamente (ver métodos). En la figura 10a, se observan las
familias de corrientes registradas durante un experimento. Los trazos negros
muestran la corriente evocada solo con los pulsos de voltaje y sodio como el unico
ion permeante, mientras que en los trazos rojos se puede apreciar el aumento en la
corriente por la presencia de capsaicina en la cara intracelular del parche,
manteniendo al sodio como el unico ion permeante. Al comparar estas corrientes
con los trazos azules, en los cuales el sodio intracelular fue remplazado por potasio,
se observa un incremento en la amplitud de la corriente alcanzada. Como se
muestra en la figura 10b, la corriente entrante (debida practicamente a la
permeabilidad de sodio), es muy similar en ambas condiciones, mientras que la
corriente saliente es diferente, siendo que la corriente de potasio tiene una mayor
amplitud que la de sodio. Esto podria indicar que la permeabilidad de K* es mayor

que la de Na* en este canal. Ademas, el potencial de reversion tomado a partir de
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la grafica I/V es 0 mV en ambas condiciones, lo que nos indica que el canal no tiene

una selectividad marcada por alguno de los iones.

La grafica de conductancia mostrada en la figura 10c muestra que La V 2 no se
altera de manera significativa (P = 0.18) y que la conductancia es mayor para
potasio que para sodio (28% mas grande), lo cual podria indicar que los iones de
potasio interactuan con el poro del canal, quizas permitiendo que tenga una mayor
probabilidad de apertura, o que la cantidad de iones que permeen sea mayor ante
el mismo estimulo. Para dilucidar la razén del incremento observado con K* en

comparacion con Na* se realizaron registros de corriente de canales unitarios.

Figura 10. A) Registro representativo de familias de corrientes en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -130 a +130mV con un incremento de 20 mV entre cada pulso.
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NaCl (trazos negros), 130 mM de NaCl + 10 yM de capsaicina (rojo),
130 mM de KCI (azul). B) y C) Graficas del promedio de la corriente y conductancia
(respectivamente) de Na* (rojo) y K* (azul) normalizadas a la corriente con 130 mM de NaCl
simetrico.C) Se muestra la conductancia de potasio normalizada contra si misma(azul claro)
n=6 barras muestran el error estandar.
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La permeabilidad de NH4" es mayor a la de Na*

La permeabilidad de TRPV1 a iones grandes como el ion amonio no habia sido
estudiada. En este trabajo se muestran registros de corrientes macroscoépicas (fig.
11a), que muestran un incremento en la amplitud de la corriente con NH4*
intracelular. La grafica de corriente I/V (fig. 11b), muestra un incremento solo para
corriente saliente, la cual depende del ion NH4"y que el potencial de reversién es el
mismo para ambos iones. La grafica de conductancia (fig. 11c), muestra que a pesar
de que la conductancia con amonio (trazo azul oscuro) es mayor que con sodio
(trazo rojo), al comparar ambas curvas normalizadas contra si mismas (trazo azul
claro y trazo rojo) las conductancias se sobrelapan, ademas, la V2 no tiene

diferencias significativas (P=0.49).

Figura 11. A) Registro representativo de familias de corrientes en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -130 a +130 con un incremento de 20 mV entre cada pulso. Registro
realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio intracelular.
Trazos negros: 130 mM NaCl; trazos rojos: 130 mM de NaCl + 10 mM de capsaicina; trazos
morados: 130 mM de NH4CI. B) y C). Graficas del promedio de la corriente y conductancia
(respectivamente) de Na* (rojo) y NH4* (azul) normalizadas a la corriente con 130 mM de
NaCl a ambos lados de la membrana. Se muestra la conductancia de amonio normalizada

contra si misma(azul claro) n=9, las barras muestran el error estandar.
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La permeabilidad de Cs*es mayor a lade Na*

Para estos experimentos las condiciones fueron iguales a los utilizados para
explorar la conductancia de los anteriores iones respecto a Na*. Pero esta vez, la

solucion intracelular de Na* y capsaicina fue intercambiada por Cs* + capsaicina.

El Cs* esta reportado como ion permeante en TRPV1 (Caterina et al., 1997b;
Samways and Egan, 2011a). En los registros de corrientes mostrados en la figura
12ay b, se observa que la amplitud de las corrientes aumenta en presencia de Cs*
intracelular, tanto la corriente entrante como la corriente saliente. En la figura 12c

se muestra la conductancia promedio.

Figura 12. A) Registro representativo de familias de corrientes en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -130 a +130 con un incremento de 20 mV entre cada pulso. Registro
realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio intracelular.
Trazos negros: 130 mM NaCl; trazos rojos: 130 mM de NaCl + 10 mM de capsaicina; trazos
morados: 130 mM de Cs*. B) y C). Graficas del promedio de la corriente y conductancia
(respectivamente) de Na* (rojo) y Cs* (verde oscuro) normalizadas a la corriente con 130
mM de NaCl a ambos lados de la membrana. Se muestra la conductancia de cesio

normalizada contra si misma(iverde claro) n= 9, las barras muestran el error estandar.
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La permeabilidad de CH3NH3" es menor que la de Na*

