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RESUMEN

Los canales de calcio tipo T o Cay3 son proteinas de membrana que participan en procesos
celulares como la excitabilidad celular, contraccién muscular, secrecién hormonal, fertilizacion
y nocicepcidn. Estas proteinas son codificadas por un solo gen que se traduce en una
subunidad a1 con cuatro dominios (I-1V), cada uno con seis segmentos transmembranales (S1
a S6). Los segmentos S5 y S6 forman la pared interna del poro del canal que se le conoce
como dominio del poro (DP), mientras que los segmentos S1a S4 forman el sensor de voltaje
o dominio del sensor de voltaje (DSV). Estudios realizados en el canal bacteriano de potasio
Mthk han propuesto que la apertura y cierre del canal es mediada por residuos de glicina
presentes en cada uno de los cuatro segmentos M2 que forman la pared del poro de este
canal. Las propiedades unicas de la glicina de inducir torsiones en la estructura de a-hélice
provocan que el segmento transmembranal sufra un cambio conformacional que permita el
flujo de iones a través del poro del canal. Por esta funcién de servir como la bisagra de una
puerta que permite la apertura y cierre de la misma, tales residuos reciben el nombre de
glicinas “bisagra”. En los canales Cav3 dicho aminoacido se encuentra localizado en el
segmento S6 y Unicamente en los primeros dos dominios de la subunidad a1, es decir, en los
segmentos 1S6 y 11S6. En los dominios restantes (Il y IV) la posicién equivalente la ocupa una
valina (I11IS6) y una glutamina (1VS6), respectivamente. El objetivo del presente estudio fue
investigar la contribucién de los residuos “bisagra” en el mecanismo de activacién de los
canales Cav3.1. Para ello se realizé un estudio de mutagénesis dirigida al sitio de los
aminoacidos “bisagra” de los segmentos 1S6, 11S6 y 1IS6. Los canales mutantes, asi como el
canal Cav3.1 silvestre, fueron expresados en células HEK-293 e investigados con la técnica de
fijacion de voltaje en microdreas de membrana (patch clamp). Los resultados obtenidos
muestran que todas las mutaciones redujeron considerablemente la densidad de la corriente
en comparacion con el canal silvestre. El caso extremo fueron las mutantes de prolina que no
fueron funcionales. La dependencia al voltaje de la activacién del canal Cav3.1 no fue
modificada por las mutaciones, excepto por la mutacidn de glicina por treonina del segmento
IS6 (G382T), la cual desplazé tanto la activacién como la inactivacion en el estado estacionario
del canal silvestre a voltajes mas positivos. Las mutantes del segmento 11IS6 promovieron que

los canales Cay3.1 se inactiven a voltajes mas negativos (~10 mV) que el canal silvestre. Todas



las mutaciones evaluadas aceleraron el curso temporal con el que se cierra el canal Cav3.1,
sugiriendo que las glicinas del segmento 1S6 y 11S6, asi como la valina del 111S6, forman parte
de los elementos estructurales involucrados en el mecanismo de apertura y cierre del canal
Cav3.1. No obstante, los resultados sugieren la posibilidad de que el mecanismo involucrado
en el movimiento de la compuerta de activacion de los canales Cay3.1 requiera de elementos
estructurales adicionales a las glicinas “bisagra” descritas para otros canales activados por

voltaje.



1. INTRODUCCION

A. Excitabilidad celular y canales idnicos

La excitabilidad celular es la capacidad que tienen algunos tipos celulares para generar y
propagar sefales eléctricas que les permitan comunicarse con otras células contiguas o
incluso con otras que se encuentran a considerables distancias (hasta 1 metro). Tal capacidad
reside en la presencia de una serie de proteinas localizadas en la membrana plasmatica, las
cuales reciben el nombre de canales idnicos debido a que se encargan de transportar
pasivamente iones inorganicos (Na*, K*, Ca*, CI, principalmente) hacia fuera o hacia adentro
de la célula. Debido a que los iones transportados poseen una carga eléctrica, el flujo de estos
a través de los canales genera corrientes idnicas entrantes o salientes. En consecuencia, los
flujos idnicos modifican en turno el potencial de membrana (Vi) de la célula, mantenido a su
vez por la diferencia de cargas negativas entre el exterior y el interior de la célula, y generando
asi sefiales eléctricas (potenciales de accién) que sirve como un lenguaje para comunicarse
con otras células (Nicholls et al., 1992). Ademas de su papel en la generacién de sefales
eléctricas, los canales idnicos participan en muchas otras funciones celulares como Ia
liberacion de neurotransmisores y hormonas, contraccidn muscular, regulacidon génica,
proliferacién, migracién e invasividad (Hille, 2001; Prevarskaya et al., 2010). En afios recientes
se han descubierto varias enfermedades asociadas a mutaciones en los genes que codifican
para algunos canales idnicos, por lo que tales patologias reciben el nombre de canalopatias
(Wilde, 2008). Los canales iénicos son activados por una amplia variedad de estimulos y su
clasificacién se basa en tal caracteristica. La Unidn Internacional de Farmacologia Basica y
Clinica (IUPHAR, por sus siglas en inglés; http://www.guidetopharmacology.org/) ha
propuesto una clasificacién de canales idnicos en dos grandes grupos, los activados por
voltaje que incluyen la mayoria de los canales Na*, K*, Ca** y algunos de ClI,, pero también en
este grupo ubica a los canales que son relativamente insensibles al voltaje y que son activados
por segundos mensajeros y otros mediadores intracelulares y extracelulares (aqui se incluyen
algunos canales de K*y de CI, los canales TRP, los CNG y HCN). El otro grupo esta conformado
por los canales activados por ligando e incluyen los receptores a glutamato, acetilcolina,

GABA, serotonina, y los P2X (Figura 1).
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Figura 1. Canales idnicos y excitabilidad celular. Clases de canales idnicos involucrados en la traduccién,
generacion y propagacion de las sefiales eléctricas en las células excitables. La unién de un neurotransmisor
(acetilcolina o glutamato, por ejemplo) activa a los canales activados por ligando generando corrientes idnicas
que despolarizan el Vi de la célula postsindptica (neurona, célula muscular o célula secretora, por ejemplo). El
cambio en el voltaje provocado por el potencial postsindptico puede activar entonces canales de Na* de Ca**y de
K* activados por voltaje, los cuales generan y propagan el potencial de accidn a la siguiente célula. Otros canales
como los TRP y los de K* de dos poros contribuyen en el establecimiento y modulacién de la excitabilidad
membranal (Modificada de Lumpkin et al., 2010).

Estructuralmente los canales idnicos presentan un arreglo tridimensional que promueve la
formacion de un poro por donde fluyen los iones; la estructura proteica y el diametro del poro
determina la selectividad a un idn y por lo tanto se le considera el filtro de selectividad del
canal (Doyle et al., 1998). El arreglo estructural que presenta un canal iénico es variable por
ejemplo, los canales de K* y los canales activados por temperatura (TRP) son tetrdmeros,
mientras que los canales activados por ligandos como el receptor de acetilcolina, glicina y
otros neurotransmisores son pentameros; por otro lado los canales idnicos de uniones
comunicantes (gap junctions) poseen estructura de hexdmeros. En el caso de los canales de
Na* y Ca** el arreglo que presentan es como un tetramero sin llegar a ser un verdadero

tetrdmero, ya que la proteina completa es codificada por un solo gen (Hille, 2001).



El campo de estudio de los canales idnicos se origind a partir de 1952 con los trabajos
realizados por Alan Lloyd Hodgkin y Andrew Huxley en el axdn gigante de calamar. Mediante
el empleo de una técnica electrofisiolégica que ellos desarrollaron y llamaron “fijacién de
voltaje”, realizaron un andlisis sistematico y riguroso de las corrientes que fluyen a través de la
membrana del axon gigante de calamar. Sus resultados les permitié proponer un modelo que
explica la generacién y propagacién de sefales eléctricas (potenciales de accién) a través de la
membrana plasmatica del axdn; dicha propuesta consiste en que los potenciales de accidn del
axon gigante de calamar se originan por dos corriente idnicas: la entrada de iones Na* que
produce la despolarizacion de la membrana, y la salida de iones K* que repolariza la
membrana de la célula. Adicionalmente, expusieron que las corrientes de Na*'y K*se
generaban en sitios particulares de la membrana a los cuales llamaron “parches activos”.
(Hodgkin et al., 1952; Hodgkin & Huxley, 1952a; Hodgkin & Huxley, 1952b; Hodgkin & Huxley,
1952¢). Actualmente se sabe que estos parches activos se caracterizan por una alta densidad
de canales de Na*y de K*activados por voltaje. No obstante, Hodgkin y Huxley nunca
emplearon la palabra “canal” en esta serie de trabajos, sin embargo éstos representan las
bases de la excitabilidad celular y los sustratos moleculares responsables de la misma: los

canales idnicos. Tales reportes les valid el Premio Nobel de fisiologia-medicina en el afio de

1963.

A partir de entonces, el conocimiento acerca de los canales idnicos a nivel molecular se ha
incrementado considerablemente. En la década de los 80s, se conocid la naturaleza proteica
de los canales idnicos, a partir de estudios con el receptor de acetilcolina (Raftery et al., 1980;
Noda et al., 1982), y después con los canales de sodio (Noda et al., 1984) y calcio (Tanabe et al.,
1987). Un avance trascendental en materia de canales iénicos se presenté en 1976, cuando
Erwin y Neher Sakmann desarrollaron la técnica de fijacién de voltaje llamada patch clamp,
que consiste en la formacidn de sellos de alta resistencia entre la membrana de una célulay la
punta de un microelectrodo de vidrio de tal suerte que se obtiene un pequefio “parche” de
membrana aislado eléctricamente. El voltaje a través de este parche se mantiene constante
con la ayuda de un amplificador de retroalimentacion y de esta manera pudieron medir las

corrientes que fluian a través de los canales presentes en el parche de membrana (Neher &


http://es.wikipedia.org/wiki/Alan_Lloyd_Hodgkin
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Sakmann, 1976). De igual forma estos investigadores ganaron el premio Nobel de Fisiologia y

Medicina en 1991.

En 1998 se logrd otro avance medular en el estudio de los canales ionicos que también le valié
el premio Nobel a su autor. El grupo de Roderick MacKinnon logrd cristalizar por primera vez
un canal idnico y estudiarlo con difraccidn de rayos X obteniendo imdgenes con una resolucién
de 3.2 A (Doyle et al., 1998). En los ultimos 15 afios se han cristalizado varios canales iénicos lo
que ha mejorado el conocimiento acerca de ellos y también ha confirmado gran parte de la
informaciéon que se obtuvo durante casi 50 afios mediante el empleo de técnicas
electrofisioldgicas, bioquimicas, y de biologia molecular, entre otras. No obstante, la mayoria
de los canales hasta ahora cristalizados son en su mayoria de células procariontes; y los de
células eucariotas han sido de canales de potasio, por lo que a la fecha no se tiene la
informacion respectiva de canales de calcio o de sodio activados por voltaje en células
eucariotas. En consecuencia, el funcionamiento molecular de un canal de calcio activado por
voltaje no ha sido suficientemente estudiado, en particular los elementos estructurales
involucrados en el mecanismo de apertura y cierre de los mismos. Por lo tanto, este proyecto
de tesis se enfocd en obtener informaciéon que permita entender mejor el mecanismo por el
cual los canales de calcio se abren y cierran en respuesta a su estimulo fisioldgico que es el
voltaje, y en particular nos enfocamos en estudiar la relacidn entre la estructura y la funcién
de los canales de calcio tipo T, una subfamilia de los canales de calcio (véase mas adelante). A
continuacion, se revisaran algunos aspectos del estado del arte en que se encuentran los

canales de calcio activados por voltaje.

B. Canales de calcio activados por voltaje

Los canales de calcio activados por voltaje (Cav) forman parte de la superfamilia de canales
idnicos activados por voltaje, de la cual forman parte también los canales de sodio (Nav), los
de potasio (Kv) y algunos de cloruro (Hille, 2001). Los canales Cay son una de las principales
vias responsables de la entrada pasiva de calcio a las células, es decir, el influjo de calcio a

través de los canales Cay utiliza Unicamente la fuerza impulsora generada por el gradiente del
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ion Ca** entre el citoplasma y el medio extracelular. Transportando iones de Ca** a una
velocidad de hasta 10° iones s' (Sather & McCleskey, 2003), los canales Cav pueden
incrementar la concentracidn intracelular de Ca** a valores cercanos a 1 0 2 yM en
microdominios cercanos a la membrana celular e inducir exocitosis (Thomas et al., 1990).
Ademas, el i6n Ca** es un mensajero intracelular crucial en la modulacién de una amplia gama
de funciones celulares como la exocitosis de hormonas y neurotransmisores, la contraccidon
muscular, el metabolismo, la expresion de genes, la diferenciacion y proliferacién celular, la
fertilizacidn, etc. (Berridge, 2012). El primer indicio de la existencia de los canales de calcio se
obtuvo indirectamente estudiando fibras musculares de crustaceos a mediados del siglo
pasado por Fatt y Katz (Fatt & KATZ, 1953), quienes observaron potenciales de accién (en
ausencia de iones sodio) débiles pero capaces de propagarse a lo largo de la fibra muscular.
Hoy se sabe que los responsables de generar dichos potenciales de accion en practicamente

todas las fibras musculares de invertebrados son los canales Cav.

C. Clasificacion de los canales Cay

La primera clasificacion de los canales Cay considerd el intervalo de voltaje necesario para su
activacion; asi se dividieron en dos grandes clases, los canales de calcio de alto umbral de
activaciéon (HVA, por sus siglas en inglés) y los de bajo umbral de activacién (LVA).
Posteriormente, con base en propiedades biofisicas y farmacoldgicas de las diferentes
corrientes estudiadas se subdividieron en cinco tipos diferentes de canales HVA denominados
L, N, P, Q y R; mientras que los LVA solo incluian un tipo de canal los tipo T (Nilius et al., 1985;
Armstrong & Matteson, 1985; Nowycky et al., 1985; Bean, 1989; Ahlijanian et al., 1991; Catterall,

2000).

Los canales HVA se activan a potenciales entre -30 y -20 mV; generan corrientes de larga
duracidén, exhiben conductancias grandes de unos 24 pS, y se cierran rdpidamente al
repolarizar la membrana. Los canales HVA tipo L son quizas los canales Cayv mas estudiados,
representan la principal via de entrada de iones Ca** en las células de los musculos cardiaco,

esquelético y liso; ademas, contribuyen al control la secrecion de neurotransmisores y al



mecanismo de acoplamiento excitacidon-contraccidon. Estos canales son bloqueados
selectivamente por las dihidropiridinas, farmacos utilizados en la clinica para tratar problemas
de hipertension (Catterall, 2011). Los canales tipo N deben su nombre a que al momento de
describirse por primera vez presentaban caracteristicas que los hacia distintos alos Ly los T,
es decir, no eran ni T ni L, por lo que recibieron el nombre de tipo N. Esta corriente es
selectivamente bloqueada y de manera irreversible por la ®-conotoxina GVIA (Nowycky et al.,
1985; McCleskey et al., 1987). Los canales de tipo P se describieron por primera vez en las
células de Purkinje del cerebelo, aunque posteriormente se ha descrito su existencia en varios
tipos de neuronas, asi como en la retina, hipdfisis, células cromafines, etc. Son bloqueados
selectivamente por la toxina de arafia w-agatoxina IVA (Llinas et al., 1992). Los canales tipo Q
se encuentran abundantemente expresados en las neuronas granulosas del cerebelo y otras
preparaciones donde también se expresan los canales tipo P, pero son bloqueados
especificamente por toxinas como la ®-conotoxina MVIIC (Randall & Tsien, 1995). Por su parte
los canales tipo R se encuentran en muchos tipos neuronales en diferentes proporciones y son

bloqueados por la toxina SNX-482 (Newcomb et al., 1998).

Por su parte, los canales de calcio LVA o tipo T, se activan a potenciales mas negativos
(alrededor del Vim de muchas células, entre -60 y -50 mV), presentan conductancias pequenas
(de unos 8 pS), se cierran lentamente con la repolarizacién de la membrana, y generan
corrientes con un curso temporal transitorio (de ahi su nombre tipo T) (Carbone & Lux, 1984;
Matteson & Armstrong, 1986). El descubrimiento de los canales tipo T se remonta a principios
de la década de los 80’s del siglo pasado en la entonces Unidn Soviética, donde investigadores
del grupo del Dr. Platon Kostyuk en el Instituto Bogomoletz en Kiev, describieron por primera
vez la existencia de dos tipos de canales de calcio activados por voltaje en neuronas del
ganglio dorsal de la rata (Veselovskii & Fedulova, 1983). Un afio mas tarde, se publicé un
trabajo en la revista Nature cuyos autores el Dr. Carbone y el Dr. Lux del Instituto Max Planck
en Alemania reportaron también la existencia de dos canales Cay en el ganglio dorsal de pollo
y rata (Carbone & Lux, 1984). En la actualidad es bien sabido que los canales de calcio tipo T se
encuentran ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central y periférico, en células

enddcrinas y musculares, e incluso en células no excitables como los espermatozoides donde



regulan varios procesos como la movilidad, la capacitacion de los espermatozoides y la
reaccién acrosomal, principalmente (Talley et al., 1999; Darszon et al., 2011; Darszon &
Hernandez-Cruz, 2014). Una diferencia sustancial con los canales HVA es que los canales tipo T
no requieren de subunidades accesorias para generar corrientes tal y como se observan en las
neuronas y otros tipos celulares donde se han registrado las corrientes tipo T (Perez-Reyes,
2003). No obstante, la posibilidad de que las corrientes tipo T sean reguladas por las
subunidades accesorias de los canales HVA no se puede descartar y, de hecho, existen
evidencias de nuestro grupo de investigacion y de otros mas que tal interaccién se presenta

en ciertas condiciones experimentales (Arteaga, 2007; Bae et al., 2010).

