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RESUMEN 

El calcio proveniente del influjo a través de los canales de calcio dependientes del voltaje sirve 

como un mensajero intracelular que controla una gran variedad de procesos, los cuales van desde 

la forma cómo pensamos hasta cómo nuestros músculos se contraen (Berridge et al., 1998). Por 

ello, la actividad de estos canales se encuentra fuertemente regulada por sus subunidades 

auxiliares, las subunidades de las proteínas G, las cinasas de proteínas y la calmodulina 

(Catterall, 2000). Los canales de calcio dependientes del voltaje de alto umbral (HVA, por sus 

siglas en inglés) son complejos multiméricos los cuales contienen la subunidad principal α1, 

responsable de la formación del poro, y las subunidades auxiliares α2δ (CaVα2δ), β (CaVβ) y en 

ocasiones la γ1 (CaVγ1). 

La apertura y el cierre (denominados colectivamente gating) así como la expresión de los canales 

de calcio de alto umbral (HVA) están controlados por sus subunidades auxiliares β. A pesar de 

que se conoce la estructura molecular de sus sitios de interacción con la subundad α1, aún no se 

determina cómo la subunidad β modula el gating de estos canales. Con el fin de investigar al 

respecto, se aprovechó el hecho de que las subunidades α1 de los canales de calcio de bajo 

umbral CaV3.1 no son reguladas por las subunidades β, y se crearon canales quiméricos con 

funciones adicionales. Basado en la creación de tales canales, la regulación por la subunidad β 

fue transferida a un canal de calcio de bajo umbral (LVA). En este estudio se muestra que esta 

regulación depende de la existencia de una estructura rígida en la región que conecta el segmento 

IS6 con el dominio de interacción de la subunidad α1 (AID). Además, los canales quiméricos 

evidenciaron la participación del segmento IS6 en el gating del canal. En conjunto, los resultados 

apoyan un modelo de acople directo, donde las subunidades β alteran los movimientos del 

segmento IS6 que ocurren conforme el canal transita entre los estados cerrado, abierto e 

inactivado. 
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1. INTRODUCCIÓN 

El calcio proveniente del influjo a través de los canales de calcio dependientes del voltaje sirve 

como un mensajero intracelular que controla una gran variedad de procesos, los cuales van desde 

la forma cómo pensamos hasta cómo nuestros músculos se contraen (Berridge et al., 1998). Por 

ello, la actividad de estos canales se encuentra fuertemente regulada por sus subunidades 

auxiliares, las subunidades de las proteínas G, las cinasas de proteínas y la calmodulina 

(Catterall, 2000). Los canales de calcio dependientes del voltaje de alto umbral (HVA, por sus 

siglas en inglés) son complejos multiméricos los cuales contienen la subunidad principal α1, 

responsable de la formación del poro, y las subunidades auxiliares α2δ (CaVα2δ), β (CaVβ) y en 

ocasiones la γ1 (CaVγ1). Las subunidades β controlan la dependencia al voltaje de la activación y 

de la inactivación, la probabilidad de apertura, la sensibilidad a los fármacos y la expresión de 

los canales HVA en la superficie celular (Chien et al., 1998; Perez-Reyes y Schneider, 1994; 

Wakamori et al., 1999). Las subunidades β se unen a una secuencia consensual, el dominio de 

interacción de la subunidad alfa (AID, por sus siglas en inglés), presente en el asa intracelular 

que une los repetidos I y II de los canales HVA (Pragnell et al., 1994). Las mutaciones en el AID 

que desestabilizan la unión de la subunidad β con la subunidad α12.1 reducen de igual forma su 

habilidad para aumentar la expresión de los canales en la superficie celular y para regular sus 

propiedades (Pragnell et al., 1994), lo cual condujo a la hipótesis de que todas las formas de 

regulación por las subunidades β dependerían de esta interacción. Sin embargo, en estudios 

subsecuentes ha sido posible separar estos efectos (Canti et al., 2001; Gerster et al., 1999; 

Restituito et al., 2001; Tareilus et al., 1997; Yamaguchi et al., 1998). Empleando proteínas de 

fusión que contienen la secuencia del AID, la afinidad de esta interacción fue estimada entre 

6-10 nM por dos diferentes metodologías (De Waard et al., 1996; Geib et al., 2002). La 

interacción es reversible, permitiendo a una sola subunidad β el servir de chaperona a varias 

subunidades α1 para inducir su expresión en la membrana plasmática (Restituito et al., 2001; 

Tareilus et al., 1997). La estructura de las subunidades β se resolvió recientemente en la 

presencia de péptidos del AID (Chen et al., 2004; Opatowsky et al., 2004; Van Petegam et al., 

2004). Se encontró que los aminoácidos cruciales de la subunidad α1 (De Waard et al., 1996) se 

unen a la subunidad β en una cavidad hidrofóbica de esta última. De forma notoria, los péptidos 

del AID empleados en estos estudios no incluyen la secuencia que separa el AID del último 
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segmento transmembranal del repetido I (IS6). A pesar de la comprensión detallada de la 

interacción α1-β, el mecanismo mediante el cuál las subunidades β alteran el gating del canal aún 

no se conoce. Con el fin de investigar al respecto, se aprovechó el hecho de que las subunidades 