Elion CH3NH3", es el ion de mayor tamafio, cuya permeabilidad se estudia en este
trabajo. Su permeabilidad en el canal TRPV1 no habia sido reportada, sin embargo,
se conoce que el canal es capaz de permear iones grandes como guanidina y
NMDG (Nilius B. et. al., 2014) En los registros de corrientes macroscopicas (fig.
13a), se observa que la corriente con el ion CH3NH3" intracelular disminuye en
comparacion a la corriente con sodio simétrico. La grafica I/V (fig. 13b), muestra que
el ion no altera la corriente entrante y solo hay cambios en la corriente saliente,
ademas el potencial de reversion es 0 mV para ambos iones. La grafica de la fig.
13c muestra que con el ion CH3NHs* la conductancia es menor que con sodio (trazo
amarillo) y a pesar de que la conductancia muestra una cinética distinta (trazo
amarillo claro) a la de sodio (trazo rojo) las diferencia en las vz no es significativa
(P =0.18).
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Figura 13. A) Registro representativo de familias de corrientes en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -130 a +130 con un incremento de 20 mV entre cada pulso. Registro
realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio intracelular.
Trazos negros: 130 mM NaCl; trazos rojos: 130 mM de NaCl + 10mM de capsaicina; trazos
morados: 130 mM de CH3;NHsCl. B) y C). Graficas del promedio de la corriente y
conductancia (respectivamente) de Na* (rojo) y CHsNHs" (amarillo) normalizadas a la
corriente con 130 mM de NaCl a ambos lados de la membrana. Se muestra la conductancia
de potasio normalizada contra si misma(amarillo claro) n= 9, las barras muestran el error

estandar.
La permeabilidad de Li* es menor que la de Na*

El Li* se ha reportado como un ion que permea a través del canal TRPV1, esto se
ha realizado con registros de canal unitario, que sugieren que evoca una menor
conductancia que canales registrados con sodio simétrico (Samways and Egan,
2011a). En este apartado, se muestran registros representativos de corrientes
macroscopicas (Fig. 15a), comparando la conductancia de sodio y litio en

experimentos pareados, igual a los descritos anteriormente con otros iones.

Se observa que la corriente evocada con litio intracelular disminuye comparada con
la corriente con sodio. En la grafica I/V (fig. 15b) se muestra que esta disminucién
solo es apreciable para la corriente saliente, mientras que la corriente entrante se
mantiene. La conductancia (fig. 15¢) muestra que la conductancia con litio es menor
que con sodio (trazo verde), ademas, la v'2 presenta una diferencia significativa
(P=0.0002), lo que puede sugerir que el litio este interactuando con el filtro selector

y podria indicar la presencia de una compuerta en el mismo.
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Figura 15. A) Registro representativo de familias de corrientes en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -130 a +130 con un incremento de 20 mV entre cada pulso. Registro
realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio intracelular.
Trazos negros: 130 mM NaCl; trazos rojos: 130 mM de NaCl + 10 mM de capsaicina; trazos
morados: 130 mM de LiCl. B) y C). Graficas del promedio de la corriente y conductancia
(respectivamente) de Na* (rojo) y Li* (verde) normalizadas a la corriente con 130 mM de
NaCl a ambos lados de la membrana. Se muestra la conductancia de litio normalizada

contra si misma (azul claro) n=9, las barras muestran el error estandar.

La permeabilidad de Rb*es menor que la de Na™; el rubidio parece

actuar como un bloqueador.

Para estos experimentos las condiciones fueron iguales a los utilizados para
explorar la conductancia de otros iones respecto a Na*. Pero esta vez, la solucion

intracelular de Na* y capsaicina fue intercambiada por Rb* + capsaicina.

La permeabilidad de Rb* en el canal TRPV1 no ha sido investigada, pero existen
reportes de que TRPV1 puede transportar iones de Rb* (Zicha et al., 2013), a pesar
de esto, la informacién sobre su permeabilidad es escasa. Los registros de
corrientes macroscopicas en estos experimentos muestran una menor amplitud en
los registros que presentan Rb* en la cara intracelular respecto a los registros donde

las concentraciones de sodio son iguales a ambas caras de la membrana (Fig. 16a).
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En la grafica de la corriente respecto al voltaje (Fig. 16b), se observa que el Rb*
esta disminuyendo la corriente saliente e incluso la entrante, que esta dada por el
Na* que hay en la pipeta, lo que podria indicar que el Rb* estd actuando como un
bloqueador, disminuyendo la conductancia del canal. Aunque existe la posibilidad
de que el Rb* este disminuyendo la probabilidad de apertura, lo cual también puede
explicar la disminucién en la amplitud de la corriente macroscopica. Estas hipétesis
se investigaron con los registros de canales unitarios. En la conductancia (fig. 16¢),

se observa que la voltaje dependencia no tiene cambios significativos (P = 0.052).

Figura 16. A) Registro representativo de familias de corrientes en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -130 a +130 con un incremento de 20 mV entre cada pulso. Registro
realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio intracelular.
Trazos negros: 130 mM NaCl; trazos rojos: 130 mM de NaCl + 10 mM de capsaicina; trazos
morados: 130 mM de RbCI. B) y C). Graficas del promedio de la corriente y conductancia
(respectivamente) de Na* (rojo) y Rb* (morado) normalizadas a la corriente con 130 mM de
NaCl a ambos lados de la membrana. Se muestra la conductancia de rubidio normalizada

contra si misma (lila) n=10 barras muestran el error estandar.
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La conductanciay dependencia de voltaje varia con el ion

permeante

A cada grafica de conductancia mostrada para cada uno de los 6 iones estudiados,

le fue ajustada una funcion Boltzmann. y se calcularon los promedios de la

conductancia maxima, la carga y la v%. En la tabla 1, se muestra un resumen de

estos valores para cada experimento, comparado con los valores obtenidos con

sodio simétrico y al cambiar el tipo de ion. Puede notarse en rojo el valor de la v 72

en los experimentos con litio, unico caso en que hay una diferencia significativa en

la v’ (P=0.0002). En los demas experimentos a pesar de que la v'2 varia con los

diferentes iones, las diferencias no fueron significativas (P > 0.01). En lo que

respecta al valor de Z también hubo diferencia significativa con el ion litio (P = 0.002)

lo que indica que posiblemente el ion litio, que es el ion mas pequefo, esta

interactuando de manera mas fuerte con el poro del canal.