La clasificacion mas actual de los canales Cay toma en cuenta la identidad molecular de los
genes que codifican para cada una de las subunidades a1 que generan corrientes de calcio
activadas por voltaje. De esta manera existen 10 tipos diferentes de canales Cav agrupados en
tres subfamilias: Cav1, Cav2 y Cav3 (Figura 2). La nomenclatura de los canales se designd para
seguir los mismos criterios de los canales Nav y Ky, primeramente el nombre se debe al i6n que
transportan (en este caso calcio, Ca**), seguido de la inicial del estimulo que los activa (V de
voltaje) indicado como subindice; después el nombre de la familia al que pertenecen (1, 2y 3),
y finalmente separado por un punto el numero de miembro de la subfamilia. Con base en la
similitud de las secuencias de la subunidad a1 se tiene que la subfamilia Cav1 esta formada por
los canales tipo L (Cav1.1 a Cav1.4), la subfamilia Cav2 comprende los canales tipo P/Q (Cav2.1),
N (Cav2.2) y R (Cav2.3); la Cav3 incluye Unicamente a los canales tipo T con tres diferentes

subunidades a1: G (Cav3.1), H (Cav3.2) e | (Cav3.3) (Ertel et al., 2000).

D. Composicion y propiedades moleculares de los canales Cav

La composicion molecular de los canales Cav es diferente entre los canales HVA y los LVA. Por
un lado, los primeros son complejos de proteinas transmembranales que consisten de una
subunidad principal a1, y tres subunidades accesorias que reciben el nombre de 8, 020 vy vy
(Figura 3) (Arikkath & Campbell, 2003). Sin embargo, los canales LVA consisten Unicamente de

la subunidad principal a1, ya que al momento no se han clonado subunidades accesorias
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propias de estos canales. La subunidad principal a1 de ambos canales contiene el poro de

conduccidn idnica y el sensor de voltaje, es decir, por si sola puede generar corrientes idnicas.

— Ca,1.1 (04g)

— Ca,1.2 (o)

— Ca,1.3 (o,p)

HVA Ca,1.4 (oyp)

"E Ca,2.1 (o)

Ca,2.2 (o)

— — Ca, 2.3 (0,g)

— Ca,3.1 (o)

LVA L—Ca,3.2 (o))
— Ca,3.3 (o))

T T T T 1
20 40 60 80 100

Porcentaje de identidad en la secuencia de aminoacidos

Figura 2. Arbol filogenético de los canales Cav. Se muestra el porcentaje de identidad en las secuencias de
aminodcidos de la subunidad ou de los canales Cav. La secuencia completa de cada subunidad o fue reducida
exclusivamente a las regiones que atraviesan la membrana y las asas del poro, lo cual generd un archivo de ~350
aminodcidos. Posteriormente, dichos archivos fueron alineados utilizando el programa DNAsis tomando como
base el algoritmo de CLUSTAL. El alineamiento mudiltiple de secuencias define tres subfamilias: Cav1, Cav2 y Cav3,
con alrededor de 80% de identidad entre ellas (Modificada de Perez-Reyes, 1999).

La subunidad a1 es una proteina de aproximadamente 200 kDa y esta constituida por cuatro
dominios homdlogos (I a IV), los que a su vez estdn formados por seis segmentos
transmembranales (S1 a S6) con estructura de a-hélice y unidos entre si por asas intra y
extracelulares. Los segmentos S1-S4 forman el dominio sensor del voltaje de la subunidad a1.
El segmento S4 se caracteriza por presentar varios aminodcidos con carga neta positiva como
arginina y lisina, que se repiten cada tres residuos, y que tienen la funciéon de actuar como
sensor de voltaje. Cuando ocurre un cambio en el Vi, el segmento S4 se mueve en la bicapa
lipidica, promoviendo asi los cambios conformacionales que la proteina adopta durante la
activaciéon del canal (Sands et al., 2005; Tombola et al., 2006). Con base en estudios de
cristalografia de rayos X de canales de Kv y Nayv cuyas subunidad o comparten varias

similitudes con los canales Cav, se ha propuesto que los segmentos S5 y S6 forman la pared
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interna del poro de conduccién y estan unidos por un asa que se invagina en la membrana, y
que es conocida como el asa del poro muy cercana el extremo extracelular (Jiang et al., 2003a;
Jiang et al., 2003b; Payandeh et al., 2011; Payandeh et al., 2012). Las cuatro asas del poro,
forman el vestibulo externo del canal y el filtro de selectividad, por lo que la secuencia de
aminodcidos en estas estructuras determinan la selectividad, conductancia y afinidad del canal

(Catterall, 2011).

EXTRACELULAR

prontee
2000000

INTRACELULAR

Figura 3. Estructura topoldgica de los canales Cav. Los canales de calcio activados por voltaje son complejos
multiproteicos formados por la subunidad principal a1, con 4 dominios homdélogos (|, 11, 11, IV), cada uno con seis
segmentos transmembranales (51-S6); la subunidad § es completamente intracelular e interactda en su sitio BID
(Beta Interaction Domain) con el sitio AID (Alpha Interaction Domain) de la subunidad a1; la subunidad a26
consiste de una regién transmembranal y otra extracelular, mientras que la subunidad y es una proteina
transmembranal (Modificada de Randall & Benham, 1999).

Por su parte, la subunidad B es completamente intracelular y se asocia a la subunidad a de
manera no covalente a través de la interaccion de su region BID (Beta Interaction Domain) y la
region AID (Alpha Interaction Domain) de la subunidad a1. En cambio, la subunidad y es
completamente transmembranal, mientras que la 026 presenta una regién transmembranal y

otra extracelular. Estas subunidades auxiliares regulan la actividad y el nimero de las
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subunidades a1 en la membrana (Arikkath, et al., 2003). Sin embargo, no todos los canales de
calcio poseen todas las estructuras mencionadas, ya que los canales de calcio que se activan a
umbrales mds negativos (LVA o Cav3), solo poseen la subunidad a1y carecen de subunidades

accesorias.

E. Mecanismo basico del funcionamiento de los canales Cay

Como ya se ha mencionado, los canales activados por voltaje responden a variaciones en el
Vm, lo cual se manifiesta con cambios en la conformacién de la proteina del canal. Los canales
Cav se encuentran en la conformacién cerrada o en reposo a valores de voltaje cercanos al
potencial de reposo de la mayoria de las células excitables (es decir, alrededor de -80, -70 mV),
en respuesta a una despolarizacién del Vi, la mayoria de los canales transitan al estado abierto
o activado (proceso llamado gating) lo que permite el flujo de los iones Ca** (siempre a favor
del gradiente electroquimico) (Figura 4). El flujo de iones estara en funcién del nimero de
canales abiertos, asi como de la fuerza impulsora la cual resulta de la diferencia entre el
potencial de membrana y el potencial de equilibrio del ion. Sin embargo, el flujo de iones no es
permanente y decrece en funcién del tiempo (corriente transitoria), lo cual es debido a que el
canal abierto transita a otro estado conocido como estado inactivado. La inactivacion es otro
estado en donde el canal sigue abierto, pero debido a un cambio conformacional de la
proteina se interrumpe el flujo de iones. Este fendmeno, conocido como inactivacidon del
canal, regula el flujo excesivo de calcio a las células y es ocasionado por estructuras ajenas a la
compuerta de activacion; de hecho el elemento estructural responsable de la inactivacion
sigue siendo aun motivo de estudio y debate en los canales Cay3 (Marksteiner et al., 2001;
Staes et al., 2001; Park et al., 2004). Es importante mencionar que los canales Cay3, presentan
una marcada tendencia a transitar al estado inactivado directamente del estado cerrado, es

decir, una fraccién de canales se inactiva sin que previamente sean abiertos (Serrano et al.,

1999).
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Figura 4. Esquematizacién de los cambios conformacionales asociados al funcionamiento de los canales Cav3.
La transicion del estado cerrado o en reposo al estado abierto conductor de iones se denomina Activacién. La
transicion del estado abierto a uno no conductor de iones, aiin cuando la compuerta esta abierta, se denomina
Inactivacién. Finalmente, la transicion del estado abierto al cerrado es conocida como Desactivacion (George,
2005)

Para que el canal regrese al estado cerrado a partir del inactivado, la membrana debe ser
repolarizada (es decir, que regrese al valor de Vi en reposo) y después de transcurrido cierto
tiempo (el cual se le denomina recuperacién de la inactivacién), el canal puede volver a ser
activado. Durante la repolarizaciéon de la membrana al valor de Vi, inicial, los canales que no se
inactivaron durante el pulso, se desactivan, esto es, transitan directamente del estado abierto
al cerrado sin pasar por el inactivado (Figura 4). Cabe mencionar que en realidad el canal
transita por mas estados de los descritos aqui (Serrano et al., 1999), pero para los fines de la
presente disertacion, estos son suficientes para entender el mecanismo bdsico de los canales

Cavs.
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2. ANTECEDENTES

No obstante que el avance en el conocimiento de los canales idnicos ha sido muy significativo
en los 60 afios posteriores a los trabajos de Hodgkin y Huxley de 1952, el aspecto de la relacién
entre la estructura y la funcién ha sido menos fructifero. Aspectos basicos del funcionamiento
de los canales Cayv y en particular de los Cay3 no han sido aclarados suficientemente. Sin
embargo, en los ultimos 15 afios se han logrado avances cruciales en cuanto a la estructura
tridimensional de las proteinas de algunos canales idnicos, principalmente utilizando
cristalografia de rayos X; lo cual ha proporcionado informacién con la que se han podido
plantear ciertas hipdtesis sobre los mecanismos y elementos estructurales que podrian estar
involucrados en los procesos de activacion, inactivacidon y desactivacion, entre otros aspectos

biofisicos basicos de estas fascinantes proteinas.

A. Propiedades estructurales de los canales de K* y Na*

El primer avance fundamental en este tdpico, fue el realizado en 1998 por el grupo de
Roderick MacKinnon, quienes publicaron por primera vez una fotografia del arreglo molecular
de la proteina de un canal. En este caso fue el canal de potasio KcsA obtenido de una bacteria
(Streptomyces lividans). El canal KcsA es un homotetrdmero y no obstante que es menos
complejo que un canal de mamifero, aporté una gran cantidad de informacién sobre la
estructura molecular tridimensional de estos canales. La estructura cristalografica fue
obtenida en la conformacion cerrada del canal (Figura 5A), la cual muestra que las a-hélices
del segmento transmembranal M2 (andlogo a los segmentos S6 en los canales Nay y Cay de
mamiferos) delinean una porcién intracelular del poro, obstruyendo el poro y por
consiguiente impidiendo el flujo de iones; ademds indican que la region extracelular es la
encargada de la selectividad del i6n (Doyle et al., 1998). Afos mas tarde, el mismo grupo de
investigacion report6 la estructura atémica del canal de potasio Mthk obtenido de otra
bacteria (Methanobacterium thermoautotrophicum), a diferencia del anterior esta estructura
fue cristalizada en la conformacidn abierta o activada (Figura 5B). En este caso se observa que
los segmentos M2 estan rotados 30° a partir de una glicina localizada por debajo del filtro de

selectividad, dicha torsion de las o-hélices de los cuatro segmentos M2 generan la
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configuracién abierta del canal (Jiang et al., 20023; Jiang et al., 2002b). A partir de estas
estructuras cristalograficas se propuso un mecanismo de activacién para los canales de
potasio donde los residuos de glicina del segmento M2 cumplen la funcién de una bisagra que
permite la aperturay cierre del poro del canal de potasio, de ahi que dichos residuos reciban el

nombre de glicinas “bisagra” (Figura 5B).

A

Extracelular

Intracelular

Figura 5. Estructura tridimensional de los canales de potasio en los estados cerrado y abierto. A) Elementos
estructurales del poro del canal de K* KcsA en su conformacién cerrada. Para mayor claridad se muestran solo
dos de las cuatro subunidades a que forman el tetramero. El filtro de selectividad se colorea en amarillo, el
segmento exterior (M1) y el segmento interior (M2, que forman la pared del poro) y el poro (P) del canal
(Adaptada de Doyle et al., 1998). B) Tres subunidades a del canal MthK en su conformacién abierta. Se ilustra el
filtro de selectividad del canal en amarillo, las glicinas “bisagra” en rojo, y una alanina altamente conservada en
los canales K* (verde). Esta Ultima denota la importancia de un aminoacido con una cadena lateral corta ya que
no obstruye el poro y no interfiere con la conductancia iénica (Modificada de Jiang et al., 2002b). C) Estructura
cristalogréfica del canal de potasio NaK en el estado abierto. Nuevamente el filtro de selectividad en amarillo,
glicina bisagra en rojo y un aminodacido con cadena lateral larga (fenilalanina) que constituye la compuerta de
activacién en verde (Editada de Alam & Jiang, 2009a). D) Empalme de las estructuras de los canales NavMs (rojo)
y NavAb (azul). Este ultimo denota la configuracion cerrada, mientras que el primero el estado abierto del canal.
La superficie interna accesible del modelo del poro del canal NavM se muestra en gris, la cual es una via continua
desde el extremo extracelular a la superficie interna de la membrana. Note que la diferencia entre la
conformacidn cerrada y abierta del canal radica en el extremo intracelular de las o-hélices del segmento S6
(equivalente al M2 de los canales de bacterias) (Modificada de McCusker et al., 2012).



16

La glicina es unica en su capacidad de adoptar un amplio rango de angulos diedros con
respecto a la cadena polipeptidica principal debido en gran medida a la falta de una cadena
lateral caracteristica de todos los demds aminodcidos (Petsko & Ringe, 2004).
Posteriormente, se obtuvo la estructura cristalograficas de un canal cationico no selectivo
(conduce sodio y potasio) llamado NaK en el estado abierto (Alam & Jiang, 2009a). En esta
estructura se encontraron nuevamente los residuos de glicina bisagra (Figura 5C), por lo que
se sugiere que este canal puede tener un mecanismo de apertura muy similar al del canal
MthK. La aportacion adicional de este ultimo trabajo fue la identificacion de la compuerta de
activacion que permite el flujo de iones a través del poro del canal, cuyo sustrato molecular lo
constituye un anillo de cuatro fenilalaninas (Phe) que se ubican cinco posiciones distantes de
la glicina bisagra hacia el extremo intracelular de la o-hélice. En la mayoria de los canales de
potasio esa posicién es ocupada por una alanina y en pocos casos por una glicina (Alam &

Jiang, 2009b).

En lo que respecta a los canales de sodio, en el 2011 se logrd obtener la primera estructura
cristalografica de este clase de canales idnicos y nuevamente se obtuvo de una célula
procariota, la arqueobacteria Arcobacter butzleri (NavAb), cuya estructura coincide con la
conformacién cerrada de los canales de potasio previamente descritos (Payandeh et al., 2011).
Un afo después se reporté la estructura de un canal Nay de otra bacteria (Magnetococcus sp.)
en la conformacién abierta (McCusker et al., 2012). A diferencia de los canales de potasio el
mecanismo propuesto para la activacion del canal no implica la participacidon de residuos de
glicinas bisagra; los autores sugieren por el contrario una rotacion del angulo de la cadena
principal de un residuo de treonina (Thr) en el medio de a-hélice del segmento S6, lo cual
orienta ésta hélice hacia fuera del poro central del canal, abriendo la mitad inferior
(intracelular) de la estructura, originando asi una via transmembranal sin restricciones para el

flujo de iones (Figura 5D).

No obstante que las estructuras cristalograficas de los canales de sodio hasta ahora
reportados, no implican la participacidon de glicinas bisagra en el mecanismo de activacion de

los mismos, si existen evidencias de estudios estructura-funcidon que sugieren la contribucién
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de glicinas “bisagra” en canales Nay de bacterias y de mamiferos, asi como en canales Cay de

mamiferos. A continuacién se describen brevemente tales hallazgos.

B. Estudios estructura-funcién acerca de la participacion de las glicinas “bisagra” en canales
bacterianos y de mamiferos.

