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Resumen

Activacion por voltaje del canal de cloruro activado por calcio, TMEM16A

TMEM16A es un canal de cloruro activado por calcio que controla el transporte de
liquido epitelial, la contraccion del musculo liso, el bloqueo de la poliespermia y la
liberacion de insulina, entre otros. La activacion de TMEM16A es un mecanismo
complejo que requiere incrementos de calcio intracelular y despolarizaciones de la
membrana plasmatica. TMEM16A no tiene un sensor de voltaje candnico, sin
embargo, puede ser activado por la diferencia de voltaje a través de la membrana,
aunque el mecanismo aun no esta claro. En este trabajo mostramos que el canal
TMEM16A silvestre se activa por voltaje en ausencia de calcio. Las corrientes
muestran una fuerte rectificacion saliente, la activacion es muy rapida (<1 ms) y no
presentan corrientes de cola. La corriente activada por voltaje depende del anion
permeante y se inhibe por los acidos tanico y antraceno-9-carboxilico. La amplitud
de la corriente activada por voltaje es pequefia, sin embargo, se incrementa al
eliminar los residuos 448EAVK451 en el primer asa intracelular y al mutar los
residuos E702Q-E705Q que forman parte del sitio de unién de calcio. La mutacion o
eliminacion de los residuos 444EEEEEAVK451 modula la activacién por calcio y por
voltaje, pero no explica la dependencia con el voltaje de TMEM16A. En este trabajo
planteamos la hipotesis de que la titulacion dependiente de voltaje de los residuos
del sitio de union de calcio permite la activacion de TMEM16A. Para probar esto,
registramos la actividad del canal a diferentes concentraciones de protones
intracelulares. A medida que aumentaba la concentracion de protones, incrementaba
la corriente activada por voltaje. Para demostrar que estaban involucrados los
residuos del sitio de unién de calcio, mutamos los residuos Glutamico / Aspartico a
glutamina (para simular un Glutamico protonado permanente). Los canales mutados
fueron mas faciles de activar a pH fisiolégico. En particular, la respuesta de estos
canales mutados a la acidificacion intracelular disminuyo y se volvio independiente
del voltaje. En conclusion, la protonacién dependiente de voltaje de los residuos
glutdmico / aspartico del sitio de unién de calcio, resalta la activacion de TMEM16A
por voltaje en ausencia de calcio intracelular. Las corrientes resultantes fueron
rapidas, sostenidas y lo suficientemente grandes como para regular la excitabilidad
eléctrica.

PALABRAS CLAVE: activacién por voltaje de membrana, canales de cloruro,
acidificacion intracelular, TMEM16A.
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Abstract

Voltage Activation of Calcium Activated Chloride Channel, TMEM16A

TMEM16A is a calcium-activated chloride channel that controls epithelial fluid
transport, smooth muscle contraction, polyspermia blockade, and insulin release,
among others. Activation of TMEM16A is a complex mechanism that requires
increases in intracellular calcium and depolarizations of the plasma membrane.
TMEM16A does not have a canonical voltage sensor, however it can be voltage-
activated, although the mechanism is still unclear. In this work we show that the wild-
type TMEM16A channel is voltage-activated in the absence of calcium. The currents
show a strong outward rectification, the activation is very fast (<1 ms) and did not
present tail currents. The voltage-gated current is dependent on the permeating anion
and is inhibited by tannic and anthracene-9-carboxylic acids. The amplitude of the
voltage-gated current is small; however, it is increased by eliminating the
448EAVKA51 residues in the first intracellular loop and by mutating the E702Q-
E705Q residues that are part of the calcium binding site. Mutation or deletion of
residues 444EEEEEAVK451 modulates calcium and voltage activation but does not
explain the voltage dependence of TMEM16A. In this work we hypothesize that
voltage-dependent titration of calcium-binding site residues enables activation of
TMEM16A. To test this, we record channel activity at different concentrations of
intracellular protons. As the concentration of protons increased, the voltage-gated
current increased. To demonstrate that calcium binding site residues were involved,
we mutated the Glutamic / Aspartic residues to glutamine (to simulate a permanent
protonated Glutamic). Mutated channels were easier to activate at physiological pH.
In particular, the response of these mutated channels to intracellular acidification
decreased and became independent of voltage. In conclusion, the voltage-dependent
protonation of the glutamic / aspartic residues of the calcium binding site highlights
the activation of TMEM16A by voltage in the absence of intracellular calcium. The
resulting currents were fast, sustained, and large enough to regulate electrical
excitability.

KEY WORDS: membrane voltage activation, chloride channels, protonation voltage
dependent.
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Capitulo 1

1 INTRODUCCION

Los canales i6nicos son complejos macro proteicos de alto peso molecular que se
localizan embebidos en los lipidos de las membranas bioldgicas. La funcién de estas
proteinas es permitir el flujo de iones a través de la membrana, proceso muy

importante para la homedstasis de la célula.

Para eso, los canales idnicos tienen poros o vias de permeacion a través del cual
los iones fluyen una vez que el canal es activado. Los canales idnicos pueden ser
activados por voltaje de membrana (Vm), por ligandos, y por cambios en las fuerzas
en la membrana. Por ejemplo, los canales de sodio que participan en la generacién
del potencial de accidon en neuronas o musculo son canales activados por Vm
mientras que los canales de cloruro (CI) activados por GABA (ligando) inhiben la

funcién neuronal en el sistema nervioso central.

Otra caracteristica intrinseca de estas proteinas es su capacidad de seleccionar al
ion que pasara a través del poro. Asi tenemos, canales de Na*, K*, Ca?*, CI, etc.
Otra propiedad importante que diferencia a los canales idnicos de transportadores
primarios o secundarios es la alta velocidad a la que permiten el paso de los iones,
ya que los transportadores tienen tasas de flujo de 10°-10* iones/segundo y los
canales ionicos tiene una tasa de arriba de 108 iones/segundo. Finalmente, los
canales i6nicos permiten el paso de los iones de manera pasiva en la direccion que

dicta el gradiente electroquimico del ion permeante a través de la membrana.

Los canales pueden ser clasificados de acuerdo con el ion permeante (canales de
Na*, canales de K*, canales de Ca?*, etc.) o de acuerdo con el estimulo que los
activa (canales activados por Vm, canales activados por ligandos, canales activados

por volumen, etc.).



La funcion fisiologica asociada a los canales idnicos proviene de:

a) Los cambios en el potencial a través de la membrana debido al movimiento

rapido de los iones.
b) Cambios en la concentracion de Ca?*, H* o Mg?* en el citoplasma.
c) Metabolismo de la proteina canal.

d) Arrastre de agua y iones que acompafian al flujo de iones a través de los

canales.

Los canales ionicos son fundamentales para la vida, ya que se encuentran
ampliamente distribuidos en todos los tipos celulares del cuerpo humano, en donde

participan en procesos de gran relevancia.

Uno de los ejemplos mas importantes que demuestran el papel fisiol6gico de los
canales i6nicos es la generacion de la actividad eléctrica en los tejidos musculares
y neuronales. La actividad fisiol6gica del musculo esquelético y de una neurona se
inicia por un potencial de accion, esto es una variacion rapida en la diferencia de
Vm a través de la membrana. Asi, el potencial varia desde un valor negativo (-55 a
-65 mV en neuronas o0 -80 a -90 en musculos) hasta un valor positivo, usualmente
+40 a +50 mV. Después, la membrana se repolariza. Esta variacion transitoria dura
desde unos cuantos milisegundos en las neuronas hasta cientos de milisegundos
en el masculo cardiaco o segundos en el ovocito de Xenopus laevis (13, 14, 76).
La variacion transitoria del potencial se debe a los flujos de los iones a través de la
membrana. Por ejemplo, la subida rapida del potencial de accién en axones se debe
a la entrada de Na* y la repolarizaciéon por la salida de K*. El acarreo al interior de
neuronas de cationes o la salida de aniones, induce la activacion de neuronas
mientras que el efecto contrario ocurre cuando los cationes salen o los aniones
entran (67).