Tabla 1. Promedios de conductancia maxima, carga y vz para cada condicién experimental.

Na® | NHs" | Na® |Cs®™ |Na* Rb* Na K Na* Li*
gmax (S) | 21.3E-9 | 18.0E9 8.41E-9 | 10.1E-9 | 6.44E-9 | 9.53E-9 | 17.2E9 | 13.4E-9 | 11.1e9 | 13.6e9 | 8.85E-9 | 5.17E-9
Z(e) 0.51 0.51 0.61 0.49 0.55 0.53 0.57 0.54 0.63 0.60 0.51 0.66
v1/2(mV) | 3377 | -54.02 -30.82 | -2623 | -40.18 | -49.63 | -38.93 -10.81 | -45.86 | -23.08 | -38.62 -95.70

Para visualizar los cambios de la v %2 con los diferentes iones se calculo la diferencia

de la misma entre cada uno de los 6 iones estudiados y con sodio. Como se muestra

en la figura 17 la diferencia de la v Yz entre los iones y el sodio es muy similar excepto

con el litio. Esto podria indicarnos que el litio esta intecactuando con el filtro selector.
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Figura 17. Comparacion de la diferencia de las V2 para cada experimento. Fueron
calculadas como la v Y2 de cada ion menos la v 2 con sodio, de cada experimento. En la

parte inferior se indica el radio ionico en Angstroms.

Con los registros de corrientes macroscopicas, realizados variando el tipo de ion

que permea por el canal se muestra que:

e La corriente saliente varia en todos los casos, siendo mayor con: NH4*, Cs*
y K* ; y menor con Li*, Rb* y CH3NHs*

e La corriente entrante, que en principio se debe a la permeacién de Na*
disminuye con Rb* lo que puede indicar que este ion esta actuando como un
bloqueador permeante o también afectando la probabilidad de apertura.

e La diferencia de la V2 y carga aparente con respecto a Na*, solo son
significativos para los experimentos con Li* lo que sugiere que este ion esta
interactuando con el filtro selector y que exista un componente dependiente

de voltaje.

Las variaciones en la corriente y conductancia a nivel macroscépico podria deberse
a que los iones permeen menos o mas a través del canal o a que el ion disminuya
la probabilidad de apertura del canal, lo que indicaria un efecto en la compuerta del
canal. Estas hipotesis se discuten mas adelante con los experimentos de canal

unitario.
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Las corrientes unitarias del canal TRPV1 son distintas al variar el

tipo de ion permeante

Para el registro de corrientes unitarias, fue necesario ajustar las condiciones de
transfeccion y el tamafo de la pipeta, con la finalidad de crear condiciones en las
que la membrana celular presente una menor cantidad de canales TRPV1 y la
pipeta sea lo suficientemente pequefa para que nos permita aumentar la

probabilidad de registrar un solo canal.

Las condiciones para el registro de canal unitario han sido modificadas, bajando la
concentracion de TRPV1 WT a 25 ng/ml y utilizando pipetas con una resistencia de
8 a 12 MQ y las mismas concentraciones de Na* extracelular. Las células son

registradas 22 horas después de haber sido transfectadas.

Los experimentos se realizaron siguiendo la misma secuencia experimental descrita

para las corrientes macroscoépicas (ver metodos).

Los iones Rb y NH4s" cambian la probabilidad de apertura del

canal

Como se muestra en la figura 18 la corriente unitaria en registros con rubidio es
mayor que la registrada con sodio, lo cual es distinto a lo observado en corrientes
macroscopicas, ademas, como se observa en los registros de la corriente unitaria
con rubidio, disminuye la probabilidad de apertura del canal (tabla 2), lo cual sugiere

un efecto en la compuerta del canal.
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Figura 18. Registro representativo de la corriente unitaria de TRPV1 en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -110 a +150 mV con un incremento de 20mV entre cada pulso.
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NaCl (negro), 130 mM de NaCl + 100 nM de capsaicina (rojo), 130 mM
de RbCI + 100 nM de capsaicina (morado). Derecha se muestra una grafica representativa

de la curva corriente-voltaje de la corriente unitaria Na* (rojo) Rb* (morado).

En la figura 19, se muestra un registro representativo, donde se observa que la
corriente unitaria con amonio también tiene mayor amplitud respecto a la corriente

con sodio.
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Figura 19. Registro representativo de la corriente unitaria de TRPV1 en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -110 a +150 mV con un incremento de 20mV entre cada pulso,
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NaCl (negro), 130 mM de NaCl + 100 nM de capsaicina (rojo), 130 mM
de NH4CI + 100 nM de capsaicina (Azul). Derecha se muestra una gréfica representativa

de la corriente unitaria Na* (rojo) NH4* (azul).

En ambos casos, se puede notar que la corriente a potenciales negativos es
pequena con relacidn a potenciales positivos, esta asimetria en la corriente puede
deberse a que a potenciales negativos los iones permeen mas lento, debido a una
asimetria en los sitios de union en el canal, o puede deberse a que existan
transiciones muy rapidas entre el estado abierto y cerrado del canal, que no
alcancen a ser resueltas y por ello, la corriente del canal se vea atenuada en los
registros, para lo cual se requiere realizar un analisis que nos permita distinguir si

existen o no estas transiciones.
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La conductancia unitaria con Li* es menor que con Na*

En los registros de canal unitario utilizando litio (fig. 20), se observa que este ion no
afercta la probabilidad de apertura del canal (tabla 2 ). En la grafica I/V se muestra
que con litio disminuye la corriente saliente, lo cual es concordante con lo
observado en registros de corrientes macroscopicas. Esto posiblemente se deba a
que este ion esté interactuando fuertemente con el poro, lo que suguiere la
existencia de una compuerta en el filtro de selectividad. Como se mostré
anteriormente el litio cambia la V2 del canal, por lo que la interaccion con el poro

podria ser voltaje dependiente.