α1 de los canales de calcio de bajo umbral CaV3.1 no son reguladas por las subunidades β, y se 

crearon canales quiméricos con funciones adicionales. En este estudio se muestra que las 

subunidades β están acopladas directamente al segmento IS6. Debido a que la sustitución del IS6 

afecta profundamente el gating del canal, se concluye que las subunidades β modulan los canales 

de calcio tipo HVA alterando la movilidad de este segmento. 
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2. MÉTODOS 

2.1 Construcción de los canales de calcio quiméricos 

Las quimeras fueron confeccionadas empleando la técnica de la extensión del empalme por la 

PCR (Horton et al., 1993), usando 0.5 U de la polimerasa del DNA KOD1 (Novagen, Madison, 

WI). De acuerdo con el protocolo del productor, se aplicaron condiciones con dos etapas por 

ciclo. El producto final de la PCR fue clonado en el vector pCR4 mediante el uso del kit Zero 

Blunt® TOPO® PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las construcciones quiméricas completas se 

realizaron por subclonación de fragmentos del pCR4 en el cDNA del CaV3.1 (α13.1), obtenido 

del cerebro de la rata y contenido en el vector pcDNA3 (Perez-Reyes et al., 1998). Las 

sustituciones de poli-Gly (PG6) y poli-Ala (PA6) en el asa I-II de la quimera G12B se 

introdujeron mediante la técnica del Quikchange® (Stratagene, La Jolla, CA) empleando 1 U de 

la polimerasa del DNA Pfu. Las secuencias de todas las clonas se confirmó en la región 

empleada para la mutagénesis. 

 

2.2 Registros electrofisiológicos y análisis de los datos 

La metodología usada para el registro y el análisis de las corrientes de célula completa se ha 

descrito previamente (Gómora et al., 2002). Las células derivadas del riñón de embrión humano 

(293; American Type Cultura Collection, Manassas, VA) fueron transfectadas transitoriamente 

con el cDNA de los canales de la rata α3.1, α2.2 (cerebral) o quiméricos, en la presencia o 

ausencia de las subunidades auxiliares β1b, β2a, β3 o β4 de la rata (Perez-Reyes y Schneider, 

1994), todos ellos clonados en el vector pcDNA3 (Invitrogen). Las células positivas se 

identificaron mediante la cotransfección con un plásmido que contenía el cDNA para la proteína 

verde fluorescente (pGreen Lantern, Invitrogen). La composición de la solución externa de 

registro fue (en mM): 5 CaCl2 (o 10 BaCl2 para el α12.2), 166 cloruro de tetraetil amonio (TEA) 

y 10 HEPES (pH ajustado a 7.4 con TEA-OH). Los estudios iniciales con la quimera NI-II se 

realizaron expresándola en el sistema de ovocitos del Xenopus empleando 10 mM Ba2+ como el 

acarreador de la carga y con la metodología descrita previamente (Lee et al., 1999). La solución 

interna en las pipetas de registro contenía (en mM): 125 CsCl, 10 EGTA, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 

4 Mg-ATP, 0.3 Na3GTP y 10 HEPES (pH ajustado a 7.2 con CsOH). La resistencia de acceso 

promedio en la configuración de célula completa fue 4.4 MΩ. Los registros de las células con 

una resistencia de acceso mayor a los 7.5 MΩ fueron eliminados. La resistencia de acceso se 
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compensó al menos al 70 % entre los protocolos (predicción y corrección, retraso 10 µs), lo que 

resulta en un error residual de 1.6 mV como máximo en la estimación del voltaje en las 

relaciones corriente-voltaje (I-V). La dependencia al voltaje de la activación se calculó por el 

ajuste de los puntos en la relación I-V a la siguiente fórmula 

 

( )
( )kVV

VVGI
m

revm

/)(exp1 50

max

−+
−⋅

= , 

 

donde I es la corriente al pico para cada potencial de prueba, Vrev es el potencial de inversión 

aparente, V50 es el punto medio de la activación y k es el factor de la pendiente. La conductancia 

(G) se calculó empleando una versión modificada de la ley de Ohm 

 

( )revm VV
IG
−

= . 

 

La densidad de la corriente se calculó empleando el valor al pico en la relación I-V dividida por 

la capacitancia de la célula. La capacitancia promedio de las células fue de 11.6 pF. 