Estos trabajos han sido realizados, entre otros, por el grupo de William Catterall utilizando
estrategias de mutagénesis dirigida teniendo como blanco molecular los residuos de glicina en
los segmentos S6 del canal Nay bacteriano llamado NaChBac, y, de manera menos sistematica,
el canal Nayv1.2 de rata (Yarov-Yarovoy et al., 2001; Yarov-Yarovoy et al., 2002; Zhao et dl.,
2004). La mutacién de la glicina de la posicién 219 del canal NaChBac que corresponde a las
glicinas del canal MthK, por una prolina introdujo cambios drasticos en el funcionamiento del
canal (Figura 6). La activacion dependiente de voltaje se recorrié 50 mV hacia voltajes mas
negativos (hiperpolarizados; Figura 6A), la corriente se inactivé con una cinética 1200 veces
mas lenta que el canal silvestre y la dependencia al voltaje de la inactivacién (inactivacién en el
estado estacionario) practicamente desaparecié en el canal mutante (Figura 6B). De manera
sobresaliente, la mutacion por prolina se reflejé en un enlentecimiento del cierre del canal en
mds de 2000 veces con respecto al canal silvestre (Figura 6C). Los efectos fueron
estrictamente debidos a la presencia de la prolina en lugar de la glicina “bisagra”, ya que
sustituciones por prolina en las posiciones vecinas, asi como sustituciones de otros
aminodcidos por la glicina “bisagra” tuvieron efectos mucho mas discretos (Zhao et al., 2004).
La prolina también tiene la capacidad de inducir una torsion de la a-hélice, pero contrario a la
glicina, mantiene fijos dichos dngulos a valores cercanos a una conformacion extendida del
polipéptido, como la de una B-plegada, es decir la prolina funciona como un desestabilizador
de o-hélices (Petsko & Ringe, 2004). Con base en esta informacidn, los resultados de Zhao y
colaboradores sugieren que la participacion de la glicina bisagra del canal NaChBac es crucial
para la activacion y desactivacion rapida del canal, ya que al sustituirla por una prolina que
reduce significativamente la flexibilidad de la a-hélice de los segmentos S6, el canal adopta
una conformacidn abierta mds estable, caracterizada por una mayor sensibilidad al voltaje de

activacion y una transicion al estado inactivado y cerrado sumamente lenta.
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Trabajos similares de estructura-funcién también han sido realizados en canales de potasio
para explorar la hipdtesis de las glicinas como residuos bisagra obteniendo resultados
contrastantes. Por ejemplo, en el canal Shaker se reporté que la mutante G466A (glicina
“bisagra” por alanina) del segmento S6 (equivalente al M2 del canal MthK) no produce
canales funcionales, sugiriendo que la glicina en esta posicidn es crucial para la activacién del
canal al conferirle a la a-hélice la flexibilidad necesaria para la apertura del canal (Ding et al.,
2005). Sin embargo, en canales de potasio del tipo ERG se reporté que las glicinas “bisagra”
no contribuyen al mecanismo de activacion de estos canales y se propone la participacion de
aminoacidos mas hidrofébicos cercanos al extremo intracelular del segmento S6 (Hardman et

al., 2005; Hardman et al., 2007).
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Figura 6. Modificaciones en la activacién del canal NaChBac al sustituir la glicina “bisagra” por una prolina en el
segmento S6. A) La mutante de prolina (G219P) produjo un desplazamiento en la curva de activacién de ~ 50 mV
hacia voltajes mas hiperpolarizados, respecto al canal silvestre (WT). B) La cinética de inactivacion de la mutante
G219P se enlentecié mas de 1200 veces. Corrientes de sodio registradas a -10 mV (WT) o a -60 mV (G219P) a partir
de un potencial de mantenimiento de -120 mV. C) El cierre del canal (desactivacién) mutante ocurrié con una
cinética 2000 veces mas lenta que el silvestre. Los registros de arriba son colas de corriente registradas a -120 mV
del canal silvestre (trazo negro) y del mutante G219P (trazo amarillo). Constantes de tiempo de las colas de
corriente en funcidn del voltaje para los dos canales (Adaptada de Zhao et al., 2004).

En consecuencia, la pregunta que surge es saber si dicho mecanismo caracterizado por las
glicinas bisagra se conserva también en los canales Cay, dado que comparten ciertas
similitudes estructurales con los canales de potasio y de sodio. Empero una diferencia
sustancial, es el ndmero de glicinas “bisagra” que contiene cada clase de canales, mientras

que los de potasio tienen cuatro, los de sodio presentan tres y los de calcio Unicamente dos
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(en los segmentos I1S6 y 11S6). Por ello, es probable que el mecanismo de activacién sea
diferente en estos ultimos. A continuacién se describen los pocos trabajos que existen al

respecto.

En 2005 se reportd que los canales Cav1.2 (HVA), en el que se mutd la glicina “bisagra” del
segmento 11S6 por una prolina (mutante G770P). Los resultados indicaron que la G770 no
funciona como aminoacido bisagra; pero sugieren que los aminodcidos préximos a ésta (1781,
L779, A780 y A782) estan relacionados con la activacién del canal (Figura 7A). Particularmente,
las mutaciones 1781P y 1781T enlentecieron drasticamente el cierre del canal (Figura 7B). Por
ello, los autores sugieren que debe haber un punto de flexién de la a-hélice dentro de los
cuatro aminoacidos mencionados, de tal forma que dicho cambio estabiliza la conformacion

abierta del canal Cav1.2 (Hohaus et al., 2005).
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Figura 7. Alineamiento y mutaciones puntuales del residuo 1781 en el segmento 11S6 del canal Cavi.2. A)
Alineamiento de la secuencia del canal Cav1.2 y Cav1.4 con el canal NaChBac para encontrar las glicinas bisagra
(recuadro rojo); también se observa el residuo 1781 que se presume participa en la activacién del canal Cavi.2. B)
Constantes de tiempo de cierre de los canales Cavi.2 silvestre (WT) y mutantes en funcién del voltaje. Las
mutantes 1781P e 1781T indujeron un drastico enlentecimiento del cierre del canal Cav1.2 (Modificada de Hohaus
etal., 2005).
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Posteriormente, en 2006 Raybaud y colaboradores reportaron otro estudio funcional en
canales Cav HVA en el que realizaron mutaciones en las glicinas “bisagra” presentes en los
segmentos | y Il de los canales Cav1.2 y Cay 2.3, asi como en otras glicinas mas distales de
dichos segmentos (Raybaud et al., 2006). La introduccién de prolinas en cualquiera de las
glicinas del segmento IS6 del canal Cav1. 2 generaron mutantes no funcionales; mientras que
la sustitucidon por alanina enlentecié la cinética de inactivacidon y afectd ligeramente la
activacion del canal. Sin embargo, la sustitucion de la glicina bisagra del segmento 1IS6 generd
corrientes muy similares a las del canal silvestre con un ligero efecto sobre la dependencia al
voltaje de activacion. Los autores concluyeron que la contribucidn de las glicinas “bisagra” del
canal Cav1.2 al mecanismo de activacidn es muy discreto, mientras que es mas significativo el
de las glicinas distales que se encuentran cerca del extremo intracelular del segmento I1S6 en
dicho canal, no obstante, tales glicinas no tienen el mismo papel en el canal Cav2.3. Por
consiguiente aun no queda claro cudles son los sustratos moleculares involucrados en el
mecanismo de apertura y cierre de los canales Cav y cudl es el papel que desempefan en dicho
fenédmeno las glicinas “bisagra” de los segmentos S6 de los Cav, y en particular en los canales

tipo T, en los que la informacidn existente es minima.

Nuestro laboratorio ha sido pionero en la investigacion del papel de las glicinas “bisagra” de la
activacion de los canales tipo T. Mediante el alineamiento de las secuencias de las
subunidades a entre los canales Cay3, canales de sodio (Nav1.2 y NaChBac), asi como la de los
canales de potasio KcsA y MthK (Figura 8), fue posible identificar que los canales Cav3 solo
presentan dos glicinas “bisagra”, una en el segmento I1S6 y otra en el 1IS6; también se
identificaron los residuos de los segmentos 11IS6 y IVS6 que pudieran fungir como
aminodcidos “bisagra” en los canales Cav3. Asi se encontrd que en los tres miembros de la
subfamilia Cav3 hay una valina (V) y una glutamina (Q) en los segmentos 111S6 y IVS6 que
podrian tener la funcién de residuos “bisagra” en estos canales. Interesantemente, los
canales Nav1.2 posen una tercera glicina en el dominio Ill, por lo que es posible que la valina

del dominio Il funcione como aminoacido “bisagra” en el canal Cay3.
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KcsA RCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWEF
MthK MYFTVTLIVLEGIGTFAVAVERLLEFL
NaChBac WLYFVSFVLIGTFIIFNLFIGVIVNN
Nay1.2-156 MIFFVLVIFLEGSFYLINLILAVVAMA
Nay1.2-11S6 LTVFMMVMVIGNLVVLNLFLALLLSS
Nay1.2-11S6 YLYFVIFIIFGSFFTLNLFIGVIIDN
Nay1.2-IVS6 IFFFVSYIIISFLVVVNMYIAVILEN
Ca,3-1S6 FIYFILLIIVGSFFMINLCLVVIATQ
Cay3-11S6 ALYFVALMTFGNYVLFNLLVAILVEG
Ca,3-11S6 LLYFISFLLIMSFFVLNMFVGVVVEN
Cay3-IVS6 IYFVSFVLTAQFVLVNVVIAVLMKHL

Figura 8. Alineamiento de las a-hélices internas que forman el poro de canales idnicos. La glicina conservada en
las hélices de los segmentos S6 o M2 (segun el tipo de canal) esta resaltada en azul cielo en el alineamiento de las
secuencias de los canales bacterianos de potasio KcsA y MthK, y de sodio NaChBac; con las de los canales de
mamifero de sodio (Nav1.2) y de calcio tipo T (Cav3). En éste Ultimo casos se presentan las secuencias consenso
de los tres canales Cav3, y las posiciones con variaciones estan resaltadas en amarillo.

Con base en el alineamiento de la Figura 8 en nuestro laboratorio se llevé a cabo un estudio
donde se realizaron mutaciones puntuales en las glicinas “bisagra” del canal de calcio
activado por voltaje Cayv3.3; obteniendo resultados contrastantes (Sepulveda-Hirose, 2012).
Por un lado la mutacién por prolina del residuo Gly385 (segmento 1S6) acelerd
significativamente la desactivacién de los canales (Figura 9), y desplazé la dependencia al
voltaje de la activacidn a potenciales mas positivos. Por otro lado, la sustitucion por prolina
del residuo Gly814 (segmento 11S6) resulté en un cierre mas lento del canal (2 veces respecto
al canal silvestre) (Figura 9C), y tuvo un efecto muy discreto en la activacién del canal a
voltajes mas negativos. Ambas mutaciones desplazaron la curva de inactivacion en el estado
estacionario hacia voltajes mas negativos. Interesantemente, el residuo Val1383 (segmento
[11S6) también fue sustituido por varios aminoacidos y los resultados obtenidos sugieren que
este aminodcido tiene un papel importante en los mecanismos de inactivacion y cierre del
canal Cav3.3. En particular, la mutacidon de dicha valina por glicina indujo los efectos mas

notables sobre la estabilizacién del canal en el estado abierto (Figura 9D).
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Figura 9. Efecto de las mutaciones en los segmentos I1S6, 11S6 y 111S6 en el cierre de los canales Cav3.3. A) Trazo
representativo de las colas de corriente generadas por el canal Cav3.3. B-D) Cinética de cierre de las mutaciones
evaluadas y del canal silvestre. Las mutaciones de los segmentos 1S6 y 11S6 aceleraron el cierre del canal;
mientras que de las mutaciones en el 111S6 solo la sustitucién por glicina enlentecid significativamente el cierre
del canal (Modificado de Sepulveda-Hirose, 2012).

En resumen, las evidencias reportadas en la literatura sobre los elementos estructurales
involucrados en el mecanismo de apertura y cierre de los canales Cayv y en particular los Cav3,
es insuficiente para llegar a un consenso sobre este tema de investigacidon, lo que plantea la

necesidad de realizar mas estudios encaminados a obtener mas informacidén al respecto.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los canales de calcio activados por voltaje son una de las principales vias de entrada de calcio
a la célula; sin embargo, no existe informacidn suficiente acerca del mecanismo por el cual
estos canales se abren y cierran en respuesta a los cambios en el voltaje de la membrana
plasmatica. Estudios previos en canales de potasio y de sodio han proporcionado algunas
evidencias para explicar el fenédmeno de apertura y cierre (Jiang et al., 2002b; Zhao et adl.,
2004; Magidovich & Yifrach, 2004; Ding et al., 2005), en los que se proponen residuos de

glicina que permiten una torcién (giro) de las a-hélices, lo que ocasiona la apertura del canal.

En este contexto, la clonacidén de los genes que codifican para los canales de calcio Cav3
(Cribbs et al., 1998; Perez-Reyes et al., 1998; Gomora et al., 2002), permitié un avance
sustancial en el conocimiento de estos canales en materia de farmacologia y de relacién
estructura-funcidn. El alineamiento de las secuencias de las subunidades a1 de los canales tipo
T indica que en dos de los cuatro dominios se conserva un residuo de glicina, los que permite
suponer que estos funcionan como “bisagra” en el momento del apertura y cierre del canal.
No obstante, los dominios Il y IV de las subunidades a1 de los canales Cav3 carecen de glicinas
en los sitios correspondientes de los canales de potasio y sodio, por lo que es probable que el

mecanismo de apertura de los canales de calcio difiera del que presentan aquellos.

El dnico antecedente directo sobre el mecanismo de apertura y cierre de los canales de calcio
tipo T, es un trabajo previo de nuestro grupo de investigacion en el que se estudio el canal
Cav3.3 (Sepulveda-Hirose, 2012) y los resultados sugieren que en efecto existen diferencias
con los canales de potasio y de sodio, por lo tanto el propdsito del presente trabajo de tesis
consistid en investigar la contribucion de las glicinas bisagra y la valina del segmento 111S6 en
el mecanismo de activacion de los canales Cayv3.1 y determinar si existen diferencias en dicho

proceso dentro de los mismos canales Cav3.
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4. HIPOTESIS

Debido a que los canales Cav3.1, Nav y Kv, comparten similitudes estructurales basadas en
secuencias de aminodcidos conservadas entre ellos, entonces cabria esperar que los residuos
“bisagra” de los segmentos IS6, 11S6 y IIS6 participen en el mecanismo de apertura y cierre

del canal Cavy3.1.

5. OBJETIVOS

A. Objetivo general
Analizar la participacién que tienen los aminodcidos considerados “bisagra” de los segmentos
transmembranales 1S6, 11S6 y 11IS6 de la subunidad a1 del canal Cay3.1 en el mecanismo de

aperturay cierre del canal.

B. Objetivos particulares
v' Construir mutantes del canal Cav3.1, en donde los aminoacidos “bisagra” de los
segmentos IS6, 11S6 y I1IS6 se sustituyan por prolina, alanina, serina y treonina; asi
como por glicina en el caso de la valina del 111S6.
v' Caracterizar y comparar las propiedades biofisicas de los canales Cay3.1 silvestres y
mutantes, para determinar la participacion de las glicinas y la valina en el mecanismo

de activacién de los canales Cav3.1.
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6. METODOS

La estrategia experimental general del presente proyecto consistié en utilizar técnicas de
biologia molecular para construir mutantes del canal Cav3.1. Las mutaciones consistieron en
sustituir los aminoacidos “bisagra” de los segmentos 1S6, 1IS6 y 111S6 de dicho canal, por
aminodcidos que 1) preserven la estructura en a-hélice como la alanina (A); 2) interrumpan la
estructura a-hélice como la prolina (P) y residuos menos hidrofébicos como la treonina (T) y
serina (S); y 3) confieran mayor movilidad (giro o torsién) a la a-hélice como lo hace la glicina
(G) (Petsko & Ringe, 2004). Estas mutaciones permitieron estudiar la participacién de tales
aminoacidos en el mecanismo de activacidn de los canales Cav3.1 al inducir modificaciones en
la estructura de este ultimo. La funcionalidad de las construcciones mutantes asi como del
canal Cav3.1 silvestre se analiz6 mediante su expresidon transitoria en células HEK-293 y
posterior estudio con la técnica de patch clamp en la configuracién de célula completa para
analizar toda la poblacidon de canales presentes en la membrana plasmatica de dichas células.
A continuacién se describen con detalle las técnicas y procedimientos experimentales

utilizados en el presente trabajo de tesis.

A. Construccion de canales mutantes

En el presente trabajo se utilizé el DNA complementario (cDNA) que codifica para el canal
Cay3.1 de humano (No. de acceso en el GenBank: AF190860) (Cribbs et al., 2000). Las
mutaciones se llevaron a cabo mediante la técnica de extensidon por empalme con la reaccidn
en cadena de la polimerasa o PCR (Ho et al., 1989; Sambrook & Russell, 2001). Dicha estrategia
consta de tres reacciones de PCR y cuatro oligonucledtidos especificos que sirven como
iniciadores o primers. Dos de los cuales tienen la funcién de introducir las mutaciones (primers
mutagénicos) y son complementarios uno con el otro (Tabla 1); los otros dos iniciadores
(primers candado) son complementarios con la secuencia de Cav3.1y delimitan el tamafio del
fragmento mutante que serd reemplazado en el canal Cay3.1 silvestre (WT) (Figura 10). Con la
finalidad de generar todas las mutaciones deseadas de un aminodcido en una Unica serie de

tres reacciones de PCR, se disefiaron primers mutantes degenerados tal como se muestra en
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la Tabla 1. Las mutantes generadas con tales primers fueron las siguientes: de la glicina 382 del
dominio I, G382A, G382P, G382S, y G382T; de la glicina 951 del dominio Il: G951A, G951P, G951S
y G951T; y de la valina 1501 del dominio IlI: V1501A, V1501S, V1501T, V1501P y V1501G.

