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Abreviaciones

2-AG 2-Araquidonoilglicerol

AA Acido araquidénico

ADN Acido desoxirribonucleico

ARD Repeticién del dominio de anquirinas
ATX Autotaxina

BrP-LPA Bromometileno fosfonato LPA
BSA Albumina de suero bovino

CaM Calmodulina

cAMP Adenosin monofosfato ciclico
Cryo-EM Criomicroscopia electrénica

DMEM Medio de cultivo, por sus siglas en inglés para Dulbecco's Modified Eagle
Medium

DMSO Dimetil sulfoxido
ECso Concentracion efectiva media maxima.
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EET Acido epoxieicosatrienoico, por sus siglas en inglés para Epoxyeicosatrienoic
acid

EGFP Proteina verde fluorescente mejorada, por sus siglas en inglés para
Enhanced green fluorescent protein

gi Conductancia unitaria

GPCR Receptor acoplado a proteinas G por sus siglas en inglés para G protein-
coupled receptors

HEK?293 Linea celular de riidn de embridon de humano, por sus siglas en inglés
para Human embryonic kidney

Kb aparente Constante de disociacién aparente
LPA Acido lisofosfatidico 18:1, por sus siglas en inglés para Lysophosphatidic acid

LPC Lisofosfatidilcolina 18:1, por sus siglas en inglés para
Lysophosphatidylcholine

nu Numero de Hill



pA Pico-Amperes
PA Acido fosfatidico, por sus siglas en inglés para Phosphatidic acid
PC Fosfocolina, por sus siglas en inglés para Phosphocholine

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en inglés para
Polymerase chain reaction

Po Probabilidad de apertura
pS Pico-Siemens

PIP2 Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, por sus siglas en inglés para
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

PKA Proteina Cinasa A, por sus siglas en inglés para Protein kinase A
PLA1y 2 Fosfolipasas A1y A2, por sus siglas en inglés para Phospholipase
PLD Fosfolipasa D, por sus siglas en inglés para Phospholipase D

PUFA Acidos grados poliinsaturados, por sus siglas en inglés para
Polyunsaturated fatty acids

TRP Receptor del potencial transitorio por sus siglas en inglés para Transient
receptor potential

TRPV1 Receptor del potencial transitorio vaniloide 1

TRPV4 Receptor del potencial transitorio vaniloide 4



Resumen

El canal catidénico TRPV4 puede ser activado por condiciones hipo osméticas,
temperaturas alrededor de 27°C y algunos compuestos de origen vegetal. Sin

embargo, se conocen pocos compuestos enddgenos capaces de activarlo.

El acido lisofosfatidico (LPA) y su precursor la lisofosfatidilcolina (LPC),
anteriormente han sido reportados como agonistas de canales idnicos.
Especificamente, el LPA fue reportado por nuestro grupo de trabajo como un
agonista que interactua con una lisina en la region carboxilo terminal del canal
TRPVA1.

En este trabajo se demuestra que, tanto el LPA como el LPC, interactuan con una
arginina en la posicidén 746 del carboxilo terminal del canal TRPV4 para producir su
activacion. A nivel de canal unitario, el LPA no es capaz de promover una
probabilidad de apertura maxima como la que se obtiene con el agonista
GSK1016790A y la amplitud de la corriente unitaria se mantiene similar con ambos
compuestos. Por su parte, la LPC promueve una probabilidad de apertura alta pero
promueve una conductancia del canal aproximadamente 50% menor a la observada
con GSK1016790A.

La disminuciéon en la conductancia observada durante la activacion con la LPC
sugiere que este agonista promueve un estado conformacional distinto, lo cual es

un fenémeno similar observado en TRPV1 pero con LPA.



1. Introduccion y antecedentes

1.1 Los canales i6nicos y la excitabilidad celular

Las células de todos los organismos poseen una membrana plasmatica compuesta
por fosfolipidos que le confieren hidrofobicidad y la capacidad de separar el medio
extracelular del intracelular. En consecuencia, las membranas biolégicas funcionan
como barreras semipermeables que no podrian permitir el paso de moléculas
grandes, de moléculas hidrofilicas o con carga si no fuera por la presencia de cierto

tipo de proteinas transmembranales (Alberts et al., 2002).

En particular, los iones como Na*, K*, Ca?* o CI no pueden atravesar la membrana
por difusién debido a que poseen carga. Esto quiere decir que como la membrana
separa dos medios con carga, se genera un voltaje, que es llamado «potencial de
reposo o de membranay. Este voltaje es empleado en algunos tipos celulares, como
las neuronas y las células endocrinas, para establecer comunicacion eléctrica con

otras células y para llevar a cabo otras funciones intracelulares (Alberts et al., 2002).

Las células excitables se comunican por medio de sefiales eléctricas y quimicas.
Tanto para que se genere el potencial de reposo como para que este cambie, es
necesario que haya movimiento de iones a través de la membrana. Este transporte
es llevado a cabo por proteinas transmembranales llamadas canales idnicos, que
poseen un poro hidrofilico a través del cual se lleva acabo el transporte los iones.
Estas proteinas pueden ser altamente selectivas a un ion particular gracias a que
poseen un filtro de selectividad en la entrada del poro que permite discriminarlos
(Alberts et al., 2002; Hille 2001).

El transporte de iones es de suma importancia para las células, aun para las que no
son excitables. Los canales idnicos son moléculas con comportamiento estocastico
y que exhiben alta flexibilidad estructural, ya que su poro es dinamico y capaz de
abrirse o0 de cerrarse ante diferentes estimulos. Este proceso de apertura y cierre
de los canales idnicos, llamado gating, es modulado por diversos estimulos como

cambios en el voltaje membranal, el estrés mecanico de la membrana plasmatica,



o bien por la unién de ligandos extra- o intra- celulares, dependiendo del tipo de

canal iénico en cuestion (Alberts et al., 2002; Hille, 2001).

En este trabajo, me he enfocado en el estudio de un canal miembro de la
superfamilia de los Receptores del Potencial Transitorio (TRP) y la modulacion de

su activacion por dos lisofosfolipidos con actividad bioldgica.

1.2 Los canales ionicos de la superfamilia TRP

La familia de canales iénicos TRP fue descubierta en 1969 una mutante de
Drosophila melanogaster con fenotipo de ceguera. En el electrorretinograma de las
moscas mutantes la respuesta a la luz era transitoria, en vez de sostenida, por lo
cual a esta mutante se le denomind trp por sus siglas en inglés para «transient
receptor potential» (Cosens & Maning, 1969). El gen fue clonado hasta 1989 y con
ello se supo que codifica para una proteina transmembranal (Montell & Rubin,
1989).

Los TRP son una familia de canales cationicos no selectivos formados por seis
segmentos transmembranales ensamblados como homo- o hetero-tetrameros.
Cada subunidad esta formada por seis segmentos transmembranales y sus
extremos amino y carboxilo terminales son intracelulares. Entre el quinto y el sexto
segmento se ubica un asa reentrante que, junto con dichos segmentos, forman al
poro del canal. Los primeros cuatro segmentos, por su parte, forman un dominio
parecido al sensor de voltaje tipicamente encontrado en los canales de Na*, Ca?*y

K* sensibles a voltaje (Rosasco & Gordon, 2017).
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Figura 1. Representacion de laestructuradelos canales TRP. a) Los miembros de la superfamilia
de canales TRP son tetrameros donde cada subunidad esta constituida por seis pases
transmembranales, los primeros cuatro segmentos (S1-S4) forman el dominio parecido al sensor de
voltaje y los segmentos S5 y S6 forman el dominio del poro. b) Representacion del tetramero. El
canal funcional es un hetero- u homo- tetramero, en el que los dominios del poro de las cuatro

subunidades forman en conjunto el poro central.

A pesar de guardar semejanza estructural, los canales TRP son diferentes entre si
en cuanto a los estimulos a los que responden, su selectividad idnica, los tejidos en

los que se expresan y en las funciones que llevan a cabo (Pedersen et al., 2005).

Se han agrupado en diferentes subfamilias de acuerdo con su secuencia de
aminoacidos. Las subfamilias que se encuentran en mamiferos son: TRPC
(Candnico), TRPV (Vaniloide), TRPA (Anquirina), TRPML (Mucolipina), TRPP
(Policistina) y TRPM (Melastatina). En peces, nematodos, insectos y anfibios
también se encuentra la subfamilia TRPN (NOMPC, por sus siglas en inglés no
mechanoreceptor potential C), que recibe su nombre por un canal activado por

estimulos mecanicos en Drosophila (Startek et al., 2019; Pedersen et al., 2005).

Una caracteristica importante de estos canales es que son polimodales, es decir
que pueden ser activados por gran variedad de estimulos, tanto quimicos como
fisicos. Entre estos estimulos a los que responden los TRP se encuentran cambios

en la temperatura ambiental, presién osmética, pH acido o basico, radiacion UV, asi



como diversos ligandos intracelulares y extracelulares. Es asi que los canales TRP
son importantes receptores celulares ya que multiples y variados estimulos
convergen en su activacion. Esto resulta en la transduccion de dichos estimulos
permitiendo que las células, y los organismos en los que se encuentran, puedan

responder a ellos adecuadamente (Clapham, 2003; Taberner et al., 2015).

Varios canales ionicos responden a la presencia de lipidos exdgenos o endégenos
y los canales TRP no son la excepcion, como se detallara mas adelante (Hille et al.,
2015; Taberner et al., 2015). Dado que la presente tesis se centra en el estudio del
lisofosfolipidos sobre el canal TRPV4, a continuacién, se detallan algunas

caracteristicas de este canal idnico y los antecedentes al trabajo.

1.3 El canal ibnico TRPV4: Estructura, expresion y funcién

El TRPV4 (también conocido como VROAC, VRL-2, TRP12 u OTRPC4) es un canal
cationico no selectivo que es activado por estrés mecanico, condiciones hipo
osmoticas (Strotmann et al., 2000; Liedtke et al., 2000), por temperatura (de ~24-27
°C) (Watanabe et al., 2002a; Guler et al., 2002) y por derivados del forbol (Watanabe
et al., 2002b). También es activado por sustancias que se encuentran en vegetales
como el bisandrografélido que se encuentra en la planta Andrographis paniculata
(Smith et al., 2006) y la apigenina, una flavona presente en multiples plantas (Ma et
al., 2012).

En 2018, Deng y colaboradores obtuvieron la estructura del canal TRPV4 de
Xenopus tropicalis por medio de crio-microscopia electrénica (cryo-EM) (Figura 2).
El canal funcional conserva la topologia de otros canales TRP: se ensambla como
tetramero en el que cada subunidad esta constituida por seis segmentos
transmembranales (S1-S6); sus extremos carboxilo y amino terminales son
citoplasmaticos, y el poro se forma por las subunidades S5-S6 junto con el asa

reentrante que los conecta (Nilius & Voets, 2013).

