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RESUMEN.

A pesar del importante papel que el canal TRPV1 juega en los procesos de inflamacion y
deteccion del dolor, se conoce muy poco acerca de los componentes estructurales que
determinan su activacion. Uno de los objetivos de este proyecto fue localizar la compuerta
de activacion del TRPV1. Utilizando el método de accesibilidad de cisteinas sustituidas
(SCAM) se insertaron cisteinas a lo largo del segmento transmembranal S6 para realizar
experimentos que nos permitieron elucidar la localizacion de dicha compuerta del canal,
evaluando la accesibilidad a agentes de diferente tamafio que modifican cisteinas, como los
metano-tiosulfonatos (MTS) y la plata (Ag"). Al estudiar el efecto de los agentes MTS en el
canal TRPV1 silvestre (WT) encontramos que activan al canal, debido a esto decidimos
estudiar el mecanismo de accion que utilizan estos agentes que modifican cisteinas y de
algunos que se encuentran en la naturaleza como la alicina, el compuesto activo que esta
presente en los extractos de ajo y cebolla. Encontramos que la alicina y los agentes MTS se
unen y activan al canal TRPV1 mediante un enlace covalente con una sola cisteina
localizada en el segmento N-terminal. Aun mas importante es que el canal TRPV1 participa

en la respuesta a dolor inducida por alicina.

Finalmente, demostramos que la compuerta de activacion del canal TRPV1 se localiza en
los segmentos S6 que forman al poro del canal, y que estos tienen una estructura de o-
hélices. Asi mismo, demostramos que existen dos constricciones en el poro: una que
impide el acceso a moléculas grandes como el metano-tiosulfonato-etil-trimetil-amonio
(MTSET) y otra que impide el acceso a moléculas de tamafio pequefio como la plata y que

constituye la compuerta de activacion de los canales TRPV1.



ABSTRACT.

The TRPV1 ion channels mediates the response to a variety of stimuli such as high
temperatures, tissue damage and exposure to pungent compounds like capsaicin, all of
which converge on these channels and underlie the common perceptual experience of pain.
Despite the clear physiological relevance of TRPV1 and of TRP channels in general, little
structural information is currently available. Sequence homology of TRPV1 to ion channels
of known structure suggests a subunit topology similar to that of voltage-activated
potassium (Kv) channels. Nonetheless, the topology of the pore and the location of the

activation gate of TRPV1 or of any other TRP channel remain unknown.

The Use the substituted cysteine accessibility method (SCAM) to scan the entire S6
segment of the rat TRPV1, allowed us to determine the localization of the activation gate,
by testing the accessibility of different cysteine modifying agents like MTS agents. During
the study of the effect of MTS agents on the WT channel, we found that MTS agents and
compounds found on onion and garlic extracts like allicin who can modify cysteines,
activate this channel trough a modification of a single cysteine located in the N-terminal
region of TRPV1. Using a combination of electrophysiological and behavioural assays we

establish that, TRPV1 channels participate in the response to allicin in vivo.

Finally we describe the presence of two intracellular constrictions: the most intracellular
one located at Leu681, which closes the ion conduction pathway for large molecules and
one located at Tyr671, which obstructs the conduction pathway for small permeating ions
and constitutes the activation gate of TRPV1. An important result is that the region we
define as the activation gate of TRPV 1, gates the channel in response to both capsaicin and
heat, revealing the physical point of convergence of these two pathways of activation.
Finally we have observed a marked periodicity in our accessibility data that is consistent

with an a-helical structure for the S6.



ABREVIATURAS.

1,4,5-trifosfato (IP3).
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetano acido sulféonico (HEPES).
Aceite de mostaza (AITC).

Acido etil endiamino tetra acético (EDTA).

Adenilato ciclasa (AC).

ASICs (canales 16nicos detectores de acidez, por sus siglas en inglés).
cAMP (adenosin monofosfato ciclico).

Calmodulina activada por calcio (CaM).

Canales de potasio dependientes de voltaje (Kv).

Canales activados por nucleétidos ciclicos (CNG).

Canal silvestre (WT).

Cinasa II dependiente de calmodulina (CaMKII).

Cinasa de proteina A (PKA).

Cinasa de proteina C (PKC).

Ditiotreitol (DTT).

Dominios de asociacion (DA).

Dominios de tetramerizacion (TCC).

Factor de crecimiento neuronal (NGF).

Fenantrolina de cobre (CuP).

Fosfatidilinositol bifosfato (PIP,).

Fosfolipasa C (PLC).

Ganglio trigeminal (GT).

Indice de periodicidad (a-PI).

Neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG).
Metano-tiosulfanatos (MTS)

Metano tiosulfonato -etil-amonio (MTSEA)
Metano-tiosulfonato-etil-trimetil-amonio (MTSET)
M¢étodo de accesibilidad de cisteinas sustituidas (SCAM).
Método de multiples arreglos (SOPMA).



Probabilidad de apertura (Po).

Proteina verde fluorescente (GFP).
Prostaglandina E, (PGE,).

Proteina verde fluorescente (GFP).

Reaccién en cadena de polimerasa (PCR).
Regiones amino (N-) y carboxilo (C-) terminales.
Resiniferatoxina (RTX).

Rojo de rutenio (RR).

Sistema nervioso central (SNC).

Técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana (“patch-clamp”).
Tetrabutilamonio (TBA).

Tetraetilamonio (TEA).

Tetrapropilamonio (TPrA).

Adenosin trifosfato (ATP).

TRP (por sus siglas en inglés para Transient Receptor Potential).



INTRODUCCION.

Una de las caracteristicas adaptativas mas importantes de los organismos es la capacidad
para detectar y responder a estimulos del medio ambiente. En los ultimos afios se han
estudiado las bases moleculares de los procesos que permiten a los organismos percibir
cambios en la temperatura, acidez y perturbaciones mecanicas del medio ambiente. Se han
identificado algunos canales i6nicos que detectan estos estimulos y los traducen a cambios
en la excitabilidad de la membrana celular'. Asi, se ha demostrado que algunos de los
miembros de la familia de los canales TRP (por sus siglas en inglés para Transient Receptor
Potential), funcionan como receptores que median la respuesta a cambios en la temperatura,

. . . ;. . <7 res 2
acidez del medio y perturbaciones mecanicas como cambios en la presion osmotica”.

El uso combinado de técnicas de biologia molecular y biofisicas asi como el de la
cristalografia de proteinas, han permitido encontrar regiones responsables de la funcion de
varios canales ionicos. En el caso de los canales TRP existen muy pocos estudios
encargados de elucidar la relacion entre la estructura y la funcidon de esta molécula. Por
ejemplo, atin no se conoce la region del canal encargada de controlar el flujo de los iones a
través del poro una vez que ha sido activado el canal por algiin agonista. El canal TRPV1 es
un modelo de estudio ideal para realizar estudios de estructura-funcion que lleven a
esclarecer la estructura de los canales TRP, pues tiene como ventaja el ser uno de los

mejores caracterizados en relacion a los estimulos que lo activan.

PROPIEDADES GENERALES DEL CANAL TRPV1.

El canal TRPV1 se expresa principalmente en neuronas del sistema nervioso periférico

como las del ganglio de la raiz dorsal (DRG), de los ganglios trigeminales (GT) y toracico

3-12
d

vagal, y en fibras nociceptivas C y A" “. El canal TRPV1 también puede encontrarse en el

sistema nervioso central (SNC) y en tejidos no neuronales como los queratinocitos, los
foliculos pilosos, el tejido muscular liso, la vejiga, el higado, los rifiones, el bazo y los

pulmones, en donde todavia se esta estudiando su papel fisiologico'> 2.



Se ha predicho que el canal TRPVI es un tetramero formado por cuatro subunidades
iguales, cada una de las cuales tiene seis segmentos transmembranales y regiones amino
(N-) y carboxilo (C-) terminales intracelulares. Los segmentos transmembranales cinco
(S5) y seis (S6) de cada subunidad dan lugar al poro o via de conduccion idnica que
permite el paso de iones hacia el interior o exterior de la célula (Figura 1). Al igual que los

otros canales TRP, el TRPV1 es un canal catiénico no especifico que permite el paso de

. . : 23-25
diferentes cationes monovalentes y divalentes™ .

A

Figura 1. Esquema de la topologia del canal TRPV1. (A) Caricatura de una subunidad
del canal TRPV1. Cada subunidad estd compuesta por seis segmentos transmembranales
(S1-S6) y regiones amino- (N) y carboxilo-terminal (C) intracelulares. Los segmentos S5,
S6 y el asa que los conecta dan lugar al filtro de selectividad y al poro del canal. La region
N-terminal contiene seis repetidos de union a anquirina (mostrados como cuadros). (B) El
canal funcional forma un tetrdmero compuesto por cuatro subunidades como las que se
muestran en (A).



Una de las propiedades mas singulares del TRPV1 es su alta sensibilidad a la temperatura
con una Qo ~ 26, activandose a temperaturas por arriba de los 43°C>, por voltaje y por
cambios en el pH extracelular’. Los protones (pKa cercana a 5.3) son capaces de activar
directamente al canal TRPV1 uniéndose a dos residuos acidos en el asa del poro del

canal®%?’

ademas de potenciar su respuesta a otros agonistas como la temperatura (Figura
2). Recientemente se ha descrito que pHs intracelulares alcalinos, con un pKa cercano a 9**

también pueden activar al canal.

Diversos compuestos activan al canal TRPV1 como la anandamida®, el alcanfor que es un
analgésico topico>", la capsaicina o compuesto pungente que se encuentra en los chiles’ y la
resiniferatoxina (RTX) de la cactacea Euphorbia resinifera® (Figura 2). Dado que la
capsaicina es lipofilica, puede cruzar la membrana celular e interactuar con sitios de unién
localizados en la parte intracelular del canal (Figura 2)*2. También es activado por otros
compuestos pungentes como la zingerona que es extraida del jengibre y la piperina que se

encuentra en la pimienta®.

Ademas de activarse ante una gran cantidad de estimulos de diferente naturaleza, la funcién
del TRPV1 estd modulada por varias moléculas como cinasas de proteinas, lipidos y
segundos mensajeros que ligan la actividad del canal con diversas vias de transduccion de
sefales tanto intra- como extracelulares (Figura 2). Un ejemplo de esta modulacion lo
podemos ver en el proceso de desensibilizacion aguda el cual depende de la presencia de la
calmodulina (CaM) que funciona como subunidad accesoria del TRPV1. Cuando la
capsaicina se une al canal, éste se abre y permite la entrada de calcio al interior de la célula.
El calcio que ingresa interactia con la CaM, la cual se activa y se asocia con el canal

promoviendo un cambio conformacional que provoca el cierre del receptor”.

INFERENCIAS SOBRE LA FUNCION DE LAS DISTINTAS REGIONES
ESTRUCTURALES DEL CANAL TRPV1.

A continuacion se detallan las funciones de algunas regiones del canal en su actividad

eléctrica.

10



Papel del segmento N- terminal.

El canal TRPVI presenta un segmento N-terminal intracelular, con seis repetidos de
anquirina denominados de esta forma debido a que la proteina anquirina, la cual se
encuentra en el citoesqueleto, presenta 26 copias de estos repetidos®. Estos repetidos de
anquirina se han relacionado con una gran cantidad de procesos celulares como la
interaccion proteina-proteina y proteina—citoesqueleto, pero a pesar de esto aun no se
conocen todas las funciones de estos repetidos en el canal TRPV1. A continuacion, se

resumiran algunas de las funciones de los repetidos de anquirina en el canal TRPV1.

Muchos de los miembros de la familia TRP como el TRPA, TRPC, TRPN y TRPV tienen
repetidos de anquirina, el namero de éstos puede variar de 3 a 9%, y estan constituidos por
al menos 33 aminoacidos que forman un par de a-helices anti-paralelas conectadas por
laminas B. Los repetidos de anquirina presentan diferentes propiedades entre proteinas e
incluso entre miembros de la familia de los canales TRP. Por ejemplo, en los canales
TRPVI, los repetidos de anquirina presentan como caracteristicas principales asas grandes
entre los repetidos 1-4 y 5-6, que dividen a estos en dos regiones, ademas de residuos
aromaticos presentes en la horquilla-B de los repetidos 2 y 3, los cuales se han propuesto

como sitios de interaccidn con otras proteinas’®>*,

Los canales TRP pueden formar homo- o heterotetrameros. En el caso de la familia TRPV
se sabe que forman homotetrameros, pero las bases moleculares que subyacen a la
oligomerizaciéon atn permanecen desconocidas. A pesar de esto, recientemente se ha
encontrado que los extremos C y N-terminales juegan un papel importante en los procesos
de oligomerizacion®**. Estudios recientes en canales de potasio dependientes de voltaje
(Kv), han identificado motivos que actian como dominios de asociacion (DA), llamados
dominios de tetramerizaciéon (TCC). Este dominio DA puede formar o-hélices super-
enrolladas entre subunidades determinando la selectividad y la estabilidad de la

43-45

multimerizacion Ferrer-Montiel y colaboradores han propuesto un modelo del

segmento C-terminal del TRPV1 en el que han encontrado que los DA contribuyen a la

11



oligomerizacion de las subunidades. Sus experimentos describen que cuando se eliminan

los DA los mondmeros son incapaces de formar canales funcionales™.

Los repetidos de anquirina entre los canales TRPV2 y TRPV1 se encuentran
extremadamente conservados y no se les ha relacionado con procesos de oligomerizacioén
aunque interactiian con una gran cantidad de moléculas que regulan la actividad de estos
canales’®*’. Sin embargo en otros miembros de la familia TRP se ha demostrado que esta
region es pieza fundamental para la oligomerizacion. En los canales TRPVS se han
identificado dos regiones importantes para que se lleve a cabo el ensamblaje del canal: la
primera esta localizada en el segmento N-terminal que conforma los aminoéacidos (116-
140), y la segunda en el segmento C-terminal conformada por los aminoacidos (596-601).
La asociacion de estas dos regiones controla el transporte, ensamblaje de las subunidades y

la funcion del canal®

. Algo similar sucede con el canal TRPV6 en donde el tercer repetido
de anquirina es el que inicia el proceso de union entre subunidades, posteriormente el
quinto repetido ancla las subunidades impidiendo que se separen. Cuando se eliminan estas

regiones, el canal queda imposibilitado para ensamblarse*'.

El grupo de Gaudet y colaboradores publicaron recientemente el cristal de los repetidos de
anquirina del canal TRPV1. Ademas este mismo grupo confirm¢ la localizacion del sitio de
unién del adenosin trifosfato (ATP) que se encuentra formado por los repetidos de
anquirina 1-3. El trifosfato de la molécula de ATP interactiia con los aminoacidos R115 de
la hélice interna 1, K155 y K160 de la hélice interna 2, mientras que la adenosina interactua

con los residuos L163, Y199, Q202 y E210%.

Como ya se ha mencionado una de las moléculas que regulan la funcion del canal es la
CaM, la cual promueve la desensibilizacion del canal dependiente de calcio intracelular. La
desensibilizacion tiene como resultado la reduccion de la probabilidad de apertura y con
ello una disminucion de la corriente. El sitio de union de la CaM se encuentra localizado en
el segmento N-terminal entre los residuos 189-222°*. La CaM se une a los dominios de
anquirina sobrelapandose con el sitio de union del ATP y, ain mas importante, al activarse

el canal utilizando capsaicina, los iones calcio (Ca®>") y magnesio (Mg”") que permean a

12



través del canal inactivan al ATP interactuando con su grupo fosfato, dejando libre el sitio

g . rep a6
de unidn para que la CaM pueda unirse a éste ™.

Existen varias evidencias que apuntan a que la region N-terminal del TRPV1 juega un
papel importante en su funciéon. Uno de los objetivos de esta tesis fue describir como
participa esta regioén en la activacién del canal por compuestos pungentes presentes en

algunas plantas.

Poro del canal TRPV1.