Tabla 1. Nombre, secuencia y ubicacién de los primers utilizados para generar los fragmentos
mutantes por PCR

. Dominio y ubicacién en
Nombre Secuencia (5’23’) ominio y ©
Cay3.1(nt)
=8 F: CCTCATCATCGTGVSCTCCTTCTTCATG |
362X R: CATGAAGAAGGAGSBCACGATGATGAGG (1347-1374)
G282 F: GAGGACATCGCCTGTGACTCC I (529-549)
302¢ R: CACCAGGTACTTGAGCAGCTCC I (1518-1539)
G F: CCTCATGACCTTCVSCAACTACGTGCTC i 3
951x R: GAGCACGTAGTTGSBGAAGGTCATGAGG (3053-3081)
Gas1c F: ACCATGGACAACGTGGCCACC Il (2797-2817)
95 R: AGATGCGTTCAGCGCTGTGGG Il (4052-4072)
v F: GTTCCTGCTCATTVSCGCCTTCTTTGTCC "
1501X R: GGACAAAGAAGGCGSBAATGAGCAGGAAC (4704-4732)
Vigo! F: GTCCTCACTGAAACCCATCGG I (4365-4385)
501¢ R: CCCAGATTCTGGATGAGGCTC Il (5021-5041)

Se presenta la secuencia de cada uno de los primers sentido (F), y antisentido (R) utilizados en las reacciones de
PCR. Los primers mutagénicos se denotan con una x al final del nombre y los primers candado con una c en la
misma posicién. Las bases remarcadas en los primers mutagénicos indican el codén mutante con el que se
generaron las diferentes mutaciones. Las bases degeneradas de las secuencias indican la presencia de una A, una
Couna GenelcasodelaV:unaCouna G cuando aparece una S; y una T, una C o una G cuando la letra es una B.
Los nimeros entre paréntesis en la columna de la derecha indican la ubicacién a la que se unen los primers en la
secuencia del canal Cav3.1 utilizada en el presente estudio.

Para cada mutante se realizaron dos reacciones de PCR simultaneas: la PCR1 incluyd el primer
candado sentido (cF) y el primer mutante antisentido (xR); la PCR2 incluyd el primer candado
antisentido (cR) y el primer mutante sentido (xF). La cantidad de primer en cada tubo de
reacciéon varié entre 120 y 170 ng. Por su parte la cantidad del DNA molde (cDNA del canal
Cav3.1-WT) en ambos casos se mantuvo en 40 ng. En las reacciones PCR1y PCR2 se emplearon
2 U de la enzima Deep Vent (New England BioLabs, Ipswich, MA, EUA), 5 ul de Buffer 10X, 1 ul
de dNTPs (100 mM; Invitrogen, Carlsbad CA, EUA) y suficiente H,O para alcanzar un volumen

final de 50 pul en tubos Eppendorf de 0.2 ml. Las reacciones de PCR se realizaron en tres etapas
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utilizando un termociclador Veriti (Applied Biosystems, Carlsbad CA, EUA): primeramente un
ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 30 s; seguido de 33 ciclos consecutivos cada uno de
ellos incluyendo tres fases, desnaturalizacion (30 s a 94°C), hibridacién (60 s a 61°C) y
extension (60 s a 72°C). Por Ultimo, la tercera etapa consistié de una extensidn final de 5 min a
72°C. En la tercera reaccién de PCR (PCR3) se utilizé como templado a los productos de la PCR1
y PCR2 en concentraciones equimolares (por lo general 5 pl de cada reaccién) y los primers
candado correspondientes. El volumen de reaccion final se completo con los mismos
componentes descritos para las reacciones PCR1 y PCR2, asi como las condiciones de

termociclado.

cF xF
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xR cR
PCR 1 l

_——— PCR 2

Fragmento M1 —>

Fragmento M2

PCR3 |
cF ..
— : Extension por empalme
-
| SoR
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Bgl Il I 2974
L 1 a : |
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Figura 10. Representacion esquematica de la técnica de extension por empalme utilizada en la construccién de
las mutantes de los canales Cav3.1. Se utilizaron tres reacciones de PCR para obtener cada mutante. En la PCR1y
PCR2 se utilizaron primers mutantes (indicados como xF y xR), y primers candado (indicados como cF y cR). En la
PCR3 se utilizaron dnicamente los oligonucledtidos candado, y se emplearon los fragmentos M1 y M2
amplificados anteriormente para unirlos por empalme y generar un fragmento completo mutante x. Este ultimo
se subclond en el vector pJET1.2/Blunt, para determinar por secuenciacién automatica las mutantes correctas. El
tamafio del fragmento mutante también puede ser verificado por digestion con la enzima Bgl II, cuyos sitios
flanquean el fragmento ligado.
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El tamafo, en pares de bases, de los productos obtenidos de la PCR3 se comprobd mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de etidio. En la mayoria de los
casos la abundancia relativa del fragmento esperado en la PCR3 permitié la subclonacidn
directa, mientras que en otros casos fue necesario purificar primero el fragmento en cuestion.
La identidad molecular de los fragmentos mutantes se obtuvo mediante secuenciacién
automatica de los amplicones, previamente subclonados en un vector de secuenciacién, como

se describe a continuacion.

Los productos amplificados provenientes de la PCR3 se subclonaron en el vector pJET1.2/Blunt
del kit CloneJET PCR Cloning (Fermentas-Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) para ser
secuenciados y corroborar su identidad molecular. Las reacciones de ligacién se llevaron a
cabo a 22°C durante 30 min en microtubos con 2 pl de la reaccién PCR3, 10 pl de Buffer de
reaccién 2X, 1 pl de T4 DNA ligasa, 1 pl de vector pJET1.2/Blunt, y 6 pl de H,O libre de nucleasas.
Posteriormente, estas ligaciones se utilizaron para transformar bacterias E. coli DH5a, mismas
que fueron sembradas en placas de agar con medio de lisogenia (LB) suplementado con 100
pg/ml de ampicilina. Las colonias de bacterias que crecieron se eligieron (tipicamente 24
colonias por cada reaccion PCR3) y se resembraron en medio LB liquido también con
ampicilina con el fin de amplificar el plasmido de interés, se incubaron a 37°C en agitacion
constante (250 rpm) por un periodo de 16 horas y posterior a ello se procedid a la purificacién
del DNA plasmidico con el kit Qiaprep Spin MiniPrep de Qiagen (Hamburgo, Alemania). Un pl
de cada plasmido purificado se digirié con la enzima Bgl Il para liberar el fragmento de DNA
ligado en el vector, y los productos de la digestion fueron visualizados en geles de agarosa al
1%, tefiidos con bromuro de etidio. Los vectores conteniendo el fragmento con el tamafio
esperado en cada caso, fueron seleccionados para secuenciacion de manera automatica en la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular (IFC) y asi corroborar la
presencia de la mutacidon deseada y la ausencia de cualquier otra mutacion no deseada.
Finalmente, los fragmentos mutantes fueron substituidos en el canal silvestre mediante la
estrategia de corte y pegado con el uso de enzimas de restriccion con sitios Unicos en la
construccion correspondiente y la T4 DNA ligasa, (como se indica en la seccién de Resultados

correspondiente). Nuevamente, las construcciones finales conteniendo cada una de las



29

mutaciones fueron secuenciadas de manera automadtica para corroborar su identidad

molecular.

B. Cultivo de células HEK-293

En el presente estudio se empled una linea celular que fue asilada a partir de un tumor renal
de embrién humano, y que se denominan células HEK-293. Las ventajas que ofrecen estas
células como sistema de expresion heterdlogo es que exhiben una alta eficiencia de
transfeccién, crecen rdpidamente y lo mds importante para el presente trabajo de tesis, que
no expresan corrientes de calcio enddgenas, por lo que representan un excelente sistema de
expresion de canales Cav. Las células se crecieron en monocapas a 37°C con una atmdsfera
himeda con 95% de O, y 5% de CO, en cajas Petri de plastico de 100 mm de diametro con
medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO, Carlsbad, CA, EUA). El
cultivo se regeneré cuando la monocapa celular alcanzé una confluencia cercana al 90%. Al
momento de regenerar el cultivo, también se sembraron cajas Petri de 35 mm de didmetro
con una alicuota de 5-6 x 105 células, las cuales se utilizaron posteriormente para realizar las

transfecciones como se describe a continuacion.

C. Transfeccion de células HEK-293 con los canales Cay3.1

Las transfecciones se realizaron en cajas Petri de 35 mm con una monocapa de células HEK-
293 entre 60y 70 % de confluencia, como ya se ha descrito previamente por nuestro grupo de
investigacion (Sepulveda-Hirose, 2012). Las células se transfectaron con el ¢cDNA de la
subunidad a1 del canal Cav3.1 (silvestre o mutante) contenido en el vector pCDNA3 y el cDNA
de la proteina verde fluorescente (GFP) siguiendo el método de transfeccién con JetPei
(PolyPlus Transfection, lllkirch, Francia). Después de 24 h (y como maximo 72 h) de la
transfeccion, las células fluorescentes (indicativo de que expresan tanto la GFP como el canal
Cav3.1) fueron seleccionadas para realizar los experimentos electrofisiolégicos con la técnica

de patch clamp.
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D. Experimentos electrofisiolégicos

En este trabajo se empled la técnica de fijacidon de voltaje en microdreas de membrana, en la
configuracién de célula completa mejor conocida como Whole-cell patch clamp (Hamill et al.,
1981; Sakmann & Neher, 1995), para estudiar las corrientes de los canales Cay3.1 silvestres y
mutantes. El sistema de registro (set up) consistidé de un amplificador Axopatch 200B
conectado a una interfase Digidata 1322 A/D (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Esta
ultima tiene la funcién de convertir las sefiales analdgicas generadas por la célula bajo estudio
a sefiales digitales para que sean reconocidas y almacenadas en una computadora que
contiene el software pClamp 9.2 (Molecular Devices), cuya subcarpeta de Clampex permitié
disefiar y aplicar los protocolos de voltaje que se aplicaron a la célula en turno. Una

esquematizacion de las conexiones del set up se presentan en la Figura 11.

La técnica de patch clamp consistié en la formacién de un sello de alta resistencia (en el orden
de giga ohmios, GQ) entre la punta de una pipeta de vidrio (o pipeta de registro) y la
membrana de la célula en estudio. Para alcanzar tal propdsito, se posiciona la pipeta encima
de la membrana celular y se aplica presién negativa (succién) para aumentar la resistencia del
sello, hasta alcanzar el orden de GQ. Posteriormente se aplica un voltaje estacionario a través
de la pipeta de registro, que en el presente proyecto de investigacion siempre fue de -100 mV,
mismo que se denomina potencial de mantenimiento (HP). Inmediatamente después se
procede a romper la microdrea de membrana celular incluida en la punta de la pipeta de vidrio
(de ~ 1 uM de didmetro) aplicando presidn negativa adicional. La maniobra anterior permite
tener acceso al ambiente intracelular lo que establece dos caracteristicas del experimento: 1)
casi instantdneamente, la solucién contenida en la pipeta de registro (solucién interna)
determina la composicidn del ambiente intracelular; y 2) permite controlar (fijar) el voltaje del
interior de la célula, y medir la actividad de los canales que se encuentren en la membrana
plasmatica de la misma, de aqui que esta configuracién sea conocida como célula completa o
whole-cell. A partir de este momento la actividad de los canales Cav3.1 es investigada mediante
la aplicacion de pulsos comando de voltaje (protocolos de voltaje) disefiados con el programa

Clampex.
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Figura 11. Esquema del sistema de registro empleado en los experimentos electrofisiolégicos. Las corrientes
idnicas se registraron con la técnica de patch clamp en la configuracién de célula completa. El amplificador
operacional que se encuentra en el cabezal (headstage) controla el voltaje impuesto por el electrodo de platay a
la vez cuantifica la corriente idnica que fluye a través de la membrana celular (Im). El amplificador de patch clamp
recibe la informacidn provenientes del cabezal y permite reducir manualmente las espigas capacitivas asociadas
a la instalacidn y corte de pulsos despolarizantes; asi mismo, el amplificador genera el potencial de
mantenimiento (HP) entre cada pulso. Los pulsos comando (Vc) se disefian con el programa Clampex instalado
en la computadora y se transforman con el convertidor digital-analogo (DAC) de la interfase, para ser aplicados a
la célula mediante el electrodo de plata contenido en la pipeta de registro. La sefial de las corrientes idnicas
evocadas por la aplicacién de dichos pulsos a la célula se transfiere al convertidor andlogo-digital (ADC) también
de la interfase, para que estas puedan ser almacenadas en la computadora. En la pantalla de ésta también se
monitorea la formacién del sello de alta resistencia, las espigas capacitivas asociadas a la capacitancia membranal
(asf como su cancelacién) y las corrientes idnicas generadas por la célula.

Antes de iniciar propiamente los registros electrofisiolégicos, un cubreobjetos con células
HEK-293 transfectadas fue transportado de la incubadora a la camara de registro que se
encuentra en la platina de un microscopio invertido (modelos Eclipse TE300 o Eclipse TE200-U,
Nikon, Japdn), donde las células se visualizaron a un aumento de 200X y los registros se
llevaron a cabo a una temperatura de 20 a 23 °C. El registro se inicié después de cinco minutos
de haber sido colocadas en la cdmara de registro, y cada hora se substituyo el cubreobjetos
por uno nuevo. La solucién contenida en la cdmara de registro (solucién externa, véase mas

adelante), se recambié constantemente mediante un sistema de perfusién impulsado por
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gravedad (con un flujo de ~1ml/min), acoplado a una vélvula giratoria de seis vias. Los
electrodos de registro se fabricaron a partir de capilares de borosilicato de vidrio TW150-3
(WPI Inc.; Sarasota, FL, EUA) con la ayuda de un estirador horizontal Modelo P-97 (Sutter

Instrument; Novato, CA, EUA).

Para obtener los registros de la actividad de los canales Cay3.1 se utilizaron dos soluciones: una
interna, la que estuvo contenida en la pipeta (electrodo) de registro, y cuya composicién fue
la siguiente (en mM): 130 CsCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES, 4 Mg ATP y 0.3 Tris GTP,
ajustada a pH 7.3 con CsOH y una osmolaridad de 290 mOsm; y otra externa, que se utiliza
para perfusion de la preparacidn, es decir, es la solucién que bafa las células en la cdmara de
registro y cuya composicion fue (en mM): 160 cloruro de tetraetilamonio (TEA-CI), 5 CaCl, y 10

mM de HEPES, pH de 7.4 y una osmolaridad de 305 mOsm.

Los protocolos de voltaje utilizados en el presente estudio fueron los siguientes, en todos los

casos el HP fue de -100 mV:

e SP-30150. Aplica un pulso despolarizante a -30 mV de 150 ms de duracién que se repite
cada 10 s. Este protocolo permite visualizar de manera rapida, la calidad del sello y las
caracteristicas generales de la corriente, como amplitud y cinética.

e [V100. Consiste en una serie de pulsos despolarizantes de 100 ms a diferentes voltajes,
desde -80 hasta +80 mV, en incrementos de 10 mV. La informacién que este protocolo
permitié analizar fue la dependencia al voltaje de la activacidn de la corriente generada
por los canales Cav3.1, asi como el curso temporal con el que se desarrollan dichas
corrientes a cada voltaje explorado.

e [IV2ms60-2ch. Protocolo para estudiar el proceso de desactivacion o cierre de los
canales Cav3.1. Consiste de un pulso despolarizante de corta duracién (2 ms) a +60 mV
con la finalidad de activar practicamente todos los canales presentes en la membrana
plasmatica e impedir que pasen al estado inactivado. Después del pulso de 2 ms el Vi,
es fijado a diferentes voltajes (desde -120 hasta +80 mV, con incrementos de 10 mV)

durante 40 ms con el propdsito de registrar el cierre de los canales que se abrieron a
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+60 mV, fendmeno que se manifiesta como un decaimiento exponencial de la corriente
y que se le conoce como colas de corriente.

Hinf10s-100. Este es un protocolo cldsico de dos pulsos, el primero es un prepulso de
larga duracién (10 segundos) despolariza el Vim a diferentes valores: -110, -100, -90, -85, -
80, -75, -70, -65, -60, -55, -50, -45, -40 con la intencidn de promover la inactivacion de los
canales a cada uno de esos voltajes; mientras que el segundo pulso siempre es a -30
mV y de solo 200 ms de duracidn. Asi, la amplitud de la corriente registrada durante el
segundo pulso indica la fraccidn de canales que no se inactivaron durante el prepulso
de larga duracién. Con la informacidn recabada con este protocolo de voltaje se
construyeron las curvas de inactivacion en el estado estacionario.

Recover-100. Otro protocolo de dos pulsos. En este caso ambos despolarizan el Vima-30
mV, la diferencia es que el primero debe durar lo suficiente para inactivar en su
totalidad la corriente que se activa a -30 mV, en las presentes condiciones de registro
tuvo una duracién de 150 ms. El segundo es de menor duracién (20 ms) ya que se busca
Unicamente registrar el pico maximo de corriente a -30 mV. Los pulsos se aplican
separados entre si por un intervalo de tiempo creciente que varié de 1 a 2000 ms. El
protocolo ayuda a estimar el tiempo con el que el canal abandona el estado inactivado,

es decir, proporciona el curso temporal de la recuperacidon de la inactivacion.

D.1. Andlisis de datos electrofisiolégicos

El analisis de las corrientes obtenidas en respuesta a los protocolos de voltaje aplicados se

llevo a cabo utilizando la subcarpeta Clampfit de pClamp 9.2 en combinacién con los

programas Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) y Prism 5.01

(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). La dependencia al voltaje de la activacién de la

corriente de Ca** generada por los canales Cayv3.1 se obtuvo del protocolo IV100 y los datos

experimentales fueron ajustados con la siguiente ecuacién de Boltzmann modificada:

Ica = Imax (Vm = Vinv) [ (1 + exp (Va2 = Vi) [ k)) (Ecuacién 1)
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donde I¢ es la corriente al pico, Imaxes la corriente maxima observada, Vi es el potencial de
membrana, Viny es el potencial de inversion de la corriente, Vi, es el voltaje al cudl se alcanza el
50% de la corriente maximay k es la pendiente de la relacién. Los datos de la inactivacion en el
estado estacionario de los canales Cay3.1 se ajustaron con una funciéon de Boltzmann de la

siguiente forma:

Ica = Imax [ (1 + exp (Vm = Vi) [ K)) (Ecuacion 2)

donde Ic; es una fraccidn de corriente inactivada a x voltaje, Imax €s la corriente maxima, Vi es
el voltaje al que se inactivan la mitad de los canales disponibles, Vi es el potencial de

membrana, y k es la pendiente de la relacidn.