En cada subunidad del TRPV4 destacan dominios caracteristicos de los canales

TRPV. En especial, el dominio o caja TRP (Figura 2) se encuentra en una posicion
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clave para provocar cambios conformacionales, ya que tiene contacto con el linker
S4-S5 que comunica a los dominios S1-S4 y al poro, ademas de encontrarse cerca

de los dominios transmembranales y citosdlicos (Deng et al., 2018).

Extracelular

820 84 Sj@ Dominio
g del poro

Membrana Dominio 6
plasmatica e ,3(" g
I ( -
20
Intracelular e’
9.

Figura 2. Estructura del canal TRPV4 de Xenopus tropicalis (PDB: 6BBJ). A la izquierda se
muestra el tetramero de TRPV4. Cada subunidad se muestra con un color diferente. La separacion
entre las lineas grises representa el grosor de la membrana plasmatica; se distinguen las hélices
transmembranales y la regién citoplasmatica. A la derecha se muestra una sola subunidad del
tetramero. Se destacan el dominio S1-S4, el dominio del poro, el dominio de repetidos de anquirinas
(ARD) y las hélices pre-S1, el linker S4-S5 y la caja TRP. Modificado de Deng et al., 2018.

El TRPV4 se encuentra abundantemente en epitelios de los sistemas respiratorio,
reproductivo y urinario, donde cumple con funciones de mecanotransduccién y
osmorregulacion (Everaerts et al., 2010; Garcia-Elias et al., 2014; Pablo et al.,
2017). De igual manera se expresa en las células ciliadas de los mencionados
sistemas (como traquea, tubulos renales y trompas de Falopio) donde participa en

el control de la frecuencia de batido ciliar (Andrade et al., 2005; Lorenzo et al., 2008)

En tipos celulares no ciliados, el TRPV4 participa principalmente en el control de la
concentracion de Ca?* intracelular. En el endotelio vascular regula la
vascularizacion, en las células beta del pancreas donde contribuye en la

citotoxicidad del péptido amiloide de los islotes (amilina) durante la diabetes tipo II,
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dicho péptido se agrega en estructuras fibrilares que perturban mecanicamente a la
membrana, lo cual activa al TRPV4 y, a su vez, se permite la entrada de Ca?* que
finalmente induce la pérdida de las células beta (Casas et al., 2008). Asimismo, en
osteoblastos y osteoclastos participa en la maduracion y remodelacién del
esqueleto: contribuye a mantener los niveles de Ca?* intracelulares para la
activacién de factores de transcripcion que inician la diferenciacion en osteoclastos
(Masuyama et al., 2008), y en condrocitos participa en la activacion de Sox9 que

promueve la condrogénesis (Muramatsu et al., 2007).

El TRPV4 también participa durante la nocicepcion. En el sistema nervioso
periférico, las neuronas del ganglio dorsal y del trigémino lo expresan, y en ellas
participa en la deteccion de cambios osmoticos y en la nocicepcidon mecanica. En
queratinocitos, actua como generador de prurito histaminérgico y, posteriormente la
sefal se transduce a las neuronas sensoriales por algun mecanismo desconocido
hasta el momento (Alessandri-Haber et al., 2003; Suzuki et al., 2003; Chen et al.,
2016; Moore et al., 2018).

El rindn es el érgano que expresa mayoritariamente al TRPV4, principalmente en
los segmentos de la nefrona distal, es decir en los tubulos contorneado distal y en
el tubulo colector. En estos segmentos, el canal forma parte del complejo mecano-
sensible, junto con el canal TRPP2, que al ser activado por los estimulos mecanicos
inducidos por el flujo de la nefrona contribuye a aumentar los niveles de Ca?*
intracelular (Tian et al., 2004; Berrout et al., 2012; Cabral et al., 2015).

A la fecha, se conocen algunas de las funciones fisioldgicas que cumple el canal
TRPV4 en los diferentes érganos en los que se expresa, pero se ha avanzado poco
en el estudio e identificacion de sus activadores, inhibidores y reguladores
endogenos, asi como de las relaciones que existen entre su estructura y su funcion.
Por ende, en este proyecto se propone contribuir al conocimiento de las moléculas
y los mecanismos de activacién del canal TRPV4, por medio de herramientas
biofisicas y de biologia molecular. A continuacion, se detalla la naturaleza de las

pocas moléculas endogenas que se sabe que regulan al canal TRPV4.



1.4 La regulacion enddgena de la actividad del TRPV4

Varios fosfolipidos bioactivos regulan la actividad de diversos canales i6nicos, entre
ellos destacan el colesterol, los metabolitos de las vias de la ciclooxigenasa y de la
lipoxigenasa, fosfolipidos, lisofosfolipidos y acidos grasos. Este campo de
investigacion es importante, especialmente para los miembros de la familia TRP,
pues las moléculas lipidicas representan la mayoria de los reguladores enddégenos

conocidos para esta familia de proteinas (Hille et al., 2015; Taberner et al., 2015).

Nuestro laboratorio ha demostrado los efectos alostéricos de varias moléculas de
este tipo sobre la actividad del canal TRPV1 (Morales-Lazaro et al., 2013). Entre
estas se encuentran el acido oleico (Morales-Lazaro et al., 2016), el colesterol
(Picazo-Juarez et al., 2011), el acido lisofosfatidico (Nieto-Posadas et al., 2012;
Morales-Lazaro & Rosenbaum, 2015) vy lisofosfolipidos estructuralmente
semejantes a este ultimo (Morales-Lazaro et al., 2014). Incluso, se describio el papel
de moléculas esteroideas derivadas de lipidos en la expresién del canal y su papel
en el dolor (Ortiz-Renteria et al., 2018).

Por su parte, como se menciond anteriormente, se sabe poco acerca de las
moléculas enddgenas que regulan al canal TRPV4. Entre estas se encuentran las

siguientes:

El fosfoinositol 4,5-bifosfato (PIP2) que se une al TRPV4 en dos diferentes sitios,
cada uno con funciones distintas: Su union al sitio 121-KRWRK-125 es necesaria
para que el canal se active por temperatura y por hipotonicidad, mientras que su
unién en el dominio de anquirinas en las argininas 269, 315 y 316 disminuye la
actividad del canal (Takahashi et al., 2014; Garcia-Elias et al., 2013, Fig. 3). De igual
manera, el PIPz inhibe al TRPV4 en células endoteliales capilares del cerebro de
raton ya que, al hidrolizarse este lipido por via de la fosfolipasa C (PLC), aumenta
la actividad basal del canal (Harraz et al., 2018, Fig. 3).

El acido 5,6-epoxieicosatrienoico (5,6-EET), un metabolito del acido araquidoénico,
activa al TRPV4 al unirse directamente en un sitio conformado por residuos en el
linker S2-S3, S4 y el linker S4-S5. La lisina 535 es uno de los residuos que forman
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parte de este sitio, y al mutarse se pierde la union del EET (Watanabe et al., 2003a;
Berna-Erro et al., 2017, Fig. 3). También se ha demostrado que la activacion por el
acido araquidonico (AA) es dependiente de la fosforilacion de la serina 824 del canal
por la proteina cinasa A (PKA) que permite que el AA acceda a su sitio de unidn,
posiblemente por un arreglo conformacional en la region carboxilo terminal (Cao et
al., 2018).

Asimismo, el 5,6-EET actua durante la activacion por estrés mecanico de la
membrana. La fosfolipasa 2 (PLA2) es una enzima sensible al estrés mecanico de
la membrana que al activarse produce acido araquidonico que después produce al
5,6-EET el cual, como recién fue mencionado, es un agonista directo del canal
(Vriens et al., 2004; Startek et al., 2019)

Algunos otros agonistas activan al canal sin que exista una interaccion directa con
él, como ocurre con los acidos grasos poliinsaturados de la serie omega-3 (PUFA,
por sus siglas en inglés), que activan al TRPV4 mediante la modificacion de la

fluidez de la membrana (Caires et al., 2017).

El TRPV4 es regulado fuertemente por el Ca?* (Fig. 3). Por una parte, desde la cara
extracelular, el Ca?* bloquea al poro al unirse a los residuos D672 y D682 que se
ubican en la entrada extracelular (Voets et al., 2002). Desde la cara intracelular, el
Ca?*inactiva al canal (Watanabe et al., 2003b) aunque también lo potencia a través
de la calmodulina (CaM), una proteina que une Ca?*y que posee un dominio de
union entre los sitios 812 y 831 del carboxilo terminal del TRPV4 (Strotmann et al.,
2003). El canal TRPV1 también es regulado por la CaM, pero al contrario que en el
TRPV4, la CaM promueve la desensibilizacion del canal Ca?* (Rosenbaum et al.,
2004).

Otros agonistas endégenos, cuyos mecanismos de accién se desconocen, son el
endocannabinoide 2-Araquidonoilglicerol (2-AG) (Ho et al., 2015) y el pirofosfato de
dimetilalilo, un intermediario de la ruta del mevalonato (Bang et al., 2012: Garcia-
Elias et al., 2014).
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Figura 3. Sitios de union para algunos reguladores de la actividad del TRPV4. Se muestran los
segmentos transmembranales (azul cielo), los dominios de ARD (amarillo) y la caja TRP (azul
marino), y los sitios descritos de interaccién de algunos reguladores positivos o negativos del TRPV4
descritos en el texto. PIP2 : Fosfoinositol 4,5-bifosfato, 5,6-EET: acido 5,6-epoxieicosatrienoico,

Ca?*/CaM: Calmodulina unida a calcio.

15 Lisofosfolipidos y los canales TRP

El acido lisofosfatidico («<LPA» por sus siglas en inglés), es un glicerofosfolipido
implicado en numerosos procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos. Por ejemplo,
participa en la proliferacion y migracion celular, en la extension de neuritas y también
contribuye en la generacion y progresion del cancer de hueso y durante
enfermedades cardiovasculares, donde se ha visto que aumenta su concentracion

en las placas arteroescleréticas (Aikawa et al., 2015).

Durante tres décadas, se penso que el LPA actuaba exclusivamente a través de la
activacién de sus receptores acoplados a proteinas G (GPCR) llamados LPA1-6. Sin
embargo, en nuestro laboratorio se describioé que el LPA es capaz de unirse y activar
directamente al TRPV1, determinando asi que no actua solo a través de los
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receptores sino también a través de su interaccion directa con canales idnicos
(Aikawa et al., 2015; Nieto-Posadas et al., 2012; Hernandez-Araiza et al., 2018).