Figura 20. Registro representativo de la corriente unitaria de TRPV1 en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -110 a +150 mV con un incremento de 20mV entre cada pulso.
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NacCl (negro), 130 mM de NaCl + 100 nM de capsaicina (rojo), 130 mM
de LiCl + 100 nM de capsaicina (Azul). Derecha se muestra una grafica representativa de

la corriente unitaria Na* (rojo) Li* (azul).
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La corriente unitaria es mayor con K* con respecto a Na*

En la figura 21, se muestra un registro representativo de la corriente unitaria del
canal y la curva I/V del mismo, se observa que la corriente unitaria del canal es
mayor tanto a potenciales negativos como positivos concordante a lo observado con

corrientes macroscopicas.

Figura 21. Registro representativo de la corriente unitaria de TRPV1 en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -110 a +150 mV con un incremento de 20mV entre cada pulso.
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NaCl (negro), 130 mM de NaCl + 100 nM de capsaicina (rojo), 130 mM
de KCI + 100 nM de capsaicina (Azul). Derecha se muestra una gréfica representativa de

la corriente unitaria Na* (rojo) K* (azul).
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La corriente unitaria con Cs* es mayor que con Na*

Los registros realizados con cesio se muestran en la figura 20, donde se observa
que el ion no parece tener un efecto en la probabilidad de apertura del canal, sin
embargo, las corrientes salientes tienen un incremento similar al que se mostré en
registros de corrientes macroscopicas. Y se mantiene la asimetria en la amplitud de

la corriente en voltajes positivos vs voltajes negativos.

Figura 19. Registro representativo de la corriente unitaria de TRPV1 en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -110 a +150 mV con un incremento de 20mV entre cada pulso.
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NaCl (negro), 130 mM de NaCl + 100 nM de capsaicina (rojo), 130 mM
de CsCI + 100 nM de capsaicina (verde). Derecha, se muestra una grafica representativa

de la corriente unitaria Na* (rojo) Cs* (verde).
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La corriente unitaria con CHsNH3"y Li* es menor que con Na*

En los registros de corrientes unitarias con CHsNHs* (Figura 20), se observa que la
corriente entrante es igual con ambos iones, mientras la corriente saliente es menor

con el ion metilamonio. Este ion no cambia la probabilidad de apertura del canal,

Figura 20. Registro representativo de la corriente unitaria de TRPV1 en respuesta a pulsos
cuadrados de voltaje de -110 a +150 mV con un incremento de 20mV entre cada pulso.
Registro realizado con 130 mM de NaCl en la pipeta y variando el tipo de ion en el medio
intracelular. 130 mM NaCl (negro), 130 mM de NaCl + 100 nM de capsaicina (rojo), 130 mM
de CH3NHsCl + 100 nM de capsaicina (amarillo). Derecha, se muestra una grafica
representativa de la corriente unitaria Na* (rojo) CHsNHs* (amarillo).
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La probabilidad de apertura del canal TRPV1 con diferentes iones

Se realiz6 el calculo de la probabilidad de apertura como el tiempo en estado abierto
del canal entre el tiempo total del registro. Este analisis se realiz6 para cada ion
probado en este trabajo, en los registros a 90 mV, ya que a este potencial la
probabilidad de apertura parecia ser la mas alta. Los resultados de este analisis se

detallan en la siguiente tabla.

Tabla 2. Probabilidad de apertura del canal TRPV1 con diferentes iones, calculada

a partir de un registro de canal unitario a 90mV.

Po Na* Po X*
K* 0.6298 0.6910
NH4* 0.7968 0.4789
Li* 0.7226 0.7250
Cs* 0.7994 0.7936
0.8033 0.6898
Rb* 0.7256 0.3779

La secuencia de permeabilidad relativa de TRPV1 coincide con la

secuencia |l de Eisenman

Para comparar la selectividad entre los diferentes iones (Fig. 21), al ser registros
pareados, se realizé un cociente entre la corriente del ion X* y la corriente con Na*

correspondiente.

En la figura 21, se muestran registros representativos de la corriente unitaria con los
6 diferentes iones en respuesta a un pulso cuadrado de voltaje a 90 mV. En la tabla
de la figura 22, se observa la permeabilidad relativa para cada ion y en la parte
inferior se encuentra la secuencia de permeabilidad propuesta a partir de los

resultados de este trabajo.
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Figura 21. Registros de canal unitario, con la técnica patchclamp en su configuracion inside-
out. Utilizando 130 mM de Na* variando el tipo de ion intracelular (130 mM de X*) a 90 mV.
En la tabla se muestra la selectividad relativa para cada ion, calculada como el cociente de
la corriente con el ion X* entre la corriente con Na*™ En la parte inferior se muestra una

secuencia de selectividad para el canal TRPV1.

La secuencia de selectividad realizada en este trabajo coincide mejor con la
secuencia numero uno de las secuencias propuestas por Eisenman, la cual muestra
que los iones mas grandes tienen una mayor permeabilidad, sin embargo, en
nuestra secuencia de permeabilidad, el ion metilamonio que es el ion mas grande
probado en este estudio, tiene una permeabilidad baja, lo cual podria deberse a
que, por su gran tamano, permee con menor velocidad dentro del poro de

selectividad.
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Figura 22. Secuencias de permeabilidad tedricas propuestas por Einsenman (parte
superior) en rojo, la secuencia que coincide mejor con la secuencia propuesta en este
trabajo. Secuencia de permeabilidad relativa de TRPV1, calculada a partir del cociente de

la corriente de canales unitarios Ix/Ina.