 

2.3 Espectroscopía de dicroísmo circular 

Los péptidos correspondientes a los primero 19 aminoácidos, ya sea de α12.2 

(GEFAKERERVENRRAFLKL), G12B-PA6 (GEFAKERERAAAAAAFLKL) o G12B-PG6 

(GEFAKERERGGGGGGFLKL) fueron sintetizados en la Unidad de Investigación 

Biomolecular de la Universidad de Virginia (University of Virginia Biomolecular Research 

Facility). La identidad y la pureza de los péptidos se confirmó por cromatografía líquida de alta 

eficiencia (HPLC) y por espectrometría de masas. Los péptidos se disolvieron a una 

concentración de 1 mg·ml-1 en un regulador de fosfatos de potasio 1.2 mM (pH 6.9) con metanol 

al 88 % (Krittanai y Johnson Jr., 2000). Los registros de dicroísmo circular se colectaron ya sea 

con los péptidos disueltos sólo en un regulador de fosfatos de potasio 10 mM (pH 6.9) o con la 

presencia adicional de 15 mM de 2,2,2-trifluoroetanol. Los espectros se obtuvieron en un 

espectropolarimetro AVIV modelo 215 (Aviv Biomedical, Lakewood, NJ). El promedio de tres 

barridos de las muestras (miligrados, θ), hechos a 25º C, se sustrajo de un número igual de 
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barridos en soluciones que carecían de los péptidos. La elipticidad media del residuo ([θ]) y la 

fracción de hélices se calcularon como se ha descrito previamente (Pace et al., 1997; Rohl et al., 

1996). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Las subunidades β no modulan las propiedades biofísicas de los canales tipo T 

Las subunidades β de los canales de calcio (CaVβ) se unen a un dominio de 18 aminoácidos en la 

subunidad α1 (AID) localizado en el asa intracelular que conecta los repetidos I y II (Pragnell et 

al., 1994). En tanto que la secuencia del AID en las subunidades α1 está claramente conservada 

en las familias de los canales de calcio tipo HVA (CaV1 y CaV2), en la familia de los canales tipo 

LVA (CaV3) se halla pobremente conservada. De forma notoria, en las subunidades α1 de los 

canales CaV3 (Figura 1A), 2 de los 5 aminoácidos que establecen contacto con las subunidades β 

no están presentes (Chen et al., 2004; Opatowsky et al., 2004; Van Petegam et al., 2004). La 

evidencia que indica la ausencia de regulación de los canales nativos CaV3 por las subunidades β 

fue provista por experimentos del bloqueo de la expresión con oligonucleótidos antisentido, los 

cuales mostraron que la eliminación de las subunidades β sólo alteraron las corrientes tipo HVA 

pero no las tipo LVA (Lambert et al., 1997). Los canales recombinantes α13.1 fueron 

coexpresados con cada una de las cuatro subunidades β con el propósito de evaluar si acaso 

pudieran ser regulados por estas subunidades. Por si mismo, α13.1 indujo la expresión de fuertes 

conductancias con todas las propiedades típicas de las corrientes de bajo umbral tipo T 

(Perez-Reyes et al., 1998). La coexpresión de cualquiera de las subunidades β no tuvo ningún 

efecto significativo en la expresión, la dependencia al voltaje o en la cinética de los canales α13.1 

(en las Figuras 1B y C se muestran sólo los resultados de la coexpresión con la subunidad β2a). 

En contraste, la subunidad β2a estimuló más de cuatro veces la expresión de las corrientes α12.2, 

modificó la dependencia al voltaje de su activación e hizo más lenta su inactivación (Figuras 1D 

y E). Efectos similares de las subunidades β se han reportado previamente en el sistema de 

expresión de los ovocitos del Xenopus (Wakamori et al., 1999). Estos resultados muestran por 

tanto la eficacia de las células 293 para la expresión y detección de los efectos de las 

subunidades β, y además confirman que éstas no afectan el gating de los canales α13.1 (Dubel et 

al., 2004). En consecuencia, se postuló que la inserción de la secuencia del AID de los canales de 

calcio tipo HVA en los canales tipo LVA podrían conferir en éstos últimos la regulación por las 

subunidades β. 

6 
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A  _______AID_______ 
 α12.2 QQIERELNGYLEWIFKAE 
 α13.1 GSCYEELLKYLVYILRKA 

Potencial de membrana (mV)

-40 -20 20 40

-30

-20

-10

0

α12.2
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α 12.2+β2a

α 12.2
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   ICa
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25 ms

D E

B C

Figura 1. Las subunidades β sólo regulan a los canales de Ca2+ HVA. (A) Alineamiento de la 
secuencia del AID del α12.2 con la región homóloga del α13.1. Los aminoácidos idénticos en 
ambas secuencias están resaltados en gris. La zona central contiene aminoácidos que forman 
contactos claves con las subunidades β (L-GY-WI). Aunque estos aminoácidos se conservan en 
todas las subunidades α1 de los canales HVA, no lo están en las subunidades LVA. (B,C) La 
coexpresión de la subunidad β2a con el α13.1 no tuvo un efecto significativo sobre la densidad 
de corriente o las cinéticas. (D,E) La coexpresión de la subunidad β2a con el α12.2 aumenta la 
densidad de corriente y hace más lenta la cinética de la inactivación. Las curvas suavizadas 
representan el ajuste del promedio de los datos a la ecuación indicada en la Sección 2. Los datos 
representan el promedio ± el error estándar de la media (S.E.M.). La cantidad de células 
estudiadas se encuentra en la Tabla 1. En todas las figuras se empleó el mismo esquema de 
símbolos, donde α1 se representa con símbolos rellenos y α1 + β2a con símbolos vacíos. Se 
muestran trazos de corrientes representativas en la presencia o ausencia de β2a (línea gris 
punteada). El protocolo de estimulación incluyó una despolarización a – 40 mV (C) o + 20 mV 
(E), a partir de un potencial de mantenimiento de – 100 mV. Los datos se normalizaron con 
respecto al valor máximo. 