El TRPV1 fue clonado por el laboratorio de David Julius en 1997 y desde sus
primeras descripciones se determind su importante papel durante la transduccion
del dolor, pues es activado por estimulos nocivos como la capsaicina o altas
temperaturas (Caterina et al., 1997; Caterina et al, 2000). Asimismo, el LPA se une
al canal a través de la lisina 710 en su extremo carboxilo terminal proximal (en la
caja TRP), activa al canal y esto ocasiona dolor. EI LPA puede unirse con la proteina
gracias a la carga negativa de su grupo fosfato, que puede interactuar con la lisina

por su carga positiva (Nieto-Posadas et al., 2012).

Los canales TRPV poseen una alta homologia entre sus secuencias, para el caso
del TRPV4, tiene una tasa de 60 % similitud/40 % identidad con el canal TRPV1
(Vriens et al., 2007). Interesantemente, cuando realizamos el alineamiento de
secuencias entre los canales TRPV1 y TRPV4, el sitio correspondiente a la lisina
710 en el TRPV4 es la arginina 746 (Fig. 4a, b y ¢), es decir, otro residuo con carga
positiva, tanto en el canal de humano como en el de rata. Como la carga de este
sitio permite la interaccion con el lipido, entonces pensamos que también podria

actuar como un agonista para el TRPV4.
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Figura 4. El residuo correspondiente a la lisina 710 del TRPV1 conserva la carga positiva en
el TRPV4. a) Alineamiento de secuencias del carboxilo terminal proximal de los canales TRPV1 de
rata (rTRPV1, numero de acceso en NCBI: NP_114188), TRPV4 de rata (rTRPV4, nimero de acceso
en NCBI: NP_076460) y TRPV4 de humano (hTRPV4, numero de acceso en NCBI: NP_067638).
Realizado con el programa Vector NTI. b) Estructuras de los canales TRPV1 (PDB: 3J5P) y TRPV4
(PDB: 6BBJ), cada subunidad se marca con un color diferente. ¢) Acercamiento de las cajas TRP de
los canales TRPV1 y TRPV4. Se resalta en morado la lisina 710 para el TRPV1 y la arginina 746 del
TRPV4.

El LPA puede ser producido intracelularmente, a partir del acido fosfatidico (PA), al
cual por via de las fosfolipasas A1 y A2 (PLA1 y PLA2, respectivamente) se le
elimina una cadena acilo, produciendo acido lisofosfatidico (LPA). La fosfolipasa A1
(PLA1) y la fosfolipasa A2 (PLA2) liberan las cadenas acilo del acido fosfatidico (PA)
en las posiciones sn-1 o sn-2, respectivamente. Los &cidos grasos que se
encuentran unidos en la posicion sn-1 son principalmente saturados mientras que

en la posicion sn-2 son insaturados. Existen especies de LPA y de otros
12



lisofosfolipidos tanto insaturadas como saturadas, lo cual sugiere que tanto la PLA1

como la PLA2 contribuyen durante la sintesis (Pageés et al., 2001; Aoki et al., 2008).

La via extracelular involucra a la forma secretada de la fosfolipasa D (PLD), la
autotaxina (ATX), que produce al LPA a partir de la lisofosfatidilcolina (LPC), que a
su vez puede ser sintetizada a partir de la fosfocolina (PC) a través de fosfolipasas

(Fig. 5a, Hernandez-Araiza et al., 2018).

Cabe mencionar que la via de produccion de LPA a través de PLA1/2 ocurre
principalmente en plaquetas y células cancerosas, mientras que en el plasma y
suero sanguineo predomina la produccién a partir de otros lisofosfolipidos, es decir
por la ATX (Aoki et al., 2008).

La LPC 18:1 es una de las especies de LPC mas abundantes en el suero (Ojala et
al., 2007). Es otro lisofosfolipido capaz de regular la actividad de otros canales TRP
como lo son el TRPMS8, el TRPV2 y el TRPCS5, aunque el mecanismo por el cual
actua sobre estos canales no ha sido determinado (Flemming et al., 2006; Morales-
Lazaro et al., 2016). Particularmente, se demostré que la LPC no activa al canal
TRPV1 (Canul-Sanchez et al., 2018).

La LPC es un «zwitterion» porque posee un grupo colina con carga positiva unido
al grupo fosfato, que le confiere su carga negativa. A excepcion del grupo colina,
estructuralmente, la LPC es similar al LPA (Fig. 5b). Por ello, en este estudio se
decidio probar si estos dos lisofosfolipidos son capaces de activar al TRPV4 y si el
sitio de union es la arginina 746, que corresponde al sitio de unién del LPA en el
canal TRPV1.

13
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Figura 5. Sintesis del LPA. a) Representacion simplificada de las vias de sintesis de los
lisofosfolipidos. ElI LPA se puede sintetizar intracelularmente a partir del acido fosfatidico (PA) por
via de las fosfolipasas A1 y A2 (PLA A1/A2), o a través de la lisofosfatidilcolina (LPC) como su
precursora por accion de la autotaxina (ATX). La LPC se puede sintetizar de manera similar que el
LPA a partir de la fosfocolina (PC) por via PLA A1y A2. b) Comparacion de la estructura molecular
entre el LPA 18:1 y la LPC 18:1. Modificado de Hernandez-Araiza et al., 2018.
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2. Hipotesis

La actividad del canal TRPV4 es regulada por LPA 18:1 y LPC 18:1 a través de su

interaccidn directa con alguna region del canal.

3. Objetivo General

Determinar si lisofosfolipidos como el LPA 18:1 y el LPC 18:1 pueden activar la
actividad del canal TRPV4 y elucidar los mecanismos moleculares por medio de

los cuales ocurre dicha regulacion.

4. Objetivos Particulares

1) Caracterizar los efectos del agonista sintético GSK1016790A vy
lisofosfolipidos sobre las propiedades biofisicas del canal TRPV4 a nivel de
corriente macroscopica en la configuracion de parche escindido en células
HEK293.

2) Determinar si el mecanismo por medio del cual el LPAy LPC activa al canal
TRPV4 es por interaccidn directa con la proteina.

3) Establecer los efectos de los lisofosfolipidos sobre el canal TRPV4 a nivel

de corrientes unitarias.

15



5. Metodologia

5.1. Cultivo celular y transfeccion transitoria de las células HEK293

Los experimentos electrofisiolégicos se realizaron en células de la linea HEK293
(Human Embryonic Kidney-293 cells) transfectadas transitoriamente con ADN que
codificaba para el canal TRPV4 silvestre y para canales mutantes. Las células se
cultivaron en la incubadora con 95 % O2y 5 % de CO2 a 37 °C, con medio de cultivo

DMEM suplementado con 10 % de suero bovino fetal.

Las células utilizadas para registros electrofisioldgicos fueron resembradas en cajas
de Petri de 35 mm con cuadros de vidrio previamente tratados con poli-D-lisina vy,
después de 24 horas, fueron transfectadas con ADN del canal TRPV4 de humano
fusionado con la proteina EGFP en el vector pEGFP que nos fue proporcionado por
el Dr. Tim D. Plant (Universitat: Philipps-Universitat Marburg. Alemania). Para los
experimentos de corrientes macroscopicas se transfectd 1 ug del ADN y 20 ng para
los registros de corrientes unitarias. Se utilizé el JetPEl (3 pL, siguiendo las
instrucciones del proveedor Polyplus Transfection) como agente de transfeccion.
Las células fueron incubadas por 48 horas, tiempo en el cual se logré una expresion
adecuada para los experimentos de electrofisiologia. Las células que presentaron
fluorescencia fueron las que se utilizaron para realizar los registros
electrofisiologicos con el uso de un microscopio invertido con lampara de

epifluorescencia.
5.2. Electrofisiologia

Se utilizé la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana o patch-clamp
para el estudio de la actividad del canal TRPV4 (Hamill et al., 1981). En particular,
usamos las configuraciones de parche escindido en inside-out ya que permite aislar
a los canales de los procesos que ocurren en las células, y controlar de forma mas
precisa las soluciones que entran en contacto con las caras intra o extracelular del

canal.
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Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (24 °C) y para las corrientes

macroscopicas se utilizaron pipetas de borosilicato de 5 MQ.

Para el TRPV1, trabajos del laboratorio han sugerido que la cadena acilo del LPA
debe introducirse en la membrana y la cabeza fosfato debe de poder interactuar con
el residuo positivamente cargado (Nieto-Posadas et al., 2012; Morales-Lazaro et al.,
2014). Esto concuerda con tiempos mas largos para la activacion del canal. Por
ende, las corrientes del TRPV4 fueron tomadas después de que se estabilizara la
activacién del canal (~3 min para LPA y LPC, ~1 min para GSK1016790A).

Para los experimentos de corrientes macroscopicas se aplicaron pulsos de -60 y
+60 mV de 100 ms de duracion o desde -120 mV hasta +120 mV en pasos de 10
mV por 100 ms para construir las graficas de la corriente en funcién del voltaje. Se
utilizé un filtro de paso bajo a 2 kHz y con una frecuencia de muestreo de 10 kHz
con un amplificador EPC 10 (HEKA Elektronik).

Las soluciones utilizadas fueron:

Solucién 1) 130 mM NaCl, 3 mM HEPES y 1 mM EDTA;
Solucién 2) 130 mM NaCl, 3 mM HEPES y 1 mM CaClz;
Solucién 3) 130 mM NaCl, 3 mM HEPES y 5 mM CaCl..

Cada una de estas soluciones se utilizd en experimentos especificos que seran

mencionados en la seccién de Resultados.

Las soluciones de reserva o «stock» de LPA (1-oleoil-2-hidroxi-glicero-3-fosfato,
Avanti Polar Lipids) y LPC (1-oleoil-2-hidroxi-glicero-3-fosfocolina, Sigma-Aldrich)
fueron preparadas a una concentracién de 10 mM en Dulbelcco’s Modified Eagle’s
Medium con L-glutamina (DMEM) + albumina de suero bovino (BSA) 1 %. Se
hicieron alicuotas del stock y éstas fueron congeladas y almacenadas a -70°C. Para
los experimentos, una alicuota fue descongelada, incubada durante 1 hora a 37°C,

agitada en vortex y diluida a la concentracién adecuada en la solucion 1.
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La solucion stock del BrP-LPA (1-bromo-3-(S)-hidroxi-4-(palmitoiloxi) butil fosfonato,
Echelon Biosciences) fue preparada a una concentraciéon de 1 mM en agua y, de la

misma manera que LPC y LPA, fue alicuotada, congelada y almacenada a -70 °C.