Con los registros de canal unitario realizados, variando el tipo de ion que permea

por el canal se muestra que:

e La secuencia de permeabilidad de TRPV1 corresponde muy bien con la
secuencia | de permeabilidad propuesta por Eisenman.

e La corriente unitaria con iones como NHs4*, Cs*, Li* y K* tiene un
comportamiento que concuerda con los registros de corrientes
macroscopicas, realizados con estos iones.

e La corriente unitaria con rubidio es mayor que con sodio, lo cual es contrario
a lo observado en corrientes macroscopicas.

e Los iones NH4+ y Rb+ disminuyen la probabilidad de apertura del canal.
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La corriente unitaria del canal TRPV1 explicada por un modelo

con tres estados cerrados

Para tratar de explorar la relacién entre el ion permeante y la compuerta del canal,
partimos de la hipétesis de la existencia de una segunda compuerta (localizada en
el filtro selector), (Cao et al., 2013; Patapoutian et al., 2010), el cual podria tener
cambios conformacionales que expliquen la voltaje dependencia observada, al

variar el ion permeante en corrientes macroscopicas y amplitud de corriente unitaria.

En los registros de canal unitario se observa un cambio en la amplitud de la corriente
a voltajes positivos, ademas, durante el registro del estado abierto del canal se nota
una mayor cantidad de ruido que durante los estados cerrados, que podrian deberse

a transiciones rapidas entre el estado abierto y un estado cerrado.

Una de las maneras de analizar estas transiciones rapidas, es a través de la
creacion de histogramas de todos los puntos a partir de los datos experimentales,
en la figura 23a, se observan registros representativos de un mismo experimento
con Na* y posteriormente con Cs*, se puede notar que con Cs* la amplitud de la
corriente es mayor que con Na* a voltajes positivos, no siendo asi a voltajes
negativos y que durante el estado abierto del canal, la corriente se observa con
fluctuaciones de mayor amplitud que el ruido del estado cerrado. Los histogramas
(figura 23b) muestran que a voltajes negativos son practicamente simétricos y
superponibles para ambos iones, mientras que a voltajes positivos, se observa una
asimetria en la distribucibn de amplitudes en cada histograma, la cual es
marcadamente mas grande con cesio que con sodio. Este fendbmeno en el que la
asimetria de los histogramas con diferentes iones cambia con el voltaje sucede con

todos los iones estudiados, en mayor o0 menor grado.
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Figura 23. Asimetria de los histogramas a diferentes voltajes y con diferentes iones. A)
Registros representativos de corrientes unitarias con cesio (verde) y con sodio (rojo). B)

Histograma de amplitudes a estos voltajes con ambos iones.

Esta asimetria en los histogramas describe las transiciones rapidas que no son
observadas en los registros, mas que como un aumento de amplitud en el ruido
durante el estado abierto del canal, como se menciond antes. Estas transiciones
podrian estar involucradas con la compuerta del canal, ademas, parecen ser mas

rapidas conforme incrementa el voltaje y dependientes del ion permeante.

Para poder explicar la asimetria presente en los histogramas, la cual se debe a las
fluctuaciones observadas en la corriente unitaria, e investigar si existe un
componente dependiente de voltaje en este comportamiento, se partié de un modelo
(Fig. 24), que considera que el canal puede estar en un estado cerrado (C), que
puede durar cierta cantidad de tiempo, pasar a un estado abierto (O), mantenerse y

volver a cerrarse (C), lo cual corresponderia al primer parte del modelo. La segunda
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parte comprende que el estado abierto podria pasar a otro estado cerrado,
llamémosle C’, el cual comprende una serie de transiciones mas rapidas entre O-
C’, las cuales no pueden ser resueltas con los registros electrofisiolégicos y que
explican parte de las fluctuaciones, registradas durante el estado abierto del canal
y la tercera parte del modelo muestra un tercer estado cerrado (C”) que comprende
un paso entre O-C” mas rapido que los anteriores, lo que complementaria las

fluctuaciones registradas en las corrientes.

Figura 24. Representacion del modelo que describe el comportamiento de las corrientes

unitarias del canal TRPV1.

Para el andlisis de los histogramas de las corrientes unitarias, se disefié en el
laboratorio un programa en lenguaje Python el cual genera una simulacion de un
registro de canal unitario ideal, es decir sin ruido y sin haber pasado por un filtro.
Cuando en esta simulacion se considera sélo un estado cerrado y uno abierto C-O,
y que la probabilidad de pasar al estado abierto, es mas grande que la de pasar o
mantenerse en un estado cerrado, se obtiene un registro ideal, como el mostrado
en la figura 23a, en donde, el tiempo de vida del estado cerrado, es menor que el
tiempo de vida en estado abierto. Cuando a este registro ideal, se le agrega ruido
simulado y los datos son filtrados, como sucede cuando se adquieren la corriente
en un experimento real, se obtiene un registro que podria simular el comportamiento
de un canal cuando es activado, por ejemplo, por un agonista (Fig. 23b). Sin

embargo, cuando pasamos de este modelo donde tenemos un estado cerrado y un
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estado abierto, a un modelo que considera mas de un estado cerrado, se debe de
agregar la probabilidad por unidad de tiempo de que el canal se mantenga en un

estado, pase a otro estado o retroceda a uno previo.