Los flujos de los iones a través de los canales también tienen gran relevancia en
procesos tales como: secrecion de saliva, secrecion de neurotransmisores como

hormonas, motilidad del espermatozoide, fecundacion y muchos otros.



1.1 CANALES DE CLORURO

Los canales de CI son proteinas que permiten el paso selectivo y pasivo de ClI a
través de la membrana. Estos canales permiten el paso de diversos aniones, sin
embargo, debido a que el CI- es el anidbn mas abundante en las células y este es el
anion que fisiologicamente fluye por estos canales, se les llama canales de CI-. La
homeostasis del CI- en la célula se logra con la participacion de mecanismos de
transporte activo primario y secundario y de transporte pasivo. Entre las proteinas
que participan en el transporte pasivo de Cl- estan cuatro grandes familias de

canales de CI-.
l. La familia CLC.

T. Jentsch fue el primero en clonar a un miembro de esta familia identificado como
canal CLC-0 (79). Este canal es por mucho el méas estudiado de la familia. La familia
CLC esta compuesta por nueve miembros, CIC-0, CIC-1, CIC-2, CIC-Ka y CIC-Kb,
CIC-3, CIC-4, CIC-5, CIC-6, y CIC-7 (2, 15, 51, 79, 85, 87, 120, 121) . De estos los
5 primeros son canales activados por Vm que estan en la membrana plasmatica
mientras que CLC-3 a CLC-7 son intercambiadores CI/H*. CIC-3 es mas probable
encontrarlo en la membrana de organelos, pero puede también estar en la
membrana plasmatica (85). Finalmente, CIC4-CIC-7 se cree que se localizan

predominantemente en la membrana de vesiculas (15, 120).

Las proteinas CLC tienen una arquitectura homodimérica con dos poros que
permiten el paso del CI- de manera independiente (45). En el caso de los
intercambiadores, la region del poro tienen tres sitios (interno, central y externo) que
ocupa el Cl' y esta ocupacion permite su flujo (46), por otro lado, en el caso de los
canales ionicos, se ha propuesto que el poro solo cuenta con dos de estos sitios
(interno y central). La via de conduccién de estas proteinas se controla por la
presencia de un acido glutamico conservado cuya cadena lateral se encuentra en
el lumen del poro (45). Para que el poro pase de un estado no conductivo a uno
conductivo, la cadena lateral también conocida como compuerta glutdmica debe

moverse para permitir la conduccién ionica (41, 48).



Fisiologicamente el papel de todos los miembros CLC aun no es claro. Sin embargo,
se sabe que el canal CIC-1 participa en la generacion y propagacion del potencial
de accion en células musculares, mediante el mantenimiento del potencial de
reposo. Por otro lado, el canal CIC-2 contribuye a la regulacion de la actividad
neuronal manteniendo la concentracion interna de CI- (124, 138), a la secrecion de

aldosterona, y a la secrecion de fluidos en el tracto gastro-intestinal (84, 130).

. CFTR o canal regulador de la conductancia transmembranal activado por
CAMP.

Esta familia esta constituida por un solo miembro CFTR (39, 52, 135). Este canal ha
sido por mucho el canal de CI- mas estudiado debido a que la delecion del residuo
fenilalanina en la posicion 508 provoca la letal enfermedad fibrosis quistica. Este
canal pertenece a la familia de proteinas llamada transportadores ABC. Se expresa
en la membrana apical de varios epitelios, como el intestino, vias aéreas, glandulas

secretoras, ducto biliar y en el epididimo.

La proteina CFTR esta formada por dos motivos repetidos, compuestos cada uno
por un dominio hidrofilico compuesto por seis alfa hélices que atraviesa a la
membrana (TMD, membrane-spanning domain) y una region hidrofilica que une
ATP (NBF, nuecleotide binding fold). Ambos motivos se encuentran unidos por un
dominio citoplasmico (dominio R, codificado por el exén 13) que esta formado por

varios residuos cargados y contiene la mayoria de los sitios de fosforilacion (39, 52).

Esta proteina participa en diversos procesos fisiol0gicos tales como en la secrecion
de electrolitos activada por cAMP y Ca?* intracelular. CFTR es el principal
transportador en la via de salida luminal de CI. Ademas de su funcién secretora,
también regula la funcion de electrolitos al controlar la actividad del canal de Na*

epitelial (ENac) en los epitelio de absorcion del colon y de las vias aéreas (97).
[ll.  La Familia VRAC (volume-regulated anion channel)

El canal VRAC es el principal constituyente de la respuesta reguladora a la baja del

volumen celular ante retos hipo osmoticos que llevan al hinchamiento celular.



Debido a que en condiciones de hinchamiento celular VRAC se activa, se le conoce
como canal anionico activado por volumen celular. Ademas de participar en la
respuesta reguladora a la baja del volumen celular en condiciones hipotonicas,
VRAC también participa en procesos como apoptosis (107) y en la regulacion de la
excitabilidad eléctrica de neuronas a través de la liberacion de neurotransmisores

provenientes de los astrocitos (75, 89, 111).

El canal VRAC esta compuesto por 5 subunidades de la familia LRRC8: LRRCB8A,
LRRC8B, LRRC8C, LRRC8D y LRRCS8E. Cada subunidad esta formada por un
dominio transmembranal que participa en la formacion del poro, seguido del
dominio C-terminal que contiene 15-17 repetidos ricos en leucina (1, 78, 122). Estas
subunidades se combinan en un hetero-hexamero lo que da origen al canal VRAC.
Para formar el hexamero siempre debe estar presente el monémero LRRC8A, sin
embargo, se desconoce si las diferentes combinaciones de subunidades para
formar el hetero-hexamero tienen un papel fisioldgico. Lo que si se conoce es que
las propiedades de activacion del canal son diferentes entre las diversas

combinaciones.
IV. Canales de cloruro activados por ligando

El canal de cloruro dependiente de ligando (LGCC) es un subtipo importante de esta
familia de proteinas de transporte. Los canales dependientes del acido gamma-
aminobutirico (GABA), especificamente el subtipo GABA-A, y los canales
dependientes de la glicina son las formas mas conocidas y mejor estudiadas de
LGCC (3).

Todos los LGCC comparten una estructura proteica similar, sin embargo la
diferencia entre estos esta en el poro central con una afinidad diferente por cationes
/ aniones especificos (3). Las estructuras LGCC son proteinas transmembranales
pentamericas. A continuacion se describen las caracteristicas estructurales de cada
una (18, 66):

1. Receptores GABA-A: constituidos por dos subunidades a, dos subunidades

B y una subunidad y o combinaciones de otras subunidades menos

5



abundantes como 9, 1T 0 las p, todas situadas en un anillo alrededor de un
poro selectivo anionico. Dentro de la conformacion de la proteina, estan
presentes varios sitios alostéricos: dos que sirven como sitios activos para la
union a GABA vy sitios de union a varios agentes farmacoldgicos que incluyen
benzodiacepinas, barbitaricos, zolpidem / zaleplon y flumazenil.

2. Receptores de glicina: constituidos por tres subunidades a y dos
subunidades B, situadas en un anillo alrededor de un poro selectivo anionico.
Existen varios sitios activos alostéricos para la unién de glicina, asi como un

sitio de union para estricnina, un alcaloide cristalino utilizado como pesticida.