Para el andlisis de la cinética de las corrientes de calcio registradas se realizé un ajuste de cada
uno de los trazos del protocolo IV100 con dos funciones exponenciales, una para la activacidon
y otra para la fase de inactivacién, obteniendo asi una constante de tiempo (t) para cada uno
de dichos fendmenos. Por otra parte, el curso temporal del cierre de los canales Cav3.1 se
analizé con los registros de las colas de corriente obtenidas al aplicar el protocolo IV2ms6o-
2ch. El decaimiento de la corriente al repolarizar la membrana (colas de corriente) se ajustd
con una funcién exponencial simple (Serrano et al., 1999), con lo que se obtuvo la constante
de tiempo con la que el canal se cierra. De igual forma, los datos de recuperacion de la
inactivacion se ajustaron con una funcién exponencial para obtener la constante de tiempo

respectiva (tn).

Todos los resultados se expresan como el promedio * el error estdndar (EE) de los valores
obtenidos en diferentes células de cada condicién. La comparacién entre los promedios para
determinar la significancia estadistica se llevé a cabo con la t de Student para muestras no
pareadas. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P fue inferior a

0.05.
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7. RESULTADOS

A. Construccidn de los canales mutantes de Cav3.1

Las construcciones moleculares de los canales Cav3.1 se generaron por mutagénesis dirigida,
empleando la técnica de empalme por PCR. En la Figura 12 se observan fotografias de los geles
de agarosa que muestran las bandas obtenidas tras las tres reacciones de PCR para obtener
las mutaciones de los tres segmentos evaluados. Los fragmentos generados fueron
subclonados en el vector plett1.2/Blunt para verificar por andlisis de restriccién con
endonucleasas y secuenciaciéon automatica la presencia de la mutacién deseada en cada uno
de los casos. Posteriormente, los fragmentos mutantes correctos fueron utilizados en la

construccion final del canal Cay3.1 mutante en cuestién.

A B

MPM R1 R2 R3 R1 R2 R3 MPM pb
pb pb
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Figura 12. Fragmentos mutantes generados por la técnica de empalme por PCR. Fotografias de los geles de
agarosa que muestran los fragmentos mutantes obtenidos por las tres reacciones de PCR del segmento 1S6 (A),
11S6 (B) y 111S6 (C). Las reacciones uno (R1) y dos (R2) se generaron utilizando como molde el DNA del canal Cav3.1
silvestre, mientras que el producto de la reaccién tres (R3) se generé como resultado del empalme de los
productos de R1y R2. Este ltimo fragmento (R3) contiene la mutacién en ambas hebras de DNA y se subclond
en el vector pJet1.2/Blunt (como se ilustra en la Figura 10).
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A.1. Generacion de fragmentos mutantes con oligonucleétidos degenerados

Con los primers degenerados mostrados en la Tabla 1 se logré obtener las varias mutaciones
de cada residuo estudiado en el presente trabajo de tesis en una sola ronda de reacciones de
PCRs. El canal Cavy3.1 silvestre contiene residuos de glicina en las posiciones 382G y 951G
(dominio | y Il, respectivamente), mientras que en el dominio IIl se ubica una valina en la
posicion correspondiente de la glicina bisagra del canal de potasio o de sodio (Figura 8), razén
por lo cual se incluyd para hacer las mutaciones respectivas. Todas las mutaciones se lograron
al intercambiar uno o dos nucleétidos de la secuencia de DNA que codifica para el canal Cay3.1-
WT. El triplete de nucledtidos que codifica para la glicina es GGC; para obtener la mutante por
alanina en los tres casos, se intercambid la base purinica guanina (G) de la segunda posicién
por la base pirimidica citosina (C), lo que gener¢ el triplete GCC mismo que codifica para la
alanina (Ala). Para la mutante de prolina, se sustituyeron las dos guaninas del triplete de GGC
por citosinas para obtener el codén CCC de prolina (Pro); en el caso de la mutacién por serina
se sustituyé una guanina por una adenina (A) en la primera posicién para generar el codén
AGC (Ser); en cuanto a la mutante de treonina, se sustituyé una G por una A en la primera
posicién y una G por una C en la segunda posicién para generar ACC (Thr). Por ultimo, solo en
el caso del dominio Il se generd una mutante adicional en donde se intercambid la valina por
una glicina (V1501G). La valina estd codificada por el triplete GTG, y la glicina es GGC, por lo que
se intercambid una timina (T) por una guanina y una guanina por una citosina en la segunda y
tercera posicion, respectivamente. A continuacion, se describe la estrategia utilizada para
liberar los fragmentos mutantes contenidos en el vector pJet2.1/Blunt y reincorporarlos por el

fragmento correspondiente en la construccién que codifica para el canal Cay3.1-WT.

A.1.1. Construccion de canales mutantes del segmento I1S6

Como se indica en la Figura 10, todos los fragmentos mutantes obtenidos por PCR se clonaron
en el vector Jet1.2/Blunt (2974 pb). Después de corroborar su identidad molecular, éstos
fueron integrados al canal Cav3.1-WT con la ayuda de enzimas de restriccién. En el caso del
segmento 1S6, se utilizaron los sitios Unicos de las enzimas Sbf | y Nhe | (contenidos en el
mismo fragmento mutante; Figura 13A), asi que se digirié el plasmido que contiene el canal

Cav3.1-WT (pCDNA3.1 + Cav3.1, 12804 pb; Figura 13B) con dichas enzimas, dando lugar a un
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fragmento de 11887pb (fragmento A) y otro de 917pb (Figura 13C). Paralelamente con las
mismas enzimas se digirieron por separado las mutantes G382A, G382P, G382S y G382T
contenidos en el vector Jet1.2/Blunt, generando fragmentos de 3068 y 917 pb (fragmento B;
Figura 13D). Los productos de las digestiones se separaron en geles de agarosa y se
recuperaron los fragmentos de 11887 pb de a1G (fragmento A) y el de 917 de las mutantes
(fragmento B). Ambos fragmentos se ligaron con 1 pl de ligasa en reacciones de 20 pl de

volumen final para obtener las mutantes del segmento 1S6.

A.1.2. Construccion de canales mutantes del segmento 11S6

Para las mutantes del dominio Il (segmento 11S6) se utilizaron los sitios de las enzimas Xho | y
Nsi | (Figura 14A). Debido a que éstos no son Unicos en la construccién Cayv3.1-WT (Figura 14C),
se recurrid a una tercera construccidon que sirvid como intermediaria en la generacién de
mutantes de este dominio. Dicha construccién contiene el fragmento Kpn | de Cay3.1-WT (7128
pb) clonado en el sitio respectivo de la regiéon multiple de clonacién (polilinker) del vector
pUC19. Asi, el fragmento Xho I-Nsi | (1022 pb) del vector Jet/Blunt se ligé al plasmido pUC19 +
Cav3.1 previamente digerido con las mismas enzimas (Figura 14, paneles B y D). Finalmente, las
mutantes del dominio Il se lograron generando el fragmento Kpn | de 7128 pb de cada una de
las mutantes subclonadas en el vector pUC19 + Cav3.1, el cual se ligd al fragmento de 5678 pb

obtenido al digerir el canal Cay3.1-WT con la misma enzima (Figura 14, paneles Cy E).

A.1.3 Construccidn de canales mutantes del segmento I111S6

Para incorporar los fragmentos mutantes de V1501A, V1501S, V1501T, V1501P y V1501G ligados
en pJet1.2/Blunt se utilizaron los sitios Unicos de las enzimas BstE Il y Age |, presentes tanto en
la construccion de Cav3.1-WT (Figura 15A) como en el pJet1.2/Blunt (Figura 15B). El DNA de
ambas construcciones se digirié paralelamente con BstE Il y Age |, con lo que se obtuvieron
fragmentos de 12341y 463 pb de la primera (Figura 15C) y 3187 y 463 pb de la segunda (Figura
15D). Los fragmentos purificados de 12341 y el mutante de 463 pb se ligaron con 1pl de ligasa
en las condiciones estandar ya descritas para obtener las diferentes mutantes del segmento

[1S6.
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Figura 13. Estrategia para reintegrar los fragmentos mutantes del segmento 1S6 al canal Cav3.-WT. A) El
plasmido pCDNA3.1+Cav3.1 (de 12804 pb) contiene sitios Unicos de las enzimas Sbfl y Nhel, mismos que se
utilizaron para ligar el fragmento mutante. B) El fragmento mutante resultado de la reaccién de PCR3 se ligd en
pJet1.2/Blunt en los sitios Bgl II; posteriormente utilizando los sitios Sbfl y Nhel, el fragmento mutante correcto
fue liberado de esta construccidn para ser ligado en la construccién mostrada en (A) y generar asi los canales
Cav3.1 mutantes del segmento 1S6. C) Gel de agarosa que muestra las bandas obtenidas de la digestién de
pCDNA3.1+Cav3.1 con las enzimas mencionadas; la banda recuperada fue la de 11887 pb. D) Gel de agarosa donde
se separd y purificé la banda mutante de 917 pb. A la izquierda de ambos geles se muestran los tamafos del
marcador de peso molecular en pb.
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Figura 14. Estrategia para construir las mutantes del segmento 1IS6 del canal Cav3.t. A) Las mutaciones
correspondientes generadas con la PCR3 fueron ligadas en el vector de expresién pJett.2/Blunt generando
plasmidos de 4250 pb. B) Construccién intermedia de Cav3.1 en pUCi9 (9814 pb) en la que se intercambio el
fragmento Xho | - Nsi | (en rojo), del fragmento mutante de la construccién ilustrado en (A). Se muestran los sitios
Kpn I que se utilizaron para ligar el DNA del canal completo (azul). €) La construccidn final se obtuvo ligando el
fragmento Kpn I-Kpn | de 7128 pb del plasmido pUC19+Cav3.1, el cual incluye ya el fragmento mutante (en rojo),
con el fragmento de 5678 pb obtenido de la digestion con la misma enzima del plasmido pCDNA3+ Cav3.1. D)
Geles de agarosa que muestran las bandas obtenidas de la primera digestién con Xho I-Nsi | de los pladsmidos
pUC19+Cav3.1 y pJet1.2/Blunt-11S6. Las bandas que se recuperaron para ligarlas fueron las de 8792 y 1022 pb,
respectivamente. E) Geles de agarosa en los que se separaron y recuperaron las bandas de 7128 pb del pldsmido
pUCig+Cav3.1 (mutante) y la banda de 5678 de pCDNA3.1+Cav3.1, para posteriormente ser ligados como se
describe en el texto. Los tamafios del marcador de peso molecular en pb se muestran en medio de cada par de
geles.
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Figura 15. Estrategia para construir las mutantes del segmento 11IS6 del canal Cav3.1. A) Esquema de la
construccion pCDNA3+Cav3.1 (12804 pb) mostrando loa sitios Unicos para las enzimas de restriccién BstE Il y Age
I que flanquean las mutaciones a introducir en el segmento 1S6. B) Los fragmentos mutantes (PCR3) fueron
ligadas en los sitios Bgl Il del vector pJet1.2/Blunt. Posteriormente, el fragmento mutante correcto fue liberado
de esta construccidn para ser ligado en la construcciéon mostrada en (A) utilizando las enzimas de restriccién que
tienen sitios Gnicos de ambas construcciones: BstE Il y Age I. C) Gel de agarosa donde se observa la banda de
12341 pb producto de la digestiéon del pldsmido pCDNA3.1+ Cav3.1 con las mencionadas enzimas. La banda
remanente de 463 pb no se muestra. D) Gel de agarosa con los productos de las digestiones respectivas de las
mutantes en pJet1.2/Blunt. La banda de 463 pb corresponde al fragmento de cada una de las mutaciones
construidas en el segmento 111S6. A la derecha de ambos geles se muestran los tamafios del marcador de peso
molecular en pb.
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B. Estudio de las propiedades biofisicas de los canales Cay3.1 silvestre y mutantes

La funcionalidad de las construcciones mutantes del canal Cay3.1, asi como del canal silvestre
fue evaluada mediante la técnica de fijacién de voltaje en microdreas de membrana mejor
conocida como patch clamp en la modalidad de célula completa. Para tal propdsito,
previamente se realizaron co-transfecciones transitorias de células HEK-293 con el cDNA de la
subunidad a del canal en cuestion (mutante o silvestre) ademas del cDNA de la proteina verde
fluorescente (GFP). La eficiencia de transfeccion, estimada por el porcentaje de células
fluorescentes, vari6 entre 50 y 70% en todos los experimentos. Los registros
electrofisioldgicos se efectuaron después de 24 h y como maximo 72 h de haber sido iniciada

la transfeccidn.

B.1. Evaluacion de la relacién corriente-voltaje

Debido a que el voltaje es uno de los factores que determinan la cantidad de corriente que
fluye a través de los canales, se construyeron curvas corriente-voltaje (I-V) de cada uno de los
canales investigados. En dicha relacién se representa la cantidad de corriente (pA) que fluye a
determinado voltaje (mV) lo que permite obtener pardmetros importantes para caracterizar al
canal bajo estudio. Para realizar una cuantificacion de la corriente generada por los canales se
empled el protocolo IV-100 (ver Métodos). Este protocolo permite obtener la informacién de
la magnitud de corriente que se activa a cada voltaje investigado, ademas de que proporciona
informacidn sobre la cinética de activacidn e inactivacidn de dichas corrientes. En la Figura 16
se muestran trazos de corriente de calcio representativos generados por el canal silvestre
(panel A), asi como los canales mutantes del segmento 1S6 (panel B), 11S6 (panel C) y I11S6
(panel D). Los registros se obtuvieron de células HEK-293 transfectadas con los canales
mencionados y a las que se les aplicé el protocolo IV-100, aunque para fines ilustrativos solo se
presentan los trazos evocados a los potenciales de -60, -50, -30, 0 y +30 mV. De manera
general, todas las mutaciones estudiadas generaron corrientes mas pequefias que el canal
silvestre, siendo las mutantes de prolina G882P y V1501P los casos extremos ya que estas no
generaron corrientes medibles bajo las presentes condiciones experimentales (n = 6 y 7

células, respectivamente).
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Figura 16. Ejemplos de corrientes de calcio generadas por el canal Cav3.1 silvestre y mutantes. Trazos de
corriente representativos obtenidos de células HEK-293 transfectadas con el canal silvestre (A), o con los canales
mutantes del dominio | (B), dominio Il (C) y dominio Il (D). Las corrientes se obtuvieron registros en respuesta a
la aplicaciéon del protocolo IV-100, pero para fines de claridad solo se presentan aquellas evocadas a los
potenciales de membrana de -60, -50, -30, 0 y +30 mV (diferenciados por los colores que se indican en la parte
superior). Las mutantes G382P, G951P y V1501P no generaron corrientes detectables bajo las presentes

condiciones experimentales.
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Por su parte, de las 20 células investigadas con la mutante G951P, en cuatro de ellas se
registraron corrientes cuya amplitud maxima fue de 20 pA (como la que se ilustra en la Figura
16C), mientras que en las 16 células restantes no se detectaron corrientes en lo absoluto. En
consecuencia, los efectos de aminodcidos hidrofébicos en sustitucidn de las glicinas bisagra y
la valina del segmento 11IS6 se estudiaron empleando las mutantes con serina y treonina, las

cuales si generaron corrientes medibles en los tres segmentos estudiados.

La Figura 16 se observa también que las mutantes del dominio Il (11S6) fueron particularmente
cruciales para la expresion funcional de los canales Cay3.1, ya que las corrientes generadas
fueron extremadamente pequefias, incluyendo la mutacién por alanina (G951A). Este ultimo
es un resultado poco predecible, ya que las caracteristicas fisicoquimicas de la alanina no
modifican sustancialmente la estructura de las proteinas en a-hélice, de hecho, se espera que
preserve dicha estructura (Petsko & Ringe, 2004). Esta propiedad estructural de la alanina se
refleja en las corrientes generadas por las mutantes G382A y V1501A, mismas que fueron

claramente de mayor amplitud que la mutacion G951A.

B.1.1 Densidad de corriente y curvas I-V normalizadas

Debido a que el tamafio de la célula puede ser un factor que afecta la amplitud de la corriente,
se decidid eliminar la variable del tamafio celular calculando la densidad de la corriente para
cada célula estudiada. La densidad de corriente se obtuvo al dividir la amplitud de la corriente
mdaxima a cada voltaje entre la capacitancia membranal (Cm) de la célula en cuestién. El
cociente asi obtenido es indicativo de la cantidad de corriente que fluye por unidad de drea de
la membrana (pA/pF), considerando que la capacitancia especifica de la mayoria de las
membranas biolégicas es de 1 yF/cm? (Hille, 2001). Los valores de densidad de corriente se
promediaron entre grupos de células de cada canal Cay3.1 (mutantes y WT) y se graficaron en
funcién del voltaje para generar las curvas corriente-voltaje (I-V) que se muestran en la Figura
17. Al observar detalladamente dichas curvas se confirma que todas las mutantes

disminuyeron la densidad de corriente registrada a cada voltaje en comparacién con la del



44

canal Cay3.1-WT, siendo mas evidente dicho efecto en las mutantes del segmento 11S6 (Figura

17C, Tabla 2).