La solucion stock de GSK1016790A (Sigma-Aldrich) fue preparada a una
concentracion de 15.25 mM en DMSO, alicuotada, congelada y almacenada a -20
°C. Para los experimentos, la alicuota del stock fue descongelada y preparada en la
solucion 1 a la concentracion necesaria para cada experimento. Los experimentos
controles sin GSK1016790A fueron realizados con soluciones que contenian la
misma cantidad de DMSO que la solucion con GSK1016790A.

El equipo para realizar los registros de electrofisiologia consta de: un microscopio
invertido (Nikon Eclipse Ti-S) con lampara de epifluorescencia (Nikon Intensilight C-
HGFI), un amplificador EPC10 (HEKA Elektronik), micromanipulador motorizado
MP-225 (Sutter Instruments) y un sistema de recambio de soluciones RSC-200
(BioLogic, Science Instruments). Para obtener los registros se utilizé el programa
Patchmaster (HEKA Instruments) y estos fueron analizados con Igor Pro

(Wavemetrics Inc).

5.3. Experimentos de canal Unico

Para los experimentos de canal unico se utilizaron pipetas de alta resistencia (>10
MQ). Las células HEK293 fueron transfectadas con 20 ng del ADN del vector que
contiene al canal TRPV4 de humano (hTRPV4) para aumentar la probabilidad de
tomar un solo canal en el sello. Los registros se realizaron en la configuracion de
inside-out y se obtuvieron varios (entre 50-100) trazos a +60 mV con duracién de
entre 1 a 3 segundos. Las corrientes fueron filtradas a 2 kHz y con una frecuencia

de muestreo de 50 kHz.

Los eventos de apertura del canal fueron determinados como aquellos eventos que
atravesaran un umbral igual a la mitad de la amplitud de las corrientes unitarias, y

fueron idealizados para su analisis con el programa IgorPro (Islas, 2015).
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La probabilidad de apertura se calcul6 para cada pulso de voltaje como la suma del
tiempo total que el canal permanecia abierto dividido entre la duracion total del

pulso.

La amplitud de la corriente se determind con histogramas de la distribucion de la
amplitud de los eventos de apertura detectados y fueron ajustados a una distribucién

gaussiana (Colquhoun & Sigworth, 1985).

Para evaluar cuantitativamente las conductancias correspondientes a la activacion
del canal en presencia de los diferentes agonistas, se graficaron las amplitudes de

cada evento detectado en funcién de su duracion.

Los programas utilizados para todos los analisis de los canales unicos fueron

proporcionados por el Dr. Ledn Islas, Facultad de Medicina, UNAM.

5.4. Mutagénesis

Se generaron mutantes mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en dos pasos (Rosenbaum & Gordon, 2002). Brevemente: se identifico la
secuencia de interés, se disefiaron oligonucledétidos que insertaran el cambio en la
secuencia de aminoacidos, junto con un sitio de restriccidn nuevo y especifico en la
secuencia de ADN. En dos reacciones de PCR independientes, se utilizaron dos
oligonucledtidos: uno que no portaba la mutacion que delimita a la secuencia que
se mutd junto con un sitio de restriccion que se encuentra en la secuencia del canal,
y un segundo que contenia la mutacion y al nuevo sitio de restriccion. El producto
de ambas reacciones se utilizd para una tercera reacciéon de PCR en donde sdlo se
emplearon los oligonucleétidos silvestres y asi se amplificd el ADN con la mutacion.
Finalmente, el cassette que porta la mutacion se reintrodujo en el resto de la
secuencia del canal silvestre. EI ADN mutante se utilizé para transformar bacterias
competentes y obtener suficiente material para los experimentos de
electrofisiologia.

Se decidié introducir mutaciones en el sitio R746 con base en un alineamiento de
las secuencias (Vector NTI, Invitrogen) de los canales hTRPV4, rTRPV4 y rTRPV1,
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ya que el sitio de interaccion a LPA (K710) previamente descrito en rTRPV1 (Nieto-

Posadas et al., 2012) se conserva en el hTRPV4,

 — ,
PCR1 ¥ >0 3
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5'- 3 5—>'3
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PCR2 5—2*3 5 3
3 5 b
" 3<5,
3 5
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5
3 ; 5
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~ Oligonucledtidos mutantes

Figura 6. Mutagénesis con PCR en dos pasos. Los oligonucledtidos silvestres se representan en
color verde y los que portan la mutacion que se desea introducir en color rojo. Los silvestres delimitan
la regién que se desea mutar y contienen un nuevo sitio de restriccion que permita diagnosticar la

insercidén de la mutacién. En una primera reaccion de PCR se inserta la mutacién y en la segunda

se amplifica el ADN mutante. El producto es cortado y ligado a un vector.
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5.5. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con la prueba T de Student; p<0.05 fue considerado como
estadisticamente significativo. Los datos se muestran como promedio + error
estandar del promedio. Se realizaron histogramas de la distribucién de los datos de
cada uno de los grupos experimentales y se verificO que hubiera un ajuste a una

distribucion normal.
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6. Resultados

6.1. La rectificacion del canal TRPV4 depende de la presencia de calcio

extracelular en la configuracion de parche escindido

La mayoria de los estudios sobre la funcion del canal TRPV4 han sido realizados
en la configuracion de célula completa del patch-clamp. Sin embargo, con el fin de
realizar un estudio mas detallado de la actividad del canal, ha sido necesario aislarlo
de su ambiente celular. Asi, comenzamos por caracterizar la activacién del canal
TRPV4 por su agonista sintético GSK1016790A (Jin et al., 2011), usando la

configuracion de parche escindido inside-out.

Primeramente, evaluamos la respuesta de activacion del canal TRPV4 en funcién
de la concentracion de GSK1016790A usando parches de membrana escindidos en
la configuracion inside-out. EI promedio de activacion para cada concentracion de
GSK1016790A fue obtenido promediando los valores obtenidos en parches de
membrana individuales para cada concentracién usando una solucion sin Ca?*
(solucidon 1), tanto en el baiho como en la pipeta. La corriente obtenida en
determinada concentracién a +100 mV para cada sello se normalizd con respecto a
la corriente obtenida con una concentracién saturante de 1 yM GSK1016790A al
mismo voltaje. Las concentraciones probadas para realizar la curva fueron
seleccionadas para mejorar el ajuste de la curva. La curva para la activacion del
canal TRPV4 en funcién de la concentracion de GSK1016790A se muestra en la
Figura 7. Los datos fueron ajustados a la ecuacion de Hill que arrojé un valor de Kp

aparente o ECso= 37 £ 10 nM y un numero de Hill (nH) de 1.63.
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Figura 7. Curva de activacién de hTRPV4 en funcién de la concentracion de GSK1016790A.
Se muestra la curva de respuesta del hTRPV4 en funcién de la concentracion del GSK1016790A.
Se utilizaron concentraciones de 3 nM (n =5), 10 nM (n = 6), 20 nM (n = 6), 50 nM (n = 6), 80 nM (n
=6), 100 nM (n =5), 500 nM (n =5) y 750 nM (n = 5), los experimentos se realizaron con soluciones
sin Ca?* (Solucion 1). Para cada punto se realizaron experimentos independientes y se promedio la
corriente obtenida a +100 mV después de normalizarla contra una concentracion de 1 uM
GSK1016790A. Los datos se ajustaron a la ecuacién de Hill, ECso= 37 £ 10 nM y nn = 1.63.

A continuacion, estudiamos el efecto del Ca?* sobre el TRPV4, ya que anteriormente
se ha reportado que la rectificacibn de la corriente es dependiente de la
concentracion extracelular de dicho ion (Voets et al., 2002). De igual manera en la
configuracion de parche escindido, se utilizé un protocolo de pulso cuadrado de
voltaje (para registrar las corrientes macroscoépicas) en el que se fijé un potencial de
mantenimiento en 0 mV y se aplicaron pulsos de 100 ms de duracién con voltajes

en el rango de -120 mV hasta +120 mV, en pasos de 10 mV.

Observamos que en células transfectadas con TRPV4 de humano, el agonista
activo corrientes macroscopicas (Fig. 8a y b). Cuando la solucién sin Ca?* se utilizd
en el bafio y en la pipeta, observamos que la relacién de la corriente en funcion del
voltaje del canal presenta una rectificacion débil (Fig. 8a) en comparacién con la
que se observa bajo las mismas condiciones para el canal TRPV1 (Jara-Oseguera
et al., 2008).
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En cambio, cuando utilizamos la solucion que contenia 1 mM de Ca?*, observamos
corrientes rectificantes como las que se muestran en el trazo representativo (Fig.
8b) y que son consistentes con una permeabilidad mayor al Ca?*, similares a las
que se han reportado por Voets et al., 2002, y son consistentes con un bloqueo del

canal cuando se encuentra en presencia de concentraciones mayores de este ion.

A partir de estos experimentos observamos que la rectificacion del canal TRPV4
depende de la presencia de Ca?* extracelular, debido a un bloqueo dependiente del
voltaje membranal, como anteriormente se habia reportado en los registros de
célula completa (Voets et al., 2002). De hecho, en la Fig. 8e se muestra que, en
ausencia de Ca?*, la curva de corriente a voltaje en presencia de sodio es lineal, lo

cual confirma las conclusiones generadas por otros grupos.

Para comprobar que las células HEK293 no expresan al canal TRPV4 de forma
endogena, repetimos el experimento en células no transfectadas. Como se muestra,
no hubo activacion de canales endégenos por 1 yM GSK1016790A (Fig. 8c y d) (n
= 8, sodio y n = 4=, calcio). Las corrientes a diferentes voltajes en cada sello fueron
normalizadas contra la corriente maxima obtenida en 1 yM GSK1016790A a +120

mV, promediadas y graficadas (Fig. 8e).

Se utilizdé una concentracion saturante de 1 yM GSK1016790A para asegurar una
activacion maxima con el fin de poder comparar contra las corrientes activadas por
los fosfolipidos. Cabe mencionar que activar al TRPV4 rapidamente, en vez de tener
que esperar minutos (Jin et al., 2011) fue indispensable para poder mantener la

integridad de los parches que habian sido expuestos a los fosfolipidos.