Realizando alineamientos de secuencia entre los canales TRPV1 y otros canales idnicos de
los cuales se conoce su estructura, se ha podido determinar que el canal TRPV1 es similar
estructuralmente a los canales Kv, presentando un poro formado por los segmentos S5y S6
asi como una asa que se encuentra entre ellos. A pesar de la gran similitud que tiene el
canal TRPV1 con algunos canales Kv no existen estudios acerca de la relacion entre la
estructura y la funcion en el canal TRPV1 que hayan dilucidado el papel de esta region en
la funcion del canal. A continuacion se describe brevemente lo que se conoce acerca de esta

estructura del poro del canal TRPV1 y de algunos de los miembros de la familia TRP.

Cara externa del poro del canal TRPV1.

El poro externo del canal TRPV1 se encuentra formado por el asa que une los segmentos
S5 y S6 y en esta region del canal se encuentran sitios de union a varios agonistas incluidos
los protones, cationes monovalentes-divalentes y poliaminas*’™* (Figura 2). Ademas de
activar al canal, estos agonistas modifican las propiedades biofisicas de éste, por ejemplo,

. ., . o . 50-53
la activacion con protones reduce el coeficiente de permeabilidad al calcio

y el
gadolinio bloquea al canal cuando se encuentra en concentraciones altas™. Asi que también,
algunos de los aminoacidos localizados en el asa del poro regulan las propiedades del poro.
Por ejemplo, la neutralizacion de un residuo acido en E636, que se encuentra en el
vestibulo extracelular™, reduce la sensibilidad al rojo de rutenio, el cual es un bloqueador

extracelular™. La Figura 2 resume en gran medida lo que se sabe hasta ahora sobre las

13



regiones del canal TRPV1 que participan en su regulacion por agentes diversos y en su

activacion.

Al

Poliaminas

crss o LB

S800
T144

116 820
Alicina y agentes MTS
?
N : C

Figura 2. Residuos del canal TRPV1 que interactian con ligandos y moduladores del
canal. El canal TRPV1 tiene una gran cantidad de sitios de fosforilacion. La cinasa de
proteina A (PKA) activa directamente al canal fosforilando varios sitios del mismo. Los
residuos S116 y T370 son fosforilados por la PKA y participan en la desensibilizacion del
canal, ademas, los residuos T144, T370 y S502 desensibilizan al canal en respuesta a
temperaturas altas al ser fosforilados por la PKA. La S502 también es blanco de la cinasa
de proteina C (PKC) y de la cinasa II dependiente de calmodulina (CaMKII). La PKC
también puede fosforilar al residuo S800, en tanto que la CaMKII fosforila a la T704. La
region formada por los aminoacidos 777-820 es responsable de la interaccion con el PIP,.
Los aminoacidos K155, K160 y L163 forman el sitio de unién del adenosin trifosfato
(ATP) el cual sensibiliza al canal y evita la taquifilaxis o desensibilizacion aguda. El
residuo H378 sufre una deprotonacion al interactuar con agentes quimicos alcalinos como
el amoniaco y pH alcalino, provocando la activacion del canal. Varios residuos que
interaccionan con vaniloides y, en especial los que interactian con la capsaicina, han sido
identificados. La S512 est4 implicada en la unidn a capsaicina, en tanto que la T550 y la
Y511 son necesarias para mantener la sensibilidad a capsaicina. La M547 es responsable de
la interaccion con la resiniferatoxina (RTX), y ademds participa en la uniéon de varios
vaniloides. Los aminodcidos E600 y E648 estan involucrados en la activacion del canal
TRPV1 por protones y responsables de la activacion por Gd*". E648, junto con D646, son
responsables de la interaccion con poliaminas. De las tres cisteinas que se encuentran en el
poro, la que juega un papel importante es la C621 ya que es la encargada de interaccionar
con agentes reductores. Se han encontrado dos sitios de unién a CaM en el TRPV1: uno se
encuentra en el segmento N-terminal y otro en el C-terminal de la posicion 767 a la 800.
final mente el E636 es el responsable del bloqueo por rojo de rutenio y el A604 es un sitio
para N-glicosilacion.

378\
K160, L163w__ | ‘a

@
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Filtro de selectividad del canal TRPV1.

El filtro de selectividad en los canales Kv estd formado por una secuencia de aminoacidos
que se ha denominado secuencia firma (TVGYG) y que se mantiene conservada en los
canales TRPV1 (TIGMG)®*. Como ya he mencionado, el canal TRPV1 es un canal
cationico no especifico y la sustitucion de la metionina por una tirosina en la secuencia
primaria no cambia la selectividad iénica del canal® coincidiendo con experimentos en
canales Kv donde la tirosina se sustituyd por otros aminoacidos como la valina o

fenilalanina y tampoco cambi6 la selectividad ionica del canal®”’.

La mayoria de los estudios de estructura-funcion de la region del filtro de selectividad se
han hecho en otros canales de la familia TRPV como el TRPV5 y TRPV6 utilizando la
técnica de SCAM, demostrando que dicha region es de tamafio similar a la de los canales
Kv**. Por ultimo, en el caso del canal TRPV1 se ha descrito un fenémeno parecido al que
se ha encontrado en canales P2X®"** llamado dilatacién del poro, en el que la selectividad
por cationes de tamafio mas grande que el Na' se incrementa dependiendo de la

concentracién de agonista y tiempo de exposicion al agonista®.
Cara interna del poro del canal TRPV1.

Uno de los pocos canales de los cuales se tienen datos sobre la estructura de la cara interna
del poro es el canal Shaker de los Kv. En este canal los segmentos S6 de cada una de las
cuatro subunidades contribuyen al alineamiento del poro y constituyen la compuerta de
activacion®*®, la cual se encarga de permitir o impedir el flujo de los iones a través del

poro en funcién de cambios de voltaje en la membrana® '

. Se ha propuesto que la
estructura del poro interno en los canales TRPV1 se asemeja a la de los canales Kv. Sin
embargo, en el caso de los canales TRPV1 no existia ningin estudio que se avocard a

describir la localizacion de la compuerta utilizando datos funcionales.

El uso de amonios cuaternarios ha sido una herramienta importante en el estudio de la

72,73

localizacién de la compuerta de activacion de los canales Kv'~'”. En el laboratorio se
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decidi6 utilizar esta misma estrategia en los canales TRPV1 encontrando que la compuerta
de activacion podria localizarse en la parte mas intracelular del canal impidiendo el paso de

4,75 . .
75 Los amonios cuaternarios de

moléculas del tamafio del tetrapropilamonio (TPrA, 9 A)
este tamafio o mayores producen un aumento en el tiempo de apertura del canal TRPV1 asi
como un enlentecimiento en las colas de corriente. Esto indica que la compuerta de
activacion del canal se encuentra en alguna region intracelular del canal TRPV1 similar a lo
que sucede en los canales Kv. Sin embargo, resulta interesante que bloqueadores como el
tetractilamonio (TEA, 8 A) no interfieren con el cierre del canal. Esto muestra que
moléculas de este tamafio bloquean al canal independientemente del estado en el que se
encuentre sugiriendo que el bloqueador puede quedar atrapado en alguna cavidad del canal.
Por otro lado, un estudio que utiliz6 la técnica de sustitucion de alaninas mostré que es muy
probable que el segmento S6 del canal sea una alfa hélice. Este estudio utiliz6 simulaciones
de dindmica molecular que indicaron que puede haber dos puntos flexibles que cambian de
conformacion cuando se encuentra el agonista presente’’. A parte de estos reportes no
existia ninguna demostracion experimental de la localizacion de la compuerta de activacion

en los canales TRPV1.

Una de las técnicas mas utilizadas para estudiar la estructura y la localizacion de la
compuerta de activacion en otros canales ionicos como los Kv y los canales activados por

M®*777 " Esta técnica hace uso de la

nucledtidos ciclicos (CNG), es la técnica de SCA
cisteina que es un residuo voluminoso, relativamente hidrofobico y sensible a
modificaciones altamente especificas. Este residuo se ha usado en experimentos de
mutagénesis dirigida en conjunto con técnicas bioquimicas y biofisicas para elucidar la
topologia de los canales en la membrana y la accesibilidad de residuos transmembranales a
las fases acuosa o lipidica, asi como para esclarecer la proximidad espacial entre dominios
transmembranales. Estos experimentos consisten en usar canales idnicos sin cisteinas
nativas en los cuales se puedan insertar cisteinas en la region de interés. La aplicacion de
agentes que promueven la modificacion de cisteinas (como por ejemplo los agentes MTS
de la familia del metano-tiosulfonato-etil-trimetil-amonio o MTSET), produce la

modificacion de la cisteina insertada dando como resultado un cambio en la funcidon del

canal que normalmente depende de si la cisteina se encuentra accesible y en una region
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importante para la funcion del canal, proporcionando informacion acerca de cambios

conformacionales en esa region®>"

Un ejemplo de la aplicacion de estas técnicas son los estudios hechos en canales CNG,
donde se insertaron cisteinas a lo largo del segmento S6 hasta llegar a la region inmediata
debajo del filtro de selectividad del canal. Cuando se probd la accesibilidad de estas
cisteinas a modificarse por agentes MTS, se encontré que la modificacion de las cisteinas
no discrimina entre los estados cerrado y abierto del canal. Esto indica que, a diferencia de
los canales de potasio, la region S6 no se comporta como una compuerta de activacion y
que muy probablemente, la compuerta de activacion en estos canales se encuentra en la

region del filtro de selectividad (Figura 3)79.

Figura 3. Compuerta de activacion de los canales CNG. La compuerta de activacion de
los canales activados por nucleotidos ciclicos se encuentra en el filtro de selectividad
(indicado por el circulo). Los cilindros representan los segmentos transmembranales S6 y
S5 de dos subunidades.

Los estudios de accesibilidad a reactivos MTS en canales Kv indican que en el segmento
S6 hay una region que funciona como compuerta de activacion (Figura 4) que es diferente
al filtro de selectividad. Cuando se colocan cisteinas cerca de esta region que constituye la
compuerta de activacion del canal Kv, estas solo pueden ser modificadas en el estado

abierto y no en el estado cerrado por los agentes MTS, debido a los cambios
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conformacionales que ocurren en la compuerta de activacion que permiten o impiden el

paso de los agentes MTS para modificar las cisteinas insertadas.

Figura 4. Localizacion de la compuerta de activacion del canal Kv. La compuerta de
activacion del canal Kv se encuentra en la regidon intracelular del segmento
transmembranal S6 (indicado por el circulo). Los cilindros representan los segmentos
transmembranales S6, S5.

Una de las preguntas que nos planteamos fue la de donde se encuentra la compuerta de

activacion del canal TRPVI1 para lo cual decidimos utilizar el método de SCAM. A

continuacion se enumeran la hipotesis y objetivos del presente trabajo.
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HIPOTESIS.

La compuerta de activacion del canal TRPV1 se encuentra formada por los segmentos

transmembranales S6 en alguna region intracelular del canal.

OBJETIVO GENERAL.

Elucidar las caracteristicas funcionales y estructurales del canal TRPV1 para determinar los
dominios responsables de los cambios alostéricos que activan al canal en respuesta a sus

agonistas.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Explorar el efecto de agentes MTS sobre las corrientes del canal TRPV1 silvestre.
2) Producir un canal TRPV1 sin cisteinas.

3) Determinar si la modificacion de las cisteinas por agentes MTS es dependiente de los

estados abierto o cerrado del canal.

4) Caracterizar los efectos de compuestos activos del ajo y la cebolla que se sabe que

modifican a otros canales TRP.

5) Determinar la localizacion exacta y las caracteristicas funcionales de la compuerta de
activacion para este canal insertando y modificando cisteinas en la secuencia primaria del

segmento S6.

20



METODOLOGIA.

A continuacion se explican de forma breve las estrategias metodologicas que hemos

utilizado para cumplir con los objetivos previamente enumerados.

Métodos electrofisiologicos.

Se examind la actividad del canal TRPV1 usando la técnica de fijacion de voltaje en
microareas de membrana (“patch-clamp”) en la configuraciéon de parche escindido. Esta
técnica consiste en formar un sello de alta resistencia entre la punta de una pipeta de vidrio
y la membrana de la célula. Al retirar la pipeta de la célula, se logra aislar el parche de la
membrana del resto de la célula. La ventaja de estudiar este fendmeno en parches de
membrana aislados de la célula es que se pueden separar los efectos de los quimicos que
usamos en nuestros protocolos experimentales de los procesos mds complicados que se
llevan a cabo dentro de las células. En general, se us6 la configuracion de “inside-out” del
“patch-clamp” en donde la cara intracelular del canal se encuentra expuesta a las soluciones
del bafio. De esta forma, logramos controlar de forma precisa la naturaleza de las
soluciones que se aplicaron a los parches de membrana. Utilizamos soluciones simétricas
con una composicion en (mM): 130 NaCl, 3 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetane acido
sulfonico (HEPES) y 1 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (pH 7.2 con NaOH).

Preparamos un stock de capsaicina en etanol (4 mM) y a partir de este se realizaron
diluciones para obtener la concentracion deseada para los experimentos. Soluciones madre
(100 mM) de MTSET y MTSEA se prepararon en agua y se congelaron a -70 °C. Las
alicuotas se diluyeron en solucién con 4 uM capsaicina para estudiar la modificacion en
estado abierto y con solucion de registro en el caso del estado cerrado para obtener la
concentracion final de 2 mM antes de cada experimento. La alicina fue preparada a partir
de un stock 10 mM el cual se mantuvo en congelacion a -70 °C. Antes de cada experimento

las alicuotas se diluyeron en solucidn registro para obtener la concentracion deseada.

21



Las curvas dosis-respuesta se midieron a 120 mV en el estado estacionario y normalizadas
con la respuesta obtenida con 4 uM de capsaicina. La metodologia para estos experimentos
fue la siguiente: la capsaicina fue lavada, a continuacion se aplicaron los agentes MTS en
presencia o ausencia de capsaicina durante 5 min y se volvio a tomar nuevamente una curva
dosis-respuesta a capsaicina. Las K,, se obtuvieron a partir de los ajustes con la ecuacion de

Hill:

I _  |Capsaicina]"

Y- ) [Capsaicina]" + K%"

Donde la n es el coeficiente de Hill y [Capsaicina] es la concentracion del agonista. A todos

los trazos se les sustrajo la corriente de fuga obtenida en ausencia del agonista.

Para determinar la probabilidad de apertura (P,) en presencia de MTSEA, registramos
corrientes macroscopicas y de canales unicos en el mismo parche de membrana a un voltaje
de +100 mV. A bajas concentraciones de MTSEA, se sustrajo la corriente de fuga
utilizando un trazo inicial en ausencia de ligando. Este mismo trazo se utilizo para sustraer
la corriente de fuga en corrientes macroscopicas. Las aperturas del canal en ausencia de
ligando se obtuvieron utilizando de 50 a 100 trazos de corriente los cuales fueron
idealizados y promediados para obtener un trazo NP, (probabilidad de apertura, P, x el
numero de canales, N). El valor del estado estacionario del NP, fue utilizado para construir
la grafica de probabilidad de apertura P,. Para determinar el valor absoluto de la P,, se
necesita el nimero de canales en el parche de membrana, el cual fue estimado utilizando el
analisis de ruido en el estado no estacionario que se aplicé a 100 trazos de corriente en
presencia de 2 mM MTSEA. Las graficas del promedio de la varianza se ajustaron a la

funcion:

12

0%=il-
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Donde &° es la varianza, i es la corriente de un solo canal,  es el promedio de la corriente,

N es el nimero de canales y P,=NP/N'y P,..=I/iN.