Tanto los receptores GABA-A como los de glicina estan presentes en el sistema
nervioso central (SNC) cuyas funciones principales contribuyen a la sefalizacion
inhibitoria sinaptica. De los dos, GABA-A se ha encontrado mas ampliamente
distribuido en todo el sistema nervioso, sin embargo la concentracion principal de
estos receptores se encuentra en el talamo (especificamente el ndcleo reticular), el

hipotalamo, los ganglios basales y el hipocampo (56).

Los receptores GABA-A dentro de estas areas funcionan como bucles de
retroalimentacion negativa. Especificamente en los ganglios basales, estos
receptores trabajan para regular el control motor. Los receptores GABA-A se
vuelven muy activos en momentos en que hay impulsos voluntarios y / o
involuntarios para disminuir la actividad motora (63, 140). También el sistema
GABAergico es pertinente para comprender las enfermedades neurodegenerativas

como Parkinson y Huntington (101).

Los receptores de glicina (GlyR) son canales idnicos inhibidores que contribuyen al
control de la excitabilidad a lo largo del sistema nervioso central (SNC). Los GlyR
se encuentran en la médula espinal y el tronco encefalico, y mas recientemente se
identificaron en regiones mas altas del SNC, como el hipocampo y el nucleo
accumbens. Los GIlyR participan en la coordinacion motora, los ritmos respiratorios,
la transmisién del dolor y el procesamiento sensorial, y son blancos para

moduladores fisioldgicos y farmacolégicos relevantes (18).



V. La familia Anoctaminas

La familia de Anoctaminas, anteriormente denominada como CaCC’s, se encuentra
solamente en eucariontes. En mamiferos esta compuesta por 10 paralogos (ANO1-
ANO10 o TMEM16A-TMEM16K), dentro de los cuales solo TMEM16A y TMEM16B
son canales ionicos que permiten el paso del CI- cuando la concentracion
intracelular de Ca?* incrementa. Por esta razén también se les conoce como canales
de cloruro activados por Ca?* (CaCC). Los canales comparten el 63% de identidad
en secuencia lo que sugiere que evolutivamente dentro de la familia son los mas
cercanos (Figura 1-1, Ver anexo A). En cambio, TMEM16C, TMEM16D, TMEM16E,
TMEM16F, TMEM16G, TMEM16l y TMEM16J son escramblasas de fosfolipidos
gue median la difusién pasiva de lipidos entre la monocapa interna y la externa (59,
115, 144). TMEM16J, TMEM16H y TMEM16K se localizan en baja cantidad en la

membrana quedandose retenidas en el citosol (150).

Los canales i6nicos TMEM16A y TMEM16B se expresan en diversos tejidos del
cuerpo humano. Por ejemplo TMEM16A se expresa entre otros tejidos en muasculo
liso, venas y arterias asi como en neuronas nociceptivas (86, 93, 95, 99); en el caso
de TMEM16B se expresa en fotorreceptores, asi como en neuronas olfatorias y en
neuronas sensoriales vomeronasales (10, 11, 88). Estos canales participan en
procesos fisioldgicos de gran relevancia como: transporte idnico trans epitelial,
sentido del olfato, foto transduccion, contraccién del musculo liso, nocicepcion,

proliferacion celular y en el control de la excitabilidad neuronal.

Los canales i6nicos de esta familia muestran una estructura de homodimero con
dos poros. Cada mondémero forma un poro. Topolégicamente estdn compuestos por
10 hélices transmembranales y entre la hélice 7 y 8 se encuentra el sitio de unién

de Ca?*. El segmento N-Terminal, asi como el C-Terminal se ubican en el citosol.

En este trabajo nos enfocamos en el canal TMEM16A, un miembro de esta familia,

el cual describiremos con mas detalle a continuacion.



ANC3/ TMEM16C

ANO4/ TMEM1ED

ANOS/ TMEM16E

ANOG/ TMEM1EF

ANO1/ TMEM16A e

ANOZ/ TMEM1EB

ANOY/ TMEM16J

ANOTTMEM16G

ANOCS/ TMEM16

ANC10/ TMEM1EK

Figura 1-1 Cladograma de la familia Anoctaminas. La historia evolutiva se infiere utilizando el método
Neighbor-Joining (166) . Se muestra el arbol éptimo con la suma de la longitud de las ramas = 4.35376877.
Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de méxima verosimilitud compuesta (167) y
estan en las unidades del nimero de sustituciones de bases por sitio. Este analisis involucrd 10 secuencias
de nucleétidos. Se eliminaron todas las posiciones ambiguas para cada par de secuencias (opcién de
eliminacion por pares). Hubo un total de 8081 posiciones en el conjunto de datos finales. Los andlisis
evolutivos se realizaron en MEGA X (168)

1.2 EL cANAL DE CLORURO ACTIVADO POR CALCIO, ANOCTAMINA 1 O
TMEM16A

Los canales de CI- activados por Ca?* (CaCCs) se describieron por primera vez en
1980’s en ovocitos de Xenopus. Se fijé un Vm negativo de -100 mV y a medida que

el potencial se volvia cada vez mas positivo, la corriente externa transitoria primero



aumentd y luego disminuyd. La amplitud de la corriente transitoria aument6 cuando
se aumenté la concentracion externa de Ca?*; y la corriente se eliminaba por Mg?*.
Esto sugeria cuando la membrana se despolariza, los iones Ca?* entran en el

ovocito y desencadenan una corriente saliente de CI- (100).

Posteriormente se encontrd que habia corrientes activadas por calcio en otros tipos
celulares. Ejemplo de estos son: células epiteliales, fotorreceptores, receptores del
olfato, células cardiacas, musculo liso y cardiaco, linfocitos, adipocitos café,
hepatocitos, células beta secretoras de insulina, glandulas mamarias, glandulas

sudoriparas, entre muchos otros tipos celulares (60).

Los canales CaCCs se activan por incrementos en Ca?* citosélico. Estos
incrementos se originan por la liberacion de posas intracelulares o por el influjo a
través de canales de calcio de la membrana. Las caracteristicas mas comunes de
CaCCs son: 1) los iones Iy SCN- son mas permeables que el CI- (118), 2) estos
canales pueden activarse por Ca?* intracelular en una intervalo de concentracion de
0.2-1 uM y 3) la activacion del canal se modula por el potencial de membrana (6,
60, 110).

Se realizaron varios intentos para identificar las proteinas que conforma a los
CaCCs. EIl primer candidato fue la proteina CLCA. Esta proteina se aislé de la
traguea de bobino (35). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que las
proteinas CLCA son moléculas secretadas y ancladas a la superficie celular para la
adhesion celular (54).

CIC-3 fue otra proteina candidata para ser CaCCs. Sin embargo, las corrientes
obtenidas por la expresion de CIC-3 no son Vm-dependientes comparadas con los
CaCCs (72, 125). Ademas, las corrientes de CIC-3 se activan por Ca?*/Fosforilacion
dependiente de Calmodulina, mientras que se los CaCCs se activan directamente
por Ca?* (60).

También se propuso que las bestrofinas pudieran ser el componente de CaCCs. Sin

embargo, tras varios estudios se observé que las bestrofinas afectan indirectamente



la actividad de los CaCCs, debido a que estas modulan la forma y amplitud de las

sefiales regulatorias de Ca?* (12).

Finalmente, en 2008 tres grupos de manera independiente identificaron a la proteina
TMEM16A como la subunidad principal de los CaCCs (20, 131, 161). El gene ANO1
que codifica para la proteina TMEM16A cuenta con cuatro segmentos que son
procesados por empalme alternativo llamados “a” (116 aa) , “b” (22 aa), “c” (4 aa) y
“d” (26 aa) . El segmento a y b se localizan en el N-terminal y el c y d se ubica en el

primera asa intracelular (Figura 1-2).