También fue importante corroborar que el vehiculo en el que se disuelve el
GSK1016790A no activa al canal, realizamos controles solo con DMSO 0.0065 %.
Como se muestra en la Fig. 8f, el DMSO disuelto en soluciones con o sin Ca?* no
fue capaz de activar una corriente de amplitud comparable con la inducida por
GSK1016790A (I/lmax sodio = 0.04 + 0.014, p = 0.003 y I/lmax = 0.06 £ 0.02, p <
0.001).
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Figura 8. Activacion del canal TRPV4 por GSK1016790A en parches escindidos inside-out. a)
Trazo representativo de la activacion con 1uM GSK1016790A en células transfectadas con el TRPV4
en ausencia de calcio (solucion 1) y b) con calcio (1 mM, solucidn 2). ¢) y d) Trazos representativos
del mismo experimento con células no transfectadas. La ausencia de activacion con ambas
soluciones comprueba que en las células HEK293 no hay expresién endégena del TRPV4 (n = 8,
Na* y n = 4, Ca?*). e) Corriente graficada con respecto al voltaje del TRPV4 activado con 1 uM
GSK1016790A en solucion 1, Na* (linea azul) (n = 12); con solucion 2, CaZ* (linea rosa) (n = 10).
Corriente normalizada contra la corriente maxima obtenida con 1 yM GSK1016790A a +120 mV. f)
Promedio de la corriente obtenida en DMSO 0.0065 %, el vehiculo del agonista, en la solucion 1,
Na* (n =6, p =0.003) y 2, Ca?* (n = 4, p < 0.001). La corriente a +120 mV en DMSO se normalizé
contra la corriente obtenida en GSK1016790A a +120 mV.

Para caracterizar mejor el bloqueo del canal por el Ca?*, se tomaron pulsos de
corriente a voltajes desde -120 hasta +120 mV con aumentos de 10 mV en
presencia de 1 yM GSK1016790A preparado en soluciéon de Na* (sin Ca?*) (Solucion
1) y después en el mismo parche en presencia de 1 yM GSK1016790A preparado
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en solucion con 1 mM Ca?* (Solucién 2). La corriente a cada voltaje en GSK101 con
Ca?* se dividié con respecto a la corriente a +120 mV con GSK101 con Na* para
obtener la fraccion de corriente que no fue bloqueada por el Ca?*. Estos
experimentos fueron realizados en solucién de Na* dentro de la pipeta y en el bafio
(trazo rojo) asi como en solucién con 1 mM Ca?* en pipeta y bafio (trazo naranja)
(Fig. 9a).

Observamos que a voltajes negativos en soluciones con 1 mM Ca?* la fraccién de
la corriente que permanece es el 0.26 + 0.04 (n = 5) y en ausencia de Ca?* es el
0.67 + 0.14 (n = 6) a -120 mV (Fig. 9b). Esta diferencia es significativamente
diferente (p < 0.001), lo cual sugiere que el Ca?* bloquea la corriente del TRPV4.
Como se menciond anteriormente, debido a este bloqueo es que se observa la

rectificacion del canal en presencia del cation.
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Figura 9. La corriente del canal TRPV4 es bloqueada en presencia de calcio extracelular en
parche escindido. a) Relacién entre la corriente no bloqueada a cada voltaje. Para ambos
experimentos, la corriente fue activada con 1 yM GSK1016790A en solucién de Na*y normalizada
con respecto a la corriente a +120 mV en GSK1016790A en solucién con Ca?*. El experimento fue
realizado en condiciones sin Ca?* (trazo rojo) (n = 6) y en soluciones con 1 mM Ca?* (trazo naranja)
(n=5). b) Fraccion de la corriente a -120 mV que es no es bloqueada en presencia de Ca?* (Corriente
en 1 yM GSK101 en Ca?" a -120 mV / Corriente en 1 yM GSK101 en Na*a +120 mV=-0.26 + 0.04,
n=5) y en soluciones con Na* (= -0.67 + 0.14, n=6) * denota p < 0.001.
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6.2. El LPA como agonista del canal TRPV4

A continuacién, probamos el efecto del LPA 18:1 sobre el canal TRPV4 de humano.
Comenzamos por probar una concentracion 5 uM de LPA debido a que esta
concentracion es saturante y produce una probabilidad de apertura maxima para el
canal TRPV1 (Nieto-Posadas et al., 2012). Después de incubar el sello en LPA (5
MM) durante 3 minutos observamos activacion del canal TRPV4 (Fig. 10). Al igual
que la activacion del TRPV4 por GSK1016790A, cuando expusimos a los canales a
5 UM LPA en una solucién que contenia 5 mM CaClz (solucion 3) en la pipeta,
observamos rectificacion saliente (Fig. 10a, b y c). No observamos rectificacion
cuando activamos al canal con LPA en ausencia de Ca?* dentro de la pipeta
(solucién 1), (Fig. 10d, e y f). En promedio, la corriente activada por LPA fue igual
en presencia o ausencia de Ca?* (Fig. 10h), con Ca?* el promedio de activacion fue
de 48 £ 14 % (n = 4) y sin Ca?* de 50.4 + 9 % (n = 4), con respecto a la activacion
con 1 uM GSK1016790A.

Para confirmar que la activacion del canal TRPV4 se debe al LPA y no a un artefacto
experimental, se realizaron controles con el vehiculo, el DMEM + BSA 1 % (Ver
Metodologia). No hubo activacion del TRPV4 después de incubar el sello por 3
minutos en la solucidon que contenia Uunicamente al vehiculo (Fig. 10g), pues el
promedio de la amplitud de la corriente que se obtuvo en el vehiculo normalizada
con respecto a la obtenida con 1 yM GSK1016790A en el mismo sello fue de 5.9 +
0.9 % (Fig. 10h).
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Figura 10. El canal TRPV4 es activado por LPA 18:1. Trazos representativos de a) la corriente
inicial en un sello de una célula transfectada con hTRPV4 y b) su activacion después de 3 minutos
de incubacién en LPA (5 pM). Se aplicaron pulsos de voltaje desde -120 hasta +120 mV en pasos
de 10 mV para observar la rectificacion. Se utilizé la solucidon 3 dentro de la pipeta y la solucién 1,
sin Ca?*, en el bafo. c) Grafica de la corriente activada con LPA con respecto al pulso de voltaje
para los experimentos con Ca?* (5 mM; trazo verde). La corriente fue normalizada contra la maxima
corriente obtenida a +120 mV con LPA. d) y e) Trazos representativos del mismo experimento en
ausencia de calcio, se utilizé la solucién 1 dentro de la pipeta y en el bafo. f) Gréfica de la corriente
activada con LPA con respecto al voltaje para los experimentos sin Ca2* (trazo azul). g) Trazo
representativo de que el vehiculo, DMEM + BSA 1%, (trazo naranja) no activa al canal TRPV4
después de 3 minutos de incubacion y la corriente obtenida con GSK1016790A (trazo negro). h)
Promedio de la corriente activada con LPA (5 uM) en presencia de Ca?* (barra verde, l/lesk = 0.48 +
0.14, n = 5), sin Ca?* (barra azul, l/lmax = 0.50 £ 0.09, n = 4) y el vehiculo (barra naranja, I/lesk = 0.06
1+ 0.01, n = 5) con el méximo de 1 yM GSK1016790A a +120 mV.
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Determinamos que la activacion es dependiente de la concentracién de LPA 18:1,
de igual manera a como se determind para el GSK1016790A (Fig. 11). Los
experimentos para cada concentracion de LPA fueron realizados
independientemente con la solucion 1 en el bafio y dentro de la pipeta. Los sellos
fueron incubados durante 3 minutos en cada concentracion de LPA y después
fueron activados con 1 uM GSK1016790A para normalizar la corriente de cada sello.
Se promediaron diferentes sellos para cada concentracion y finalmente los datos se
ajustaron a la ecuacion de Hill que arrojoé un valor de ECso= 4.05 uM y un numero
de Hill (nw) = 3.6.
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Figura 11. La activacién del TRPV4 de humano es dependiente de la concentracion de LPA
18:1. Se muestra la curva de respuesta del TRPV4 en funcién de la concentracion del LPA. Se
utilizaron concentracionesde 1(n=4),2(n=11),3(n=8),4(n=8),5(n=12)y 10 yM (n = 3) y los
experimentos se realizaron con soluciones sin calcio (Solucién 1). Para cada punto se realizaron
experimentos independientes y se promedi6 la corriente normalizada contra GSK1016790A (1uM),
los puntos para cada concentracion se ajustaron a la ecuacion de Hill y se obtuvieron los siguientes
resultados: ECs50=4.05+0.1 uM y nu= 3.6.
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6.3. El LPA 18:1 actla directamente sobre el canal hTRPV4

En resumen, estos resultados demuestran que el canal TRPV4 puede ser activado
por el LPA 18:1 y sugieren que esta activacidn ocurre gracias a la union del LPA
con algun sitio de la estructura del canal, ya que otros datos obtenidos en el
laboratorio indican que el LPA 18:0 no produce activacion del canal. En este sentido
para determinar el sitio de interaccion nos basamos en nuestro estudio previo de los
efectos y mecanismos de accion del LPA sobre el TRPV1 (Nieto-Posadas et al.,
2012). El LPA establece interacciones electrostaticas con una lisina en la posicion
710 (K710) ubicada en el extremo C-terminal proximal del canal TRPV1 de rata. Asi,
como se muestra en el alineamiento (Figura 4), se busco el residuo en el sitio
homdlogo del canal TRPV4 e identificamos una arginina en la posicion 746 (R746).
Debido a que en el sitio homodlogo entre los canales se conserva un aminoacido con
carga positiva, surgid la hipotesis de que la union del lipido al canal involucra la
presencia de interacciones electrostaticas entre el LPA y la proteina a nivel de la
arginina 746. Para corroborar esta idea, se generd una mutante utilizando la técnica
descrita en la seccion de métodos del canal hTRPV4 en el sitio 746 a un acido

aspartico (R746D) para cambiar la polaridad la carga.

Para determinar el porcentaje de activacion de la mutante se compard la corriente
obtenida después de 3 minutos de incubacion del sello en 5 yM LPA con respecto
a la maxima corriente obtenida con 1 yM GSK1016790A en cada sello (Fig. 12a 'y
b). Estos experimentos se realizaron al igual que las condiciones anteriores con
solucion de registro con Ca?* (5 mM) en la pipeta para observar rectificacion de la
corriente y poder asegurar que se mantuvo la integridad del sello, y las corrientes
se obtuvieron con dos pulsos de voltaje a -60 mV y a +60 mV. Observamos que la
activacion de la mutante R746D por el LPA 18:1 disminuye significativamente con
respecto al canal silvestre (Fig. 12c; hTRPV4 silvestre, |/Imax=0.53 £ 0.02, n =26y
hTRPV4 R746D, I/lmax=0.16 £ 0.04, n = 11,p < 0.001).