Los registros de potenciales de accion se hicieron en neuronas del DRG de ratones WT,
TRPV1" y TRPA1" en la configuracion de célula completa. Para estos experimentos la
solucion de la pipeta de registro tenia una composicion en (mM): 140 KCl, 0.5 acido
etilenglicoltetraacético (EGTA), 5 HEPES, 3 Mg-ATP y 5 de glucosa pH 7.2, la solucion
externa tuvo la siguiente composicion en (mM): 140 NaCl, 3 KCl, 2 MgCl,, 2 CaCl, y 10
HEPES. El potencial de membrana fue monitoreado continuamente y la alicina fue aplicada

directamente al medio externo.

Para los experimentos de modificacion de cisteinas por Ag’, preparamos una solucioén
madre de AgNO; (10 mM) en agua antes de cada experimento, protegiendo la solucion de
la luz y diluyéndola, en una solucién que consiste de (en mM): 130 NaNOs, 3 HEPES y 1
EDTA (pH 7.2 NaOH). Utilizando el programa MaxChelator

(http://maxchelator.stanford.edu), calculamos la concentracion de plata (Ag") a 1 mM de

EDTA para que fuera 100 nM. Medimos la corriente inicial a 120 mV obtenida con
capsaicina 4 uM, después aplicamos Ag" por 5 minutos en presencia de agonista cuando se
modifico en estado abierto o lavamos la capsaicina para cerrar el canal y aplicar Ag" por 5
min en el estado cerrado. Finalmente, medimos el efecto de la plata volviendo a aplicar
capsaicina 4 uM para activar la corriente modificada por Ag'. La fraccion de la corriente

modificada, F,, fue calculada de la siguiente manera:

Donde 7,,; es la corriente obtenida después del tratamiento con Ag" y /,. es la corriente

obtenida antes del tratamiento.

Medimos la tasa de modificacion por Ag”en el estado abierto aplicando un tren de pulsos

de 100 ms a un voltaje de 120 mV partiendo de un potencial de mantenimiento de 0 mV
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con una frecuencia de 1 Hz en presencia de Ag". Se construyeron cursos temporales en
presencia (estado abierto) y en ausencia (estado cerrado) de 4 uM capsaicina, midiendo la
exposicion a Ag" a un solo tiempo, donde varios sellos se utilizaron para promediarlos y
obtener la curva completa. Calculamos la tasa de modificacion de segundo orden como el
inverso del producto de la constante temporal obtenida de los ajustes a una exponencial y

de la concentracion del modificador.

En los experimentos de activacion por temperatura, utilizamos una cdmara de registro que
controla la temperatura del medio (Bipolar Temperature Controller TC-202, Medical
Systems Corp, Greenvale, NY). Utilizamos un termistor (Warner Instruments, Hamden,
CT) para monitorear la temperatura del medio y llevamos acabo los experimentos midiendo
la corriente inicial a 42°C. En los experimentos de estado abierto, aplicamos Ag" a una
temperatura de 42°C por 0.5, 1, 3 y 5 min. Lavamos el exceso de Ag" y volvimos a medir
la corriente a 42°C para evaluar el grado de modificacion. Para estudiar la modificacion en
el estado cerrado, aplicamos Ag" a 20°C por 0.5, 1, 3 y 5 min., y construimos los cursos

temporales a diferentes tiempos de aplicacion del modificador como se explico antes.

En experimentos en los que evaluamos la cercania entre residuos utilizamos la fenantrolina
de cobre (CuP), la cual preparamos de la siguiente forma: soluciones madre de fenantrolina
5mM y 1.5 mM de sulfato de cobre (Cu,SO.), se diluyeron en etanol para obtener una
concentracion final de 5 uM de fenantrolina y 1.5 de Cu,SO4*. En estos experimentos se
midié la corriente inicial a 120 mV en ausencia de agonista, después se midid la corriente
activada por 4 uM capsaicina, continuando con la aplicacion de CuP junto con 4 uM
capsaicina por 5 min (modificacién en el estado abierto) o removiendo la capsaicina del
medio y posteriormente aplicando CuP en ausencia de ligando durante 5 min (modificacién
en estado cerrado). Finalmente medimos la corriente con capsaicina. Adicionalmente

revertimos la modificacion de CuP con una solucion de ditiotreitol 20 mM (DTT).
La tasa de modificacion por MTSET, fue construida aplicando el agente en presencia

(estado abierto) o en ausencia (estado cerrado) de 4 uM de capsaicina, comparando la

corriente activada por capsaicina 4 uM antes y después de la aplicacion de MTSET. Se
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Grafico el promedio de la corriente modificada a los diferentes tiempos de exposicion. En
el caso de la mutante L681C, donde el MTSET potencia la corriente, utilizamos una

concentracion de capsaicina cercana la K., 100 uM.

En algunos experimentos se us6 un bloqueador del poro del canal tetrabutilamonio (TBA)
(Fluka, St. Louis, MO) y medimos la corriente inicial en presencia de capsaicina 4 uM,
luego aplicamos Ag" junto con una concentracion saturante de TBA 2.5 mM” a varios

tiempos de exposicion y volvimos a medir la corriente con capsaicina.

Todos los experimentos de electrofisiologia que se mencionan arriba y mas adelante se
llevaron a cabo usando el siguiente equipo: un amplificador EPC10 (HEKA Elektronik
GMBH, Pflaz, Germany), un microscopio con fluorescencia, un micromanipulador
motorizado y un sistema de recambio de soluciones RSC-200 (Molecular Kinetics, pulman,
WA). Los datos fueron capturados utilizando el sistema de registro de corrientes
Patchmaster de Heka Instruments. Los resultados se analizaron utilizando el programa

IgorPro (Wavemetrics. Inc., Lake Oswego, OR).

Cultivo celular.

Se usaron células de mamifero HEK 293 transfectadas transitoriamente con lipofectamina
con 2 plasmidos: uno de los cuales contiene el ADN que codifica ya sea para el canal
TRPV1 silvestre de rata (WT) o alguna mutante y el otro ADN que codifica para la proteina
verde fluorescente (GFP) pIRES-GFP (BD biosciences., San Jose, Ca). La ventaja de
transfectar con GFP es que aquellas células que presenten fluorescencia normalmente
también expresan al canal TRPV1 y asi la presencia de fluorescencia permite la

identificacion de aquellas células que fueron exitosamente transfectadas.

Para llevar a cabo los experimentos donde utilizamos células del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) utilizamos ratones WT y knock-out (KO) para los canales TRPV1 (TRPV17) y
TRPA1 (TRPA1™7). Los ratones fueron anestesiados con éter y posteriormente sacrificados

por decapitacion. Para obtener las células, se realizo la diseccion de los ganglios de la raiz
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dorsal utilizando técnicas quirargicas convencionales. Una vez terminada la diseccion, los
ganglios se depositaron en solucion de disociacion compuesta por colagenasa 1.25 mg/ml y
tripsina 1.25 mg/ml (Sigma-Aldrich), en medio de cultivo sin suero. El tubo con los
ganglios se incubd a 37°'C en una atmoésfera de CO, 5 % y aire 95 % durante 30 minutos,
después de los cuales se reemplazo el medio de cultivo con enzimas, por medio de cultivo
completo. A continuacion, las células se disociaron mecdnicamente utilizando una pipeta
Pasteur pulida a fuego. El producto de este procedimiento se centrifugd durante dos
minutos y posteriormente se lavd con medio de cultivo completo; esta operacion se efectud
tres veces. Luego del ultimo lavado se retird el exceso de sobrenadante, y la suspension
celular se depositd en una caja para cultivo (Corning) con placas de vidrio de 12 x 10 mm
(Corning) previamente cubiertas con poli-D-lisina (Sigma Aldrich). Las células se

incubaron durante 4 a 6 horas en medio de cultivo completo.

Biologia molecular.

Los experimentos de mutagénesis se llevaron acabo usando la metodologia descrita en***.
En general, esta consiste en identificar la region de interés y disefiar oligonucle6tidos para
introducir las mutaciones correspondientes, asi como un sitio de restriccion nuevo y
especifico en la secuencia de ADN nativa. Como primer paso utilizamos el ADN del canal
nativo para introducir, por medio de la amplificacién con una reaccidon en cadena de
polimerasa (PCR) y de los oligonucledtidos disenados, la mutacion y el sitio de restriccion
que nos interesan. Posteriormente, se llevo a cabo una segunda reaccion de PCR usando
otro par de oligonucledtidos para producir varias copias (amplificacién) de esta secuencia
de ADN en donde ya habia sido insertada la mutacion de interés junto con la introduccion
del nuevo sito de restriccion para identificar esa secuencia de ADN modificada una vez que
habia sido introducida en un vector para expresion en células de mamifero (pcDNA3) por
medio de una reaccion de ligacion. Una vez que se llevo a cabo la reaccion de ligacion, se
transformaron bacterias competentes por medio de choque por calor y se crecieron cultivos
de las mismas. Después de extraer el ADN de estos cultivos, se procedié a hacer una
reaccion de diagnodstico en donde inicialmente se verifico que la mutacion se insertd usando

la enzima de restriccion cuyo sitio de reconocimiento se habia insertado recientemente en la
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secuencia. Los tamafios de los productos de corte de ADN esperados se calcularon
haciendo uso del programa Vector NTI, que también es utilizado para disefiar los
oligonucledtidos. Una vez que el ADN habia sido cortado en presencia de esta enzima de
restriccion, fue posible definir si la mutacion fue insertada corriendo el ADN en un gel de
agarosa y comparando los pesos de las bandas con un marcador de pesos conocido.
Finalmente, la presencia de la mutacion insertada se confirmd con la secuenciacion del

ADN.

Este ADN fue utilizado para después transfectar células HEK293 y estudiar los efectos de

la mutacion por medio de las técnicas electrofisiologicas antes descritas.
Ensayos de comportamiento.

Los ensayos para evaluar la respuesta dolorosa ante alicina, se hicieron inyectando en las
patas delanteras de los ratones alicina. En estos experimentos los ratones se aclimatizaron
durante 30 min antes de los experimentos y luego, se inyectaron 10 ul intraplantares ya sea
de solucion salina (0.9% NaCl) o alicina 2 uM usando una jeringa 30G y se cuantificé el
tiempo acumulativo que los animales pasaron lamiéndose la pata inyectada durante 30 min.
Estos ensayos se realizaron en ratones de la sepas C57BL/6J, TRPV1" (B6;129XI-
TRPV1™Y]), TRPA1” y TRPA1" (B6;129XI-TRPV 1™ ]) provenientes de laboratorios

Jackson.
Analisis de periodicidad.

Evaluamos la periodicidad del segmento S6 utilizando la tasa de modificacion por Ag*" de

cada uno de los residuos mutados y realizamos el analisis utilizando una transformada

. . _ . . ., . 0
discreta de Fourier™*. Asumimos que r; es la tasa de modificacion del residuo k-t y ,. es

el promedio de r, el espectro de poder P(? ) para cada uno de los n-1 residuos esta dado

por:
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A@) = Zl (. - #)cos(k2m ¢/360)
B()= Zl (. - #)sin(k2m ¢/360)

P@)=[Alg )]+ (B

y donde @ es €l angulo en grados, que se forma entre un par de aminoacidos. Para una a-
hélice tipica, se esperaque el vaor P(? ) sea méximo a 100°, y es de 3.6 aminoécidos por
vuelta de una a-hélice. El indice de la a-helicidad del segmento se obtiene calculando el
indice de periodicidad (a-Pl), €l cual esta definido port?:

O1 O.o-
TRy - Heo- P(P)H)do

aF = O 1 %Drmn
%1&)709'00 P(P)H)do

y un valor mayor a 2 indica que es una a-helice anfipatica.

Modelo de homologia.

La secuencia del segmento S5-P-asa-S6 (residuos 612-683), del canal TRPV1 fue enviada
al BioinfoBank MetaServer con el fin de obtener una estructura modelo y obtener de novo
un modelo molecular de esta region. Este sitio web busca estructuras terciarias que sean
analogas. La estructura que resulté ser mas parecida con una calificacion de 10.00 fue la del
canal de mamifero Kv1.2 (PDB entry: 2a79, www.pdb.org). Como primer paso utilizamos
la estructura del cristal del canal Kv1.2, junto con las predicciones de la estructura
secundaria del poro del canal TRPV1 para obtener una optimizacion del modelo utilizando
un método de multiples arreglos (SOPMA)®* y para modelar el poro del canal TRPV1
utilizamos el programa QUANTA (Accelrys Inc. San Diego, CA). El modelo final fue

energéticamente minimizado con limitantes armonicas en el esqueleto de la proteina (100
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kcal mol™) con el fin de obtener la diferencia minima de energia de 0.01 kcal mol™ para
obtener un modelo de conformacidn de baja energia. Ademas se realizaron simulaciones de
dindmicas moleculares utilizando el programa HyperChem 7.1 (Hypercube, Inc.,
Gainesville, FL) con el fin de alinear los residuos correctamente de acuerdo a los datos
funcionales. Como ultimo paso las imagenes en tercera dimensién del modelo del poro del

canal TRPV1 se generaron con el programa Pymol *.

Analisis estadistico.

Los datos estan presentados como el promedio + error estandar. Utilizamos la prueba t-

student y los datos con un valor de P < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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RESULTADOS.

La seccion de resultados estd dividida en dos partes, la primera se refiere a los resultados
obtenidos estudiando la accidon de la alicina sobre el canal TRPV1, datos que pertenecen a
un articulo publicado en la revista Nature Neuroscience®’ y que cumplen con los objetivos
particulares 1-4. En la segunda parte se describen los experimentos que se realizaron para
dilucidar la localizacion de la compuerta de activacion del canal TRPV1 que forma parte
de un trabajo que fue publicado en la revista Nature Structure and Molecular Biology’® y

que cumplen con los objetivos particulares de esta tesis.

Los agentes MTS activan al canal en ausencia de la capsaicina promoviendo un

cambio en la probabilidad de apertura del canal TRPV1.

Utilizando parches escindidos en la configuraciéon de inside-out en células HEK 293
transfectadas con el canal TRPV1, estudiamos si los agentes MTS tenian efectos sobre la
activacion del canal silvestre (WT) y si estos efectos eran dependientes del estado cerrado o
abierto del canal. De esta manera, se aplico 2 mM MTSEA en estado cerrado, es decir, en
ausencia de cualquier agonista. Al utilizar un protocolo de pulsos de voltaje que va desde
-100 mV a +100 mV partiendo de un potencial de mantenimiento de 0 mV observamos que
este agente es capaz de promover la activacion de corrientes a los diferentes voltajes
estudiados (Figura 5 A). La activacion puede ser revertida al aplicar un agente reductor
como el DTT que rompe los puentes disulfuro que se forman entre los compuestos MTS y
las cisteinas (Figura 5 B). La activacion ocurre con una constante de tiempo de 13.1 £ 2 s
(N = 3) (Figura 5 C). Ademas, al graficar las curvas dosis-respuesta a capsaicina después de
la aplicacion de MTSEA observamos que la curva se desplaza a la izquierda (Kv, =124 £ 25
nM, n=1 % 0.8 para la curva inicial en respuesta a capsaicinay de 4 =+ 1 nM, n= 0.7
0.04 para la curva después del tratamiento con MTSEA; N = 5) (Figura 5 D). Cuando
utilizamos otro agente MTS de distinto tamafio como es el MTSET, la K,, a capsaicina
disminuy6 de 158 =38 nM conunan = 1.2 0.1 en la curva control a 8 £ 3 nM con una n
=0.9 £ 0.2 para la curva obtenida después de la aplicacion de MTSET (N = 4), (Figura 5

E). Una posible explicacion de estos resultados seria que la modificacion de una o varias
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cisteinas por distintos agentes MTS vuelve al canal TRPV1 mucho méas sensible a la

capsaicina.