3.2 Transferencia de la regulación por las subunidades β 

La primera quimera, NI-II, se creó empleando la reacción en cadena de la polimerasa para 

amplificar el cDNA del α12.2 que codifica para los primeros 111 aminoácidos del asa I-II, y 

posteriormente fue subclonado en el α13.1 usando los sitios de restricción HindIII y BspEI 
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(Figura 2A). Esto resultó en una quimera que retuvo los primeros 32 y los últimos 7 aminoácidos 

del asa I-II del α13.1 (Figura 2B). Ni la dependencia al voltaje de la activación, ni la cinética de 

la quimera NI-II se afectaron por la subunidad β2A (Tabla 1). Este resultado indica que la simple 

adición de un asa que contenga la secuencia del AID no necesariamente confiere la regulación 

por la subunidad β a un canal tipo LVA. La estructura secundaria predicha por el algoritmo 

SOPMA (Geourjon y Deleage, 1995) identifica con precisión al AID como una hélice α (Chen et 

al., 2004; Van Petegam et al., 2004), y de igual forma predice como una hélice α a la mayor 

parte de la región que conecta el segmento IS6 y el AID (Figura 2C). De forma notoria, la 

secuencia de esta región está mejor conservada en las tres subunidades α1 de los canales CaV2 

del humano, de la rata y del ratón, que el propio AID (sólo 1 sustitución contra 4, 

respectivamente). En contraste, en la secuencia adicional de la misma región del α13.1, y que 

precede a la secuencia homóloga del AID, se predice la existencia de dos zonas en espiral al azar 

(random coil), y esta secuencia se retuvo en la quimera NI-II. 

 ¿Podrían estas regiones en espiral al azar impedir la habilidad de las subunidades β para 

regular la actividad de los canales quiméricos? Para contestar a esta pregunta se creó la quimera 

G12B, donde el extremo final del segmento IS6 del α13.1 y el inicio del asa del α12.2 se 

fusionaron directamente (Figura 2B). De forma inesperada, la introducción de secuencias de un 

canal de calcio tipo HVA en uno tipo LVA condujo a la expresión de un canal que se activó en 

voltajes incluso más negativos; tanto la relación I-V como la h∞ (relación I-V en el estado 

estacionario) fueron desviados en – 20 mV (Tabla 1). Este corrimiento en la apertura de los 

canales tipo LVA sugiere que su asa I-II tiene una función importante en la determinación de su 

dependencia al voltaje. Un segundo resultado no esperado fue que la corriente del canal 

quimérico fue mayor que la del tipo nativo (Gmax α13.1, 15 ± 2, n = 10; G12B, 33 ± 6, n = 15, 

p < 0.05). Se ha mostrado que el asa I-II de los canales de calcio tipo HVA contienen una señal 

para retención en el retículo endoplásmico (RE) (Bichet et al., 2000), por lo cual la expresión de 

la quimera debería haberse reducido. El hallazgo de un incremento en la corriente es más 

consistente con la hipótesis de que otros segmentos intracelulares de los canales de calcio tipo 

HVA participan en la formación de la señal para retención en el RE (Cornet et al., 2002). El 

resultado es asimismo consistente con la desarticulación de una señal para retención en el RE en 

los canales de calcio tipo LVA. La coexpresión de la quimera G12B con cualesquiera de las 

8 
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  A 

  B IS6                     α 3.1  ←  → α 2.2    AID   1 1

  NI-II ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSGEFAKERERVENRRAFLKLRRQ 
  G12B ATQ................................FAKERERVENRRAFLKLRRQ 