Fue necesario descartar que el efecto que observamos se debiera a que la mutacién
no necesariamente refleja la pérdida de unién del LPA, sino que por si sola afecta

alafuncién del canal. Por ello comparamos las curvas de corriente vs concentracion

30



ante GSK1016790A. La curva del canal mutante fue realizada de la misma manera
que la curva para la canal silvestre mostrada en la figura 8, con las mismas
concentraciones de 3 (n = 3), 10 (n=5), 20 (n =5), 50 (n =5), 80 (n =5), 100 (n =
5), 500 (n=6)y 750 (n = 8) nM de GSK1016790A. Al ajustar los datos a la ecuacién
de Hill, obtuvimos que los valores de ECs0y de nHno son diferentes entre el canal
silvestre y el mutante: Los valores de ECso fueron de 37 + 10 nM y de 48 + 6.8 nM,
y el nnde 1.63 y 1.89 para hTRPV4-WT y hTRPV4-R746D, respectivamente (Fig.
12d). La menor respuesta a LPA observada en el canal hTRPV4-R746D sugiere
que este residuo forma parte del sitio de union en el canal, y que no se debe a que

se hayan alterado ni la funcion ni las propiedades alostéricas del canal.
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Figura 12. El canal hTRPV4 R746D exhibe menor activacion por LPA 18:1 que el canal
silvestre. a) Trazo representativos de la activacion de hTRPV4 silvestre con LPA (5 uM, trazo azul)
después de 3 minutos de incubacion del parche de membrana escindido. b) Trazo representativo de
la activacion de hTRPV4 R746D con LPA (5 uM, trazo café). Después de incubar con LPA, los
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parches fueron expuestos a GSK10161790A (1 pM, trazos negros para ambos). La solucién 3 fue
utilizada dentro de la pipeta y la solucién 1 fue utilizada en el bafio. ¢) Promedio de la corriente
activada por LPA (5 puM) normalizada con respecto a la maxima corriente obtenida en 1 yM
GSK1016790A. hTRPV4 I/lmax = 0.53 + 0.02, n = 26 (azul); hTRPV4 R746D |/lmax= 0.16 £ 0.04, n =
11 (café) *p < 0.001. d) Curvas de la corriente a diferentes concentraciones de GSK1016790A de los
canales hTRPV4 silvestre y hTRPV4-R746D. Los valores de ECso para el canal silvestre fue 37 + 10
nM y para el canal hTRPV4-R746D fue 48 £ 6.8 nM y los valores de nyde 1.63 para el silvestre y
1.89 para el canal hTRPV4-R746D. Se utilizaron concentraciones de: 3, 10, 20, 50, 80, 100, 500 y

750 nM. Los experimentos se realizaron con soluciones sin calcio (Solucion 1).

Dado que las células HEK293 expresan endogenamente al receptor LPA1 (Alderton
et al., 2001), se utilizé un inhibidor de los receptores LPA14, el BrP-LPA, para
descartar que la activacion del TRPV4 que observamos fuera a través de la
activacion de los receptores de LPA endogenos de las células. Anteriormente, este
inhibidor habia sido utilizado para determinar que la activacion del canal TRPV1 por
el LPA fuera independiente de los receptores de LPA. Sin embargo, se observo
también que el BrP-LPA activa al TRPV1 de manera similar al LPA, debido a que
poseen una estructura quimica similar (Fig. 13a) y a que ambas moléculas actuan
sobre el TRPV1, independientemente de los receptores de LPA (Nieto-Posadas et
al., 2012).

En este proyecto, observamos el mismo efecto del BrP-LPA sobre el canal TRPV4
que el que habiamos reportado para el TRPV1: En parches escindidos inside-out
de células HEK293 transfectadas con TRPV4, se observaron corrientes después de
incubar los sellos 3 minutos en solucion con 5 uM BrP-LPA (Fig. 13b). Para todos
los sellos se utilizé solucion con 5 mM de CaClz dentro de la pipeta para observar
que las corrientes rectificaran (para asegurarnos que no se estaba perdiendo el
sello) y las corrientes se obtuvieron aplicando dos pulsos de voltaje a -60 y a +60
mV. Esta activacion correspondié al 49 + 4 % (n = 18) con respecto a la corriente
maxima que obtuvimos con 1 yM GSK1016790A en el mismo sello (Fig. 13b y d).
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Si la activacién del hTRPV4 por BrP-LPA ocurre porque este lipido comparte
caracteristicas estructurales con el LPA, entonces se espera que el mecanismo sea
similar entre ellos. Para confirmarlo, analizamos la activacién del hTRPV4-R746D
por BrP-LPA (Fig. 13c). Observamos que el canal mutante es activado por BrP-LPA
en menor proporcion (0.49 £ 0.04 WT vs 0.22 + 0.06 hTRPV4-R746D) con respecto
a1 uM GSK1016790A en comparacion con el canal silvestre, similar a lo observado
con LPA (Fig. 13d)
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Figura 13. El BrP-LPA activa al canal hTRPV4. a) Estructura quimica del LPA 18:1 y del BrP-LPA.
Trazos representativos de la activacion del b) hTRPV4 silvestre (trazo morado) y ¢) hTRPV4 R746D
(trazo rosa) por BrP-LPA (5 yM). La corriente para BrP-LPA (5 uM) fue tomada después de 3 minutos
de incubacion y fue inmediatamente expuesto a GSK 10161790A (1 uM; trazo negro)a + 60 mV vy -
60 mV. La solucién 3 fue utilizada dentro de la pipeta y la solucién 1 fue utilizada en el bafio. d)
Promedio de la corriente activada por BrP-LPA (5 uM), normalizada con respecto a la maxima
corriente obtenida en GSK1016790A (1 uM). hTRPV4 silvestre Igrp-Lra/Imax = 0.49 + 0.04, n=18 (rosa
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fuerte), hnTRPV4 R746D lgrp-Lra/lmax= 0.22 £ 0.06, n = 8 (rosa palido); y los datos mostrados en la Fig.
11: hTRPV4 silvestre ILpa/lmax = 0.53 £ 0.02, n = 26 (azul fuerte), hTRPV4 R746D ILpa/Imax = 0.16 £
0.04, n = 11 (azul palido).

6.4. El canal hTRPV4-R746K es activado por LPA

Para corroborar detalladamente que la unién del LPA al TRPV4 se establece gracias
a la interaccion electrostatica entre el lipido y una arginina en la posicién 746, se
muto la arginina endogena del hTRPV4 por lisina, otro residuo con carga positiva y
que es el residuo correspondiente en el sitio del TRPV1. Probamos la activacion de
este canal mutante por LPA y comparamos la proporcién de activacion con respecto

al canal silvestre.

Como se muestra en la Figura 14, el canal que tiene una lisina en la posicion 746
puede ser activado por el LPA 18:1 de manera similar a la activacion que
observamos en el canal silvestre. El promedio de la fraccion activada por 5 uM LPA
18:1 con respecto a 1 yM GSK1016790A del canal silvestre fue de 57 + 4.3 % (n =
7), mientras que para el canal mutante fue de 62 + 9.1 % (n = 7). Aunque el promedio
de la activaciéon del canal mutante tiende a ser mayor, no alcanza a ser

estadisticamente diferente a la que se observa con el canal silvestre (p = 0.425).

Con los resultados presentados hasta ahora, podemos concluir que el sitio 746 del
TRPV4 es donde el LPA interacciona con el canal, y que en él es importante que
haya un residuo con carga positiva -arginina en el canal TRPV4 silvestre o lisina
imitando al TRPV1- para que se establezca la interaccion electrostatica con el LPA

que posee carga negativa.
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Figura 14. El canal hTRPV4 se activa con LPA si hay una lisina en el residuo 746. Trazos
representativos de la activacion por LPA 18:1 (5 uM) de a) hTRPV4 (trazo rosa) y b) hTRPV4-R746K
(trazo amarillo). Para ambos canales inmediatamente después de observar activacion por LPA, se
paso el sello a GSK1016790A (1 uM, trazos negros). Se utilizaron las mismas soluciones que en los
experimentos anteriores y las corrientes fueron tomadas a los mismos voltajes. ¢) Promedio de la
corriente activada por LPA 18:1 (5 uM) con respecto a la corriente en GSK1016790A hTRPV4
silvestre ILpa/Imax= 0.53 £ 0.02 (n = 26) y hTRPV4 R746K ILpa/lmax= 0.62 £ 0.91 (n = 7), p = 0.425.

6.5. Efectos del LPA y del LPC en canales TRPV4 de humano que simulan

mutaciones reportadas en bases de polimorfismos de un solo nucleétido

Una vez caracterizado el sitio para la union del LPA en el canal TRPV4, decidimos
buscar en la base de datos de polimorfismos de nucleétido unico (SNP por sus
siglas en inglés para Single Nucleotide Polymorphism,

https://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/) mutaciones reportadas en humanos para el sitio

746 del TRPV4. Encontramos que existen dos mutaciones que cambian la arginina
746 por una cisteina o por una glicina. Interesantemente, hasta el momento no se
ha determinado la relevancia clinica de estas mutaciones, y esto representa una

posible linea de estudio futura para el laboratorio.

Asi, probamos si la activacion de los canales hTRPV4-R746C y hTRPV4-R746G

por LPA 18:1 estuviera afectada (Fig. 15 a, b y c¢). Conforme con los resultados
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anteriores, la activacion con LPA 18:1 en ambos canales mutantes se ve
significativamente disminuida con respecto al TRPV4 silvestre (Fig. 15 g), el canal
hTRPV4-R746C es activado 14 + 3 %, (n = 6), mientras que el canal hTRPV4-
R746G unicamente 7 £ 4 % (n = 9), con respecto a la activacion en 1 yM
GSK1016790A. Importantemente, no se modifica la activacion por el GSK1016790A
en ningun canal mutante (Fig. 15 b y c), lo cual demuestra que son canales

funcionales.

En nuestro laboratorio anteriormente determinamos que la LPC 18:1, un precursor
en la sintesis de LPA (Fig. 5a), es capaz de activar al hTRPV4 (Fig. 15d). En
promedio la LPC activa 48 £ 5 % de la corriente en 1 yM GSK1016790A, lo cual no
es diferente a la activacion que observamos con LPA en proporcion igual al LPA
(LPA vs LPC, p =0.14). Asimismo, probamos la activacion de las mutantes hTRPV4-
R746C y hTRPV4-R746G por LPC 18:1. Obtuvimos que, al igual que el LPA, la
activacion disminuye en ellas, pues en la mutante R746G es activada en LPC tan
solo el 13 £+ 4 % y en la R746C, 11 + 4 % de la corriente activada en 1 yM
GSK1016790A (Fig. 15e, fy g).