Capsaicina

Control
MTSEA
DTT
Capsaicina

Corriente
normalizada

PN
Lo

%o 50 100
Voltaje (mV)

O
m

Corriente normalizada
Corriente normalizada

Capsaicina (M) Capsaicina (M)

Figura 5. Los agentes que modifican cisteinas actian como activadores del canal
TRPV1. El MTSEA promueve la activaciéon de TRPV1 en células HEK (A y B). (A) los
simbolos verdes muestran las corrientes en ausencia de cualquier ligando. El agente
MTSEA activa por si solo las corrientes del canal TRPV1 (trazo azul) y el efecto del
MTSEA puede ser revertido por el uso del DTT 10 mM (trazo amarillo). Al aplicar
capsaicina, la corriente se puede volver a activar (trazo negro). (B) Trazos representativos
obtenidos a +100 mV en condiciones control (verde) y después de la aplicacion de MTSEA
(azul). La aplicacion de DTT revierte el efecto del MTSEA (trazo amarillo) y la capsaicina
induce la activacion de corrientes después de todos estos tratamientos (trazo negro). (C)
Curso temporal de la activacion del canal TRPV1 por MTSEA. Las barras indican el
tiempo de aplicacion de MTSEA, capsaicina y rojo de rutenio 10 uM (RR), un bloqueador
inespecifico de los canales TRP. Los pulsos de voltaje van de 0 a +100 mV a una
frecuencia de estimulacién de 1 Hz. Diez segundos después de la aplicacion de MTSEA se
observa un aumento de la corriente equivalente al 60-70% con respecto a la corriente que se
obtiene con capsaicina. El RR bloquea al canal. (D y E) Curvas dosis-respuesta a capsaicina
antes (simbolos obscuros) y después de la aplicacion de MTSEA (D) y MTSET (E)
respectivamente. La aplicacion de estos agentes a los parches de membrana que expresan al
TRPVI induce corrimientos a la izquierda de la curva dosis-respuesta (simbolos blancos).
Las lineas indican el ajuste de la ecuacion de Hill. Los valores de la Ky, antes de la
aplicacion de MTSEA (D) y MTSET (E) son estadisticamente diferentes a los obtenidos
después de la aplicacion de estos agentes (t-student, p < 0.002). Los valores de los
coeficientes de Hill antes y después de la aplicacion de MTS no presentaron diferencias.
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Dado que la aplicacion de estos agentes es suficiente para generar un incremento en la
corriente, estudiamos en detalle el mecanismo por medio del cual los agentes MTS inducen
sus efectos sobre el canal TRPV1. Para esto se aplic6 MTSEA en ausencia de ligando y se
registraron las corrientes con un pulso de voltaje a +100 mV. Como se muestra en la Figura
6 A, el voltaje solo es capaz de activar a uno o dos canales. Al aplicar MTSEA a este
mismo parche, se observéd la activacion de corrientes macroscopicas (Figura 6 B). Los
resultados obtenidos a partir de estos experimentos sugieren que la probabilidad de apertura
del canal TRPV1 aumenta al aplicar el MTSEA en el estado cerrado convirtiéndose en
corriente macroscopica y acercandose al valor de corriente que se obtiene con 4 uM de
capsaicina (Figura 6 A y B). Posteriormente medimos la probabilidad de apertura (Po), en
ausencia de capsaicina y después de la aplicacion de MTSEA con el ensamble promedio de
60 trazos a +100 mV. El nimero de canales, N, se estimo con la formula /=piN, donde / es
la corriente macroscopica activada por la capsaicina, i=10.5 pA y P=0.92 que es la (Po) a 4
UM capsaicina. i y p se obtuvieron de registros de canal unico. Al graficar el cambio en la
probabilidad de apertura (Po), observamos que el MTSEA promueve un aumento en este
parametro llegando a valores cercanos a 0.9 (Figura 6 C). Estos resultados nos indican que

la modificacion por cisteinas es suficiente para producir la activacion del canal TRPV1.
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Figura 6. Registros de canal inico en un
a parche de membrana de célula HEK293
o transfectada con TRPV1. (A) (a) y (¢)
representan los estados abierto y cerrado del
4 uM capsaicina canal en ausencia de ligando. (B) Corrientes
B macroscopicas obtenidas en el mismo

parche que en (A) después de la aplicacion
de MTSEA (trazo azul) y de wuna
concentracion saturante de capsaicina (trazo
negro). La conductancia unitaria no se
afecta antes y después de MTSEA (12.3 £ 5
pS y 14.1 £ 3 pS; n=3) (C) El MTSEA
induce un aumento en la probabilidad de
apertura del canal en ausencia de la
capsaicina; es decir, funciona como un
1 agonista del canal. Po= 0.0016 + 0.0009 y
-l < 0.45 £ 0.08, antes y después del MTSEA
(n=5). Los trazos se obtuvieron a +100 mV.

MTSEA sin capsaicina
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Los resultados obtenidos hasta ese momento indicaban que el canal TRPV1 podia ser
activado por compuestos que modifican cisteinas. Con el fin de encontrar un correlato
fisiolégico de estos efectos y dilucidar el mecanismo de accién de estos agentes que
modifican cisteinas, decidimos realizar una busqueda bibliografica para ver qué canales
TRP eran activados por sustancias organicas que modificaran cisteinas. De forma
interesante, encontramos que se habian realizado estudios en los que se demostraba que
ciertos compuestos como la alicina que se encuentra en el ajo y en la cebolla actlian
modificando cisteinas y que activaban al canal TRPA1 que se encuentran en la misma
subpoblacion de neuronas del ganglio de la raiz dorsal (DRG) donde se encuentra el canal

TRPVI.
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Sin embargo, dado que habia poca informacién con respecto a la activacion de estos
canales por estos compuestos, existia controversia en cuanto a si ambos canales eran
responsables de la respuesta de las neuronas de DRG a la alicina. Por un lado, existe un
estudio en el que se describe la activacion del TRPV1 por alicina en un sistema de

33,88

expresion heterdlogo y, por el otro lado, un trabajo describe que s6lo el TRPAI se

. 89
activa por este compuesto .

Dada esta controversia, decidimos estudiar el efecto de los extractos de ajo y cebolla para
comprobar si efectivamente activaban al TRPV1 y para dilucidar el mecanismo por medio

del cual esto ocurria.

Los experimentos que se realizaron consistieron en el registro de corrientes de células HEK
293 transfectadas con el canal TRPV1 WT, con varias mutantes y con neuronas DRG de
ratones WT y de ratones “knock out” (KO) para los canales TRPV1 (TRPV1™") y TRPA1

(TRPA]'/ 7). Los resultados de estos experimentos se mencionan a continuacion.

Los canales TRPA1 y TRPV1 pueden ser activados por alicina.

Con el fin de estudiar si los compuestos que se encuentran en el ajo y la cebolla pueden
activar el canal TRPV1, utilizamos la técnica de fijacion de voltaje en parches escindidos
en la configuracion de “inside-out” de neuronas de DRG de ratones C57BL/6, las cuales
expresan normalmente a los canales TRPV1 y TRPAI. Se aplico capsaicina 4uM con el fin
de mostrar la presencia del canal TRPV1 en estas células. Después de cambiar el medio de
la camara de registro para retirar el efecto de la capsaicina aplicamos extractos de ajo o
cebolla, y observamos que estos producian un aumento en la corriente, finalizando con la
aplicacion de capsaicina en presencia de RR para bloquear las corrientes. Estos resultados
indican que los compuestos que se encuentran en los extractos de ajo y cebolla activan
corrientes en las neuronas de DRG (Figura 7 A, B). A continuacidn, estudiamos el efecto
del principal compuesto pungente que se encuentra en los extractos de ajo y cebolla, la

alicina. Al aplicar alicina observamos que se genera una corriente similar a la que se
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obtiene con los extractos de ajo y cebolla, el efecto de la alicina puede ser revertido

aplicando DTT, lo cual nos indica que reacciona con alguna de las cisteinas del canal

(Figura 7 C).

= Control
Ajo ext.
Capsaicina
Caps+RR

Control

Cebolla ext.

Capsaicina
Caps+RR

Control
Alicina
DTT
Capsaicina
Caps+RR

Figura 7. Los extractos de ajo y cebolla
promueven la activacion de corrientes en
neuronas de DRG. (A y B) Las corrientes
iniciales se muestran en verde, las corrientes
activadas por los extractos se muestran en azul y
las corrientes activadas por capsaicina se
muestran en negro. El RR 10 uM bloquea las
corrientes activadas por capsaicina (trazo rojo).
(C) La aplicacion de alicina, uno de los
compuestos activos de los extractos de cebolla y
ajo, activa corrientes en las neuronas de DRG. La
aplicacion de 10 mM DTT, un agente reductor,
revierte el efecto de la alicina (trazo amarillo) (N
=7).

Las neuronas de DRG pueden expresar tanto canales TRPV1 como canales TRPA1, de tal

modo que la respuesta a compuestos pungentes puede deberse a la activacion de cualquiera

de estos dos canales. Para determinar si el canal TRPV1 puede ser activado por los

extractos de ajo, cebolla y por la alicina, examinamos la respuesta del canal TRPV1

expresado en células HEK 293. Cuando se aplicaron estos agentes a parches escindidos en

la configuracion de “inside-out”, se observd una activacion del canal similar a la que

observamos en neuronas de DRG. Asi, concluimos que el canal TRPV1 puede ser activado
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por compuestos que se encuentran en los extractos de ajo y cebolla asi como por alicina
(Figura 8 A-C).

Control
Ajo ext.
Capsaicina
Caps+RR

Figura 8. Trazos de corrientes obtenidas en
células HEK 293 a las cuales se les transfecto
con el canal TRPV1. La aplicacion de extractos
B de ajo y cebolla induce la activacion de
corrientes (A y B, trazos azules). (C) La alicina
también induce la activacion de corrientes (trazo

Control azul) y la activacion por alicina puede ser
Ceboll_a _ext. . .
Capsaicina revertida con 10 mM DTT (trazo amarillo) (N =
Caps+RR
7).
C
Control
Alicina
DTT
Capsaicina
Caps+RR

Al estudiar la curva dosis-respuesta a capsaicina antes y después de la aplicacion de alicina
200 uM se observo que la alicina modifico la Ky, y el coeficiente de Hill a capsaicina (141
+39nM,n= 12%+0.3 a24+ 14 nM, n=0.76 £ 0.04, antes y después de alicina; N = 5)
(Figura 9 A). Estos resultados sugieren que la alicina aparentemente vuelve al canal TRPV1
mucho mas sensible a la capsaicina. A continuacion, estudiamos la respuesta del canal
TRPV1 ante distintas concentraciones de alicina. Al construir una curva dosis-respuesta a
alicina en ausencia de capsaicina, obtuvimos que el ajuste de la curva a la ecuacion de Hill

da como resultado una K, = 139 £ 6.7 uM, n = 1.6 £ 0.5 (N = 5) (Figura 9 B).
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Figura 9. Curva dosis-respuesta obtenida de parches de membrana de células
HEK?293 transfectadas con el TRPV1. (A) Los simbolos negros representan la curva
dosis-respuesta a capsaicina y los simbolos blancos representan la curva dosis-respuesta a
capsaicina después de la aplicacion de alicina. Los trazos se obtuvieron a +100 mV. Las
lineas continuas representan ajustes a la ecuacion de Hill. (B) Curva dosis-respuesta a
alicina los trazos se obtuvieron a +100 mV.

Localizacion de los residuos que interactian con los agentes modificadores de

cisteinas.

Dado que el canal TRPV1 contiene 15 cisteinas en su cara intracelular y 3 en su cara
extracelular, decidimos probar en donde se localizan la(s) cisteina(s) modificada(s) por los
distintos agentes antes mencionados. Para responder esta pregunta, utilizamos pipetas de
registro llenas de una solucion de cisteina 20 mM con el objetivo de secuestrar el MTSEA
que pudiese permear, ya sea desde el lado intra o extracelular. El MTSEA siempre se aplico
en el bafio. El primer experimento se realizo en la configuracion de “inside—out” (Figura 10
A) donde las cisteinas de la cara intracelular quedaron expuestas al agente MTS y las
cisteinas de la cara extracelular quedaron expuestas al quelante del MTS. Se observo un
aumento de la corriente en presencia de MTSEA. El segundo experimento se realizo en la
configuracion de outside-out. En este caso la cara externa del canal qued6 expuesta al bafio
y la cara interna a la solucidon de la pipeta con cisteina (Figura 10 B). En este caso no
observamos modificacion al exponer la cara externa del canal al MTSEA. Estos datos nos

indican que la cisteina que se esta modificando se encuentra en la cara interna del canal.
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Figura 10. La cisteina responsable de la activacion del TRPV1 por MTS se encuentra
en el lado intracelular del canal. (A) En los parches “inside-out” donde la cisteina libre se
encontraba bafiando el lado extracelular del canal, el MTSEA aplicado al lado intracelular
del canal promovid la activacion del canal. (B) En los parches “outside-out” donde la
cisteina se encontraba banando el lado intracelular del canal, el MTSEA aplicado al lado
extracelular no produjo cambios en la corriente. Los trazos se obtuvieron a +100 mV.

Durante el primer semestre del doctorado logramos terminar el canal TRPV1 funcional sin
cisteinas que fue utilizado como herramienta para determinar la localizacion de la
compuerta de activacion del canal. Este canal sin cisteinas también fue utilizado para llevar
a cabo experimentos dirigidos a determinar la region responsable de la activacion del canal
por agentes que modifican cisteinas. Primero determinamos que en el canal sin cisteinas
(18 TRPV1) que es funcional y sensible a la capsaicina, la alicina era incapaz de producir
la activacion de corrientes (Figura 11 A). La curva dosis-respuesta a capsaicina después de
la aplicacion de alicina no presentd cambios con respecto a la curva control (K, =106 £ 17,
n=12%0.1y129+ 16 nM, n=1.2 £ 0.1 antes y después de la aplicacion de alicina, N =5
Figura 11 B).
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Figura 11. La substitucion de todas las cisteinas del canal TRPV1 da como resultado
un canal funcional pero que no responde a la alicina. (A) Se muestran trazos de
corriente obtenidos a +100 mV bajo las distintas condiciones. (B) Se muestra la curva
dosis-respuesta para capsaicina antes (puntos negros) y después de la aplicacion de alicina
(puntos blancos). Las lineas continuas son ajustes a la ecuacion de Hill. No se observaron
cambios en la Ky, ni en el coeficiente de Hill después de la aplicacion de alicina.

Encontramos un solo aminoacido responsable de la activacion por los agentes
modificadores de cisteinas. Como se muestra en la Figura 12 A, la substitucion de sélo la
cisteina 157 en el segmento amino terminal por alanina (TRPV1-C157A) vuelve al canal
insensible a la alicina. Al construir, la curva dosis-respuesta a capsaicina antes (simbolos
negros) y después de la aplicacion de alicina (simbolos blancos), se observo que el canal
ya no se modifica por alicina (Ky, =118 £24 nM,n=14102y K, =133+32nM,n=
1.1 £ 0.04 antes y después de la aplicacion de alicina; N = 5 Figura 12 B). Estos resultados

demuestran que el residuo C157 es necesario para la activacion del TRPV1 por alicina.

TRPV1-C157A

= Control
= Alicina
. Capsaicina

| Corriente normalizada
o
N

Capsaicina (M)

Figura 12 La cisteina C157 es necesaria para la activacion del TRPV1 por la alicina.
(A) La cisteina 157 se encuentra en el segmento amino terminal de canal TRPV1. (B) La
mutacion C157A promueve que el canal TRPV1 ya no responda a la alicina. En el panel
izquierdo se muestran trazos de corriente obtenidos a +100 mV bajo las distintas
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condiciones indicadas y en la columna de la derecha se muestran curvas dosis-respuesta
para capsaicina antes (simbolos negros) y después de la aplicacion de alicina (simbolos
blancos). Las lineas continuas son ajustes a la ecuacion de Hill.