Los graficos de la Figura 17 también muestran que la corriente generada por los canales Cav3.1
se detecta a partir de -70 6 -60 mV, alcanzando un valor maximo alrededor de -30 mV y
después disminuye en amplitud hasta invertir su sentido, de entrante a saliente, a un
potencial cercano a los +20 mV. Para analizar con mayor detalle la dependencia al voltaje de
las corrientes generadas por los canales mutantes y si ésta era diferente de la exhibida por el
canal Cav3.1 silvestre, los valores de densidad de corrientes se normalizaron respecto al valor
del pico de la curva |-V de cada canal y los valores asi obtenidos se graficaron nuevamente en
funcién del valor de Vi respectivo para obtener las curvas I-V normalizadas (Figura 17, graficos
de la derecha). Estas curvas permiten observar la dependencia al voltaje de la activacién de la
corriente generado por los diferentes canales sin tener en cuenta el tamafo de la corriente
misma (para eso se normalizan los valores de corriente), es decir, la informacidén relevante en
este caso es la fraccidon de corriente que se activa a cada voltaje y a qué valor de voltaje la
corriente alcanza su maxima amplitud. De esta manera se puede observar que las mutantes
del dominio I (1S6) fueron las Unicas que modificaron la dependencia al voltaje de la activacion
de la corriente, ya que el valor maximo de corriente lo alcanzaron a valores de voltaje mas
positivos. Dicho efecto se puede apreciar en la familia de corrientes de la Figura 17A. Ahi se
aprecia que la corriente maxima observada en los registros del canal Cay3.1-WT fue evocada
por el pulso de voltaje a-30 mV, mientras que a-20 mV se registro una corriente mas pequefia.
Por otro lado, en la mutante G382T la corriente registrada a ambos voltajes fue muy similar en
amplitud, es decir, no es facil distinguir cual de los dos voltajes evocd el pico méximo de

corriente.

Para analizar de manera cuantitativa los datos de las curvas IV normalizadas, éstos fueron
ajustados con funciones Boltzmann para obtener los parametros de Vip, k y Vinv (ver
Materiales y Métodos). Los valores de los pardmetros obtenidos se resumen en la Tabla 2. El
andlisis estadistico (t de Student) de los promedios de los diferentes pardmetros confirmo

que las mutantes del segmento 11S6 indujeron un efecto significativo en la dependencia al
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voltaje de la activacién de la corriente, debido a que el Vi, fue de 4 a 8 mV menos negativo
que el del canal silvestre (G382A, -44.7 + 0.8 mV; G382S = -44.0 + 0.7 mV; G382T =-40.0 £ 0.6 y
Cav3.1-WT =-48.0 £ 0.4 mV).
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Figura 17. Curvas I-V de los canales Cav3.1. A) Familias de corrientes generadas por el canal Cav3.1 silvestre y el
canal mutante G382A es respuesta al protocolo I-V100 ilustrado a la derecha. Los graficos muestran la densidad
de corriente (promedio + EE) en funcién del voltaje para los canales Cav3.1-WT y mutantes (izquierda); y sus
correspondientes curvas I-V normalizadas (derecha) del segmento 1S6 (B), 11S6 (C) y 111S6 (D). Las lineas que unen
los puntos experimentales en las curvas |-V normalizadas son el mejor ajuste a una funcién Boltzmann
modificada. Los pardmetros obtenidos de dichos ajustes se presentan en la Tabla 2.
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Debido a que las mutantes que generaron una densidad de corriente muy pequefa (mutantes
del 11IS6) o mas robusta (mutantes del 111S6) que el canal silvestre, no presentaron cambios
significativos en los valores de Vi, se puede sugerir que la densidad de corriente no fue un
factor que afectara la dependencia al voltaje de activacién de la misma. En lo que respecta a la
pendiente (k) de las curvas I-V normalizadas, fueron las mutantes G951A, G951S, G951T, V1501A
y V1501S las que mostraron cambios significativos con respecto al canal silvestre. En estos
casos, el valor de la pendiente k fue mdas grande en presencia de las mutaciones mencionadas
en comparacion con el valor del canal Cav3.1-silvestre, lo que implica que se requirié un cambio
mas grande en el voltaje para activar la misma cantidad de corriente que el canal silvestre

(Tabla 2).

Tabla 2. Propiedades biofisicas de la activacion dependiente de voltaje y de la inactivacién en el
estado estacionario de los canales Cay3.1

Activacidn Inactivacion
Canal pPA/pF Vi (mV) k (mV) Vinv(MV) Vi (mV) k (mv)
Cav3.1 | -57.4+5.9 | -48.0£0.4(106) 5.6 £ 0.1 26.9+0.4 -78.3+ 0.4 (66) 4.6 0.1
G382A | -25.8+4.8 | -44.7+0.8(12)* 6.0+ 0.2 24.7 1.2 -78.1+0.3(12) 5.4+0.2%
G382S | -32.4%3.4 | -44.0x0.7(14)* 5.1+ 0.1 27.4 £ 0.7 -77.6 £ 0.9 (9) 5.3+0.3%
G382T | -25.9+4.3 | -40.0+0.6 (12) * 5.1+ 0.2 27.8£0.6 -75.5+1.4 (8)* 5.3+0.2%
G951A | -3.0+0.3 -47.4 £1.2 (15) 6.5t0.4% 8.8+t1.9% -86.3£1.2(15) * 8.4+0.6*
G951S | -4.7+0.8 -47.1+0.7 (13) 6.3t0.4% 12226 % -89.2+0.7(9) * 7.4+0.3%
G951T | -5.1+0.6 -46.4 £ 0.7 (15) 7.0 £ 0.2% 16.4 1.8 * -87.2+£0.7(9)* 8.2t0.4%*
V1501A | -20.7 £2.7 -45.9 £ 0.7 (12) 6.8+0.3% 21.7£1.2°% -83.3x1.0(11)* 51+0.1%
V1501S | -23.6 + 6.3 -45.7 £1.6 (11) 6.4+0.2% 24.4+1.2 -83.5+0.9(9) * 5.2+ 0.5
V1501T | -26.5% 7.0 -46.8 + 0.8 (12) 5.6 £ 0.2 25.3 £ 2.4 -83.7+0.8(8)* 5.6 +0.3%
V1501G | -13.2+ 4.2 -47.3+0.8 (6) 6.3%0.2 23.2+1.6 % -83.6 £1.5(7)* 5.3+0.2%

Se presentan los valores (media * error estandar) de los pardmetros biofisicos indicados para los canales Cav3.1
silvestre y las mutantes de éste. La densidad de corriente (en pA/pF) se obtuvo del pico de la corriente I-V, el cual
invariablemente fue -30 mV. Los pardmetros de activacion, Vi y k, asi como el Viny son el promedio de los ajustes
individuales de la relacién I-V de cada célula con una funcién Boltzmann modificada (ver Materiales y Métodos).
El Vi y la k de la inactivacidn en estado estacionario provienen del ajuste de los datos experimentales obtenidos
al aplicar el protocolo Hinfios-100 en cada célula estudiada y ajustados con la ecuacién de Boltzmann (ver
Materiales y Métodos). Las diferencias estadisticamente significativas con respecto a los valores del control
(Cav3.1) se muestran con (*), p < 0.05. El nimero de células para cada condicion se muestra entre paréntesis.
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El tercer parametro obtenido a partir de los ajustes con funciones de Boltzmann fue el
potencial al cual se invierte la corriente trasportada por los canales Cav3.1, el Vinv. En las curvas
IV normalizadas de la Figura 17 se nota que las tres mutantes del segmento 11S6 (G951A,
G951S, G951T), asi como las mutantes V1501A y V1501G del 111S6 exhibieron corrientes salientes
a voltajes mas negativos que el canal silvestre. El valor de Viny del canal silvestre fue cercano a
los +27 mV, mientras que el de las mutantes varié entre +9 mV en G951A y +23 mV en V1501G

(Tabla 2).

B.2. Inactivacion en el estado estacionario

Para evaluar el efecto de las mutaciones en dependencia al voltaje de la inactivacion de los
canales Cay3.1 se utilizé el protocolo llamado Hinf1os-100 (véase métodos), el cual permita
evaluar la fraccion de canales que se inactiva conforme el potencial de membrana es
despolarizado. En la Figura 18A se muestran trazos de corriente obtenidos a -30 mV después
de la aplicacién de prepulsos de larga duracion a -110, -90, -80 y -85 mV en una célula HEK-293
transfectada con el canal silvestre y otra con la mutante G951A. Los prepulsos a los voltajes
indicados son de 10 s de duracién con la finalidad de promover la transicion al estado
inactivado de todos los canales que se tengan que inactivar a dichos voltajes, por lo que los
resultados hacen referencia a la inactivacién en el estado estacionario (IEE). En otras palabras,
sin importar que se alargue mas el prepulso, la cantidad de canales inactivados ya no cambiara
a cada uno de los voltajes explorados. En los trazos se observa claramente que la amplitud de
la corriente a -80 mV en el canal silvestre se ve disminuida en ~10% en comparacién con el pico
a-110 mV, en contraste, en la mutante G951A la corriente registrada después del mismo voltaje
mostro una disminucidn de ~80%, nuevamente respecto al pico de -110 mV. Esto indica que los
canales de la mutante G951A se inactivan a voltajes mas negativos en comparacion con el

canal silvestre.

Los valores de corriente obtenidos durante el pulso de prueba a -30 mV se normalizaron
respecto al valor mdximo y se graficaron en funcién del valor del voltaje del prepulso

respectivo. En los paneles B, Cy D de la Figura 18 se presentan los graficos obtenidos al
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ajustar dichos datos con una funcién Boltzmann (ver Materiales y Métodos), mismas que
reciben el nombre de curvas de inactivacidn en el estado estacionario. El efecto de la mutante
G951A se manifestd como un desplazamiento de la curva de inactivacién hacia voltajes mds
negativos (Figura 18C). El mismo comportamiento se observo con las otras dos mutantes del
segmento 11S6. En promedio, el voltaje al cual se inactiva el 50% de los canales (Vi) fue 10 mV

mds negativo en tales mutantes en comparacién con el canal Cay3.1silvestre (Tabla 2).
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Figura 18. Inactivacién en el estado estacionario de los canales Cav3.1. A) Trazos de corriente representativos del
canal silvestre y la mutante G951A obtenidos en respuesta al protocolo Hinf10s-100, parte del cual se ilustra al pie
del panel. Para fines comparativos solo se muestran las corrientes a -30 mV generadas después de los prepulsos
de 10 s de duracién a -110, -90, -80 y -85 mV. NStese que la fraccion de corriente disponible después del prepulso a
-80 mV es drasticamente reducida en la mutante comparada con el canal silvestre. Curvas de inactivacion en el
estado estacionario para los canales Cav3.1 mutantes del dominio I (B), dominio Il (€C) y dominio Il (D). Los
graficos muestran en el eje de las ordenadas la fraccidn de canales disponibles para ser activados a -30 mV en
funcién del voltaje del prepulso de 10 s de duracién. Los datos experimentales se ajustaron con la ecuacién de
Boltzmann (lineas continuas). Los pardmetros de Vi y k respectivos se muestran en la Tabla 2.
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Los canales mutantes del segmentos I1I1S6 también indujeron un desplazamiento de la curva
de inactivacion con respecto al canal silvestre, aunque en este caso la dependencia al voltaje

se desplazd sélo 5 mV en la misma direccién (Figura 18D, Tabla 2).

Por ultimo, solo la mutante de treonina del segmento 1S6 (G382T) presentd un valor de Vi
estadisticamente diferente con respecto al canal silvestre (Tabla 2). Aunque en este caso la
variacién fue muy discreta (~3 mV), es de resaltar que el desplazamiento de la curva fue hacia
voltajes mds positivos con respecto al canal silvestre, es decir, la presencia de una treonina en
lugar de la glicina en el segmento 11S6 confiere una mayor estabilidad al canal en los estados
cerrado y abierto, ya que requiere despolarizaciones mas fuertes para transitar al estado
inactivado (Figura 18B). Esta propiedad de la mutante G382T se manifesté también en

aspectos cinéticos de la corriente que genera, los cuales serdn revisados mas adelante.

En cuanto a los valores de la pendiente de las curvas de IEE (k), sin excepcidon todas las
mutaciones investigadas en el presente trabajo de tesis presentaron diferencias significativas
con respecto a la del canal silvestre (Tabla 2). Nuevamente las mutantes G951A, G951S, G951T
exhibieron los efectos mas drdsticos al aumentar el valor de k entre 60 y 83% en relacién con el
del canal Cav3.1-WT (de 4.6 + 0.1 mV en este Ultimo, a 8.4 + 0.6 MV, 7.4 £ 0.3 mVy 8.2 + 0.4 mV
en las mutantes mencionadas). Los cambios en el resto de las mutantes fue

considerablemente mds discretos (20% como maximo en el caso de V1501T) (Tabla 2).

B.3. Aspectos cinéticos de las corrientes generadas por los canales Cav3.1

B.3.1. Curso temporal de la activacion e inactivacion

Un posible efecto indicador de la participacion de las glicinas y la valina estudiadas en el
presente trabajo de tesis, como aminodacidos bisagra que participan en la apertura y cierre del
canal, es la cinética de activacion y en menor grado la de inactivacion de las corrientes
generadas por el canal Cay3.1. Para evaluar tal posibilidad los trazos de corriente obtenidos a
partir del protocolo IV-100 (como los ilustrados en la Figura 17A), fueron ajustados con dos

exponenciales, una correspondiente a la activacién y otro para la inactivacion, tal como se
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muestra en la Figura 19A. La constante de tiempo (t, tau) obtenida de cada exponencial se
promedio entre grupos de células de cada una de las construcciones investigadas, incluyendo

el canal Cav3.1silvestre, y se graficaron en funcién del voltaje respectivo (Figura 19B, Cy D).

En los 6 graficos de la Figura 19 se aprecia la caracteristica distintiva de la cinética de las
corrientes generadas por los canales de la subfamilia Cav3, es decir, su marcada dependencia
al voltaje, sobre todo a voltajes negativos, y una ausencia de ésta a valores mas positivos que -
20 mV. En otras palabras, a voltajes entre -60 y -20 mV la constante de tiempo se hace mas
rapida conforme el valor de Vn es mas positivo, mientras que a potenciales mas
despolarizados que -20 mV la constante de tiempo se vuelve independiente del voltaje y se
mantiene en un valor muy constante. En cuanto a los efectos debidos a las mutaciones, los
resultados de la Figura 19 muestran que, con la excepcion de la mutante G382T, la cinética de
activacion e inactivacion se acelerd en mayor o menor grado con cualquiera de las mutaciones
realizadas en los segmentos S6 aqui estudiados (Tabla 3). En particular, las constantes de
tiempo de Ila activacion de las mutantes del dominio 1IS6 y IlIS6 se aceleraron
significativamente en el intervalo de voltajes entre -60 y -30 mV (Figura 19 paneles C y D,
gréaficos de la izquierda), sin embargo a voltajes mas positivos que -20 mV no se detectaron
diferencias en los valores de tau. Los cambios en las constantes de tiempo asociadas al
proceso de inactivacién, por el contrario, fueron apreciables en practicamente todo el
intervalo de voltajes que se muestra en los graficos (Figura 19B, C y D). De hecho, la
inactivacion presentd cambios mas drasticos que la activacion de la corriente; por ejemplo, las
mutantes V1501S y V1501T exhibieron corrientes que se inactivaron hasta tres veces mas

rdpidamente que el canal silvestre (Tabla 3).