Cuando se toman en consideracion estos parametros y se genera un registro ideal
(Fig. 23c), observamos, que durante un tiempo en el registro, el canal permanece
cerrado, mientras que en el tiempo en que en el modelo anterior el canal permanecia
abierto, ahora vemos transiciones entre el estado abierto y uno o mas estados
cerrados diferentes, dichas transiciones son muy rapidas, y por eso, en la figura 23c,
suelen observarse como franjas azules; cuando a este registro ideal, se le agrega
ruido, y estos datos son filtrados, se obtiene una simulacion de registro de corriente
como la observada en la figura 23d, en la cual se aprecia un tiempo de vida cerrado
y un tiempo de vida abierto, pero durante el tiempo de vida abierto, se observan
fluctuaciones en la amplitud de la corriente, que corresponden a las transiciones
rapidas que podiamos apreciar en el registro ideal, y que en esta simulacion se
encuentran atenuadas debido al filtro al que fue sometida la simulacion. Esta
simulacién es muy parecida en forma, a los registros experimentales obtenidos en
este trabajo, un ejemplo representativo, es el registro obtenido a 90 mV mientras el
canal TRPV1 permeaba el ion amonio (Fig. 23e), donde puede observarse que las
fluctuaciones de la simulacién durante el aparente estado abierto son comparables
con las fluctuaciones observadas en el registro experimental. Lo anterior indica que,
estas fluctuaciones pueden ser explicadas por transiciones rapidas entre el estado
abierto y varios estados cerrados, que no se pueden observar en el registro mas

que como un aumento en el ruido cuando el canal esta en el estado abierto.
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Figura 23. Registros de canal unitario simulados con el programa en Python son similares
a los registros experimentales. A) Simulacion de un registro ideal con un estado abierto y
uno cerrado; B) Simulacion de un registro filtrado con un estado abierto y uno cerrado; C)
Simulacion de un registro ideal con un estado abierto y tres estados cerrados; D) Simulacién
de un registro filtrado con un estado abierto y tres estados cerrados; E) Registro
representativo de la corriente unitaria de TRPV1 a 90 mV con amonio como ion permeante.

Para calcular la probabilidad de pasar de un estado a otro se utilizara este programa
en Python, que produce un histograma teérico partir de los registros simulados y lo
ajusta a los histogramas experimentales, dando como resultado las 6 constantes de
velocidad, mostradas en el modelo previamente descrito (figura 25), y que se
denominaron como: alfa open (ao), alfa close (ac), beta open (o), beta close (Bc),

gamma open (Yo), gamma close (yc).

En dicho programa, puede observarse que, al modelar la apertura y cierre del canal,
considerando solo un estado cerrado y crear el histograma correspondiente da
como resultado un histograma simétrico que se ajusta muy bien a una funcién
Gaussiana (figura 26a); mientras que al modelar considerando un segundo estado
cerrado cuya probabilidad por unidad de tiempo de pasar de un punto a otro es mas
rapido, se obtiene un ajuste mejor al histograma experimental (figura 26b), pero que
no termina de explicar la asimetria del mismo, lo que sugiere la existencia de un

tercer estado cerrado, como se mencionaba anteriormente, al analizar el histograma
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considerando un tercer estado cerrado con una probabilidad por unidad de tiempo

de abrirse muy rapido, se obtiene un buen ajuste al histograma experimental.

Por lo que este analisis muestra que la asimetria observada en el histograma
experimental describe las fluctuaciones rapidas entre el estado abierto y al menos
dos estados cerrados del canal, dichas transiciones podrian tener una dependencia

del voltaje y/o ser influenciados por el tipo de ion que permea por el canal.

Figura 26 Ejemplo del resultado de un ajuste de un histograma simulado (rojo) a un
histograma experimental (verde). Considerando: A) Un estado cerrado; B) Dos estados

cerrados; C) Tres estados cerrados.
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Sin embargo, aun debe trabajarse mas en el programa, para poder obtener
resultados mas precisos en la determinacién de las constantes de velocidad. A
pesar de que no se cuenta aun con este analisis, parece que sera una buena
herramienta para caracterizar una posible relacion entre la dependencia de voltaje

y el tipo de ion permeante.
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Discusion

Para explorar la permeabilidad del canal TRPV1 a diferentes iones se realizaron
registros de corrientes macroscopicas, con la idea de que, si la permeacion de
diferentes iones esta involucrada en el comportamiento del canal y su dependencia
de voltaje, al variar el tipo de ion que permea por el canal, se observaria un cambio

evidente en los registros de corriente.

Con el registro de corrientes macroscopicas, variando el tipo de ion, podemos
observar que, con los iones de K*, NH4"y Cs™ la corriente saliente es mas grande
que con Na*, mientras que, con Li*, Rb* y CH3NH3s" la corriente saliente es mas
pequeia comparandola contra Na*. Con respecto a la corriente entrante se vio que
no se modifica con la mayoria de los iones, y solo existen cambios en el caso de
Cs*™ donde puede observarse que incrementa su amplitud y con el ion Rb* donde

disminuye con respecto a la de Na*.

La permeabilidad a algunos de estos iones para TRPV1 se habia reportado
anteriormente (Caterina et al., 1997a; Samways and Egan, 2011b). Sin embargo,
como puede observarse en la figura 5, se habia reportado que la corriente saliente
en este canal al permear K* o Cs*™ era menor que con Na* como el ion permeante,
resultado que contrasta con los datos obtenidos en este trabajo, lo cual puede
explicarse, porque en los experimentos realizados por Caterina et al., la
comparacion entre la corriente con diferentes iones se realiz6 mediante
experimentos no relacionados, es decir se probd la permeabilidad de cada ion en
parches separados. Mientras que en este trabajo se realizaron todos los
experimentos, tomando primero la permeabilidad del canal con Na+ y después
intercambiando este ion en la cara intracelular del mismo parche, lo cual nos permite

tener la permeabilidad de Na+ como referencia para todos los iones.