A continuacién decidimos examinar si la cisteina 157 es suficiente para promover una
activacion por los compuestos que modifican cisteinas por lo que la reinsertamos en el
canal 18 TRPVI1. Los canales 18 TRPV1-A157C responden a la capsaicina de forma
similar a los canales silvestres (K,, =106 £ 17 nM, n=1.2 £ 0.1 para el canal 18 TRPV1y
Ky, =128 £ 37 nM, n = 1.2 £ 0.1 para el canal 18 TRPVI1-A157C, N =5 Figura 13 B).
Estos canales también responden a la alicina (trazo azul) y su activacidon por este
compuesto se puede revertir al aplicar 10 mM DTT (trazo amarillo) (Figura 13 A). La
reinsercion de esta cisteina en el fondo 18" TRPV1, produjo una reduccién de la Ky, para la
curva dosis-respuesta a capsaicina después de la aplicacion de alicina (10 = 2 nM, con una
n =0.9 £ 0.05, N = 5 Figura 13 B). Estos datos indican que la cisteina 157 es suficiente

para promover los efectos de la alicina.
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Figura 13. La reinsercion de C157 en el canal TRPV1 sin cisteinas recupera la
sensibilidad del canal a la alicina. (A) Trazos de corriente obtenidos a +100 mV bajo las
distintas condiciones. (B) Curva dosis-respuesta para capsaicina antes (simbolos negros) y
después de la aplicacion de alicina (simbolos blancos). Las lineas continuas son ajustes a la
ecuacion de Hill.

Finalmente, al utilizar los extractos de ajo y cebolla vimos que los efectos se pueden
explicar por el mismo mecanismo que ya se ha mencionado; los extractos también
promueven la activacién del canal por medio de un mecanismo de interaccién con la
cisteina 157 (trazos azules) y estos efectos pueden ser revertidos aplicando DTT (trazos

amarillos) (Figura 14).
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Figura 14. La cisteina C157 también es responsable de la activacion del TRPV1 por
los extractos de ajo y cebolla. (A) El canal sin cisteinas no responde a los extractos de
cebolla y ajo. (B) La substituciéon de C157 por otro aminoacido en un fondo en el cual el
resto de las cisteinas se encuentran intactas, produce canales insensibles a la alicina (C) La
reinsercion de C157 en el canal sin cisteinas da como resultado canales que recuperan su
sensibilidad a la alicina. Los trazos de corriente obtenidos a +100 mV. Los trazos verdes
representan los trazos en ausencia de cualquier agonista o modificador de cisteinas, los
trazos azules representan la respuesta a los extractos de cebolla o de ajo, los trazos negros
representan la respuesta a capsaicina, los trazos amarillos representan la reversion del
efecto de los extractos por 10 mM DTT vy los trazos rojos representan el bloqueo de las
corrientes activadas con capsaicina en presencia de 10 uM RR.

Efectos fisiologicos de la alicina en el modelo in vivo.

Con el fin de comprobar que el efecto de la alicina tuviese un correlato fisiologico,

realizamos registros en la configuracion de célula completa en neuronas de DRG de ratones
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WT y de ratones KO para los canales TRPV1 (TRPVI'/ )y TRPA1 (TRPA]'/ 7). En ausencia
de la alicina, las neuronas permanecieron en reposo a potenciales alrededor de -40 mV sin
disparar potenciales de accion (paneles izquierdos de la Figura 15 A-C). La aplicacion de
alicina 400 uM a las neuronas de ratones WT y de ratones KO produjo una despolarizacién
de 7 a 20 mV lo cual provocd que se presentaran disparos de PA (paneles derechos de la
Figura 15 A-C). Estos datos indican que la alicina activa a las neuronas WT asi como a las
neuronas de ratones KO TRPV1 y TRPAI. Por lo tanto, ambos canales participan en la
respuesta a alicina. Como era de esperarse, la alicina también activd corrientes en los

ratones WT y en los ratones KO TRPV1 y TRPA1 (Figura 15 D, E).

A
WT
D
TRPV1 KO

B ég:imn
TRPV1 KO

E TRPA1KO
C Caps+RR
TRPA1 KO

Figura 15. Potenciales de accion obtenidos de neuronas DRG WT(A), KO TRPV1 (B)
y KO TRPA1 (C). Los trazos de la izquierda representan el PM antes de la aplicacion de
alicina, en la derecha se muestran PA después de la aplicacion de alicina. La linea punteada
indica el PM al inicio del experimento, N = 7. (D y E) Trazos representativos de corrientes
activadas por alicina en parches de membrana de neuronas de DRG del KO TRPV1 y
TRPAL, (N =10).
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Para obtener otro correlato fisioldgico en el sistema in vivo, realizamos ensayos de
comportamiento para determinar si la alicina producia dolor en los ratones WT y mutantes.
Los ensayos de comportamiento consistieron en inyectar soluciéon salina como control y
solucion con alicina 2 pg en el cojinete de la pata delantera de los ratones WT, TRPV1™" y
TRPAL™ Después de la inyeccidon, se midio el tiempo acumulativo durante el cual los
ratones se lamieron la pata inyectada durante un periodo de 30 minutos. Cuando se les
inyectd alicina, los tres grupos mostraron un incremento en el tiempo que permanecian
lamiendo la pata afectada. Este incremento fue estadisticamente significativo con respecto a

la solucion salina (Figura 16). Estos resultados nos indican que la alicina es capaz de

inducir una respuesta dolorosa mediada por ambos canales: el TRPV1y el TRPAI
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Figura 16. El tiempo que pasan lamiéndose la pata los animales después de la
inyeccion de alicina es evidencia de un comportamiento relacionado con la respuesta a
dolor. Todos los animales respondieron con una mayor duraciéon del tiempo que pasaron
lamiéndose la pata después de la aplicacion de alicina (N = 7). El simbolo * denota una
diferencia significativa con una p< 0.01 entre la solucidn salina y la alicina en cada tipo de
animal, el simbolo ** denota diferencias significativas en la respuesta a alicina entre cada
tipo animal.
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DETERMINANTES ESTRUCTURALES DE LA APERTURA DEL CANAL TRPV1.

A pesar de la relevancia fisiologica que tienen el canal TRPV1 y los miembros de la familia
TRP, se tiene muy poca informacion sobre la estructura de estos canales 62846
Realizando alineaciones de secuencia con otros canales i6nicos de los cuales se conoce su
estructura, podemos sugerir que el canal TRPV1 comparte la misma topologia general de
los canales Kv, puesto que cada subunidad esta formada por seis segmentos
transmembranales (S1-S6), regiones N- y C-terminales intracelulares y un asa entre los
segmentos S5 y S6 que forma el poro del canal. A pesar de esto, la localizacion de la
compuerta de activacion y la topologia del poro del canal TRPV1 y de cualquier otro
miembro de la familia TRP permanecen desconocidas. Debido a esto decidimos estudiar los

determinantes moleculares que subyacen a la localizacién de la compuerta de activacion del

canal TRPV1 y estudiar la topologia general del poro.

Efecto de 1a modificacion de las cisteinas insertadas en el segmento S6.

En el trabajo de Jara-Oseguera et al’*

, utilizando bloqueadores de diferentes tamafos se
sugiere la existencia de una compuerta de activacion en el lado intracelular del canal
TRPV1, similar a la que se ha observado en canales Kv. Para estudiar la arquitectura de la
compuerta del canal TRPV1, utilizamos la técnica de modificacion de cisteinas o SCAM, la
cual consiste en sustituir los aminoacidos de la secuencia del segmento S6 por cisteinas y
aplicar agentes que modifican cisteinas como el MTSET, MTSEA y Ag’, en el estado
abierto o cerrado del canal en la configuracion de “inside-out”. La idea que subyace a estos
experimentos es que si observamos una modificacion dependiente del estado en el que se
aplico el agente en alguna de las mutantes, esto nos indicaria que en esta posicion existe

una oclusiéon que impide el paso de estos agentes y que es accesible a estos quimicos

cuando sufre el cambio conformacional correspondiente a la apertura del canal.
El canal mutante TRPV1-C157A se utilizé como fondo para insertar cisteinas a lo largo del

S6 ya que esta mutante presenta niveles adecuados de expresion y no se ve modificada por

agentes como el MTSEAY, ¢l MTSET o Ag’ (Tabla 1). Ademas esta mutante presenta las
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mismas propiedades biofisicas que el canal WT como la dependencia de voltaje®’ y la

respuesta a capsaicina (Figura 19).

Utilizando parches escindidos de membrana de células HEK293 que expresan al canal
TRPVI-CI157A, aplicamos MTSET y MTSEA 2 mM a la cara interna de los canales y
observamos que las curvas dosis-respuesta no se modifican en comparacion con la curva
dosis-respuesta inicial a capsaicina. Este resultado es el mismo cuando los agentes MTS
son aplicados tanto en estado cerrado como abierto (Figura 17 A y B). Esto demuestra que
el canal TRPV1-C157A no se modifica al aplicar diferentes agentes que modifican cisteinas
por lo que es un buen fondo para insertar cisteinas a lo largo del segmento S6. Las Ky, y los

coeficientes de Hill estdn resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Las K., y los coeficientes de Hill obtenidos con la ecuacién de Hill de las curvas

dosis-respuesta en el canal TRPV1-C157A.

Estado abierto Estado cerrado
Ky, (nM) Coeficiente de Hill (n) Ky, (nM) Coeficiente de Hill (n)
C157A Capsaicina MTS Capsaicina MTS Capsaicina MTS Capsaicina MTS
MTSET 106 +28 106 £ 20 1.2+0.1 1.1+0.1 124 £21 125 £28 1.0£0.1 1.0£0.09
MTSEA 116 £27 134 +37 1.6x£0.2 1.5%0.1 134+10 109£9 1.3%£0.1 1.2%0.1
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Figura 17. Los agentes MTSET y MTSEA no modifican la actividad del canal
TRPV1-C157A. (A y B) Curvas dosis-respuesta a capsaicina antes (circulos cerrados) y
después de la aplicacion de MTSET (circulos abiertos) y MTSEA (cuadros abiertos) en el
estado abierto en el panel de la izquierda y cerrado en el panel derecho. La aplicacion de
estos agentes no produce cambios en la curva dosis-respuesta en comparacion a las curvas
obtenidas antes de la aplicacion de estos agentes (t-student, p > 0.2) (N = 6). Las lineas son
el ajuste a la ecuacion de Hill antes (lineas continuas) y después (lineas punteadas) del
tratamiento con los agentes MTS.

Haciendo uso de analisis de hidrofobicidad® y nuestros propios alineamientos de
secuencias con canales Kv, pudimos determinar la region que forma al segmento
transmembranal S6 del canal TRPV1, que en varios canales constituye la compuerta de

activacion. Esta region S6 en los canales TRPV1 estd conformada por los aminoacidos

D654 al G683 (Figura 18).
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Figura 18. Secuencia del segmento S6 del canal TRPV1. La barra indica la region del
segmento S6 en donde los aminoacidos se mutaron individualmente por cisteinas. Abajo se
muestra una caricatura de una de las subunidades del canal TRPV1, las cajas verdes indican
la posicion de 17 de las 18 cisteinas del canal WT y en amarillo el residuo C157.

Como se puede ver, el canal TRPV1 no presenta cisteinas nativas en esta region de su
secuencia. Asi, los aminodcidos de la mutante TRPV1-CI57A del segmento S6 se
sustituyeron por cisteinas que no se encontraban ahi inicialmente. Todos los canales
mutantes resultaron funcionales, con curvas dosis-respuesta a capsaicina que no difirieren
substancialmente a la del canal WT-TRPV1 (Figura 19). Esto nos permiti6 llevar a cabo los
experimentos de accesibilidad a agentes que modifican cisteinas que se describen a

continuacion.
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Capsaicina (M)

Figura 19. Respuesta de los canales mutantes a capsaicina. Diagramas de cajas para la
K., de cada una de las mutantes del segmento S6 asi como la mutante C157A y el WT. Para
cada caja la linea central es la mediana, los extremos son el 25avo y el 75avo percentil y las
lineas que se extienden de las cajas son el 5to y el 95avo percentil. Las constantes de
modificacion se obtuvieron de ajustes con la ecuacion de Hill a las curvas dosis-respuesta
(N = 6) para cada mutante.
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Los experimentos realizados consistieron en comparar la modificacion de las cisteinas por
compuestos MTS en el estado abierto y cerrado, estos agentes se aplican en la cara
intracelular de los parches de membrana de células HEK 293 transfectadas con cada

mutante del S6.

Efecto de los agentes MTSET y MTSEA en la parte mas intracelular del segmento S6.

Construimos curvas dosis-respuesta a capsaicina antes y después de la aplicacion de
MTSET 2 mM en estado abierto y cerrado durante 5 minutos, en las mutantes de la
posicion G683C a la L681C. El efecto que se produce en la mutante G683C es una
disminucién de corriente, mientras que notablemente, en la mutante M682C se da una
potenciacion de la corriente, posiblemente por que se favorece energéticamente la
transicion al estado abierto (Figura 20 A y B). La modificacion por MTSET para ambas
mutantes G683C y M682C es independiente del estado del canal en el que se aplico, lo cual
nos indica que no hay ningtin cambio en la accesibilidad del MTSET durante la apertura del

canal en esta region del S6. Las K., y los coeficientes de Hill estan resumidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Las K, y los coeficientes de Hill obtenidos con la ecuacion de Hill de las curvas

dosis-respuesta para las mutantes G683C, M682C y L681C.

Estado abierto Estado cerrado
Ky, (nM) Coeficiente de Hill (n) Ky, (nM) Coeficiente de Hill (n)
Mutante | Capsaicina MTSET Capsaicina | MTSET | Capsaicina | MTSET | Capsaicina | MTSET
G683C 397+ 55 1.6£0.3 397+8 1.1+0.1
M682C 218+24 2+37 1.1£0.1 | 0.9+£0.04 | 199%52 11+7 1.6£0.2 0.8+£0.2
L681C 295+18 98%9 1.4£0.1 1.6x0.4 347 +34 405 £ 74 1.6£0.3 1.3%0.1
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Figura 20. E1 MTSET modifica la actividad de las mutantes G683C y M682C. Curvas
dosis-respuesta a capsaicina antes (circulos negros) y después de la aplicacion de MTSET 2
mM (circulos blancos) en estado abierto (panel izquierdo) y en el cerrado (panel derecho).
Las lineas son el ajuste a la ecuacion de Hill antes (lineas continuas) y después (lineas
punteadas) del tratamiento con MTSET. (A) Efecto del MTSET sobre la mutante G683C.
La modificacion es independiente del estado en el que se aplico este agente provocando una
disminucion de la corriente a todas las concentraciones de capsaicina (N = 6). (B) En la
mutante M682C, la aplicacion de este agente potencia la corriente de manera independiente

del estado en el que se aplique el MTSET, corriendo la curva dosis-respuesta a la izquierda
(N =0).

La siguiente mutante del S6 que estudiamos, L681C, tiene un efecto interesante. Al aplicar
MTSET en estado abierto se produce un aumento en la corriente. En contraste, al aplicar
este agente en estado cerrado, no se observa ningiin cambio en la curva dosis-respuesta a
capsaicina (Figura 21 A). Este efecto dependiente del estado en el que se aplico el MTSET
sugiere que la accesibilidad al residuo L681C por el MTSET estd limitada por una
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constriccion del poro en el estado cerrado del canal. Las K., y los coeficientes de Hill estan

resumidos en la Tabla 2.

Para validar esta hipdtesis realizamos el mismo experimento pero con MTSEA el cual tiene
un didmetro de 3.6 A, mas pequefio que el MTSET que presenta un diametro de 5.8 A,
obteniendo como resultado la potenciacion de la corriente independientemente del estado
en el que se aplicé el MTSEA (Figura 21 B). Estos datos sugieren que el acceso al residuo
L681 es restringido a cationes del tamafio del MTSET pero no al de moléculas del tamafio
del MTSEA, senalando la presencia de una constriccion intracelular que controla el acceso

a cationes de tamafo grande como el MTSET y que esta localizada en una region cercana al

residuo L68&1.