La inclusién o exclusion de estos segmentos durante la maduracion del mRNA da
origen a diversas isoformas de la proteina. Estas isoformas muestran diferencias
importantes como por ejemplo en la expresion en tejido especifico, en la cinética de
activacion y posiblemente en funcion fisiolégica (49). Se ha observado que el
segmento “c” se asocia con la sensibilidad a Vm y a Ca?* mientras que la isoforma
“ab” muestra disminucion en la sensibilidad a Ca?* asi como un incremento en la
sensibilidad a Vm (158). En cambio la isoforma “acd” que no tiene el segmento “b”

tiene una mayor sensibilidad a Ca?* (49).
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Extracelular

Intracelular

N-Terminal

C-Terminal

Figura 1-2 Representacion esquematizada de la topologia del canal TMEM16A. El esquema
representa una subunidad con los 8 alfa hélices que atraviesan la membrana, mientras dos hélices
truncadas entre las hélices 6 y 7 forman parte del sitio de unién a Ca?* (esfera rosa). Los segmentos

“ N

expuestos a empalme alternativo se muestran en rojo (“a” de 116 aminoacidos), en verde (“b” de 22
aminoécidos), en rosa (“c” de 4 aminoacidos), y en marrén (“d” de 26 aminoécidos). Las colas Ny C terminal
se encuentran hacia el lado citosélico.

1.3 FUNCIONES FISIOLOGICAS DE TMEM16A

La secrecién de CI en el organismo es de gran relevancia en diversos procesos
fisiologicos. Las funciones fisiologicas del canal TMEM16A dependeran de la
direccién del flujo de CI-. Si el CI- sale de la célula, esto lleva a una despolarizacién
de la célula, lo cual puede activarla. Si por el contrario el Cl- entra a la célula, esto
hiperpolarizara a la célula, lo cual es usualmente asociado a una disminucion de la

actividad celular.

No se ha demostrado que el Cl juegue un papel de segundo mensajero, aunque las
concentraciones intracelulares se mantienen relativamente altas, en el rango de
mM. Por ejemplo, en neuronas la concentracion es del orden de 5-10 mM, mientras
que en tejido epitelial la concentracion llega a ser hasta de 50 mM o0 mas.
Dependiendo del gradiente electroquimico (potencial de membrana + gradiente

qguimico de CI"), el CI podra entrar o salir de la célula.
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1.3.1 Presién sanguinea

El control de la presion arterial es un proceso regulado por TMEM16A. Varios grupos
de investigacién han demostrado la expresion de este canal en arterias y venas, asi
como su posible papel fisiologico (37, 62, 73, 123). Mas importante ain, en modelos
de hipertension se ha demostrado un incremento en los niveles de expresion o en
la actividad del canal (50, 149) y que la inhibicidon del canal in vivo tiene un efecto
vaso-relajante en arterias humas y de raton (38). Aunado a esto, en un experimento
donde ser redujo la expresion de TMEM16A en las células contractiles de los vasos
sanguineos de ratones hipertensos disminuyo la presion arterial (62). Estos
hallazgos han llevado a la propuesta que TMEM16A es un potencial blanco

farmacéutico para el tratamiento de la hipertension.

1.3.2 Secrecién de mucina

Recientemente se demostré que TMEM16A es relevante para la liberacion de la
proteina mucina. Esta proteina tiene la facilidad de gelificarse, por lo que son
componente clave de las secreciones con forma de gel (71). En este caso, la
inhibicion de TMEM16A afecta notablemente la secrecion de moco en las células
epiteliales de la superficie de las vias aéreas primarias humanas. Esto llevé a

proponer que TMEM16A contribuye a la secrecion de moco en las vias aéreas.

Aunque todavia no es claro el mecanismo por el cual TMEM16A media la liberacion
de mucina, se propone que quiza se deba a la liberacién de bicarbonato. El
bicarbonato es esencial para la liberacion de mucina como se describio en el CFTR
(53).

1.3.3 Secrecién de saliva

La secrecion de saliva es un proceso dependiente de la salida de cloruro por la
membrana apical de las células acinares de las glandulas salivales. La secrecion se
estimula por la activacion de los receptores muscarinicos que inducen la liberacion
de calcio mediante la produccion de IP3 (6, 22, 127, 164). TMEM16A se identifico
en la membrana apical de las glandulas salivales de raton mediante

inmunohistoquimica. Esto apoya la idea que la salida de cloruro ocurre por la parte
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apical de las células (127, 161). Para demostrar que TMEM16A es la via de salida
del CI- se abrogd6 la expresion de TMEM16A. Células acinares submandibulares
provenientes del raton knockout de TMEM16A no mostraron corrientes de CI
activadas por Ca?* (127). Ademas, la ausencia de TMEM16A en la glandula salivar
causa una total eliminacién de las corrientes de Cl- activadas por Ca?* asi como la
secrecion de saliva (22). En ratones cuya expresion de TMEM16A se habia
silenciado mediante siRNA, se encontré que la secrecion de saliva inducida por
Pilocarpina, un farmaco que induce la secrecion de CI, esta disminuida . Todas las
observaciones anteriores dejan en claro la importancia de TMEM16A y la liberacion

de CI" en el proceso de salivacion en las glandulas salivales.

1.3.4 Secrecion deinsulina

TMEML16A es esencial para el funcionamiento de las células pancreéticas (33). La
mayoria de los islotes de células pancreaticas expresan al canal TMEM16A. Para
gue la insulina se secrete hay dos procesos importantes que deben llevarse a cabo:

fluctuaciones en el potencial de membrana y rafagas de potenciales de accion.

La salida de CI- inducida por glucosa via TMEM16A favorece la despolarizacion de
la membrana (33). Finalmente, tanto la secrecion de insulina como la oscilacion en
el potencial de membrana inducidos por glucosa en los islotes pancreéticos o en
células B se abatieron por el inhibidor T16Ainh-A01, un farmaco especifico para
TMEM16A. Estos estudios claramente demuestran que TMEM16A es central para

la secrecion de insulina.

Por otro lado, se observé en islotes pancreaticos humanos usando cromatina
circular que el promotor del gene de insulina (INS) tiene contacto fisico con el gene
ANOL1 que se encuentra a 68 Mb en el cromosoma 11, el cual codifica para un canal
de CI- activado por Ca?* . En respuesta a la glucosa, este contacto se fortalecié y
aumento la expresion de ANO1, mientras que la inhibicion del gen INS por un siRNA
disminuyo la expresion de ANOL1 revelando un efecto regulador del promotor INS
sobre la expresion de ANO1. Por lo anterior se concluye que TMEM16A/ANO1 juega

un papel importante en la secrecién de insulina (160).

13



1.3.5 Motilidad y capacitacién del espermatozoide

La motilidad, la maduracion y la reaccion del acrosoma (AR, un evento exocitético
necesario para fertilizar el oOvulo) son funciones fundamentales de los
espermatozoides de mamiferos. Mientras viaja a través del tracto reproductivo
femenino, los espermatozoides deben madurar a través de un proceso llamado
capacitacion, para que puedan llegar al 6vulo y someterse a la AR. Aunque el CI~
es importante para la capacitacion de espermatozoides y para el AR, no se sabe
mucho acerca de la identidad molecular de los transportadores de CI~ involucrados

en estos procesos (108).