Con esto podemos concluir que la LPC y el LPA son agonistas enddgenos del canal
TRPV4 que comparten un sitio de unién. Explorar posibles cambios en la fisiologia
de organismos con las mutaciones descritas arriba, pudiera ser una linea de

investigacion interesante en un futuro proximo.
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Figura 15. Los canales TRPV4 de humano con polimorfismos en el sitio 746 no son activados
por LPA 18:1 ni por LPC 18:1. a) Trazo representativo de la activacion del canal TRPV4 silvestre
de humano con LPA 18:1 y LPC 18:1, b) del canal hTRPV4-R746C y c) del canal hTRPV4-R746G.
Para cada uno se muestra su activacion a -60 mV y +60 mV después de incubar el sello en LPA (5
pMM) o LPA (5 uM) durante 3 minutos. Para cada sello se tomé su activacion en GSK1016790A (1
MM, en negro). La solucién 3 fue utilizada dentro de la pipeta y la solucién 1 fue utilizada en el bafio.
Trazos representativos de la a activacion del canal. d) Promedio de la corriente activada con LPA
18:1 (5 uM) y LPC 18:1 (5 uM) normalizadas con la corriente obtenida en GSK1016790A (1 pM) en
cada sello a +60 mV. hTRPV4 ILpa/lmax= 53 = 3 % (barra morada, n = 26), hTRPV4-R746C I.pa/lmax =
14 + 3 % (barra amairilla, n = 6) y hTRPV4-R746G ILpa/lmax= 7 £ 4 % (barra azul claro, n = 9); hTRPV4
ILrc/lmax = 48 £ 4 % (barra azul fuerte, n = 13), hTRPV4-R746C ILpc/Imax= 11 £ 4 % (barra rosa, n =
10) y hTRPV4-R746G Ipc/Imax= 13 + 4 % (barra verde, n = 5). * denota p < 0.01.
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6.6. El LPA no modificala conductancia de hTRPV4, pero la LPC la

disminuye

Se realizaron experimentos para estudiar a fondo las propiedades de activacion del
TRPV4 por sus agonistas a nivel de canal unico. En primer lugar, determinamos
estos parametros para la activacion del hTRPV4 en presencia de 100 nM
GSK1016790A a +60 mV (Fig 15a trazo rosa, n = 4), y se obtuvo una probabilidad
de apertura (Po) de 0.75 £ 0.08 y una corriente unitaria de 6.45 + 0.55 pA (Fig. 16b)

que resulta en una conductancia de 107.5 pS.

Realizamos el mismo experimento, pero en presencia de 5 uM LPA. Obtuvimos una
Po mucho menor que con el GSK1016790A (p = 0.01), de 0.34 + 0.06 (Fig. 16¢ trazo
azul, n = 2), es decir, a diferencia del GSK1016790A el LPA actua como un agonista
parcial del TRPV4. Sin embargo, la corriente unitaria fue de 6.47 + 0.37 pA (n = 4)
que no es diferente de la observada en GSK1016790A (p = 0.48) y que arroja una
conductancia de 107.8 pS.

En cambio, cuando el canal es activado por la LPC (5 pM), si bien la Po no es
diferente con respecto a GSK1016790A (Po de 0.75 + 0.07 en LPC vs Po de 0.75 £
0.08 en GSK1016790A, p = 0.49), la corriente unitaria disminuye a 3.3 £ 0.41 pA,
que es distinta a la observada tanto para GSK1016790A como para LPA 18:1 (LPA
vs LPC, p = 0.0006; GSK1016790A vs LPC, p =0.002) (Fig. 16e y f trazo naranja, n
= 4). Esta disminucion en la corriente unitaria del canal resulta en una conductancia
de 55 pS, que corresponde a aproximadamente el 50 % de la conductancia
observada en GSK1016790A.
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Figura 16. El LPA no modifica la conductancia de hTRPV4, pero la LPC la disminuye. Trazos
de canal unico del hTRPV4 silvestre activado por a) GSK1016790A (100 nM) o c) LPA (5 uM) o e)
LPC (5 uM) a +60 mV. Las letras A y C representan la corriente cuando el canal esta abierto y
cerrado, respectivamente. b), d) y f) Histogramas de todos los puntos. El 0 en el eje de las abscisas
corresponde al estado cerrado, el segundo pico corresponde al estado abierto. El promedio de la
amplitud de la corriente cuando el canal esta abierto fue de 6.45 + 0.55 pA con una Po de 0.75 +
0.08 (n = 4) para GSK1016790A y 6.47 £ 0.37 pA (n = 4) con Po de 0.34 + 0.06 para LPA 18:1 (n =
2). El promedio de la amplitud de la corriente cuando el canal esta abierto con LPC fue de 3.3 £ 0.41
pA (n=4)ysuPo0.74 £ 0.07 (n = 3).
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6.7. Anédlisis de cinética de canales Unicos

Aunque la probabilidad de apertura y la conductancia no cambian entre los registros
de canal unitario de LPA y de GSK1016790A, notamos que los registros con LPA
presentan mas ruido, es decir, parecen haber mas transiciones rapidas a un estado
cerrado. Para poder observar con mayor claridad lo que ocurria, graficamos la
amplitud de la corriente unitaria de cada uno de los eventos de apertura de un
experimento (el eje de las ordenadas) con respecto a su duracion en segundos (el
eje de las abscisas). Graficar los datos asi nos permite observar si hubiese mas de
un nivel de la corriente unitaria lo suficientemente estable (o sea suficientemente

largo) para cada agonista, es decir, si hubieran estados de sub-conductancia.

Asi, se realiz6 un analisis de los datos como el que se muestra en la Fig. 17. No
observamos mas que un nivel de corriente unitaria predominante para cada uno de
los agonistas, asi que descartamos la posibilidad de que hubiesen sub-estados con

conductancias menores dentro de cada agonista (Fig. 17).

Para el LPA (Fig. 17, color rojo) observamos que los eventos se distribuyen a un
unico nivel de conductancia, de aproximadamente 6.5 pA, y para el GSK1016790A
(Fig. 17, color negro) fue de aproximadamente 6.19 pA. Asimismo, reiteramos que
para el caso de la activacion con LPC, la corriente unitaria fue menor a la que se
obtuvo con LPA o con GSK1016790A, ya que en promedio fue de 3.99 pA (Fig. 17,

color azul).

Es importante notar que en la Fig. 17 se observa que la distribucién de los datos de
LPA y GSK1016790A son superponibles y sus promedios similares, lo cual no
ocurre con los datos para LPC, como ya se habia determinado estadisticamente en
la Fig. 16.

Aunque la corriente unitaria cuando el canal es activado con LPC es menor al de
LPA y el GSK1016790A, es un estado duradero. Esto es importante puesto que nos
sugiere que 1) Es dependiente del agonista, pues no se observo este mismo nivel
de conductancia con GSK1016790A ni LPA y 2) Posiblemente sea un estado
conformacional distinto. Esta ultima posibilidad es interesante pues en nuestro

laboratorio se demostro que el TRPV1 presenta un cambio conformacional distinto
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cuando es activado con LPA (Canul-Sanchez et al., 2018), y en ese reporte se

observo un resultado similar utilizando este mismo analisis. Esto sera discutido mas

adelante.
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Figura 17. Analisis de duracidon de los registros de canales unitarios. Grafica de la amplitud de
la corriente (pA) de cada evento de canal unico en funcién de su duracion (s). Se grafican cientos de
eventos para cada agonista para determinar que cada uno promueve una amplitud de corriente
definida y no sub-estados distintos. Las lineas punteadas representan el promedio para cada
amplitud de corriente unitaria. LPA = 6.5 pA, GSK1016790A = 6.19 pA y LPC = 3.99 pA. Es claro
que la activacion con GSK101679A o con LPA producen estados abiertos con amplitudes que se

superponen mientras que el LPC produce un estado abierto de menor amplitud.
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7. Discusion

El canal TRPV4, al igual que los demas miembros de la superfamilia TRP, es un
importante integrador de estimulos fisicos, como temperatura o estrés mecanico; y
quimicos, como lipidos o algunos compuestos de origen vegetal. La mayoria de los
estudios sobre el TRPV4 se han centrado principalmente en identificar mutaciones
en su gen que causen enfermedades hereditarias, pues se han reportado alrededor
de 50 mutaciones que ocasionan patologias como malformaciones o
desproporciones del esqueleto, braquidactilia, artritis y multiples neuropatias (Nilius
& Voets, 2013). Sin embargo, los reportes sobre cuales compuestos enddégenos son
capaces de modular la actividad de este canal son pocos, o bien, la descripcidn

sobre su efecto en el canal o el mecanismo de accidn es escasa.

Con el presente trabajo hemos caracterizado al acido lisofosfatidico y a su
precursor, la lisofosfatidilcolina como nuevos agonistas endogenos para el canal
TRPV4. En primer lugar, logramos expresar el canal en nuestro sistema para poder
estudiarlo fuera de su ambiente celular, puesto que los escasos reportes
electrofisiologicos anteriores sobre sus propiedades biofisicas habian sido
realizados en la configuracion de célula completa. Importantemente, en esta
configuracion observamos que el Ca?*, al igual que en célula completa, causa la
rectificacion saliente de la corriente cuando es aplicado desde la cara extracelular
(Figs. 6 y 8). De esta manera logramos establecer las condiciones de registro mas

convenientes.

Una vez establecido esto, caracterizamos el efecto del LPA sobre el canal.
Determinamos que al igual que en el TRPV1, el LPA activa al TRPV4 y su efecto es
dependiente de la dosis. El valor de ECso fue de aproximadamente 4 uM, similar a

lo observado para TRPV1.

Asimismo, determinamos que la arginina 746 es un residuo responsable de
establecer la union del LPA al TRPV4 basandonos en que es el sitio correspondiente
alalisina 710 del TRPV1. Cuando la arginina 746 es mutada a un residuo con carga
negativa, el acido aspartico, entonces se pierde la activacion, asi como cuando el

sitio se muta por una cisteina, un residuo mas voluminoso, o por una glicina, un
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residuo que causa torsion en la estructura de la proteina. Finalmente, si en el sitio
se coloca una lisina, que conserva la carga y simula al sitio del TRPV1, el canal se
activa como el canal silvestre, con una tendencia a una mayor activacion, aunque
no alcanza a ser significativamente distinta del silvestre. En conjunto nuestros
resultados sugieren que la activacion se debe a una interaccion directa entre el LPA

con el canal que depende de la carga del residuo.

Otra evidencia de la interaccion del lipido y el canal es que el BrP-LPA, un lipido
estructuralmente similar al LPA pero que inhibe a los GPCR, puede activar al canal

silvestre pero el efecto se abate en el canal mutante.