Respecto a la amplitud de la corriente cabe resaltar que el rubidio es el unico ion
que disminuye la corriente entrante del canal, la cual en principio es ocasionada en

su totalidad por sodio extracelular, lo cual podria indicar que el Rb esté actuando
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como un bloqueador peramente o un modulador del gating. Acerca de la
permeabilidad de rubidio en el canal TRPv1, no se ha reportado nada, solo se ha
mencionado que este ion puede atravesar la membrana de células que expresan el
canal TRPV1 (Zicha et al.,, 2013), y esto se ha hecho a través de técnicas de
cuantificacion de él ion en la solucion extracelular y después del lisado de las

células.

Ademas, con el registro de corrientes macroscopicas se pudo medir el potencial de
reversion, el cual es igual para todos los iones, lo que indica que el canal no esta
seleccionando entre ninguno de estos, tal como se habia reportado (Caterina et al.,
1997a).

En lo que respecta al calculo de la conductancia, puede observarse en las graficas
de cada ion, que la conductancia a voltajes positivos es mayor con los iones K*,
NH4*, Cs™, con los dos ultimos también es mayor a voltajes negativos, mientras que
disminuye tanto a voltajes positivos como negativos con los iones Li*, Rb*y
CHsNHs*. Lo cual en principio nos indica que la permeacion de estos iones es
distinta, y esto puede deberse en principio, a dos posibilidades: que los diferentes
iones esten interactuando de manera distinta con el poro del canal, quizas
permitiendo que tenga una mayor o menor probabilidad de apertura o que la
cantidad de iones que permean por unidad de tiempo sea mayor ante el mismo

estimulo.

Como ya habiamos mencionado, parece ser que el canal no esta seleccionando
entre los diferentes iones (el potencial de reversién es igual para todos los iones).
Sin embargo, la conductancia si variia, esto podria explicarse debido a que el paso
del ion puede depender de la electrostatica del poro y la interaccién de esta con el
ion, siendo que una interaccion muy fuerte, podria disminuir la coductancia del ion
y en una interaccion deébil la conductancia seria mayor, aun si el canal no tuviera

selectividad para los diferentes iones.

Con el ajuste de una funcion Boltzman a las graficas de conductancia, podemos
calcular la v’z y la carga aparente que se mueven por el poro del canal. Como puede

observarse en la tabla 1. El unico ion con el que la v %2 varia drasticamente es con
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Li, que resulta ser el ion mas pequefno de los que fueron probados, al ser un ion
pequefio interactua fuertemente con el poro del canal y esto parece afectar la voltaje
dependencia de TRPV1 ya que la carga aparente que fue calculada con el ajuste
de una funcion Bolzmann a la conductancia, muestra un incremento cuando el ion
permeante es Li* lo cual sugiere que este ion se encuentra cambiando la

dependencia de voltaje en el poro del canal.

Los resultados indican que con los registros de corriente macroscopica no es posible
dilusidar la existencia de un componente relacionado con la interaccion del ion que
permea en el canal y la dependencia de voltaje del mismo, exceptuando los
experimentos donde el Li* era el ion permeante. Sin embargio, el registro de esta
corrientes nos aportaron informacioén hacerca de como la corriente y la conductancia

del canal varian dependiendo del ion permeante.

Para investigar si las variaciones en la corriente y conductancia, observadas en el
registro de corrientes macroscoépicas, se deben a que los iones permean menos o
mas, a traves del canal o a que el ion cambie la probabilidad de apertura, lo cual
podria indicar un efecto en la compuerta; se realizaron registros de corriente unitaria

variando el tipo de ion que permea por el canal.

Los resultados de los registros de corriente unitaria muestran que practicamente
todos los iones producen una corriente mayor que la de Na* en cada parche,
exceptuando a los iones de litio y metilamonio, que representan al ion mas pequeno

y al mas grande, respectivamente.

Si bien, este comportamiento es similar a lo observado en registro de corrientes
macroscopicas, es de destacarse, que el ion de rubidio presenta una mayor
corriente unitaria respecto al Na*, mientras que en corrientes macroscopicas
observabamos menor corriente con Rb* respecto a Na*. Esto es concordante con
los calculos de la probabilidad de apertura, mostrados en la tabla 2, donde es claro
que el ion rubidio disminuye la probabilidad de apertura del canal de forma
considerable, explicando porque, a pesar de registrarse una corriente unitaria mayor

con rubidio, en registros de corriente macroscoépica la corriente parece ser menor.
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Con respecto a la probabilidad de apertura del canal con los diferentes iones,
ademas del Rb*, el ion NH4* también disminuye la probabilidad de apertura del
canal, este resultado puede estar indicando que estos iones de un tamafo mayor,
respecto a amonio, litio y potasio, estén interactuando con el filtro selector y estén
involucrados en el comportamiento de la compuerta del canal. Sin embargo, hasta
este punto no es posible demostrar que esta interaccion esté relacionada a la

dependencia de voltaje que presenta TRPV1.

Ademas, con los resultados obtenidos del registro de corrientes unitarias, se logro
obtener una secuencia de permeabilidad relativa para el canal TRPV1, la cual fue
calculada como el cociente entre la corriente del ion X* y la corriente con Na* de
cada parche. La secuencia fue comparada con las secuencias teoricas de
Eisenman, las cuales se han utilizado para explorar la permeabilidad de distintos

canales.

En este caso, como se muestra en la figura 21, la secuencia de permeabilidad
calculada en este trabajo se relaciona bien con la secuencia | propuesta por
Eisenman, donde la permeabilidad a cationes grandes se ve favorecida. Estos
resultados contrastan con lo reportado en la literatura donde a través de estudios
enfocados en la permeabilidad de Ca*® han sugerido que la secuencia de
permeabilidad para TRPV1 es la Xl propuesta por Eisenman (Owsianik et al., 2006),
o por la secuencia que puede inferirse del estudio de Samways et al., en donde la
permeabilidad del canal corresponderia con las primeras secuencias propuestas por

Eisenman.