  C IS6                                _______AID_______ 
  α12.2 SGEFAKERERVENRRAFLKLRR............QQQIERELNGYLEWIFKAE 
  α 3.1 ATQFSETKQRESQLMREQRVRFLSNASTLASFSEPGSCYEELLKYLVYILRKA 1
  2.2SOPMA hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhcc............hhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
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Figura 2. La transferencia del asa I-II de un canal HVA confiere la regulación por las 
subunidades β a un canal LVA. (A) Esquema que ilustra los cuatro repetidos del α13.1 y el asa 
intracelular I-II transferida del α12.2 (línea gruesa). (B) Secuencia de aminoácidos del extremo 
amino terminal del asa I-II, y la localización de las uniones α13.1-2.2 en las quimeras NI-II y 
G12B. Los puntos representan una discontinuidad en el alineamiento. (C) Secuencias de 
aminoácidos en la misma región de las subunidades α1.3.1 y α12.2. La estructura secundaria 
predicha se representa con una h para las hélices α; e para la hoja β; c para la espiral al azar 
(random coil) y t para el giro beta. (D) Relaciones corriente-voltaje para la quimera G12B 
registrada en la ausencia (●) o la presencia de β2a (○). Los datos representan el promedio ± 
S.E.M. de 12-13 células. (E) Trazos de corrientes normalizadas obtenidas durante la 
depolarización a – 40 mV a partir de un potencial de mantenimiento de – 100 mV. (F) Gráficas 
de la corriente normalizada, (G) y del R150 que también incluyen los datos de las células 
transfectadas con G12B + la mutante P237R de β2a (◊, n = 5). Resultados similares se 
obtuvieron cuando se empleó 10 mM Ba2+ como acarreador de la carga y estímulos con 
incrementos de 5 mV entre los potenciales de prueba. 

subunidades β no tuvo efecto significativo sobre la densidad de la corriente (e. g., Gmax para 

G12B + β2a, 24 ± 3, n = 21, p < 0.15; Figura 2D). Este resultado es consistente con la hipótesis 
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de que las subunidades β incrementan la densidad de corriente al enmascarar una señal para 

retención en el RE, y que tales señales no están funcionando en la quimera. 

 

 

Tabla 1. Resumen de las propiedades biofísicas del α13.1 y de las quimeras y de su regulación por las 
subunidades β. 
 Activación  Inactivación  R150
 V50 (mV) k (mV) V50 (mV) k (mV)  
α13.1 -42.9 ± 0.7 6.2 ± 0.2 (9) -74.2 ± 0.8 -4.7 ± 0.1 (8) 2.2 ± 0.3 (9) 
α13.1 + β2a  -44.1 ± 0.4 6.2 ± 0.1 (4) -75.4 ± 0.3 -4.6 ± 0.2 (4) 2.4 ± 0.2 (4) 
NI-II -51.4 ± 0.9 4.7 ± 0.1 (9) -72.2 ± 0.9 -4.1 ± 0.2 (9) 1.1 ± 0.5 (9) 
NI-II + β2a -52.2 ± 0.5 4.6 ± 0.2 (9) -72.7 ± 0.7 -4.1 ± 0.2 (9) 1.3 ± 0.6 (9) 
G12B -63.1 ± 0.7 4.3 ± 0.1 (12) -93.1 ± 0.8 -4.0 ± 0.1 (11) 2.9 ± 0.2 (12) 
G12B + β2a -69.8 ± 0.8** 4.4 ± 0.1 (13) -94.4 ± 0.4 -3.9 ± 0.1 (8) 9.6 ± 0.6 (13)** 
G12B-PG6 -62.3 ± 0.9 4.6 ± 0.2 (6) -95.3 ± 2.4 -3.3 ± 0.3 (5) 0.8 ± 0.3 (6) 
G12B-PG6+β2a -63.8 ± 0.5 4.4 ± 0.1 (7) -93.9 ± 0.4 -3.7 ± 0.1 (6) 1.2 ± 0.3 (7) 
G12B-PA6 -64.2± 0.5 4.4 ± 0.2 (10) -91.5 ± 0.7 -3.7 ± 0.1 (10) 1.6 ± 0.2 (10) 
G12B-PA6+β2a -68.8 ± 0.7** 4.7 ± 0.1 (9) -92.6 ± 0.5 -3.6 ± 0.1 (9) 4.9 ± 0.7 (9)** 

Los datos se expresan como el promedio ± S.E.M. La cantidad de células se muestra entre paréntesis. Los 
valores de las corrientes residuales normalizadas (R150) corresponden a los datos registrados en la cercanía 
del pico de la corriente de la curva I-V: – 20 mV para el CaV3.1 y – 40 mV para las quimeras. El R150 se 
calculó dividiendo la corriente medida después de 150 ms del inicio del pulso despolarizante, por el pico 
de la corriente observada en ese mismo pulso. Los cambios estadísticamente significativos (p < 0.01) 
inducidos por la subunidad β2a se indican con dos asteriscos. 
 