Un estudio reciente sugiere que el espermatozoide de humano también presenta
corrientes de cloruro activadas por Ca?* atribuibles a TMEM16A. La activacién de
este canal es necesaria para la capacitacion y lograr que el espermatozoide sea
movil. Esto se descubrié gracias a que los inhibidores de TMEM16A, T16Ainh-A01
y acido niflimico, redujeron la capacitacion, bloguearon la reaccion acrosomal
inducida por progesterona, inhibieron la motilidad progresiva y la adquisicion de la

motilidad hiperactiva (31).

Estos cambios en los pardmetros cinematicos de los espermatozoides proporcionan
una nueva evidencia del importante papel que desempefia TMEM16A en la
produccién de espermatozoides capaces de fertilizar ovocitos.

1.3.6 Motilidad gastrointestinal

En el tracto gastrointestinal TMEM16A se expresa abundantemente en las células
intersticiales de Cajal (ICC’s). Estas células forman un marcapaso celular que

controla la contraccion de las capas del musculo liso.

La importancia de TMEM16A en la motilidad gastrointestinal se demostrd por
estudios en ratones que no expresan TMEM16A. Estos animales carecen de ondas
lentas, que son los cambios ritmicos en el potencial de membrana que controlan la
contraccion (55, 70, 74).

Estos descubrimientos demuestran las importancia de TMEM16A en la peristalsis

del tracto gastrointestinal. Ademas, estos datos sugieren que alteraciones en
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funcion y expresion de la proteina TMEM16A puede ser una caracteristica de
desérdenes en la motilidad gastrointestinal. Por ejemplo, la isoforma de TMEM16A
que carece del segmento “c” (Figura 1.2) es menos sensible a Ca?*. Cuando esta
isoforma se expresa en el tracto gastrointestinal induce problemas de motilidad
dando como consecuencia gastroparesia (98, 141).

1.3.7 Dolor

Las neuronas somatosensoriales estan implicadas en el tacto, la propiocepcion, y
el dolor. Las neuronas del ganglio de la raiz dorsal extienden sus axones a
terminales periféricas donde sefiales nociceptivas como calor, frio, mecénicos, y los

estimulos quimicos se transducen a sefales eléctricas.

En estas neuronas, TMEM16A se activa por Ca?* intracelular fisiolégico que a su
vez despolariza las neuronas sensoriales (9, 132). TMEM16A se expresa
principalmente en las neuronas DRG, las cuales también son positivas para TRPV1,
un marcador de nocicepcion (27). TRPV1y TMEM16A se localizan proximos uno al
otro lo cual sugiere que la entrada de Ca?" estimulada por TRPV1 ayuda a la
activacion de TMEM16A. Sin embargo, recientemente se ha mostrado que TRPV1
induce mediante IP3 la liberacion de Ca?* de los reservorios intracelulares y este
Ca?* liberado activa TMEM16A. En este caso particular, la activacion de TMEM16A

coadyuva al incremento en la actividad eléctrica de las neuronas.

Se conoce que TMEM16A se activa en ausencia de Ca?* por calor nocivo, T > 44°C

(26, 27) la cual esta por encima del umbral de temperatura para el dolor en humanos
(23, 153). En ratones que no expresan TMEM16A en las neuronas del ganglio de la
raiz dorsal son significativamente insensibles a calor nocivo. Esta observacion

sugiere que TMEM16A media el dolor térmico agudo (27).

Por otro lado, TMEM16A parece estar involucrado en la percepcion de dolor
inflamatorio y neuropético. Un ratén knockout condicional de TMEM16A mostrd
reduccion en hiperalgesia inflamatoria, asi como alodinia mecénica en un modelo

de dolor neuropatico (94).
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Finalmente, estudios recientes han mostrado que TRPV1 y TMEM16A interactdan
fisica y funcionalmente. El blogueo de TMEM16A reduce significativamente el
comportamiento relacionado al dolor inducido por capsaicina (147). Por lo tanto, la
interaccion TRPV1 y TMEM16A proporciona efectos que mejoran el dolor en

nociceptores.

1.3.8 Cancer

Antes de que se conociera la identidad molecular de TMEM16A se determin6 que
DOG1/TMEM16A era un marcador molecular para céncer escamoso
gastrointestinal ya que esta sobre expresado en este tipo de cancer (155). Esté bien
documentada la sobreexpresiéon de TMEM16A en varios tipos de cancer como son
cancer de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC), mamario, prostata,

pancreatico, colorrectal y de parétida (32).

El mecanismo mediante el cual TMEM16A favorece la formacién y progresion de
cancer no es claro. Sin embargo, se conoce que TMEM16A favorece la proliferacion
celular (96, 109, 154, 156, 159). Consistente con esta idea, al inhibir a TMEM16A
disminuye la tasa de proliferacién celular (16, 47, 81, 154) e incluso se ha observado

gue disminuye el tamafio de los tumores mamarios inducidos en ratones.

También se ha estudiado el papel de TMEM16A en la resistencia a la muerte celular
en células cancerigenas (90) ya que la sobreexpresion de TMEM16A mantiene la
viabilidad celular y evita la apoptosis (57, 90, 139). También se favorece la migracion
celular e invasion hacia otros tejidos (metéstasis) (8, 19, 137, 143). TMEM16A se
considera como un marcador con un pronéstico malo en cancer de células
escamosas de cuello y cabeza (128). Ademas, se propone que TMEM16A patrticipa

en la proliferacion celular, resistencia a apoptosis, invasion y metastasis.

El papel multifacético de TMEM16A en los canceres puede reflejar los origenes de
sobreexpresion de TMEM16A en células cancerosas. Varios mecanismos se han
sugerido para explicar la sobreexpresion de TMEM16A. A nivel gendmico, la
amplificacion del locus 11g13 es el mecanismo mas frecuentemente asociado a la

sobreexpresion de TMEM16A en cancer. Este amplicon se ha observado y se
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correlaciona con varios tipos de cancer tales como GIST, HNSCC, cancer mamario,
carcinoma esofagico y cancer de pulmoén (8, 16, 21, 44, 61, 64, 112, 126, 136, 142).

Se ha observado hipermetilacion de la region promotora del gen que codifica para
TMEM16A en HNSCC positivo para VPH y en metéastasis a distancia de HNSCC.
Esta hipermetilacién se correlaciona con una baja expresion transcripcional de
TMEML16A (44, 137) y se ha propuesto que la hipermetilacion del promotor esta
inhibiendo la activacion de la transcripcion. Por lo tanto, es posible proponer que la
hipometilacién del promotor del gen que codifica para TMEM16A podria ser un
mecanismo que contribuya a su sobreexpresion en el cancer. Otra via que regula la
expresion del gen que codifica para TMEM16A es la activacibon mediada por
ligandos extracelulares como el factor de crecimiento epidermal (EGF) o
interleucina-4 (IL-4) (20, 102).

Por lo tanto, parece que la sobreexpresion del gen que codifica para TMEM16A
tiene multiples origenes. Esto apoya la idea de que la sobreexpresion de TMEM16A
es una caracteristica importante para el desarrollo del cancer que puede lograrse
de multiples maneras (32).

1.4 REGULACION DEL CANAL TMEM16A

La expresion de TMEM16A esta sujeta a diversos niveles de regulacién como la
transcripcion, la sintesis y su actividad. Los mecanismos mejor estudiados que
regulan a TMEM16A son aquellos asociados con su funcién. En esta seccién me
enfocaré a describir los mecanismos regulatorios de la funcion de TMEM16A. La
regulacion de la actividad de TMEM16A incluye activacion por Ca?*, regulacién por

interaccidn proteina-proteina y fosforilacion.