A

Corriente normalizada

W

Corriente normalizada

Capsaicina (M) [Capsaicina (M)

Figura 21. El MTSET y MTSEA modifican la actividad de la mutante L681C. (A)
Curvas dosis-respuesta a capsaicina antes (circulos negros) y después de la aplicacion de
MTSET 2 mM (circulos blancos). El MTSET aplicado en el estado abierto (panel
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izquierdo) provocd un desplazamiento a la izquierda de la curva dosis-respuesta a
capsaicina, contrario a lo que se observé en estado cerrado (panel derecho) donde no hay
cambios en la curva dosis-respuesta a capsaicina. (B) Curvas dosis-respuesta a capsaicina
antes (circulos blancos) y después de MTSEA (cuadrados blancos) en el estado abierto y
cerrado no son estadisticamente diferentes (t-student, p > 0.1). En el estado abierto los
valores de la Ky, fueron 356 +48 nM, conunan=1x0.01 y 131+ 16 nM, conunan=1.2
1 0.1 antes y después de la aplicacion de MTSEA, los valores de la Ky, en el estado cerrado
fueron de 259 = 87 nM, conunan=141£0.2 y98 + 4 nM, con unan = 1.8 + 0.02, antes y
después de la aplicacion de MTSEA; N = 6). Las lineas son el ajuste a la ecuacion de Hill
antes (lineas continuas) y después (lineas punteadas) del tratamiento con los MTS.

Hasta este momento habiamos encontrado una primera compuerta en la posicion L681 para
moléculas mayores a 5.8 A como el MTSET pero no para moléculas como el MTSEA de
(3.8 A). El MTSEA es una molécula grande en comparacion con iones como el Na' (0.97
A), Ca®" (0.94 A) o incluso el K™ (1.33 A) que fluyen a través del poro del canal °'. Por esta
razon el MTSEA no constituye un agente apropiado para localizar la compuerta que
controla el flujo de los iones. Un agente que modifica cisteinas y que tiene un tamafo
cercano al de los iones que pasan por el poro del canal como el Na" y el K™ es la Ag" (1.26
A). Ademas, se ha demostrado su eficiencia al utilizarla en estudios de accesibilidad de

jones en canales de potasio Kv® y activados por nucledtidos ciclicos®.

Accesibilidad de la plata a través del poro del canal TRPV1.

Para confirmar que la Ag' es un buen candidato para realizar estos experimentos nos
aseguramos de que ésta no tuviera ningin efecto sobre la actividad de nuestro fondo
TRPV1-C157A ni en el estado abierto ni en el cerrado del canal. La Figura 22 A muestra

que la Ag' no tiene ninguna accion sobre la mutante TRPV1-C157A en ningtn estado.

Posteriormente, se realizaron los experimentos con Ag’ para cada una de las 30 mutantes
del segmento S6, aplicando 100 nM de Ag" durante 5 minutos en estado abierto o cerrado
del canal en la configuracién de “inside-out”. La Figura 22 A muestra el efecto de la
aplicacion de Ag' en las diferentes mutantes en donde se grafico la fraccion de la corriente
modificada por Ag" (1-[Ipost/Ipre]) (donde Ipre es la amplitud de la corriente antes de la
aplicacion de Ag’, Ipost es la amplitud de corriente después de la aplicacion de Ag') en los

diferentes estados.
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La modificacién de la mutante L681C por Ag" es independiente del estado en el que se
aplica. De igual forma, las nueve mutantes restantes de las posiciones A680C a la 1672C

tampoco muestran diferencias en la modificacion por Ag’ (Figura 22 A).

A partir de la region en donde se localiza el amino4cido Y671C la modificacion por Ag' es
dependiente del estado en el que se aplico para todas las mutantes, desde esta posicion hasta
la posicion D654 (Figura 22 A). En el estado abierto la fraccion de corriente modificada es
mayor a la que se observa en el estado cerrado, esto demuestra que estos residuos se
encuentran accesibles en el estado abierto y menos accesibles en el estado cerrado del canal
lo que nos lleva a inferir que en esa posicion hay un estrechamiento, que impide el flujo de
los iones cuando el canal estd cerrado y que en esta region es en la cual se encuentra la

compuerta de activacion del canal TRPV1.

Los datos de la Figura 22 A se obtuvieron midiendo el grado de modificacion después de 5
min de aplicacion de Ag'. Cabe la posibilidad de que el grado de modificacion pueda ser
mal interpretado o sub-estimado ya que solo lo medimos a este tiempo. Para aclarar este
punto decidimos medir las tasas de modificacion obtenidas a partir de los cursos temporales
de la modificacion por Ag” en estado abierto y cerrado del canal en mutantes clave (Figura
22 B-D). La Figura 22 muestra el resumen de estos resultados. La mutante Y671C siguio
exhibiendo una modificacién dependiente del estado (Figura 22 C y Figura 23), asi como
los residuos que se encuentran arriba de la posicion Y671C como 1668C (Figura 22 B y
Figura 23). Por el contrario, los residuos que se encuentran debajo de la posicion Y671C
como L673C y L675C se siguieron modificando independientemente del estado en el que

se aplico la Ag' (Figura 22 D y Figura 23).
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Figura 22. La modificacion por plata revela la presencia de una compuerta
intracelular para iones del tamaifio de la Ag" en la posicion Y671. (A) Fraccion de
corriente modificada por Ag™ 100 nM, para cada una de las 30 mutantes del segmento S6,
en presencia (circulos naranjas) y en ausencia (circulos azules) de 4 uM capsaicina (N = 6).
Las lineas negras sirven como guia para ver la diferencia entre los dos estados. (B-D)
Cursos temporales de la modificacién por Ag" de 1668C (B), L671C (C), 1673C (D). La
modificaciéon en el estado abierto se muestra en (circulos naranja) y en el estado cerrado
(circulos azules), las lineas son el ajuste a una funcion exponencial antes (lineas continuas)
y después (lineas punteadas) del tratamiento con Ag'. En el estado abierto se muestran
resultados de un experimento y en el caso del estado cerrado es el promedio + el error
estandar (N = 6-8) para cada tiempo de exposicién a Ag'. La tasa de modificaciéon de
segundo orden en el estado abierto (ka) estd expresada como el promedio + error estandar,
N = 6. La tasa de modificacion de segundo orden para el estado cerrado (k¢) es el resultado
de un ajuste con una funcion exponencial (lineas punteadas). (B) 1668C muestra una
modificacion dependiente del estado con una kx = 8.6 = 0.8 x 10° M5! y una k¢ = 0.13 x
10° M's™ (C) La modificacion de Y671C es dependiente del estado con una ky =13.8 + 3.4
x 10° M's" y una ke = 04 x 10° M's. (D) L673C presenta una modificacion
independiente del estado con una k= 0.86 + 0.08 x 10° M™'s™ y una ke = 1.02 x 10° M's™.
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Figura 23. Modificacion de las mutantes del segmento S6 por agentes Ag’. Tasa de
modificacion para el estado abierto (circulos naranjas) y estado cerrado (circulos azules)
para mutantes claves del segmento S6. Las tasas de modificacion de segundo orden del
estado abierto (ka) que se muestran en la figura son el promedio del ajuste exponencial al
curso temporal para cada mutante. Las tasas de modificacion de segundo orden para el
estado cerrado (kc) son el ajuste de una funcion exponencial al curso temporal obtenido con
puntos individuales para cada tiempo, con una (N = 3) para cada punto. [668C muestra una
modificacion dependiente del estado con una ky = 8.5 £ 0.8 x 10° M1 y una kc = 0.1 x
10° M's™. La modificacion de la mutante Y671C es dependiente del estado con una ky =
13.7+ 3.4 x 10° M's™" y una ke = 0.4 x 10° M's™. La modificacion de L669C también es
dependiente del estado pero a diferencia de las demads, la modificacion en el estado cerrado
es mucho més rapida que en el estado abierto (ky = 0.37 + 0.06 x 10° M's™ y una ke = 2.4
x 10° M's™). La modificacion para L673C y L675C es independiente del estado con una k
=0.86+0.08x 10°M's' yunake=1.02x 10°M's! yky=2.4+0.73 x 10° M's™ y una
ke =2.6x 10° M's™, respectivamente.

Una vez que identificamos las dos posibles compuertas la primera en la posicion L681 para
moléculas grandes y la segunda en la posicion Y671 que controla el paso de moléculas
pequefias, decidimos investigar si se podrian formar puentes disulfuro entre los residuos de
cada una de las cuatro subunidades en donde se encuentran las dos compuertas, utilizando
la fenantrolina de cobre (CuP). La particularidad de la formacion de estos puentes disulfuro
es que so6lo ocurren cuando las cisteinas se encuentran en proximidad espacial (a menos de

4 A), esto nos indicaria que en el estado cerrado los aminoécidos de cada una de las
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subunidades en estas dos posiciones estan lo suficientemente cercanos para poder

interactuar entre ellos mismos.

Utilizamos el canal sin cisteinas 18 TRPV1, ya que este canal no presenta modificacion al
ser expuesto a CuP en estado abierto y cerrado (Figura 24 A y B). Utilizando el canal 1§
TRPV1 como fondo construimos dos mutantes sustituyendo los aminoacidos en las
posiciones L681 y Y671 por cisteinas. Después aplicamos 50 uM CuP durante 5 min en
estado abierto y cerrado, tiempo suficiente para formar puentes disulfuro entre las cisteinas,

después de lavar la CuP medimos la corriente a 4 uM capsaicina.

Al aplicar CuP en estado abierto, la mutante 18 TRPVI1-L681C no presenté cambios
significativos en la corriente obtenida a 4 M capsaicina. En contraste, observamos una
pequefia reduccion en la corriente de la mutante 18 TRPV1-Y671C que resultd ser
significativa con respecto a la mutante 18 TRPV1 (Figura 24 A). Al aplicar CuP en el
estado cerrado ambas mutantes presentaron cambios significativos en la corriente obtenida
a 4 uM capsaicina. Después de la aplicacion de CuP en el estado cerrado la corriente
disminuy6 un 97 % en el caso de la mutante 18 TRPV1-L681C y 87 % en la mutante 18
TRPVI1-Y671C (Figura 24 B). Esta reduccién en la corriente no puede ser revertida con el
lavado de CuP, pero se recupera parcialmente al tratar los parches de membrana con 20
mM de DTT, recuperdndose un 52 + 10% y 50 + 4% de la corriente en la mutante 18
TRPV1-L681C y I8 TRPV1-Y671C, respectivamente.

Estos experimentos demuestran que los aminoacidos de las cuatro subunidades en las
posiciones L681C y Y671C en el estado abierto se encuentran a una distancia mayor a 4 A
ya que no vemos ningun cambio en la funciéon de canal, sin embargo observamos una
modificacion en el estado cerrado indicando que los aminoacidos de las cuatro subunidades
en ambas posiciones se encuentran por lo menos a 4 A de distancia, sugiriendo que estas
regiones sufren cambios conformacionales al pasar del estado abierto al cerrado que las

acercan entre ellas.
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Figura 24 Puentes disulfuro pueden formase en el estado cerrado del canal en las
mutantes 18 TRPV1-L681C y 18 TRPV1-Y671C. (A) Las barras representan la fraccion
de corriente modificada por CuP aplicada con 4uM capsaicina en estado abierto. No hay
diferencias significativas entre 18" TRPV1 (0.035 £ 0.025) y 18 TRPV1-L681C (0.069 +
0.016) después del tratamiento con CuP (t-tudent, p > 0.1), lo cual indica que no hay
formacion de puentes disulfuro. En el caso de la mutante 18" TRPVI-Y671C (0.16 +
0.009) si existe una diferencia pequefia pero significativa (t-student, p < 0.005) comparada
con 18 TRPVI, sugiriendo que existe un cierto grado de formacion de puentes disulfuro.
(B) Las corrientes de ambas mutantes 18 TRPV1-L681C y 18 TRPV1-Y671C se
modifican después de de la aplicacion de CuP en estado cerrado (0.97 += 0.01) y (0.89 =+
0.05) resultando significativos respecto a la mutante 18" TRPV1 (0.075 + 0.02) (t-student, p
< 0.001). Esto indica que en el estado cerrado las cisteinas de las cuatro subunidades en las
posiciones 681 y 671 se encuentran muy cerca y por eso se pueden formar los puentes
disulfuro.

La diferencia entre los efectos que observamos al aplicar CuP entre el estado abierto y
cerrado apoya la hipdtesis de que las regiones L681 y Y671 estdn formando oclusiones que

impiden el flujo de los iones a través del poro.

Por lo tanto si el residuo L681 sirve como compuerta para moléculas grandes como el

MTSET, resulta interesante que la CuP, que es una molécula grande, pueda alcanzar el
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residuo Y671C y formar puentes disulfuro. La habilidad de la CuP de formar puentes
disulfuro en esta posicion se debe a que es una molécula hidrofébica con una area polar de
2.7 A™ y una area apolar de 311.9 A®'. Debido a estas caracteristicas la CuP podria
alcanzar este residuo a través de otras vias que no sean el poro, por ejemplo la membrana
plasmatica o regiones hidrofobicas de la proteina, mientras que el MTSET solo puede

acceder a través del poro.

Si el acceso del MTSET hacia las cisteinas del S6 esta regulado por una compuerta en la
posicion L681, la modificacion de las cisteinas después de esta posicion debera ser
dependiente del estado en el que se aplique. Este supuesto concuerda con nuestros datos. En
la Figura 25 se muestra que la modificacion después de L681 en estado abierto es mucho
mas rapida que en estado cerrado y las tasas de modificacion por debajo de este residuo,
por ejemplo en G683C, en estado abierto y cerrado no difieren, lo cual concuerda con la

presencia de una oclusion en la posicion L681.
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Figura 25. Modificacion por MTSET en las mutantes del S6. (A-E) Promedio de los
cursos temporales en estado abierto (circulos naranjas) y estado cerrado (circulos azules)
después de la aplicacion de MTSET 2 mM sobre residuos clave que se localizan cerca de la
constriccion para cationes de tamafio grande en la posicion L681. Las lineas son el ajuste a
una funcidon exponencial antes (lineas continuas) y después (lineas punteadas) del
tratamiento con MTSET. Las tasas de modificacion para cada mutante se muestran en el
panel (F). Las constantes de modificacion de segundo orden en el estado abierto (ka
circulos naranja) son el promedio de tres experimentos diferentes, mostradas como el
promedio + error estandar. Las constantes de modificacion de segundo orden en el estado
abierto (k¢ circulos naranja) fueron obtenidas del ajuste al promedio de los cursos
temporales con una (N = 3) para cada punto. La fraccion de corriente modificada después
de 5 min de exposiciéon a MTSET tanto para el estado abierto como el cerrado se muestran
en (QG), estan expresadas como el promedio + error estandar. Los asteriscos sefalan a las
mutantes donde el efecto es potenciar las corrientes. Las lineas negras sirven de ayuda
visual. (A) La modificacion de Y671C es dependiente del estado. Observamos que la
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modificacion en el estado abierto alcanza su meseta a los 10 s, mientras que en el estado
cerrado es tan lento que la funcién exponencial no se puede ajustar bien. Los ajustes
estimados son de ky = 2500 M st y ke =3.09 M!s!. La fraccién de la corriente inhibida
por MTSET después de 5 min en el estado abierto es de 0.26 £ 0.01, constituyendo el
efecto méximo del agente. En el estado cerrado, la fraccion de la corriente inhibida a los 5
min es de 0.023 + 0.036 significativamente mas pequeiia a la que se obtuvo en el estado
abierto (t-tudent, p < 0.01). (B) La modificacion por MTSET también es dependiente del
estado, con ka= 50.2 £ 24.5 M''s" y ke = 9.35 M''s”". La fraccion inhibida después de 5
min para el estado abierto es 0.69 + 0.13, la cual es mas grande que la que se observa en el
estado cerrado (0.12 = 0.17). A pesar de la diferencia entre los valores del estado abierto y
cerrado esta vez no es significativo el cambio (t- student, p > 0.05). (C) 1679C se modifica
en el estado abierto con una ks = 405 + 123 Mgt y ke =94 Ms!. La fraccion de
corriente inhibida en el estado cerrado tiene un valor pequefio (0.61 + 0.077; t-student, p <
0.01) en comparacion con la que se obtiene en el estado abierto (0.95 + 0.006). (D) L681C
es potenciada por el MTSET. Los valores de los cursos temporales se muestran en (F). Son
los cocientes entre la corriente medida a 100 nM capsaicina y la corriente méxima obtenida
con 4 uM capsaicina obtenida al final del experimento y representan la fraccion de
corriente potenciada, que se muestra en (G) después de 5 min de exposicion tanto para la
mutante L681C asi como para M682C la cual también muestra un potenciacion. La
modificacion de L681C ocurre de manera dependiente del estado, con una ky =94 + 54 M"
Ig't yke=0.6 M s, La fraccién de la corriente modificada a los 5 min en el estado abierto
es significativamente mas grande (0.74 + 0.15) que el estado cerrado (0.18 = 0.077; t-
student, p < 0.01). (E) La cisteina localizada en el residuo 683, por debajo de la
constriccion localizada en L681, presenta una pequena dependencia del estado, de hecho la
tasa de modificacion en estado cerrado es mucho mas rapida que la que se observa en
estado abierto (ky = 49.7 + 27 M's’ y ke = 250 M's™). Las fracciones de corriente
modificada en el estado abierto y cerrado son 0.96 £ 0.01 y 0.98 £ 0.008, respectivamente.
La mutante M682C también es modificada de manera independiente del estado (G), con
fracciones de corriente modificadas en el estado abierto y cerrado de 0.80 + 0.044 y 0.69 +
0.07, respectivamente. Las diferencias en la fraccion modificada entre el estado abierto y
cerrado para ambas mutantes debajo de L681 no son significativas (t-student, p > 0.5).