 
 
 

 De mayor importancia para los objetivos de este trabajo, las propiedades biofísicas de la 

quimera G12B fueron reguladas por las subunidades β. La coexpresión del canal G12B con la 

subunidad β2a desplazó en 7 mV, en la dirección hiperpolarizante, su dependencia al voltaje de 

la activación, hizo significativamente más lenta su cinética de inactivación y redujo la magnitud 

de su inactivación, medida por la corriente residual al final del pulso (R150, cociente de la 

corriente a los 150 ms con respecto a la corriente máxima; Figura 2D-G, Tabla 1). Un 

desplazamiento similar en la dependencia al voltaje de la activación fue observado con la 

subunidad β1b (V50 desplazado − 5 mV, Tabla 1). Una propiedad que no fue transferida a la 

quimera fue la habilidad de las subunidades β para desplazar la curva de inactivación en el 

estado estacionario. Aunque esta no es una propiedad compartida por todas las subunidades β, ya 

que β2a tiene poco o ningún efecto mientras que el resto de las isoformas desplazan la curva h∞ 
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del α12.2 a potenciales más hiperpolarizados (Pan y Lipscombe, 2000). Como control negativo, 

el canal G12B se coexpresó con la mutante P237R de la subunidad β2a, la cual ha mostrado 

interrumpir la regulación de β2a (Chien et al., 1998; De Waard et al., 1994). Las propiedades de 

los canales registrados en la presencia de la mutante P237R fueron indistinguibles de las 

registradas de los canales G12B en ausencia de las subunidades β (Figura 2F-G). 

 Estudios recientes sugieren que el asa I-II puede actuar directamente para obliterar el poro del 

canal (Kim et al., 2004). De ser así, las subunidades β podrían estar regulando esta interacción. 

Para evaluar si acaso la región del asa I-II distal al AID está involucrada en la regulación de la 

subunidades β se construyó la quimera GAIDB. Esta quimera tiene la misma unión α13.1-2.2 

que presenta G12B (Figura 2B), pero se modificó la unión α12.2-3.1 en uno cuantos aminoácidos 

en seguida del AID (termina en AATKK), por lo cual se elimina la mayor parte del asa I-II del 

α12.2 y se conservó la del α13.1 (a partir de RSGQE…). La regulación por β2a de GAIDB fue 

similar a la observada con la quimera G12B: la subunidad β2a desplazó la dependencia al voltaje 

de la curva de activación en – 6 mV y aumentó la corriente residual 1.8 veces (Tabla 1). En 

conjunto, estos resultados muestran claramente la transferencia de la regulación por las 

subunidades β a un canal tipo LVA, indicando la importancia de la región que une el AID al 

segmento IS6 y sugieren que la región a continuación del AID no participa en esta regulación. 

 

3.3 La estructura del enlace IS6-AID es esencial para la regulación por las subunidades β 

La tendencia natural de los aminoácidos para contribuir a la estructura secundaria de las 

proteínas está perfectamente establecida: en tanto que las alaninas estabilizan las hélices α, las 

glicinas las interrumpen. Para probar si acaso la región que une el IS6 al AID fuese una hélice α, 

los seis aminoácidos centrales en la quimera G12B se reemplazaron con seis glicinas sucesivas 

(G12B-PG6, Figura 3A). Como control, estos mismos aminoácidos fueron mutados con alaninas 

(G12B-PA6). La zona central de la hélice se eligió para no modificar ni el IS6 ni el AID, 

conservando al menos 7 aminoácidos de la secuencia original en ambos extremos. El análisis por 

el algoritmo SOPMA indica que mientras que la hélice en G12B-PG6 se interrumpe, en 

G12B-PA6 se conserva (Figura 3A). Ambas quimeras generaron fuertes corrientes (150-200 

pA·pF-1). De forma anticipada, la actividad de la quimera G12B-PG6 no fue regulada por las 

subunidades β, y éstas no mostraron efectos significativos ni en la curva de activación, ni en la 
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A   IS6                  ___AID
G12B fakererVENRRAflklrrqqqierel 
G12B-PG6 fakererGGGGGGflklrrqqqierel 
G12B-PA6 fakererAAAAAAflklrrqqqierel 

Figura 3. Interrupción de la estructu-
ra del enlace que separa el segmento 
IS6 y el AID. (A) Secuencia de 
aminoácidos del extremo amino 
terminal del asa I-II de las quimeras 
G12B, G12B-PG6 (poli-glicina) y 
G12B-PA6 (poli-alanina). Se mues-
tra la predicción de la estructura 
secundaria (algoritmo SOPMA) 
usando el mismo código que en la 
Figura 2. La coexpresión con la sub-
unidad β2a no tuvo efecto alguno 
sobre la dependencia al voltaje (B) o 
en la cinética de las corrientes (C) de 
los canales G12B-PG6 (n = 6-7). En 
contraste, la subunidad β2a desplazó 
la curva de activación (D) y aumentó 
la corriente residual (E) de los 
canales G12B-PA6 (n = 9-10). Los 
datos obtenidos se muestran en la 
ausencia (símbolos rellenos) o pre-
sencia (símbolos vacíos) de β2a. Las 
gráficas de barras resumen la 
habilidad de la subunidad β2a para 
desplazar la dependencia al voltaje 
de la activación (F) y para aumentar 
la corriente residual (G). Las 
corrientes residuales del α13.1 y de 
las quimeras se midieron a los 150 
ms del pulso despolarizante en el 
pico de la curva I-V (α13.1, − 20mV; 
quimeras, − 40mV), mientras que las 
del α12.2 se midieron a los 350 ms 
del pulso despolarizante a + 20 mV. 
La escala del tiempo se aplica a los 
paneles C y E. Los efectos estadísti-
camente significativos están marca-
dos con asteriscos (p < 0.01). (H) La 
elipticidad media de los aminoácidos 
a los 222 nm se determinó de los 
espectros de dicroísmo circular de 
los péptidos correspondientes al tipo 
nativo (WT), G12B-PG6 (PG6) y 
G12B-PA6 (PA6). Los espectros se 
obtuvieron a 25º C en metanol al 
88 %. (I) Fracción de hélice α para 
los tres péptidos calculada de la 
elipticidad media de los aminoácidos 
a los 222 nm. 