Sin embargo, estas diferencias, pueden deberse a que, nunca se habia hecho un
estudio experimental de la permeabilidad de TRPV1, y dichos estudios la abordan
de manera secundaria, los experimentos son independientes, lo cual no contempla
la variabilidad en el comportamiento del canal y, por ultimo, solo se contemplan tres
o cuatro iones, lo cual no caracterizarse una secuencia especifica de la
permeabilidad de TRPV1, por lo que la secuencia de permeabilidad propuesta en

este trabajo es la mas completa hasta el momento para este canal.
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Como ya se menciond, el canal TRPV1 es activado por distintos estimulos, y se ha
demostrado que existen cambios conformacionales en la parte inferior del canal que
en principio responde a agonistas como la capsaicina. Sin embargo, a pesar de no
existir evidencia clara de la existencia de una segunda compuerta, estudios en los
que se han realizado mutaciones puntuales en el poro del canal las cuales sugieren
que el filtro de selectividad es importante para la activacion del canal (Patapoutian
et al., 2010). Siguiendo este postulado, el filtro de selectividad podria tener cambios
conformacionales que expliquen el voltaje dependencia observada, al variar el ion

permeante en corrientes macroscopicas y amplitud de corriente unitaria.

Para tratar de explorar la relacidén entre el ion permeante y la compuerta del canal,
partimos de la hipétesis de la existencia de una segunda compuerta, localizada en

el filtro selector, la cual puede o no, tener un componente dependiente de voltaje.

Como puede observarse en los registros de canal unitario, durante el estado abierto
del canal, existen una serie de fluctuaciones, que, al momento de realizar el
histograma con registros a diferentes voltajes, se reflejan en una asimetria en los
mismos, mostrado en la figura 23, la cual no esta presente en histogramas de todos
los puntos durante el estado cerrado del canal; por lo que la cola formada en uno
de los lados del histograma describe un fendmeno propio del canal y no se refieren

a inestabilidades en la membrana.

También se puede notar que la corriente a potenciales negativos es pequefia con
relacion a potenciales positivos, esta asimetria en la corriente puede deberse a que
a potenciales negativos los iones permeen mas lento, debido a una asimetria en los
sitios de unidn en el canal, o puede deberse a que existan transiciones muy rapidas
entre el estado abierto y cerrado del canal, que no alcancen a ser resueltas en los

registros y por ello, la corriente del canal se vea atenuada.

En otros estudios, para estudiar mecanismos que no pueden ser observados en los
registros electrofisioldgicos debido a su velocidad, se ha utilizado el ajuste de
funciones a los histogramas de todos los puntos de registros de corriente unitaria,
como herramienta para explicar los componentes rapidos de dichos mecanismos.

Un ejemplo de esto es el ajuste de la distribucion beta para el estudio de
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bloqueadores rapidos de canales ionicos (Jara-Oseguera et al., 2008). Sin embargo,
en este trabajo, debido al comportamiento de las fluctuaciones de la corriente
unitaria, ha sido necesario disefiar un programa que se ajuste las necesidades del

experimento.

El programa que ha sido desarrollado en el laboratorio, parece que podra ayudarnos
a resolver la existencia de variaciones rapidas entre un estado abierto y cerrado del
canal, proporcionandonos la probabilidad por unidad de tiempo de que ocurra una
transicion entre un estado y otro, al realizar el calculo de dichas probabilidades, para
los histogramas experimentales que fueron obtenidos del registro de corriente con
diferentes iones y a diferentes voltajes, podremos dilucidar la existencia de un
componente que pueda relacionar las interacciones del ion permeante y la

dependencia de voltaje del canal.
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Conclusiones

En este trabajo exploramos la permeabilidad de TRPV1 a diferentes iones y con ello
se logré caracterizar una secuencia de permeabilidad para el canal TRPV1, de la

cual no se tenia registro.

Con el registro de corrientes macroscopicas variando el tipo de ion que permea por
el canal, observamos que la corriente saliente varia en todos los casos, es mayor
con: NH4*, Cs* y K* ; y menor con Li* , Rb* y CHsNH3s* . En particular, la corriente
entrante, que en principio se debe a la permeacion de Na* disminuye con Rb* lo que

puede indicar que este ion este actuando como un bloqueador permeante.

Los iones rubidio y amonio, disminuyen la probabilidad de apertura del canal, pero
aumentan la conductancia unitaria, lo cual podria indicar un efecto en la compuerta

del canal.

El litio es el unico ion que cambia la voltaje dependencia del canal, al ser un ion
pequeio tiene mayor interaccion con el poro del canal, por lo que el analisis
detallado del efecto de este ion podria ayudar a entender mejor la voltaje
dependencia de TRPV1.

Los histogramas de amplitudes a voltajes altos presentan una asimetria al ser
comparados con los histogramas a voltajes mas bajos y esta asimetria también
varia dependiendo del tipo de ion permeante, por lo que, el analisis de estos
resultados podria ayudarnos a encontrar la relaciéon entre el ion permeante y la

compuerta del canal.
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Perspectivas

Para poder dilucidar la existencia de un componente dependiente de voltaje
relacionado a la compuerta del canal, es necesario refinar el analisis de los registros
de canal unitario, con el disefio del programa en lenguaje Python se esta muy cerca
de lograr el ajuste a los datos experimentales, lo cual nos permitira el calculo de las
constantes de velocidad en el paso de un estado a otro, con las que podremos

determinar la existencia de un componente dependiente de voltaje.

Ademas, la realizacion de mutantes puntuales dentro del poro, podria ayudar (a
través de su registro electrofisioldgico, con los diferentes iones probados en este
trabajo y su posterior analisis) a esclarecer la existencia de una segunda compuerta

localizada en el poro del canal.
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