1.4.1 Regulacion de la activacién por Ca*

Uno de los procesos regulatorios mas importantes de entender es la regulacion del
mecanismo de activacion por Ca?*. Una de las caracteristicas de este mecanismo
regulatorio es que depende de la concentracion intracelular de Ca?*. Esto es, a

concentraciones muy altas de Ca?* donde la probabilidad de apertura del canal es
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maxima, el efecto regulatorio es nulo mientras que a bajas concentraciones el efecto
es inverso. Como consecuencia de ello, la probabilidad de apertura se ve modificada
ala alta o a la bajay, ademas, se puede modificar la cinética de activacion mediante
H* extra e intracelulares, los aniones permeantes, el PIP2, el colesterol y los acidos

grasos.

1.4.2 Protones intray extracelulares

Los H* forman parte de la composicion idnica de la célula, tanto en la region intra
como en la extracelular. Debido a que estos dictan el pH de las células, su
concentracion esta muy controlada. Para mantener el pH intracelular en el rango
fisiologica, 7.2-7.4, existen en la membrana plasmatica intercambiadores, bombas
de H*, y canales de H*. Sin embargo, en condiciones de actividad normal, en
algunas células el pHi se acidifica parcialmente. También en condiciones
patologicas el pHe varia de forma importante. Estos cambios en la [H*] impactan el

funcionamiento de bombas, acarreadores y canales.

El efecto de los H* sobre los canales CaCC se infirid a partir de suponer que los
sitios de unién a Ca?* podrian estar formados por residuos acidicos que podrian ser
susceptibles de ser protonados. Esto es, cuando la concentracién de H* incrementa
hasta un rango lo suficientemente alto, pueden competir con el Ca?* por el sitio de
unién. Es decir, los H* podrian desplazar al Ca?*. El resultado neto de esta

competencia seria una inhibicion competitiva del canal.

Esto se demostr6 en células epiteliales secretoras de carcinoma de colon humano
T84 y en células acinares parotidas de rata que expresan de manera endogena el
canal TMEM16A. En este caso, una disminucién en el pH inhibié parcialmente las
corrientes de CI- activadas por el ion6foro de Ca?* ionomicina (5). Consistente con
esta observacion, se han mostrado resultados muy similares expresando de manera
heteréloga el canal TMEM16A en células HEK-293T. En este caso, al disminuir la
concentracion de protones intracelulares de 1072 a 10® M se observa inhibicion de
las corrientes del canal TMEM16A. La 1C50=7.08+0.02 a +80 mV con 1 uM Ca?*y
cuando se mutan los sitios de unién a Ca?* E702 y E705 se observé una notable

reduccion en la sensibilidad por Ca?* en condiciones control. Al acidificar el medio

18



intracelular la inhibicién del canal no fue tan notoria y la diferencia entre la ECso de
Ca?* es estadisticamente menor en la condiciéon acida. Estos datos sugieren
fuertemente que el efecto inhibitorio de los protones en presencia de Ca?* se debe

a la competencia del protén con los iones Ca?* por el sitio de unién a Ca?* (28).

Por otro lado, protones extracelulares también regulan la actividad del canal. Al
incrementar la concentracion de protones extracelulares de 101° a 10°° M hay un
incremento progresivo en la corriente de CI- (Ic) la cual se explica por la titulacion
de sitios protonables con un pK=7.3. El efecto de los protones extracelulares es
independiente de Vm. Mediante mutagénesis sitio dirigida se encontré que el
residuo E623 que se encuentra localizado en el lado extracelular participa en la
interaccidn con protones. Cuando el residuo E623 se muta, el efecto potenciador de
los protones se abate. En este caso, el H* regula al canal al incrementar la
probabilidad de apertura. Esta regulacién depende de la concentraciéon de Ca?*, a
bajas concentraciones el efecto es mucho méas evidente comparado con altas

concentraciones de Ca?* en donde el efecto es mucho menos evidente.

1.4.3 Aniones extracelulares

TMEML16A es una canal anidnico, esto significa que ademas de CI- permite el flujo
de otros aniones. La secuencia de selectividad aniénica basada en cocientes de
permeabilidad es SCN>I>NO3>Br>CI>F>Aspartato> Glutamato. Esto significa
gue aniones que pierden mas facilmente el agua se alojan dentro del poro. Cuando
se sustituye el CI- por SCN-, por ejemplo, se observé que la constante de tiempo de
la activacion del canal se aceleraba mientras que la constante de cierre se
enlentecia. El resultado neto de estos dos efectos es que el canal permanece mas
tiempo en el estado abierto. Al realizar un analisis mas exhaustivo con diferentes
aniones se observo que hay una relacion entre la permeabilidad y la apertura del
canal. Aquellos aniones que son mas permeables que el Cl- consistentemente
aceleraron la apertura y enlentecieron el cierre. Esto llevo a plantear la hipoétesis
gue los aniones controlan la apertura del canal. En otras palabras, los aniones mas
permeables mantienen al canal abierto por mas tiempo (118). Esto ha llevado a

plantear una hipétesis mas general que sugiere que los aniones permeantes regulan
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la activacion del canal TMEM16A mediante un mecanismo que acopla la

permeacion al mecanismo de apertura del canal.

1.4.4 Componentes de la membrana celular

Las proteinas que residen en las membranas biologicas interaccionan con los
fosfolipidos, colesterol y otras proteinas de membrana. Debido a esta constante
interaccion, ya sea inespecifica o especifica, los canales idnicos se regulan también
por componentes de la membrana. A continuacion, describiré algunos ejemplos de

esta regulacion de TMEM16A que se han descrito recientemente.

1.4.4.1 Fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2)

Varios canales i6nicos se regulan por fosfoinositidos, especialmente por
fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2) (68), un lipido poco abundante en la membrana
plasmética. Se estima que PIP2 Unicamente constituye el 1% de los fosfolipidos.
Ademas, se encuentra localizado Unicamente en la monocapa interna ya que es
utilizado por las enzimas que regulan la concentracion de fosfoinositidos en la
membrana plasmatica. Su contenido fluctia frecuentemente cuando se activan
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) ya que estos inducen la sintesis de
IP3. Entre los canales que son regulados por PIP2 estan los canales KCNQ, TRPC1,
Kir y ENaC. Varios reportes recientes muestran que PIP2 regula a TMEM16A

mediante una interaccion directa.

En células HEK 293 que expresan el canal TMEM16A se demostré que el anélogo
de PIP2 (dic8-PIP2) incrementé la actividad del canal TMEM16A hasta cinco veces.
Los efectos de dic8-PIP2 en las corrientes de TMEM16A fueron especialmente
pronunciadas a bajas [Ca?*] y casi nulas a altas [Ca?*]i (145). Por el contrario, la
disminucién del contenido de PIP2 de la membrana plasmatica usando la fosfatasa
gue se activa por despolarizaciones, mostré que la actividad del canal se inhibe de
manera bi-exponencial con unas constantes de tiempo de 2.47 +0.43sy 1.05+ 0.3
s (42). Este efecto debe suceder cuando se activan los GPCR ya que la estimulacion
muscarinica que acopla la produccién de IP3 mediante la hidrélisis de PIP2 también
disminuye la magnitud de las corrientes a través de TMEMI16A (42). Estas

observaciones se han replicado en ovocitos de rana Xenopus laevis (148).
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Experimentos con tiras que tienen pegados diferentes tipos de lipidos (snoopers)
indicaron que la interaccion del canal con el PIP2 deberia de ser directa ya que el
canal se unia a la tira (42). Esta ultima observacion fue confirmada al caracterizar
los posibles sitios de interaccion de PIP2 con el canal. Por un lado, se utilizo la
velocidad de decaimiento de la corriente de CI- activada por 100 uM de Ca?* como

un indice de sensibilidad a PIP2.