G12B SOPMA hhhhhhhhhhhhhhhhhcchhhhhhhh 
G12B-PG6 SOPMA hhhccctttcccceeeecchhhhhhhh 
G12B-PA6 SOPMA hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh 
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cinética de inactivación o en la corriente residual (Figura 3B-C). En contraste, las subunidades β 

modularon todas estas propiedades en la quimera G12B-PA6 (Figura 3D-E).  La habilidad de 

β2a para desplazar la curva I-V y el incremento en el cociente R150 de todos los canales nativos y 

quiméricos se ilustran en la Figura 3F-G (datos en la Tabla 1). 

 

3.4 Estudios por dicroísmo circular 

Como prueba adicional, la espectroscopia de dicroísmo circular (DC) se empleó para mostrar que 

la región entre el segmento IS6 y el AID puede formar una hélice α. El espectro de DC de las 

proteínas que contienen hélices tienen picos negativos en la región de 210-230 nm, y la fracción 

helical (Fhélice) puede calcularse a partir de los barridos por DC a los 222 nm (Rohl et al., 1996). 

Los ensayos de DC de los péptidos sintéticos correspondientes a la hélice amino terminal de la 

ribonucleasa A ha revelado que el plegamiento apropiado depende de muchos factores, incluida 

la presencia de solventes orgánicos como el metanol y el trifluoroetanol (Brown y Klee, 1971). 

De forma similar, un efecto del solvente se observó en la estructura de los péptidos de 19 

aminoácidos de longitud y que corresponden al enlace entre el segmento IS6 y el AID; los 

valores de Fhélice presentaron el siguiente orden: metanol > trifluoroetanol > sin solvente, con 

valores de 42 %, 19 % y 7 %, respectivamente. En las tres condiciones, el péptido con la 

sustitución de poli-glicina interrumpió la formación de la hélice, mostrando valores de Fhélice de 

8.5 %, 3.4 % y 1 %, respectivamente. El péptido con la sustitución de poli-alanina presentó 

propiedades similares a las del nativo (la comparación de los tres péptidos en metanol se muestra 

en la Figura 3H-I). Aunque la fracción de hélice del péptido nativo es menor al 100 %, los 

resultados son parecidos a los obtenidos con péptidos basados en la hélice α de la ribonucleasa 

T1 (Myers et al., 1998), y es probable que se deban a restricciones estructurales en los extremos 

del péptido (Rohl et al., 1992). Se concluye por tanto que el enlace entre el segmento IS6 y el 

AID es capaz de formar una hélice α, y que las sustituciones de poli-glicina y poli-alanina 

presentaron las alteraciones de esta estructura en la manera como se predijo. 

 

3.5 Evidencia de que el segmento IS6 está involucrado en la apertura y cierre del canal 

Un mecanismo común del gating de los canales iónicos involucra la apertura de las paredes del 

canal en las cercanías al citoplasma (Jiang et al., 2002; Yellen, 2002), lo cual en los canales 

operados por el voltaje representa el movimiento de sus segmentos S6. Los estudios sobre la 
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A     IS6

regulación de los canales de K+ por las subunidades βγ de las proteínas G revelaron la 

importancia de una glicina que actúa como una bisagra en el centro del segmento análogo que 

delinea el poro del canal (Jin et al., 2002). Todas las subunidades α1 de los canales de calcio 

operados por el voltaje contienen una glicina en la posición análoga (primera G en la Figura 4A), 

y además los canales tipo HVA contienen dos glicinas extras que no están conservadas en los 

tipo LVA. Para probar la importancia de estas glicinas no conservadas en la regulación por las 

subunidades β se crearon quimeras similares a la G12B, pero que contuvieran una mayor 

proporción de la secuencia correspondiente al segmento IS6 del α12.2 (Figura 4A). El cambiar la 

posición de la unión un par de aminoácidos hacia el extremo citoplásmico del IS6 (VG) tuvo 

escaso efecto en la actividad de los canales cuando se le comparó con el G12B, aunque en ambas 

quimeras la inactivación es más lenta que en el α13.1 (Figura 4B-C). Efectos más pronunciados 

_ Cav3.1 ← → Ca 2.2           AIDv

 G12B  GSFFMINLCLVVIATQFAKERERVENRRAFLKLRRQQQI 
 VG  GSFFMINLCLVVIAGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQI 
 GG  GSFFMINLCLGVLSGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQI 
 HIS6  GSFFMLNLVLGVLSGEFAKERERVENRRAFLKLRRQQQI 