Paralelamente a nuestra descripcion del LPA y en colaboracion con el grupo del Dr.
Wolfgang Liedtke en Carolina del Norte, EE. UU., describimos que el precursor del
LPA, la lisofosfatidilcolina, también es capaz de activar al TRPV4. Inicialmente el
grupo del Dr. Liedtke observé que la LPC produce prurito en ratones y que esto era
dependiente del TRPV4. Nosotros determinamos que la LPC en efecto es un
agonista del canal, ya que de la misma manera que el LPA, lo activa cuando es
aplicado desde la cara intracelular. Mas aun, la LPC también se une a través de la
arginina 746, probablemente a través de su grupo fosfato, pues al mutar el sitio la

activacién se vio significativamente reducida.

El valor de la ECso previamente reportada para el GSK1016790A en el canal TRPV4
de humano es de 2.1 nM (Thorneloe et al.,, 2008). Bajo nuestras condiciones
experimentales, se obtuvo un valor de 37 £ 10 nM, mismo que se encuentra dentro
del error normal puesto que se considera que hay un corrimiento significativo en la
ECso solo si cambia en un orden de magnitud, es decir si los valores hubieran
alcanzado concentraciones en el rango micromolar. Mas aun, se debe de considerar
que en el trabajo de Thorneloe y colaboradores, los experimentos fueron realizados
en la configuracion de célula completa y ademas no se especifica el tiempo de
aplicacion del compuesto, que en otros articulos llega a ser de varios minutos (Jin
et al., 2011).

También es importante mencionar que recientemente se reporté que después de un
minuto de aplicacién, el GSK1016790A aumenta transitoriamente el numero de
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canales TRPV4 en la membrana, pero si continia la exposicion al agonista,
entonces los canales son endocitados (Baratchi et al., 2019). Para el caso de
nuestros experimentos, realizados en la configuracion de parche escindido del patch
clamp, es poco probable que tuviéramos variaciones en el numero de canales

ocasionadas por el trafico celular.

Asimismo, en los experimentos realizados por Thorneloe y colaboradores se utilizd
una solucion extracelular con Ca?. Como se menciondé en la seccion de
Introduccion, el Ca?* puede potenciar la actividad basal del TRPV4 (Strotmann et
al., 2003), mismo que puede afectar la sensibilidad del canal al agonista. Nuestros
experimentos de la dosis-respuesta fueron realizados en ausencia de Ca?* y

también esto podria influir en el valor de ECso obtenido.

Finalmente, también se ha reportado que existen diferencias en la sensibilidad del
TRPV4 ante sus agonistas dependiendo del sistema celular en el que se exprese,
misma que puede deberse, en parte, a la composicion de las membranas de las
distintas células (Thorneloe et al., 2008; Chen et al., 2015; Narita et al., 2015).

El TRPV4 puede ser activado por el estiramiento de la membrana causado por
cambios en la composicion lipidica, por lo que algunos lipidos, como la
lisofosfatidilcolina, pueden insertarse en la membrana y posteriormente modifican
su forma y fluidez (Lundbaek & Andersen, 1994; Startek et al., 2019). Nuestros
resultados descartan esta posibilidad, pues ademas de la evidencia de los canales
mutantes, en el laboratorio determinamos que la LPC 18:0, cuya unica diferencia es
la insaturacion de la cadena de carbonos, no es capaz de activar al canal. Esto nos
indica que el efecto de los lisofosfolipidos es especifico y que depende de la
insaturacién en su estructura y que la activaciéon no se debe a la modificacion de la

membrana (Fig. 18).
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Figura 18. La LPC 18:0 no activa al canal hTRPV4. Tomado y modificado de la tesis de Alan Medina

Arellano.

La insaturacion de la cadena acilo permite a los lipidos adoptar diferentes
conformaciones. Aunque el BrP-LPA no posee una insaturacion, asi como el LPA
18:0, si activa al canal TRPV4. Esta aparente discrepancia fue evaluada para el
caso del TRPV1. A través de un «alineamiento de flexibilidad» se observo que todos
los compuestos capaces de activar al TRPV1 adoptan una conformacion similar en
la que sus colas acilo intersecan en dos llamados «puntos hidrofébicos». La cadena
acilo del LPA 18:0 adopta una conformacion en la que no cubre a uno de dichos
puntos, mientras que en el caso del BrP-LPA si, aparentemente gracias a que su
grupo bromofosfonato «empuja» a la parte hidrofébica y ésta adopta la
conformacioén de los compuestos activos como el LPA 18:1 (Morales-Lazaro et al.,
2014)

Para detallar la activacion por estos lisofosfolipidos realizamos los experimentos de
canal unico, debido a que previamente en el laboratorio de la Dra. Rosenbaum se
observd que cuando el canal TRPV1 es activado con LPA, la corriente unitaria
aumenta aproximadamente 40 % con respecto a la corriente activada por
capsaicina. Lo que se debe a que el LPA promueve un estado conformacional

distinto al de la capsaicina (Canul-Sanchez et al., 2018).

En el caso del TRPV4, no observamos que la corriente unitaria fuera diferente

cuando el canal es activado con LPA o con GSK1016790A. Entre ambos agonistas
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obtuvimos el valor tipico de conductancia de este canal, que va de 90-100 pS a
voltajes positivos (Nilius et al., 2004). Por tanto, aunque el LPA parece conservar el
sitio de unidn entre los canales TRPV1 y TRPV4, no parece promover un estado

conformacional distinto en el TRPV4.

Las corrientes macroscopicas pueden definirse por la suma de la probabilidad de
apertura (Po), la conductancia unitaria (gi) y por el numero de canales (N). La
probabilidad de apertura en LPA correspondié al 46 % de la obtenida con
GSK1016790A, lo cual explica que la corriente macroscopica activada con el LPA
corresponda aproximadamente al 50 % de la corriente de GSK1016790A. Debido a
la baja probabilidad de apertura, podriamos sugerir que el LPA es un agonista
parcial del canal TRPV4. En el caso de los canales idnicos un agonista parcial se
podria consideran aquellos que son menos efectivos en mantener el canal abierto
una vez que estan unidos al mismo. Por ejemplo, se considera que la acetilcolina
es un agonista parcial del receptor nicotinico del musculo porque produce una
maxima respuesta de ~41 % (Colquhoun & Sivilotti, 2004; Sivilotti, 2010).

En contraste, con la LPC obtuvimos una alta probabilidad de apertura, pero
observamos disminucion en la corriente unitaria de aproximadamente el 50 %. Por
lo que las corrientes macroscopicas pueden ser explicadas por diferencias en la
conductancia. Dado que determinamos que la unién de la LPC es directamente a
través de la arginina 746, y ademas observamos con el analisis de cinética que el
estado abierto que tiene una amplitud de 4 pA es estable, sugerimos que la LPC
podria inducir un cambio conformacional distinto, es decir un fendbmeno similar al
caso del TRPV1 con LPA (Canul-Sanchez et al., 2018).

Existen pocos reportes en los que se describa que el LPA vy otros lisofosfolipidos
sean capaces de unirse directamente a un sitio en un canal iénico y modular su
actividad. Si bien, el LPA es capaz de modular la actividad de multiples canales
ionicos a través de la activacion de sus receptores candnicos acoplados a proteinas
G, su capacidad de unirse directamente y activar a un canal i6nico fue descrita por
primera vez en el TRPV1, en el reporte realizado por el grupo de la Dra. Rosenbaum
(Nieto-Posadas et al., 2012).
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Posteriormente, Kittaka y colaboradores (2017) demostraron que el LPA también es
capaz de activar al canal TRPA1 mediante su sitio de union intracelular en los

extremos amino y carboxilo terminal y a su vez provocar prurito.

Asimismo, con este trabajo hemos identificado al TRPV4 como un canal que
también es capaz de ser modulado directamente por el LPA. Esto es importante
porque son pocos los agonistas enddégenos descritos para este canal. Sabemos
que, como se menciond en la introduccidon, el LPA es un lipido bioactivo
ampliamente vinculado con enfermedades crénicas, por lo que su capacidad de
activar al TRPV4 sugiere que este canal puede ser un blanco terapéutico

anteriormente ignorado en algunas patologias.

De igual manera, este trabajo resalta la versatilidad de los miembros de la subfamilia
TRPV porque, que a pesar de que se encuentran conservados en su secuencia de
aminoacidos, no responden de igual forma a los mismos agonistas. Por ejemplo, el
laboratorio ha descrito que los canales TRPV2, TRPV3 y TRPA1 no se activan por
LPA (Nieto-Posadas et al.,, 2012). Cabe mencionar que Nieto-Posadas vy
colaboradores no observaron activacion con el LPA en el canal TRPA1 debido a
que se evalud unicamente en la configuracion cell-attached y, como se mencion6
anteriormente, Kittaka y colaboradores determinaron que debido a que el sitio de
union es intracelular, el LPA solo es capaz de activar al TRPA1 en la configuracion
inside-out. De hecho, en este reporte Kittaka y colaboradores tampoco observaron
activacion cuando era aplicado desde la cara extracelular en la configuraciéon de

célula completa (Kittaka et al., 2017).

Una de las funciones fisiolégicas en las que se involucra al TRPV4 es en la
generacion de prurito en queratinocitos (Chen et al., 2016). Aunque en este proyecto
no evaluamos la importancia fisiolégica de esta activacién, en el grupo del Dr.
Liedtke se determind que la LPC genera prurito en ratones, por medio de la
activacion del canal TRPV4. Con el trabajo que realizamos como parte de la
colaboracion con este grupo, determinamos que LPC actua directamente sobre
TRPV4 y asi es posible que se inicie la sensacién de prurito. Aunque no se

determiné que el LPA también produzca prurito a través de la activacion del TRPV4,
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esta sigue siendo una posibilidad que explorar, asi como la de determinar que la

activacion del canal especificamente por LPA resulte en la generacién de dolor.

48



<>

Conclusiones

ElI LPA 18:1 y la LPC 18:1 son agonistas endogenos del canal TRPV4.

Se unen al canal a través de la arginina 746, en el «dominio TRP», el cual es
el residuo correspondiente al sitio de unidon del LPA en el TRPV1, la lisina
710.

A diferencia del TRPV1, TRPV4 no presenta aumento de su conductancia
por LPA.

El LPA produce una probabilidad de apertura sustancialmente baja en
comparacion con GSK1016790A, por lo que se le considera un agonista
parcial.

La LPC, que no activa al TRPV1, disminuye la conductancia tipica de TRPV4.
Esto sugiere que se promueve un cambio conformacional distinto al que

observamos cuando TRPV4 es activado con LPA.
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