La suposicion es que altas concentraciones de Ca?* en el lado citosélico secuestran
a PIP2 e inducen su metabolismo. Esto rapidamente disminuye el contenido de PIP2
en la membranay la corriente decae. Por lo tanto, para determinar los posibles sitios
de union se mutaron residuos béasicos localizados en la interfase de la monocapa
interna y el citosol. Las mutantes R451 y K461 del asa que une TM2 y TM3, R482
en TM3y K567 y K579 en TM4 y TM5 (Figura 2-1) mostraron una disminucién en el
decaimiento mismo que fue asociado con una falta del pegado e PIP2. Asi se logré
caracterizar a los residuos R451, K461, R482, K567 y K579 como un sitio putativo
de union de PIP2 (92).

Por otro lado, basados en simulaciones de dinamica molecular se evaluaron sitios
de interaccion de PIP2 con el canal TMEM16A. Este método computacional arrojo
tres posibles sitios de interaccion. Por lo tanto, siguiendo la misma légica se mutaron
los residuos bésicos de cada sitio y se evaluo la sensibilidad a PIP2 exdgeno. El
sitio A esta compuesto por los residuos : K313, R429, K430, R433 y R437; el sitio B
estd formado por los residuos: K659, R662, R665, R666, R682, R683 y K684; el
sitio C esta formado por los residuos: R461, K480 yR484. Estos residuos formarian
una red a través de la superficie del canal. Esto sugiere que en el canal hay mas de
un sitio de unién a PIP2 y da lugar a las siguientes preguntas: ¢ Cual es el papel de
la unién de PIP2 a cada uno de estos sitios? ¢ Todos los sitios de unién se requieren

para que el canal se mantenga funcionando?

Finalmente, el trabajo de Kuai Yu y colaboradores uso las técnicas de estudios
computacionales, electrofisiologia, mutagénesis y ensayos funcionales para mostrar
que PIP2 regula al canal TMEM16A. Proponen un modelo que consiste en una red
de sitios de unién a PIP2 en la cara citosolica de la membrana, la cual regula de
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manera alostérica la activacién del canal TMEM16A. Estos trabajos concuerdan en

gue los residuos R429, K430, R437 y K313 son los mas relevantes.

Ademas de demostrar que PIP2 se une al canal, estos trabajos también
demostraron mediante analisis de dinamica molecular que PIP2 unido al canal
ayuda al Ca?* para que el segmento TM6 se mantenga en el estado abierto. Esto
es muy importante ya que la estructura del canal en presencia de Ca?* muestra un
poro estrangulado por donde no podria permear el Cl. Si bien el PIP2 ayuda a
ensanchar el poro, el ensanchamiento alun es muy pequefio para que el Cl- pueda
pasar (36, 113, 114). Debido a que los sitios de pegado de Ca?* y de PIP2 parecen
ser mutuamente excluyente, se propone que la via de conduccién iénica esta
compuesta de dos médulos. El primer modulo esta formado por el sitio de pegado
de Ca?*, compuesto por la hélices transmembranales TM6, TM7 yTM8. El segundo
modulo es el modulo regulatorio de union a PIP2, este estd formado por las hélices
transmembranales TM3, TM4 y TM5. Estos médulos median la activacion del canal,
asi su la desensibilizacion (92). Esto ha llevado a proponer que el mecanismo de
activacion del canal es un mecanismo cooperativo mediado por la participacion
obligatoria de Ca?*y PIP2 (4).

1.4.4.2 Colesterol y 4cidos grasos

En 2018 por primera vez se reportd que los acidos grasos regulan la actividad del
canal TMEM16A (42).

Uno de los constituyentes de la membrana plasmatica mas abundante es el
colesterol. Se estima que el contenido de colesterol de la membrana es de casi el
30%. Por esta razén no es de sorprender que varias proteinas de la membrana
plasmatica se regulan por este lipido. Uno de los problemas para determinar el
efecto del colesterol sobre las proteinas es la ausencia de herramientas efectivas
para manipular el contenido de colesterol en la membrana. La herramienta mas
usada es la metil-beta-ciclodextrina que remueve el contenido de colesterol de la
membrana cuando se aplica sola o puede adicionar colesterol a la membrana si se
aplica una mezcla de metil-beta-ciclodextrina mas colesterol. La exposicion de

células HEK 293 que expresan a TMEM16A a metil-beta-ciclodextrina indujo una
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disminucién parcial de la corriente. Este efecto no se debid a que los canales se
redistribuyeran en la célula. Ademas, se observd que al variar el contenido de
colesterol en la membrana hubo un pequefio efecto en la habilidad de PIP2 para
regular al canal TMEM16A. Finalmente se propone que el colesterol como el PIP2

como puede interactuar directamente con el canal (42).

Una de las observaciones relevantes recientes es que los acidos grasos
poliinsaturados como son el estearico, araquidonico, oleico, docosahexaenoico y
eicosapentaenoico, inhiben la funcién de TMEM16A de una manera dependiente de
la dosis y el Vm. Entre estos acidos grasos destacan el docosahexaenoico y
araquiddnico ya que son abundantes en el sistema nervioso central y la retina. Se
ha propuesto que estos acidos grasos son fundamentales para el desarrollo del
cerebro y la vision. En cambio, se ha demostrado que el acido oleico disminuye la
presion arterial y esto podria ser mediado por sus efectos sobre TMEM16A ya que
este canal esté sobre expresado en hipertensién (ver funciones). La fosfatidilserina,
un fosfolipido cuyas colas de hidrocarburos contienen acidos estearico y oleico,
también inhibe a TMEM16A (42). Esta observacion es muy interesante ya que la
fosfatidilserina se transporta por la escramblaza TMEM16F desde la monocapa
interna a la externa usando una via de conduccién semejante a la que existe en
TMEM16A. El hecho que fosfatidilserina inhiba la funcién de TMEM16A explica

porque este fosfolipido no se transporta por este canal.

Los hallazgos de estos trabajos proponen que los lipidos y los acidos grasos regulan
el canal TMEM16A a través de una interaccion proteina-lipidos delimitada por la
membrana. Los mecanismos de regulacion de TMEM16A por estas moléculas
hidrofébicas se desconocen, pero, su elucidacion serd importante para entender
como el canal se regula por componentes de la membrana plasmética y a qué

sefiales responden.

1.4.5 Regulacion por interaccion proteina-proteina

El canal TMEM16A se activa por la interaccion directa del Ca?* con el sitio de unién
formado por las hélices transmembranales TM6, TM7 yTM8. Por lo tanto, no es

sorprendente que TMEM16A se regule por procesos celulares que controlan la
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liberacion de Ca?*. Uno de estos es el receptor IP3 que se expresa en el reticulo
endoplasmico y permite el vaciamiento de las pozas intracelulares de Ca?*. Ademas
del receptor a IP3, se ha demostrado recientemente que la funcion de TMEM16A
se regula por la proteinas citosolicas FKBP12 y Calcineurina (CaN) (129).
Sorprendentemente, la fosforilacion de TMEMI16A por cinasas citosolicas

dependientes de Ca?* y calmodulina parece disminuir la actividad del canal.

1.4.5.1 Receptor a Inositol 1,4,5 tri-fosfato (IP3R)

En las neuronas DRG nociceptivas se demostréo la existencia de vias de
sefializacion especificas que involucran a TMEM16A, GPCR y al receptor IP3. Se
propuso que estas estructuras pueden servir para garantizar la fidelidad de las

sefales inflamatorias agudas (83).