▲ ∗ ∗

WT, NI-II

G12B, VG

HIS6, GG

25 ms

-15 0 15 30
0

50

100

τ 
de

 in
ac

tiv
ac

ió
n

(m
s)

Aminoácidos a partir
del inicio del IS6

B C

Figura 4. Función del segmento IS6 en el gating del canal. (A) Secuencia de aminoácidos en el 
segmento IS6 de las quimeras; la región correspondiente al α12.2 está sombreada. La glicina 
que se encuentra en el centro del segmento IS6 está marcada con un triángulo, en tanto que las 
glicinas reemplazadas se marcan con asteriscos. El extremo opuesto en la región quimérica se 
mantuvo sin cambios y es idéntico al de G12B (ver la Sección 2). (B) Trazos representativos 
registrados durante la despolarización a – 20 mV para α13.1 (línea continua), NI-II (línea 
interrumpida que se empalma con la de α13.1), VG (línea continua), G12B (línea interrumpida 
que se empalma con la de VG), GG (línea continua), HIS6 (línea interrumpida que se empalma 
con la de GG). (C) Promedios de las cinéticas de la inactivación graficadas contra la posición 
relativa de la unión. Por ejemplo, la quimera G12B presenta un valor de 0 ya que su unión 
ocurre al final del IS6 (triángulo invertido). Los resultados de la quimera NI-II se muestran con 
un rombo, VG con un triángulo, GG con un cuadro y HIS6 con un círculo. Todos los datos se 
obtuvieron en la ausencia de la subunidad β. 
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se obtuvieron cuando la unión se desplazó aún más de manera tal que el segmento IS6 ahora 

incluía seis amino ácidos del α12.2 (GG), en tanto que el moverla unos cuantos aminoácidos más 

tuvo poco efecto adicional (HIS6). En comparación con el α13.1, estas últimas quimeras 

mostraron los siguientes cambios en su actividad: una tasa de inactivación más lenta; una 

inactivación más incompleta (i. e. corrientes residuales mayores); una cinética de activación más 

lenta en los potenciales cercanos al umbral para la apertura del canal; y una dependencia al 

voltaje más pronunciada de su activación. Estos resultados revelan una participación importante 

del segmento IS6 en mediar las transiciones de los canales entre los estados cerrado, abierto e 

inactivado. La abrupta transición entre los últimos 2-6 aminoácidos en el segmento IS6 indica 

que esta región es particularmente importante para el gating del canal, y al igual que se ha 

sugerido para los canales α11.2 (Shi y Soldatov, 2002), pudiera estar formando una puerta anular 

interna como la hallada en los canales de K+ (Yellen, 2002). Contrario a lo esperado, la inclusión 

de estas glicinas no aumentó la medida en la que las subunidades β regulan a los canales; la 

subunidad β2a desplazó la curva de activación del VG en – 5 mV y la del GG en 7 mV, y 

aumentó el R150 del VG 3.3 veces y el del GG 1.4 veces (p < 0.01 en todos los casos). Estos 

resultados indican que el extremo carboxilo del segmento IS6, distal al motivo conservado GS, 

se mueve como una estructura rígida tanto en los canales tipo HVA como en los tipo LVA, de 

forma análoga a lo observado previamente en los canales de K+ (Jiang et al., 2002; Jin et al., 

2002; Sompornpisut et al., 2001). 

 

3.6 Conclusiones 

Se ha mostrado que la transferencia de una fracción del asa I-II de un canal de calcio de alto 

umbral (desde el final del IS6 hasta justo después del final del AID) es suficiente para conferir 

aspectos de la regulación por las subunidades β en un canal de bajo umbral. La falta de esta 

regulación en la quimera que retuvo una porción del asa I-II de los canales tipo LVA fue 

particularmente informativa, permitiendo el explorar la naturaleza del enlace que separa el 

segmento IS6 del sitio de unión de las subunidades β. La sustitución por seis glicinas sucesivas 

eliminó la regulación por las subunidades β. Este efecto no fue causado por una pérdida de 

secuencia específica, ya que la sustitución en las mismas posiciones por seis alaninas, que 

mantendría una estructura de hélice, también retuvo la regulación por las subunidades β. Los 

15 



Arias Montaño, J. M. – Regulación por subunidades beta 

estudios de la función del segmento IS6 han mostrado que éste tiene un papel primordial en la 

transición entre los estados de los canales. Se concluye entonces que uno de los mecanismos por 

los cuales las subunidades β regulan la activación y la cinética de los canales de calcio tipo HVA 

es por la alteración en la movilidad del segmento IS6, y que este efecto está mediado por un 

acople directo entre el segmento IS6 y el AID a través de una estructura rígida (Hering, 2002). 

La habilidad de las subunidades β para extender el grado de inactivación no fue transferida en 

estas quimeras LVA-HVA, indicando que existen mecanismos adicionales de regulación. 
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