Los residuos L.681 y Y671 también juegan un papel importante al activar en la

activacion del canal TRPV1 por temperatura.

Nuestros datos de accesibilidad indican que la capsaicina controla la apertura y cierre de la
compuerta localizada en la posicion Y671C. El canal TRPV1 ademds de activarse por
capsaicina también puede activarse por temperatura. Se ha descrito que estos dos estimulos,
estan alostéricamente acoplados’™, es de esperarse que estos estimulos converjan en la

apertura del poro y que los cambios conformacionales sean muy parecidos.
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Exploramos la posibilidad de que la apertura del canal por capsaicina o por temperatura,
siga el mismo mecanismo. Medimos la tasa de modificacion por Ag” en el estado cerrado y
abierto para las mutantes 1668C, Y671C y L673C activando el canal con temperatura. Los
datos de estos experimentos son consistentes con los resultados de los experimentos con
capsaicina. 1668C y Y671C mostraron una modificacion rapida en el estado abierto
comparado con el estado cerrado (Figura 26 A y B) y la mutante L673C muestra una
modificaciéon independiente del estado en el que se aplico la Ag” (Figura 26 C). En la

Figura 26 D se muestran las tasas de modificacion de dichas mutantes.

A 1668C D
B Y671C
c L673C
Exposicién a Ag® (s) Tasa de modificacion, (s'M™")

Figura 26. Activacion de las mutantes del TRPV1 por temperatura. (A-C) Cursos
temporales de la modificacion por Ag” de 1668C (A), Y671C (B) y L673C (C) en estado
abierto a 42°C, circulos naranja o en estado cerrado a 20°C circulos azules. Las lineas son el
ajuste a una funcidon exponencial antes (lineas continuas) y después (lineas punteadas) del
tratamiento con la Ag'". (A) I668C la modificacion es dependiente del estado. La tasa de
modificacion de segundo orden para el estado abierto es de ky = 10.0 x 10° M's™ y k¢ =
0.05 x 10° M's™. (B) La modificacién de Y671C es dependiente del estado con una ky =
3.1x 10 M5! yke=0.17x 10 Mist, (C) La tasa de modificacion de L673C fue de ka =
10+3.4x 10°M's" y ke =3.5x 10° M's”. (D) Comparacién de las tasas de modificacion
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en estado abierto (circulos naranja) y en estado cerrado (circulos azules) datos obtenidos de
(A-C). Las lineas negras sirven como ayudas visuales. N = 3 para cada punto.

Helicidad del segmento S6.

Los segmentos transmembranales de los canales i6nicos se organizan clasicamente como
alfa hélices®®*. Si el segmento S6 es una alfa hélice presentara una periodicidad cercana a
3.6 residuos por vuelta® en la cual algunos de los residuos apuntan al poro acuoso, otros a
la membrana y el resto a la proteina que conforma al canal dado que los residuos que
apunten al poro van a ser mas accesibles a la Ag’, una de las formas para determinar si los
residuos estan apuntando al poro, es medir la tasa de modificacion durante la aplicacion de
Ag’ en estado abierto. Después de aplicar Ag™ en estado abierto a parches de membrana de
todas las mutantes del segmento S6, se graficaron las corrientes maximas en funciéon del
tiempo y a esta grafica se le ajust6 una funcidon exponencial simple. Como era de esperarse
encontramos que existe una gran variacion en los cursos temporales para las mutantes. La
Figura 27 A ilustra las tasas de modificacion para cada mutante del S6 y C157A. Estos
nuevos datos son consistentes con los obtenidos previamente donde los residuos L681C y
Y671C tuvieron las tasas de modificacion mas répidas, confirmando que los residuos L681

y Y671 estan apuntando a la cara interna del poro.

Con el objetivo de obtener datos cuantitativos de la periodicidad realizamos un andlisis
armonico utilizando una transformada de Fourier discreta®”. El espectro de potencias como
funcion de la frecuencia angular, P(¢), para una alfa hélice anfipatica ideal tiene un pico en
100 grados, valor que se observa con frecuencia en proteinas en solucién™. Para proteinas
membranales el pico se encuentra corrido hacia frecuencias angulares mayores, que es justo
lo que se observa en nuestros datos experimentales en donde se puede ver un pico
pronunciado a 107 grados (Figura 27 B). Es importante recalcar que aunque el S6 pueda no
ser una hélice anfipatica donde se alternan residuos hidrofobicos con hidrofilicos, si
deberian de alternarse residuos que ven al poro y residuos que estan ocultos. La
periodicidad de la alfa hélice puede ser medida evaluando el indice de periodicidad, oPI,
donde valores por arriba de 2 indican hélices anfipaticas®”. El valor aPI para los 30 residuos

del S6 es de 1.71, lo cual sugiere una pobre organizacion de alfa hélice, pero si omitimos
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los tres residuos C-terminales (G683-L681), la aPI es de 2.3, sugiriendo que tales residuos

no forman parte de la alfa hélice.

A

@, Frecuencia angular (grados)

Tasa de modificacion, (s'M™)

Figura 27. (A) Diagramas de cajas para las tasas de modificacion por Ag” de cada una de
las mutantes estudiadas donde en cada caja la linea central es la mediana, los extremos son
el 25avo y el 75avo percentil y las lineas que se extienden de las cajas son el 5to y el 95avo
percentil. Las tasas de modificacion se obtuvieron a partir de los cursos temporales de
modificacion por Ag” en el estado abierto, a los cuales se les ajustd una funcion
exponencial. Una funcion seno con un periodo de 3.4 se grafico encima de los datos (linea
naranja) como guia visual. (B) Analisis de la periodicidad del segmento S6. El trazo azul es
el espectro de poder de todos los residuos del S6. El trazo negro es el espectro que se
obtuvo cuando se eliminaron los tres residuos (683-681). El nimero que aparece en la
grafica es el indice de periodicidad, aPI.

Sorprendentemente la modificacion de algunos de los residuos que se encuentran en la
parte superior del poro (A657C y D654C) es bastante rapida, esto posiblemente se deba a
que la Ag' este accediendo a través de otra via que no sea el poro. Para desechar esa
posibilidad decidimos utilizar un bloqueador del poro del canal que impidiera el flujo de

Ag' a través de éste como el TBA. Los resultados nos muestran que las tasas de
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modificacion de las mutantes que se encuentran en la parte N-terminal (A657C y D654C)
se hicieron mas lentas al aplicar TBA junto con Ag' y 4 uM capsaicina, en comparacion

con los experimentos donde no utilizamos bloqueador (Figura 28 A y B).

La razén por la cual estos residuos se modifican rapidamente en ausencia del bloqueador no
esta clara. El poro del canal es una estructura dindmica’®, es posible que los residuos que se
encuentran en la parte superior de la region del S6 pierdan el empaquetamiento y con ello
pueda modificarse rapidamente en el estado abierto. Aun se necesitan mas datos acerca de

la estructura de la parte superior del poro que puedan resolver este problema.
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Figura 28. El bloqueador (TBA) evita que se modifiquen los residuos (A657C y
D654C) por Ag'. (A y B) Cursos temporales de la modificacion por Ag' para las mutantes
A657C (A) y D654C (B) en ausencia de (circulos naranja) y en presencia (circulos azules)
de TBA 2.5 mM. Las lineas son el ajuste a una funcion exponencial antes (lineas continuas)
y después (lineas punteadas) del tratamiento con Ag'. El curso temporal sin TBA es un
experimento tipico y el curso temporal con TBA es el promedio + error estandar (N = 3)
para cada punto. La modificacion en presencia del bloqueador disminuye dos 6rdenes de
magnitud en comparacion con modificacion en ausencia del TBA, mostrandonos que el
bloqueador impide el paso de la Ag" a través del poro del canal impidiendo la modificacion
de los dos residuos que se encuentran en la parte mas N-terminal del S6. (C) Las constantes
de modificacion de segundo orden para las mutantes A657C y D654C en presencia de TBA
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fueron de (krpa, circulos azules) y en ausencia de TBA (ky, circulos naranja) los promedios
+ error estandar (N =3). Los valores para A657C son krga =023 + 0.1 x 10° M's™ y ko =
13.0 £ 1.0 x 10° M's!. Ambas tasas son significativamente diferentes (t-student, P <
0.005). Las tasas para D654C también son significativamente diferentes (t-student, P <
0.02) son krga =0.28 £ 0.02 x 10° M's! y ko =14.6 £ 0.3 x 10° M's™".

Modelo del canal TRPV1 basados en los datos obtenidos del SCAM.

Decidimos construir un modelo funcional del TRPV1 a partir de nuestros datos utilizando
como molde el canal Kv1.2. El modelo que obtuvimos es consistente con los datos que
hemos presentado, demostrando que los cuatro residuos aromaticos, Y671, localizados a la
mitad del S6, apuntan a la cara acuosa del poro y se encuentran lo suficientemente cerca
para poder interactuar entre ellos. Otra caracteristica importante es que los residuos L681
apuntan también a la cara interna del poro. Adicionalmente, los residuos 681-683 no se

encuentran en la alfa hélice concordando con los datos de helicidad (Figura 29).

Figura 29. Modelo de homologia del canal TRPV1 con el Kv1.2. Vista lateral (panel
izquierdo) y desde abajo (panel derecho) de los cuatro segmentos transmembranales S6 en
diferentes colores. Los residuos L681 y Y671 en azul y rojo respectivamente, apuntan hacia
la cara interna del poro del canal.
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Los estudios que relacionan la estructura y funcién en canales de K han aportado
informacion invaluable acerca de la localizacion y la naturaleza de la compuerta de
activacion de los canales idnicos en general. Aprovechando esta informacion y nuestros
datos funcionales creamos un modelo del canal TRPV1 basindonos en la estructura
terciaria del canal Kv 1.2. El alineamiento de secuencias del segmento S6 de los canales Kv
1.2 y TRPVI, revel6 que la region conformada por los aminodcidos Pro-Val-Pro en los
canales Kv1.2, la cual es responsable de la flexibilidad del S6 y de permitir el acceso de los
iones a través del poro, se encuentra a unos cuantos residuos de la Y671 del canal TRPV1
(Figura 30 A). Ademas, este mismo residuo se encuentra en la misma posicion en otro
miembro de la familia TRPV, el TRPV2 y coincide con la fenilalanina, otro aminoécido
aromatico que se encuentra en los canales TRPV3 y TRPV4 (Figura 30 B). Posteriores
investigaciones podran dejar claro qué papel juega esta region en otros miembros de la

familia TRP.
A

Figura 30. Alineamiento de secuencias del segmento S6 del canal TRPV1 y otros
canales ionicos. (A) Alineamiento de secuencias ente el canal Kv1.2 y el TRPV1. El color
amarillo indica identidad de secuencias. Los recuadros rojos con flechas indican la posicién
de la secuencia Pro-Val-Pro en el canal Kv1.2 y Y671 en el TRPV1. (B) Alineamiento de
secuencias del TRPV1 con otros miembros de la subfamilia TRPV. Y671 del canal TRPV1
alinea con T634 en el canal TRPV2 y con los residuos aromaticos F666 y F707 del TRV3 y
TRPV4, respectivamente (indicados por el recuadro rojo).
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DISCUSION.

Caracterizacion de los efectos de compuestos activos del ajo y la cebolla.

Los canales TRP se encuentran relacionados con la deteccion de estimulos del medio
ambiente y algunos de ellos muestran sensibilidad a compuestos de origen vegetal como el
cinamaldehido, el aceite de mostaza o la alicina, substancias que producen una sensacion de
dolor’™®. Al parecer quedaba claro que el cinamaldehido y el aceite de mostaza (AITC)
solo activaban al canal TRPAI, aunque diferentes reportes indicaban que el canal TRPV1
también podria ser activado por otro compuesto que se encuentra en los extractos de ajo y

88,99,100
cebolla™"",

Nuestros datos mostraron que el canal TRPV1 puede ser activado por compuestos que se
encuentran en los extractos del ajo y la cebolla. Aun mas importante, encontramos que la
alicina activa al canal TRPV1 y este efecto tiene una relevancia fisiologica, puesto que el
canal TRPV1 media parte de la respuesta a alicina en neuronas aisladas del DRG y en el
modelo in vivo. Nuestros datos electrofisioldgicos asi como de comportamiento hechos en
ratones KO de los canales TRPV1 y TRPAL, sirvieron para aclarar el papel que cada uno
de estos canales juega en la respuesta a alicina, indicandonos que el canal TRPV1 también
participa en la respuesta a alicina. De hecho, las neuronas de DRG de ambos ratones KO
fueron capaces de responder a la alicina y con un incremento en la excitabilidad eléctrica.
Estos experimentos de comportamiento, claramente indican que ambos canales el TRPV1 y

el TRPA1 contribuyen a la respuesta a dolor inducida por alicina.

Las cisteinas estan relacionadas con la modulacion de las sefales en una gran cantidad de

canales i6nicos®>100-104

, para poder explorar el mecanismo por el cual la alicina activa al
TRPV1, construimos un canal sin cisteinas el cual es una herramienta importante para
realizar estudios de relacion entre la estructura y la funcion. En este estudio describimos el
mecanismo de accidén de los extractos de ajo y cebolla asi como de la alicina, el principal

compuesto irritante que se encuentra en estos extractos, los cuales activan al canal TRPV1
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a través de la modificacion de una sola cisteina localizada en la posicion C157, en la region

N-terminal de la proteina.

La estructura de alta resolucion de la region N-terminal del canal TRPV1 y del TRPA1 se
ha obtenido recientemente por rayos X, mostrandonos que esta region en los canales

TRPV1 presenta seis repetidos de anquirina*®'®

. Varios estudios han dejado claro que esta
region presenta varios dominios de unidon a multiples ligandos mediando la respuesta a
ATP, PIP, y calmodulina®**®. Revisando la estructura publicada de la region N-terminal del
canal TRPV1* encontramos que el residuo C157 se localiza en la parte interna del segundo
dominio a anquirina (Figura 31), una region donde otros ligandos que modulan la actividad
del canal tienen su sitio de union. Por ejemplo, los residuos K155, K160 y L163 localizados
en el segundo dominio a anquirina forman el sitio de unién a ATP en el canal TRPVI. La
mutacion de cualquiera de estos residuos resulta en una alteracion del proceso de
taquifilaxis (desensibilizacion ante estimulos repetidos de agonista) en ausencia de ATP*.
Este y nuestros resultados sugieren que esta region sufre importantes cambios

conformacionales que estdn acoplados a la apertura del canal y constituye una importante

region regulatoria del canal TRPV1.