Por el contrario, la mutacidon G382T generd las corrientes mas lentas de todos los canales
investigados en el presente trabajo. En la Figura 20 se aprecia que los valores de tau de la
activacion asi como de la inactivacién son mds grandes (circulos rosas) que los del canal

silvestre (circulos negros).
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Figura 19. Cinética de activacion e inactivacion de los canales Cav3.1 silvestre y mutantes. A) Trazo de corriente
representativo de la mutacién V1501A evocado por una despolarizacién a -30 mV a partir de un potencial de
mantenimiento de -100 mV. La sefal de corriente ilustrada con circulos azules fue muestreada cada 100 ps y se
ajustd con dos funciones exponenciales, una para activacion y otra para inactivacién (linea roja). Las constantes
de tiempo (tau) de activacidén e inactivacién obtenidas con tales ajustes se grafican en funcién del voltaje para las
mutantes del segmento 1S6 (B), 11S6 (C) y 111S6 (D). Los datos son el promedio * EE, cuyos valores a -80 mV se
presentan en la Tabla 3.
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El enlentecimiento de la activacion se puede atribuir en parte al corrimiento de la curva I-V
hacia voltajes mas positivos de la mutante G382T observado en la Figura 17B, ya que si los
valores de la tau se recorren (ajustan) 10 mV hacia voltajes mas negativos, eliminando asi el
efecto en la dependencia al voltaje de la activacidon de la corriente de la mutante G382T, se
observa que las constantes de tiempo de activacion ahora son practicamente las mismas que
las del canal silvestre (Figura 20A). Por el contrario, la misma maniobra con los valores de la
tau de inactivacion muestran que el enlentecimiento observado previamente en la Figura 19B
se mantiene al eliminar el factor atribuible al corrimiento de la curva I-V (Figura 20B). Es decir,
la mutacién G382T confiere un enlentecimiento en el curso temporal de la inactivacion del
canal Cav3.1independientemente del efecto sobre la dependencia al voltaje de la activacién de
dicha mutante. Esta observacidn es consistente con la IEE a voltajes mas positivos, en
comparacion con el canal silvestre, descrita para esta mutante en la Figura 18B. Con
fundamentos similares, la aceleracion de la inactivacién de las mutantes de los segmentos 11S6

y I11S6 (Figura 19C y D) estdn en concordancia con la IEE a potenciales mas negativos (Figura

18Cy D).
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Figura 20. Eliminacion del factor asociado a la dependencia de voltaje del efecto sobre la cinética de las
corrientes de la mutante G882T. Mismos datos de la Figura 19B para el canal Cav3.1 silvestre y la mutante G882T.
La diferencia radica en que los valores de tau de la activacién (A) y la inactivacion (B) de la mutante se presentan
recorridos 10 mV hacfa la izquierda en el eje de las abscisas (V) con el propésito de eliminar el efecto observado
sobre la curva I-V de dicha mutante (ver Figura 17B). Por ejemplo, la tau de activacién correspondiente a -20 mV
del canal mutante se graficé en esta figura en la coordenada de -30 mV. Ademds, se agregaron los valores de tau
a +30 mV de la mutante (en el grafico se muestra a +20 mV) para que todos los valores de Vm tengan su dato de
tau correspondiente. Los valores de tau del canal silvestre no sufrieron ninguna modificacién. Nétese que
Unicamente la cinética de inactivacién fue verdaderamente enlentecida al intercambiar la glicina del segmento
IS6 por una treonina.
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Tabla 3. Comparacién de las propiedades cinéticas de los canales Cay3.1 silvestre y mutantes

Canal Tact (MS) Tinact (MS) Tdesac (MS) Th(ms)
Cav3.1 3.4 £0.1(106) 18.9+0.7 3.32+0.17(94) 129 £ 4 (73)
G382A 4.4+0.9(12) * 20.5 1.1 2.56 = 0.10 (8) 158 £5 (11) *
G382S 4.7+0.5(14)* 17.0 £ 0.8 1.48 £0.13(14) * 237 +15 (12) *
G382T 7.5+0.7(12) * 28.5+1.9% 2.65 + 0.15 (10) 287+£13 (10) *
G951A 2.5+0.9 (15) * 11.3+0.6 * 2.39+0.12(13) * 227 £24 (1) *
G951S 22+0.1(13)* 7.9+0.5% 1.35 £ 0.05 (10) * 194 +17(7)*
Go51T 2.9 £0.1(15) 14.2+0.6* 2.67 £0.08 (16) 209 =10 (1) *
V1501A 1.7x0.1(12) * 7.7+0.4 % 1.87 £0.09 (10) * 164 £15 (1) *
V1501S 1.7x0.1(11)* 6.1£0.4 % 1.50 +0.07 (9) * 22314 (1) *
V1501T 1.720.1(12) * 6.6 £0.4* 1.33+0.08 (10) * 174 =15 (8) *
V1501G 1.9%0.1(7)* 1.6 £ 0.5 * 2.71£0.25 (7) 1327 (7)

Los valores son el promedio * error estandar, con el nimero de células para cada condicién indicado entre
paréntesis. Las constantes de tiempo (t) de activacién e inactivacidn se obtuvieron a partir del ajuste con dos
exponenciales de los trazos de corriente obtenidos a diferentes voltajes (protocolo IV); sélo se presentan los
datos obtenidos a -30 mV. Las constantes de tiempo de desactivacidn (tdesact) provienen del ajuste de las colas de
corriente generadas mediante el protocolo IV con una funcién exponencial; solo se presenta el valor delatau a-
100 mV. La tau de recuperacion de la inactivacién (th) se obtuvo del ajuste con una funcién exponencial de los
valores de la corriente recuperada en funcién del tiempo a -100 mV (protocolo Recovery). Las diferencias
estadisticamente significativas se muestran con (*), p < 0.05.

B.3.2. Recuperacion de la inactivacion

Otra caracteristica cinética de las corrientes generadas por los canales Cav3 es el tiempo que
requieren para recuperarse después de una despolarizacidn, es decir, la velocidad con la que
transitan del estado inactivado al estado cerrado (en reposo) de tal manera que el canal este
nuevamente en posibilidad de ser activado por una segunda despolarizacion. Esta propiedad
se denomina recuperacion de la inactivacion y en el presente trabajo se explord utilizando el
protocolo de voltaje Recovery-100. Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 21. En el
panel A se ilustra una serie de trazos representativos de las corrientes de la mutante G382A
registradas en respuesta a dicho protocolo. Se observa claramente que la amplitud del
segundo pulso a -30 mV se incrementa en funcién del tiempo entre el primero y el segundo

pulso, demandando hasta 2 s para alcanzar la misma magnitud de corriente que se genera
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durante el primer pulso a -30 mV. La amplitud de la corriente registrada en respuesta al
segundo pulso se normalizd respecto a la del primero, se promedio entre grupos de células
expresando la misma mutante y se graficé en funcién del tiempo que separd los dos pulsos a -
30 mV (Figura 21B, Cy D). Las lineas continuas en dichos gréficos representan el mejor ajuste
de cada grupo de datos con funciones exponenciales simples, mismas que proporcionaron la
constante de tiempo de recuperacién de la inactivacion (tn) para cada canal Cay3.1. En
promedio la poblacién de canales silvestres requiere aproximadamente 650 ms para
recuperarse por completo de la inactivacién (th= 129 * 4 ms, n = 94; Tabla 3). Solo la mutante
del segmento 11IS6, la V1501G, presento una cinética de recuperacion ligeramente mas rapida
que el canal silvestre (th= 113 * 7 ms, n = 7), aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa. El resto de las mutantes presentaron un curso temporal de recuperacion de la
inactivacion mas lento que el canal silvestre (Figura 21B, C y D). Destacando nuevamente la
mutante G382T (panel B) por presentar la constante de recuperaciéon mas lenta (th= 287 + 13
ms, n = 10), es decir, estos canales requieren 1.5 s (casi tres veces mas tiempo que el canal
silvestre) para transitar del estado inactivado al estado cerrado en reposo y estar disponibles
para ser activados nuevamente. Esta observacién también es consistente con las
caracteristicas de inactivacion en el estado estacionario y lenta inactivacion de esta mutante

(Figuras 18 y 20).
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Figura 21. Recuperacion de la inactivacion. A) Trazos representativos de corrientes de calcio generadas por la
mutante G382A en respuesta a la aplicacion del protocolo Recover100 ilustrado al pie de la figura. Los pulsos a -30
mV fueron espaciados por periodos de tiempo desde 1 hasta 2000 ms. Nétese que la corriente del segundo pulso

aumenta (recuperacién) conforme transcurre mas tiemp

o entre ambos pulsos. La amplitud de corriente del

segundo pulso se normalizd respecto a la del primero y se grafica en funcidn del intervalo de tiempo entre los
dos pulsos para cada una de las mutantes del segmento I1S6 (B), 11S6 (C) y 111S6 (D). Los datos son el promedio *
EE. Las lineas continuas representan el ajuste de los datos experimentales con una funcién exponencial simple.
Los valores de las taus de recuperacion (th) se presentan en la Tabla 3.
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B.4. Efectos de las mutaciones de los segmentos S6 en el cierre del canal Cay3.1

Ademads de la cinética de activacion del canal, el curso temporal con el que se cierra un canal
es indicativo del funcionamiento de la compuerta de activacién y por lo tanto es un pardmetro
en el que se puede evaluar directamente la contribucién de las mutaciones investigadas en el
presente trabajo de tesis al funcionamiento de dicha compuerta. El cierre del canal se
investigd mediante las colas de corriente que se generaron en respuesta la aplicacion del
protocolo [IV2ms60-2ch. Este protocolo (ilustrado al pie de la Figura 22A) consiste de una
despolarizacion breve de 2 ms a +60 mV, el cual resulta en la activacion de practicamente
todos los canales Cav3.1 presentes en la célula en estudio. No obstante lo anterior, la corriente
que se genera por este prepulso es casi imperceptible, ya que el potencial de +60 mV es muy
cercano al potencial de inversidn de la corriente bajo estudio, por lo que no existe una fuerza
impulsora significativa que mueva a los iones a través de los canales abiertos por la
despolarizacién. Lo segunda parte del protocolo, es decir, la serie de pulsos que repolariza el
potencial de la membrana a voltajes tan negativos como -120 y hasta +40 mV en pasos de 10
mV, es la que evoca las colas de corriente, mismas que se generan por la conduccion
transitoria de corriente de todos los canales que se abrieron durante el prepulso a +60 mV.
Como se observa en la Figura 22A, conforme la repolarizacion se hace a voltajes mas positivos
la amplitud de la cola de corriente disminuye proporcionalmente. Lo anterior se debe a que Ia
fuerza impulsora para la entrada de calcio es mas grande conforme el potencial se aleja de su
Viny, €l cual como ya se mostrd en la Figura 17 es cercano a +30 mV. Posterior al pico de la cola
de corriente, sucede el decaimiento de la misma, lo cual obedece al cierre de los canales a
cada uno de los voltajes explorados. Una primera observacion de las colas de corriente del
canal silvestre y la mutante G382S ilustradas en la Figura 22A, permiten inferir que el curso
temporal es mas rapido para el cierre de los canales de esta ultima. Debido a que el tamafio de
las colas de corriente es proporcional al nimero de canales activados con el prepulso a +60
mV, el pequefio tamafio de las generadas por la mutante es consecuente con la baja densidad
de corriente exhibida por las células transfectadas con esta mutante (Tabla 2). De cualquier
manera, la magnitud de las colas de corriente en este caso es irrelevante; de hecho, la
informacidén sustancial se encuentra en la cinética de la misma, por lo que los trazos de

corriente obtenidos al repolarizar la membrana a -100 mV fueron normalizadas respecto a la
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amplitud y la comparacién se presenta en la Figura 22B. Es evidente que el cierre del canal de

la mutante G382S es significativamente mas rdpido que el del canal silvestre.

Para cuantificar los cambios en la cinética de las colas de corriente inducidas por las mutantes,
cada una de ellas se ajustd con una funcién exponencial simple para obtener la constante de
tiempo de desactivacidon o cierre del canal. Los datos se promediaron entre los diferentes
grupos de canales y se graficaron en funcién del potencial de repolarizacidn. En la Figura 22C,
D y E se presenta el resumen de dicho andlisis. Unicamente se presentan los datos para el
intervalo de voltajes comprendido entre -120 y -80 mV, ya que a voltajes mas positivos las
colas de corriente presentan un componente asociado a la inactivacion de canales (Serrano et
al., 1999). Sin excepcidn, en todas las mutaciones estudiadas se presentd una aceleracién del
curso temporal de cierre de los canales Cav3.1; las mutaciones por serina presentaron las
cinéticas mas rdpidas (circulos verdes), mientras que las sustituciones por alanina indujeron
una aceleracion mas discreta del cierre del canal (circulos azul rey). Interesantemente, la
mutacién de la valina del segmento 111S6 por una glicina (V1501G) produjo solo ligeros cambios
en el curso temporal del cierre de los canales Cav3.1 (Fig. 22E, circulos azul claro), los cuales no
fueron significativos a -100 mV (Tabla 3). La diferencia que se observa a -9o y -80 mV con
respecto al canal silvestre, podria explicarse al menos en parte al corrimiento de la curva de
IEE de 5 mV ya discutida de esta mutante (Tabla 2). Estos resultados permiten sugerir que los
tres aminodcidos mutados en el presente trabajo de tesis tienen implicaciones en el
funcionamiento de la compuerta de activacidn, ya que la sustitucién de cualquiera de ellos por
aminoacidos que preservan la estructura a-hélice de las proteinas (como alanina, e incluso
glicina en el caso del segmento 111S6), o por otros cuyas propiedades hidrofébicas pueden
alterar dichas estructuras (serina y treonina), aceleraron el curso temporal con el que los

canales Cay3.1 se cierran.
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Figura 22. Cinética de desactivacién de los canales Cav3.1 y las mutantes de los segmentos 1S6, 11S6 y 111S6. A)
Colas de corriente representativas de los canales Cav3.1-WT y la mutante G382S. Las sefiales de corriente fueron
evocadas con el protocolo 1IV2ms60-2ch, mismo que se ilustra al pie del panel. Para mayor claridad, inicamente
se presentan las colas de corriente generadas por la repolarizacién del Vm a -120, -110, -100, -90 y -80 mV.
Asimismo solo se grafican 17.66 ms de los 40 que dura cada uno de las repolarizaciones. B) Comparacion de las
colas de corriente obtenidas a -100 mV del canal silvestre (trazo negro) y de la mutante G382S (trazo verde). El
trazo de corriente del canal mutante se multiplicd por 2.64 para que la amplitud maxima de la cola de corriente
fuera de la misma magnitud que la del canal silvestre. Las constantes de tiempo (promedio + EE) de las colas de
corriente en funcién del Vi de repolarizacién se presentan para los canales indicados de los segmentos 1S6 (C),
11S6 (D) y 111S6 (E). Los valores de las taus de desactivacidn (tdesac) respectivas se presentan en la Tabla 3.
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8. DISCUSION

La obtencidn de la estructura cristalografica del canal de potasio MthK (Jiang et al., 2002b) fue
el estudio precursor que permitié obtener evidencias acerca el mecanismo de activacion de
los canales activados por voltaje, asi como los elementos estructurales involucrados en el
proceso de apertura y cierre de los mismos. El descubrimiento de que una glicina altamente
conservada en uno de los segmentos transmembranales que delinean la pared del poro de
conduccién (M2 en canales de bacterias y S6 en células eucariotas), es crucial para la torsion
de la a-hélice de este segmento, evento que origina la apertura del canal, permitiendo asi el
flujo de iones a través del poro del canal. Debido a esta funcidn de permitir la apertura y cierre
del canal, a este aminodcido se designd con el nombre de glicina “bisagra”. Posteriormente,
en estudios de mutagénesis se ha demostrado que la glicina correspondiente en el canal de
sodio activado por voltaje NaChBac funciona como “bisagra” de la compuerta del canal (Zhao
et al., 2004). Sin embargo, en canales de células eucariotas el papel de las glicinas bisagra
parece ser menos determinante ya que se ha mostrado la contribucidon de otros aminoacidos
del segmento S6, particularmente una secuencia Pro-X-Pro conservada en algunos canales de
potasio (Ding et al., 2005; Raybaud et al., 2006; Hardman et al., 2007). A la fecha existe escasa
informacion del papel de las glicinas bisagra en el mecanismo de apertura y cierre de canales
Cav (Hohaus et al., 2005; Kudrnac et al., 2009), asi como tampoco de los canales de calcio tipo
T y de los Nav de mamiferos. Estos canales difieren de los de bacterias en el numero de dichos
residuos presentes en el canal funcional, mientras que los de bacterias contienen cuatro (uno
en cada TM2 o S6), en los de mamiferos solo existen tres (en los de sodio: S6 de los dominios
[, Il'y 1), y dos (en los de calcio; S6 de los dominios | y I1) (Figura 8). El Unico trabajo previo en
canales Cav tipo T es una contribuciéon de nuestro grupo de trabajo en el que se investigo el
papel de dichos residuos bisagra en el canal Cayv3.3 (Sepulveda-Hirose, 2012). El presente
trabajo de tesis tuvo como finalidad investigar el papel de las glicinas bisagra, asi como el de la
Val1501, en el mecanismo de apertura y cierre de los canales Cay3.1. Los resultados obtenidos
aqui, en conjunto con los del trabajo previo de nuestro grupo, proporcionan evidencias
contundentes sobre la contribucidn de dichos residuos en el mecanismo de apertura de los

canales de calcio tipo T y de los canales Cav en general. A continuacidon se discuten las
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principales contribuciones del presente trabajo de investigacion y se comparan con los
resultados previamente descritos en la literatura acerca de los elementos estructurales

involucrados en la apertura y cierre de los canales idnicos activados por voltaje.

A. Las mutaciones en los segmentos IS6, 11S6 y 111S6 disminuyen drasticamente la corriente
generada por los canales Cay3.1

Las mutantes de G382, G951y V1501 presentaron corrientes macroscopicas de menor amplitud
con respecto al canal silvestre (Figura 17). Varios trabajos anteriores han mostrado resultados
similares al realizar mutaciones puntuales en los canales Cayv (Hohaus et al., 2005; Sepulveda-
Hirose, 2012; Demers-Giroux et al., 2013). Una explicacion a esta observacion es que a
consecuencia de la mutacién el nimero de canales presentes en la membrana plasmatica
disminuye en comparacidon con los niveles de canal Cav3.1 silvestre. Este razonamiento
aplicaria incluso para aquellas mutaciones por prolina en las que no se detectaron corrientes
en lo absoluto (Figura 16). Sin embargo, mediante estudios de microscopia confocal nuestro
grupo ha mostrado previamente que mutantes similares del canal Cay3.3 fusionadas a la GFP
que a pesar de no generar corrientes se localizaron en la membrana plasmatica con una
densidad similar a la del canal Cav3.3 silvestre (Sepulveda-Hirose, 2012). Otros estudios con
canales Cay han reportado observaciones similares (Hohaus et al., 2005; Kudrnac et al., 2009).
Por lo tanto, es posible que la ausencia de corrientes en nuestras construcciones “no
conductoras”, asi como la baja densidad de corriente en el resto de las mutaciones, sea el
resultado de un efecto inducido por la mutacion y como consecuencia el funcionamiento del
canal se viera afectado significativamente; y no sobre el nimero de canales presentes en la
membrana plasmadtica. Los efectos sobre el funcionamiento del canal podrian incluir efectos
como disminucién en la conductancia unitaria o en la probabilidad de apertura, escenarios

poco probables pero que no podemos descartar por completo en este trabajo.