Figura 31. Localizacion del residuo C157 en el segmento N-terminal del canal TRPV1.
El diagrama muestra los seis repetidos de anquirina del segmento N-terminal. Basdndonos
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en esta estructura, el residuo C157 (en amarillo) se encuentra en la segunda hélice del
segundo repetido de anquirina del canal TRPV 1 tomada de Lishko et al*.

La importancia de la regiéon N-terminal parece estar conservada en otros miembros de la
familia TRP, un ejemplo de ello, es que tres residuos (C619, C639 y C663) localizados en

esta region del canal TRPA1 median la activacion por cinamaldehido y aceite de

196 Ademas, esta region en los canales TRPAI cuenta con repetidos de anquirina

107-109

mostaza

que responden a cambios de tension en la membrana plasmatica

La activacion de los canales TRP por agentes que modifican cisteinas parece seguir un
mecanismo de accion similar, sin embargo los resultados que hemos obtenido indican que
los compuestos que activan al canal TRPA1 como el cinamaldehido, N-etilmaleimida,
adenilatos™ y en particular el AITC, el cual presenta una estructura similar a la alicina, no
activan al canal TRPV1. Esto indica que este tipo de compuestos son selectivos entre
miembros de la familia TRP. El hecho de que los agentes MTS cargados y no cargados
activen al canal TRPV1, nos indica que el mecanismo de accion es estérico y no se debe a
interacciones electrostaticas. Ademas, el que la capsaicina siga activando a los canales
mutantes C157A y 18-TRPV1 sugiere que el mecanismo de activacién por capsaicina es

diferente al de la alicina.

Los canales TRPV1 y TRPA1 presentan solo 13% de identidad de secuencias y un 22% de
conservacion. A pesar de esto, nuestros resultados indican que presentan un mecanismo de
activacion conservado. El estudiar la naturaleza de accion de este mecanismo mas a fondo
proveera de nuevas pistas acerca de las bases moleculares que subyacen a la deteccion de

estimulos nocivos.

Determinantes estructurales de la activacion del canal TRPV1.

Con el objetivo de obtener nuevos datos acerca de la localizacion y arquitectura de la
compuerta de activacion del TRPV1, realizamos un estudio de accesibilidad de cisteinas.

Medimos la accesibilidad de cada uno de los residuos del segmento S6 en el estado cerrado

o abierto del canal midiendo la potenciacidon o reduccidon de corriente asi como la tasa de
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modificacion de cada una de las cisteinas insertadas en el S6. Esta metodologia dejo claro
que el segmento S6 sufre cambios conformacionales al activarlo ya sea con capsaicina o

temperatura.

Hasta el momento se cuenta con muy pocos estudios que describen con datos funcionales la

65,66,79,92
66.7992 'Ep el caso de

localizacién de la compuerta de activacion en otros canales idnicos
los canales TRP, no existia ningiin estudio que se avocara a describir la localizacion de la

compuerta utilizando datos funcionales.

Un estudio previo sugirié que algunos residuos localizados en la parte C-terminal del
segmento S6 podrian formar parte de la compuerta de activacion del canal TRPV1’C. El
hecho de que el canal TRPVI1 no presente una regioén flexible formada por los residuos
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glicina o prolina como en los canales de Kv ', muestra que ese estudio no puede proveer

datos funcionales que identifiquen la compuerta de activacion.

Nosotros demostramos que el residuo L681 localizado en la parte mas intracelular del
segmento S6, impide el paso de iones del tamafio del MTSET (5.8 A) en el estado cerrado
pero deja pasar iones del tamafio del MTSEA (3.6 A) o incluso, més pequefios como la Ag"
(1.26 A). Aun mds importante, la modificacion dependiente del estado por MTSET en el
residuo 681 junto con el bloqueo independiente del estado por TEA, indica que por lo
menos moléculas de (8 A) como el TEA pueden residir adentro del poro cuando el canal

esta cerrado.

Mediante la utilizacion de Ag’, pudimos determinar la region que forma la compuerta de
activacion que impide el flujo de iones de tamafio pequefio como la Ag” y que se localiza a
la mitad el segmento S6 cercana al residuo Y671. Por medio de la formacion de puentes
disulfuro, confirmamos que los residuos de las cuatro subunidades en las posiciones L681 y
Y671 se encuentran cercanos entre si, apoyando la idea de que estas dos regiones forman
constricciones que impiden el flujo de moléculas a través del poro. En otro trabajo se habia
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demostrado que mutar Y671 la permeacion de Ca se afecta en el TRPV1, coincidiendo
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con nuestros resultados ya que proponemos que este residuo esta apuntando a la cara

interna del poro.

Una observacion interesante en nuestros experimentos donde medimos la tasa de
modificacion por Ag', fue que en la mutante L669C la modificacion por Ag™ en el estado
cerrado es mas rapida que en el estado abierto (Figura 22 y Figura 23). Una posible
explicacion es que la plata pueda accesar por algln otro sitio que no sea el poro y que esta
modificaciéon sea dependiente del estado en que se aplico la Ag” y con ello produzca un
cambio conformacional que exponga a este residuo en el estado cerrado y que lo haga
inaccesible en el estado abierto. Otra posibilidad es que este residuo apunte al centro del
poro en el estado cerrado y no en el abierto, como consecuencia de cambios
conformacionales en el poro al abrir el canal. Dado que la probabilidad de apertura en
ausencia de capsaicina no es cero’”, la Ag” podria estar permeando y estabilizando el estado
cerrado del canal, aumentando la tasa de modificacion en el estado cerrado comparada con
el abierto, cuando el residuo es inaccesible. Esta modificacion dependiente del estado
invertida ya se ha observado en una de las mutantes de uno de los trabajos donde se estudio

la localizacion de la compuerta de activacién del canal Shaker de Kv''%.

Otro efecto interesante fue el que observamos en un par de mutantes: la L681C y la
M682C, las cuales muestran una potenciacion de las corrientes cuando son tratadas con
MTSEA o MTSET pero la corriente es inhibida al aplicar Ag". Estas diferencias pueden ser
atribuidas a la carga de los agentes que modifican cisteinas que utilizamos, el MTSEA vy el
MTSET que a un pH 7'"se encuentran cargados y la Ag" al reaccionar con la cisteina se
mantiene neutra. En este contexto las cargas positivas de los agentes MTS podrian
encontrarse cerca entre si en el estado cerrado del canal causando una repulsion

electrostatica y desestabilizando este estado’’.

Grandl et al'"*, han mostrado que algunos de los residuos que se encuentran en el segmento
S6 juegan un papel importante en la respuesta a temperatura pero no a otros agonistas en
los canales TRPV3. Nosotros no investigamos a detalle el efecto de la temperatura en todas

las mutantes del S6. A pesar de esto, demostramos que la temperatura también controla la
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apertura de las dos regiones cercanas a los residuos L681 y Y671 que funcionan como
compuertas. Se ha propuesto que los canales TRP funcionan como proteinas modulares; es
decir, que cada dominio o modulo est4 acoplado alostéricamente al otro pero funcionan de
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manera independiente . Los datos que hemos presentado en este trabajo siguen la

misma idea.

Otros grupos de investigacion, usando la misma técnica de substitucion de cisteinas, han
sugerido que la hélice de poro y el filtro de selectividad juegan un papel importante en la
apertura del canal TRPV5''®. Los resultados no son opuestos a los nuestros, dado que la
presencia de una compuerta en la parte interna del canal, formada por los segmentos S6 no
produce cambios conformacionales en otra parte del canal como el asa entre los segmentos
S5 y S6, como lo que ocurre en los canales Kv con la inactivacion del tipo-C ', o los
cambios conformacionales en el poro del canal mutante Shaker ''®. Se ha demostrado que el
poro del canal TRPV1 es una estructura dindmica que permite cambios en la selectividad en
respuesta a diferentes agonistas y tiempos de exposicion®. Nosotros no observamos este

fenomeno debido a que solo utilizamos un ion permeante en nuestros experimentos’ .

Se ha asumido que el segmento S6 de los canales idnicos dependientes de voltaje se
organiza como una o-hélice®®. Estudios de accesibilidad en otros canales i6nicos han
detectado el mismo patron de helicidad en otros segmentos transmembranales''’. En
nuestro estudio encontramos que varias cisteinas, incluida la Y671C, insertadas en el
segmento S6 podrian encontrarse apuntando a la cara interna del poro. Observamos claras
diferencias en el patron de la tasa de modificacion por Ag', es de esperar que los residuos
que apunte al poro se modifiquen con tasas mucho mas rapidas y los que no apunten al poro
tengan tasas de modificacion lentas. Nuestros datos reflejan la helicidad del segmento

transmembranal S6 del canal TRPV1.

Los estudios funcionales y estructurales hechos en canales de K’ nos han provisto de
invaluable informacién acerca de la naturaleza y localizacion de la compuerta de
activacion. Por lo tanto, decidimos utilizar la estructura del canal Kv1.2®® ya que la

estructura de este canal es analoga a la del canal TRPV1, para producir un modelo del canal

71



TRPV1 que fuera compatible con nuestros datos funcionales. Un alineamiento de
secuencias y de estructuras terciarias entre el TRPV1 y el Kv1.2 revel6 que la estructura de
esta region entre los dos canales es muy parecida. La region “PVP” que, en los canales
Kv1.2 es la responsable de la flexibilidad y es donde se encuentra la compuerta de
activacion de este canal, esta localizada cerca del residuo Y671 del canal TRPV1 (Figura
30 A). Aun mas interesante es que este residuo se encuentra en la misma posicioén en los
canales TRPV2 y coincide con la fenilalanina, otro residuo aromatico, en los canales
TRPV3 y TRPV4 (Figura 30 B). Aun se necesitan mas estudios que aclaren la importancia

de esta region en el resto de la familia TRP.

El modelo final que mostramos estd basado en nuestros datos funcionales y constituye la
primera descripcion de los elementos estructurales del segmento S6 que controlan la
apertura del canal TRPVI1. Estos datos pueden servir como base para encontrar los
determinantes moleculares de la compuerta de activacion de otros canales pertenecientes a
la familia TRP e incluso para futuros estudios asociados al disefio de farmacos que
interactiien con sitios especificos del canal TRPV1 para inhibir su actividad y disefiar
farmacos selectivos pata tratar el dolor e inflamacion en donde este canal juega papeles

fundamentales.
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CONCLUSIONES.

* Los agentes MTS activan al canal en ausencia de la capsaicina promoviendo un
cambio en la probabilidad de apertura del canal TRPV1.

* Los extractos de ajo y cebolla asi como la alicina promueven una activacioén del
canal TRPV1 similar a la que se observa con los agentes MTS.

* El canal TRPVI1 sin cisteinas se activa por capsaicina pero no por los agentes MTS
ni por la alicina.

* La activacion del canal por los agentes MTS y la alicina es un proceso dependiente
de la modificacion de la cisteina C157 de la regiéon N-terminal del canal TRPV1.
Esta modificacion promueve un cambio conformacional que se traduce en la
apertura del canal.

 Existe una compuerta para moléculas del tamafio del MTSET 5.8 A o mayores en la
region donde se encuentra el aminoacido L681.

» Laregion en la cual se encuentra el residuo Y671 se encuentra la compuerta ionica
del canal TRPV1 que regula el flujo de iones a través de este canal.

* Los residuos L681 y Y671 en el estado cerrado se encuentran por lo menos a una
distancia de 4A

* El segmento S6 forma una estructura de alfa hélice en base a los datos obtenidos

con las tasa de modificacion por Ag".
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A single N-terminal cysteine in TRPV1 determines
activation by pungent compounds from onion and garlic

Héctor Salazar'3, Itzel Llorente!?, Andrés Jara-Oseguera’>3, Refugio Garcia-Villegas®, Mika Munari4,
Sharona E Gordon?, Leon D Islas? & Tamara Rosenbaum’

Some members of the transient receptor potential (TRP) family of cation channels mediate sensory responses to irritant
substances. Although it is well known that TRPA1 channels are activated by pungent compounds found in garlic, onion, mustard
and cinnamon extracts, activation of TRPV1 by these extracts remains controversial. Here we establish that TRPV1 is activated by
pungent extracts from onion and garlic, as well as by allicin, the active compound in these preparations, and participates together

with TRPAL1 in the pain-related behavior induced by this compound. We found that in TRPV1 these agents act by covalent
modification of cysteine residues. In contrast to TRPA1 channels, modification of a single cysteine located in the N-terminal
region of TRPV1 was necessary and sufficient for all the effects we observed. Our findings point to a conserved mechanism of
activation in TRP channels, which provides new insights into the molecular basis of noxious stimuli detection.

The family of TRP channels is composed of a large variety of
cation-permeable channels and shows a great diversity of activation
mechanisms. Members of the TRPV subfamily are expressed in
sensory neurons and other cell types, and mediate a large number
of sensory responses'. For example, TRPV1 responds to a variety
of stimuli, such as high temperatures, tissue damage and exposure
to pungent compounds such as capsaicin®?, all of which converge
on these channels and underlie the common perceptual experience
of pain.

Recently, pungent or irritant compounds other than capsaicin have
been found to activate TRPV1 channels®. Some of these compounds are
present in plants from the Allium genus (that is, onion and garlic)*5.
Notably, the same compounds found in onion and garlic extracts are
also capable of activating TRPA1 (refs. 4,9,10), another member of the
TRP family. TRPA1 and TRPV1 are expressed in the same subset of
dorsal root ganglia (DRG) neurons, and to date there is controversy
over whether both or only one of these molecules is the target for
pungent compounds.

In the case of TRPA1 channels, activation by some pungent agents
occurs through their direct covalent modification of several cysteines in
the N-terminal domain®.

The crystal structure of the N-terminal region of the TRPVI
channel was recently solved and shown to be formed by ankyrin
repeats'!. The N-terminus of TRPA1 has also been proposed to be
formed by ankyrin repeats. The role of the N-terminal ankyrin repeats
in the function of TRP channels has remained obscure; however, recent
studies have demonstrated that this region forms a multi-ligand

binding domain that mediates the response to ATP, PIP, and calmod-
ulin in TRPV1 (ref. 11).

In this study, we directly addressed the participation of TRPV1 in the
response to cysteine-modifving agents, including those compounds
found in onion and garlic extracts, and examine the mechanism by
which they activate this channel. Using a combination of electrophys-
iological and behavioral assays in wild-type, TRPV1- and TRPA1-null
mice, we established that TRPV1 also participates in the response to
allicin in vivo. We extended this analysis to activation of heterologously
expressed TRPV1 by allicin and other cysteine-modifying compounds.
We identified a single cysteine for the interaction of these compounds
in the N-terminus of TRPV1 and have produced a functional cysteine-
less TRPV1 channel, which should prove to be a valuable tool for future
structure-function studies. The results reported here provide us with
new insights into the regulatory functions of the N-terminal region in
the TRPV1 channel.

RESULTS

Both TRPA1 and TRPV1 are activated by allicin

To determine whether TRPV1 could be activated by compounds found
in onion and garlic, we explored the effects of these extracts in
membrane patches from dissociated mouse DRG neurons. We first
applied a saturating concentration of capsaicin (4 uM) to inside-out
patches to test for the presence of TRPV1 channels in these cells. After
removal of capsaicin, subsequent application of either onion or garlic
extract elicited smaller, but considerable, currents. Finally, the currents
activated by capsaicin, onion or garlic were all blocked by ruthenium
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