El caso de las mutantes de prolina requiere ademas las siguientes consideraciones. Como se
observa en la Figura 16, estas mutantes resultaron en canales no funcionales o condujeron
corrientes tan pequefas (>20 pA) que fue imposible analizar sus propiedades biofisicas. Como

ya se menciond anteriormente, las propiedades fisicoquimicas de la prolina fue determinante
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para dilucidar el papel de las glicinas bisagra en los canales NaChBac, dado que al romper la
estructura de a-hélice la prolina favorecid la estabilidad del canal en el estado abierto (Zhao et
al., 2004), demostrando asi el papel de las glicinas bisagra en el mecanismo de apertura y
cierre del canal de sodio de bacterias. Desafortunadamente, en nuestro caso la mutacién de la
glicina correspondiente por prolina no generd corrientes medibles, por lo que se empled otros
aminodcidos como la serina y treonina que por sus caracteristicas hidrofdbicas pudieran
introducir modificaciones estructurales a la o-hélice (o al entorno inmediato) de los
segmentos S6 aqui estudiados. Estrategias similares fueron utilizadas en canales Cav de alto
umbral de activacién (Kudrnac et al., 2009). En nuestras manos, las mutantes por serina y
treonina produjeron corrientes medibles cuyas propiedades biofisicas si pudieron ser
analizadas en detalle y la informacién obtenida fue relevante para determinar el papel de los

aminodacidos bisagra del Cav3.1, como se discutira en los siguientes apartados.

También cabe destacar que las mutantes del segmento S6 del dominio Il generaron corrientes
equivalentes a menos del 10% de las registradas en los canales Cay3.1 silvestres, incluyendo la
mutacion de la glicina bisagra por alanina, la cual exhibié la densidad de corriente de menor
amplitud en todo el estudio (Tabla 2). Se ha mostrado que las substituciones por alanina
inducen ligeros efectos en la estructura en o-hélice de las proteinas, pero cambios
importantes en el tamafo y propiedades quimicas de los residuos (Blaber et al., 1993; Petsko
& Ringe, 2004) por lo que el resultado mencionado era poco previsible. No obstante, un
resultado similar fue descrito para la glicina bisagra del canal de potasio Shaker (G466), en el
que la presencia de una alanina en lugar de la glicina produjo canales no funcionales (Ding et
al., 2005), dicha mutacidn letal fue rescatada con la mutacién de la valina contigua a la glicina
bisagra por otra glicina (G466A/V467G), denotando la funcidén crucial de la glicina bisagra en
el mecanismo de activaciéon del canal Shaker, dado que la flexibilidad conferida por la
mutacion V467G rescatd la eliminada por la mutacion G466A resultando en canales
funcionales con propiedades biofisicas muy parecidas a las del canal Shaker silvestre. Por lo
tanto, es razonable suponer que nuestra mutante G382A haya reducido la flexibilidad del
segmento [IS6 en tal forma que disminuya drdsticamente la transicidon del canal cerrado al

estado abierto. En consecuencia, las mutaciones por aminodcidos mas hidrofdbicos y
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voluminosos como la serina y la treonina afectan similarmente el funcionamiento de los
canales Cay3.1 (Tabla 2). Estas observaciones sugieren que la glicina bisagra el segmento 11S6
tiene un papel preponderante en el mecanismo de activacion o apertura del canal del canal

Cav3.1.

Otro parametro que resultd modificado en las mutaciones con respecto al canal silvestre fue
el potencial de inversidn, sobre todo en las mutaciones realizadas en el [IS6 .Cabe mencionar
que un cambio en el potencial de inversidn, puede significar un cambio en la selectividad del
canal por el idn permeante, es decir, que el canal disminuya su selectividad por el Ca** a
consecuencia de la mutacién y que ahora se requiera menos energia (voltaje) para que el
canal permita el flujo de iones hacia afuera de la célula. Es pertinente aclarar que el ion que
genera las corrientes salientes a través de los canales Cav3.1 es el Cs*, el cual bajo las presentes
condiciones de registro, es el Unico catién que puede fluir a través de dichos canales (Fenwick
et al., 1982). En todo caso, para que el Cs* pueda fluir a través de los canales Cav3.1 se requiere
que exista una mayor fuerza impulsora para la salida de éste que la que existe para el Ca** aun
voltaje determinado, situacidon que no se modificd en ninguno de los experimentos realizados,
es decir, la composicidn de las soluciones fue la misma en todos los casos, por lo que esta no

es la explicacion mas viable a las diferencias observadas en el potencial de inversidn.

Por otro lado, la selectividad de los canales Cay se debe a una fuerte interaccién del Ca** con el
filtro de selectividad del canal, cuyo sustrato molecular se ubica cerca de las glicinas y la valina
mutadas en el presente trabajo, por lo que la posibilidad de que dichas mutaciones hayan
inducido cambios estructurales en o cerca del sitio de union del Ca** no pueden ser
descartadas en su totalidad. Tales modificaciones podrian disminuir la interacciéon del Ca?* con
el filtro de selectividad de tal manera que se requiera una menor despolarizacion para que el
Cs* fluya a través del canal hacia afuera de la célula. Interesantemente, el efecto sobre el Viny
fue mas drastico cuando las corrientes transportadas fueron mds pequefias (mutantes del
dominio Il; Tabla 2), mientras que cuando las corrientes fueron mas grandes el Viny fue menos

afectado (mutantes del dominio Ill; Tabla 2). Evidentemente se requiere de otro tipo de
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experimentos para determinar las causas exactas del cambio en el Viny de las mutantes en

cuestion.

B. Efecto de las mutantes en la inactivacién del canal

La inactivacion en el estado estacionario de los canales Cav3.1 mutantes resultd severamente
afectada por las mutaciones de los dominios Il y Ill, y en menor medida por la mutaciéon G382T
del dominio | (Figura 18). Particularmente, las mutaciones del segmento 11S6 provocaron que
la inactivacion de los canales se lleve a cabo a voltajes mds negativos que el canal Cav3.1 (el Vi
fue 10 mV mas negativo; Tabla 2). Con las mutaciones del dominio Il los efectos fueron menos
drasticos pero igualmente significativos. Estos resultados indican que la glicina del segmento
[1S6 y la valina del 111S6 previenen que el canal Cay3.1 silvestre se inactive a partir del estado
cerrado, ya que su ausencia promueve la inactivacion de los canales a voltajes mas negativos.
En un trabajo previo del grupo de Hering (Marksteiner et al., 2001) reportan que mutaciones
puntuales de aminoacidos del segmento 11IS6 por alaninas (scanning de alaninas) del canal
Cav3.1 de ratdn produce el efecto opuesto en las curvas de IEE, es decir, los canales mutantes
se inactivan a voltajes mas positivos que el silvestre. Sin embargo, todos los residuos mutados
en ese trabajo se encuentran rio abajo de la valina 1501 estudiada en el presente trabajo(es
decir, mds cercano al extremo intracelular del segmento S6). Resultados similares a estos
ultimos, fueron reportados por el grupo de Parent (Demers-Giroux et al., 2013) al realizar un
scanning de alaninas y glicinas en aminodcidos hidrofdbicos distales del segmento 11S6 del
canal Cav3.2. En conjunto estas observaciones sugieren que la disminucién de hidrofobicidad
en los residuos por debajo de la valina 1501 (lograda con las substituciones por alanina) evita
que los canales Cav3.1 se inactiven del estado cerrado (Marksteiner et al., 2001), mientras que
un aumento en la flexibilidad del segmento S6 (logrado al introducir una glicina o alanina) o
un aumento en la hidrofilicidad (por los grupos polares de la serina y treonina) en la posicién
de Ia valina 1501 promueve que una mayor proporcion de canales se inactiven a partir del
estado cerrado. Las observaciones del presente trabajo también son consistentes con lo
reportado previamente por nuestro grupo de investigacion en el canal Cav3.3, donde se
obtuvieron resultados similares al mutar la valina correspondiente del segmento 1IS6 de

dicho canal (Sepulveda-Hirose, 2012). La contribucién de la valina 1501 del segmento 111S6



64

parece ser importante no solo para la IEE del canal, es decir, de la transicion del estado
cerrado al inactivado, sino también de la inactivacion a partir del estado abierto, ya que las
cuatro mutaciones puntuales investigadas en dicho residuo aceleraron casi tres veces el curso
temporal de la inactivacién de la corriente comparada con el canal silvestre (Tabla 3).
Nuevamente, estas resultados concuerdan con lo observado en el canal Cayv3.3 (Sepulveda-
Hirose, 2012), pero contrastan con lo reportado en el canal Cav3.1 de ratdn, y en el segmento
[I1S6 del canal Cav3.2, en los que se reportd que la inactivacion de la corriente ocurre mas
lentamente como resultado del scanning de alaninas y glicinas realizados en tales trabajos

(Marksteiner et al., 2001; Demers-Giroux et al., 2013).

Por el contrario, la mutacién de la glicina del segmento 11S6 por treonina (G382T) promovié
que la inactivacion del canal Cay3.1 a partir del estado cerrado se lleve a cabo a voltajes mas
positivos (Figura 18B), sin embargo el efecto fue mds bien discreto (aprox. 3 mV); ademas el
valor de Vi, de inactivacion fue estadisticamente diferente del observado en el canal silvestre
(Tabla 3). En consistencia con esta observacidn, la inactivacién a partir del estado abierto del
canal también fue disminuida por la mutacién G382T (Figura 19). Adicionalmente, estd fue la
mutante que desplazé en mayor medida (~ 8 mV) la activacién del canal Cav3.1 hacia voltajes
mds positivos (Tabla 2), mientras que las mutaciones por alanina y serina indujeron efectos
mas discretos aunque significativos también. Este conjunto de observaciones son
consistentes con una contribucién de la glicina del segmento 11S6 a la dependencia al voltaje
tanto de la activaciéon como de la inactivacion del canal Cay3.1. Es interesante mencionar, que
con base en modelos tridimensionales del canal Cav3.1 generados en nuestro laboratorio
(datos no publicados), la mutacién por treonina en el segmento 11S6 introduce un cambio
importante en la nube de atomos circundante en dicha posicidn, provocando colisiones entre
los mismos (la treonina es una residuo considerablemente mds voluminoso y polar que la
glicina) , lo cual se puede reflejar en una modificacién del funcionamiento del segmento 11S6,
requiriendo mads energia para que se active el canal y a su vez oponiéndose a que el canal
transite al estado inactivado. El mismo modelo in silico del canal Cav3.1 predice menos
colisiones de dtomos cuando la glicina se intercambia por una alanina o una serina, lo cual

podria ser la explicacién para los efectos menos consistentes de dichas mutantes sobre el
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funcionamiento del canal Cav3.1 (Figura 17B, Tablas 2y 3). Desafortunadamente no se cuenta
con la informacién de la mutante correspondiente en el canal Cay3.3 (Sepulveda-Hirose, 2012),
por lo que se requiere realizar tales mutaciones para llegar a un posible consenso en cuanto a

la generalidad de los efectos de mutar la glicina del dominio Il de los canales Cay3.

C. Efecto de las mutaciones de los segmentos IS6, 11S6 y 11IS6 en el cierre del canal Cav3.1

El propdsito del presente estudio de tesis fue obtener informacidn referente al mecanismo de
activacion de los canales Cay3.1 y de manera particular la contribucién de los aminoacidos
“bisagra” (G382, G951y V1501) en el proceso de apertura y cierre del canal Cay3.1; por tales
razones el curso temporal del cierre de este canal representa un aspecto sustancial para
evaluar el funcionamiento de la compuerta de activacion, tal como ha sido estudiado en
canales de sodio NaChBac (Zhao et al., 2004). Las colas de corriente generadas por el cierre de
los canales Cav3.1 mutantes y silvestre estudiados en el presente trabajo fueron ajustadas con
una funcidn exponencial para obtener la constante de tiempo de desactivacidon de cada uno
de los canales investigados. Interesantemente las mutaciones de los tres aminoacidos bisagra
(glicinas en el IS6 y 11S6; y valina en el 111S6) del canal Cay3.1 aceleraron la cinética de cierre del
canal Cay3.1 (Figura 22). Es de llamar la atencién que dentro de las varias mutaciones la
sustitucion por serina fue siempre la mas consistente en cuanto a los efectos sobre la cinética
de cierre del canal (Tabla 3). En orden descendente le siguieron la treonina y luego la alanina.
Aunque el menor efecto se observo en la mutacién V1501G del segmento I11S6, cuya cinética
de desactivacién fue muy similar al control (Figura 22E). Estos resultados sugieren que la
funcidon de los aminoacidos bisagra de los segmentos 1S6, 1IS6 y 11IS6 del canal Cav3.1
fortalecen la conformacién del canal en el estado abierto y que cualquier perturbacién de
dichos residuos se refleja en un movimiento de la a-hélice de dichos segmentos que
promueve la transicion del canal al estado cerrado a partir del estado abierto. Es
desafortunado el hecho de que las mutantes de tales residuos por prolina no generd canales
funcionales en ningun caso, ya que los efectos introducidos por este aminodcido a la
estructura de la a-hélice se han visto reflejados como un drastico enlentecimiento del cierre
del canal NaChBac (Zhao et al., 2004) y en el canal Cayv1.2 (del grupo HVA) (Hohaus et dl.,

2005). Sin embargo, en el trabajo previo de nuestro laboratorio en el canal Cav3.3 (Sepulveda-
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Hirose, 2012), las mutaciones de las glicinas bisagra de los segmentos 1S6 y 11S6 por prolina si
generaron corrientes medibles y el andlisis de las colas de corriente demostré que el canal
Cav3.3 se cierra dos veces mas rdpido con la prolina en el segmento 1S6, pero la modificacidn
por prolina en el segmento 11S6 disminuyd la velocidad de cierre en mas de un 100% (Figura 9
paneles B y C), mientras que la mutacién de la valina correspondiente en el segmento 111S6 no
genero corrientes. Interesantemente, la mutacion de dicha valina por glicina propicid el efecto
mas significativo sobre el curso temporal del cierre del canal Cav3.3, provocando que éste se
cierre y se inactive significativamente mds lento a partir del estado abierto (Figura 9D). Lo que
sugiere que una mayor flexibilidad del segmento 111S6 inducida por la presencia de la glicina
promueve que el canal sea mas estable en el estado abierto y que retrase su transicion a los
estados cerrado e inactivado. A partir de tales razonamientos, otra perspectiva del presente
trabajo sera realizar mutaciones de los residuos contiguos a las glicinas bisagra del dominio | y
[l del canal Cav3.1 en los canales que ya tienen la mutacién G382P y G951P, con la finalidad de
analizar la posibilidad de que la doble mutante exprese corrientes, tal y como se ha visto en el

canal de potasio Shaker (Ding et al., 2005).

En suma, las observaciones del presente trabajo en conjunto con las ya reportadas para el
canal Cav3.3 sugieren que los aminodcidos bisagra de los segmento 1S6, 11S6 y 11IS6 de los
canales Cay3 forman parte del sustrato molecular que sustenta el mecanismo de apertura y
cierre de estos canales Cav. Sin embargo, debido a la variedad de efectos observados sobre el
curso temporal de cierre del canal y que ninguna mutacion indujo un cambio superior al 300%
sobre la constante de tiempo del canal silvestre (Tabla 3), lo cual aunque es una diferencia
sustancial, no se compara con los cambios de 30 a 2000 veces en la constante de tiempo de
desactivacion observada en canales Cav HVA y NaChBac, respectivamente (Zhao et al., 2004;
Hohaus et al., 2005); asi como los efectos observados en la activacién dependiente de voltaje,
la inactivacion en el estado estacionario, y la recuperacion de la inactivacién del canal Cav3.1es
probable que otros aminoacidos (Hohaus et al., 2005; por ejemplo, ver Demers-Giroux et al.,
2013), ademads de los estudiados en el presente trabajo intervengan en el proceso de apertura

y cierre del canal Cav3.1 en particular y en general de los canales Cav3.
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9. CONCLUSIONES

1. Las mutaciones puntuales en los dominios 1S6, 1I1S6 y IIS6 reducen drasticamente la
amplitud de la corriente con respecto al canal silvestre. Es probable que esto se deba a un
efecto de la mutacidn sobre el funcionamiento del canal, aunque una disminucién en el

ndmero de canales en la membrana plasmatica, no se puede descartar.

2. La mayoria de las mutaciones evaluadas mostraron un cambio significativo en la
dependencia al voltaje de la inactivacién (IEE), particularmente las mutantes del segmento
[IS6 promovieron que los canales Cay3.1 se inactiven en un intervalo de voltajes que es 10 mV
mas negativo que al que lo hace el canal silvestre. Por lo tanto, la G951 contribuye
significativamente a la transicion del canal del estado cerrado al estado abierto, evitando que

se inactive a partir del estado cerrado.

3. Un efecto contrario se observo con la mutante G382T del segmento 1S6, la cual desplazo
tanto la activacion como la inactivacion en el estado estacionario del canal silvestre a voltajes
mas positivos. Es decir, la glicina de este segmento favorece la transicién del canal del estado

cerrado al estado inactivado y lo estabiliza en esta ultima conformacion.

4. Todas las mutaciones investigadas aceleraron el curso temporal con el que se cierra el canal
Cav3.1, lo cual sugiere que los aminoacidos G382, G951y V1501 forman parte de la estructura

involucrada en el mecanismo de aperturay cierre del canal Cav3.1.

5. Es probable que el mecanismo involucrado en el movimiento de la compuerta de activacion
de los canales Cav3.1 requiera de elementos estructurales adicionales a las glicinas “bisagra”

descritas para otros canales activados por voltaje.

6. Es necesario la realizacion de experimentos adicionales para entender completamente el
mecanismo de apertura y cierre de los canales de calcio activados por voltaje y en especifico

del canal Cavy3.1.
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