Por otro lado, el canal TRPV1 se habia propuesto como una fuente de Ca?* para
activar a TMEM16A. Sin embargo, se observo que la cantidad de Ca?* que metia a
la célula TRPV1 era insuficiente para activar a TMEM16A. Sin embargo, en 2020
Shan y colaboradores encontraron que TRPV1 dispara la liberacion de Ca?* del
reticulo endoplasmico a través de una isoforma del receptor IP3 (134). Técnicas de
imagen mostraron que TMEM16A, TRPVL1 Yy el receptor IP3 se localizan muy cerca

uno de otro en las neuronas DRG transmisoras del dolor.

Estos resultados identifican a los componentes celulares que regulan la liberacién
de Ca?*y que a su vez regulan la activacion del canal TMEM16A. La concentracion
de Ca?* citosélico esta finamente regulada por diversos mecanismos celulares por

lo que la activaciéon de TMEM16A depende completamente de estos mecanismos.

El canal TMEM16A es fuertemente susceptible a modulacion alostérica de diversas
fuentes, entre ellas componentes de la membrana, iones y proteinas intracelulares.
A continuacion, describiré algunos componentes que regulan la activacion a nivel
fisiologico del canal TMEM16A, asi como algunos farmacos que se usan para

afectar las propiedades de activacion de TMEM16A.

24



1.4.6 FKBP12y CaN

El Ca?* intracelular es central en el metabolismo de la célula. Los cambios en los
niveles de Ca?* intracelular pueden inducir una serie de reacciones que van desde
la activacion de proteinas hasta la regulacion de diversos procesos para mantener

la homeostasis celular.

Una de estas proteinas activadas por el incremento de Ca?* intracelular es
TMEM16A. Este canal esta sujeto a varios mecanismos de regulacion (ver arriba).
Ademéas, TMEM16A también modula su actividad por el complejo FKBP12-CaN

(Calcineurina). Este complejo interactia con el canal e incrementa su actividad.

En 2020 Sanchez-Solano y colaboradores mostraron esta interaccion mediante el
uso de técnicas como coinmunoprecipitacion, electrofisiologia y el uso de algunos
antagonistas de estas proteinas que forman el complejo. En este trabajo se mostro
que la ciclosporina (CsA) y la FK506 (inhibidores de CaN y FKBP12 ) disminuyen
parcialmente la actividad de TMEM16A.

También se mostré la interaccién directa de este complejo con el canal mediante
estudios de coinmunoprecipitacion. Al aplicar el inhibidor FK506 que se une a
FKBP12, se impide la formacion del complejo FKBP12-CaN. La actividad del canal
no se ve afectada, sin embargo, se evita el efecto negativo de la CsA sobre el canal
(129).

Finalmente se propone que en condiciones fisiolégicas una elevacion de la
concentracion de Ca?* intracelular induce la asociacion de FKBP12-CaN con
TMEM16A e incrementa la actividad de TMEM16A. Sin embargo, la formacion de
este complejo ternario no es necesaria para la activacion de TMEM16A por Ca?*, al

parecer esta interaccion funciona como un modulador de la actividad del canal.

1.4.7 Regulacion farmacoldgica

Para la evaluacién de la participacion fisioldgica de los CaCC en varios tejidos se
habian utilizado casi exclusivamente agentes farmacol6gicos que carecian de
potencia y especificidad. Ahora, por ejemplo, debido a la participacion de TMEM16A

en diversas patologias como cancer, la modulacion de su funcion ha sido un area
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de interés para el desarrollo de farmacos. Diversos grupos de investigacion han
encontrado compuestos potentes y especificos que pueden activar o inhibir
TMEM16A. Con fines de claridad dividiré estos compuestos en dos grupos,

activadores e inhibidores.

Los activadores de TMEM16A pueden clasificarse a su vez en dos categorias: 1)
productos naturales y 2) compuestos sintéticos. En cuanto a los productos naturales
se han descrito una gran variedad, entre ellos el ginsenosido Rbl (GRb1) y el
resveratrol (RES). Estos se identificaron mediante métodos fluorescentes y de
electrofisiologia como activadores de TMEM16A (24, 58). GRb1l y RES también
pueden aumentar la amplitud y frecuencia de contracciones en el ileon de cobaya
aislado. Esto sugiere que GRb1 y RES podrian ser farmacos prometedores para el
tratamiento de la hipomotilidad de tracto gastrointestinal. En cuanto a los productos
sintetizados, se ha descubierto que dos moléculas pequefias tienen el efecto de
estimular la secrecién de CI- epitelial y la contraccion intestinal. Uno de ellos es el
Eact (naroylaminotiazol) que aumenta las corrientes de Cl- en ausencia de Ca?*y
Fact (tetrazolilbenzamida), que no tiene actividad en ausencia Ca?*, pero reduce los
valores de ECso que activa TMEM16A en presencia de Ca?*. Esto significa que hace
mas sensible el canal a Ca?* (104).

Los inhibidores de TMEM16A también se dividen en dos grupos, los naturales y los
sintetizados quimicamente. Algunos inhibidores naturales son el acido tanico y los
gallotaninos (104), el eugenol (4-alil-2-metoxifenol, el componente principal del
aceite de clavo (162)), la shikonina (82), y compuestos flavonoides (165). Se
descubrié que estos compuestos tienen la capacidad de evitar la diarrea o inhibir la

proliferacion, la migracion y la invasion de las células cancerosas.

Entre los productos sintéticos estan: el acido niflumico (NFA), el &cido 4,4'-
diisotiocianatostilbeno-acido-2,2'-disulfénico (DIDS), el acido-5-nitro-(3-
fenilpropilamino)-benzoico, el acido flufenamico NPPB (81), CaCCinh- A0l (43),
T16Ainh-A01 (104), MONNA (106), y la 2-(4-cloro-2-metilfenoxi)-N- [(2-metoxifenil)

metilideneamino] - acetamida (Ani9) (133).
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CaCCinh-A01 es el bloqueador mas eficaz para TMEM16A, mientras que T16Ainh-
AO1 inhibe parcialmente las corrientes TMEM16A (104). En el futuro, estos
moduladores TMEM16A pueden usarse para tratar enfermedades causadas por la
disfuncién de TMEM16A (80).

1.5 ESTRUCTURA DE TMEM16A

1.5.1 Estructura

En 2014, Brunner et al, describi6 la estructura del proteina TMEM16F del organismo
Nectria haematococca (4WIS) (17). Esta fue la primera estructura resuelta de una
proteina de la familia TMEM16. La estructura muestra a un homodimero en forma
de mariposa y cada monémero tiene unidos dos iones Ca?*. Sin embargo, esta
proteina no es un canal, es una escramblasa que mueve fosfolipidos entre las
monocapas de la membrana plasmatica. A pesar de eso, esta estructura nos
proporciond una idea clara de arreglo tridimensional que podria adquirir el canal
TMEML16A ya que existe un alto grado de homologia entre estas proteinas. Esta
estructura subsecuentemente se usé como una plantilla para generar modelos por

homologia.

En 2017 se obtuvo la primera descripcion de la estructura de la proteina TMEM16A
(114). Mediante la técnica de crio-microscopia electrénica (Cryo-EM) se obtuvo la
estructura tridimensional a una resolucion de 6.6 A (5NL2). Debido a la baja
resolucién no se lograron apreciar detalles estructurales como la orientacién de la
cadena lateral de los aminoacidos. Los detalles atbmicos se describieron después
por dos grupos independientes. Para describir de manera clara la estructura de la
proteina, la he dividido en tres segmentos o dominios que son: dominio

transmembranal (TMD), el sitio de unién a Ca?*, y el poro.

1.5.2 Dominios transmembranales (TMD)

Diversos trabajos mostraron por primera vez la estructura del canal TMEM16A en
diferentes condiciones con distintas conformaciones funcionales como son

conductivo (Ca?* unido) y no conductivo (sin Ca?*). El canal se describi6 con dos
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iones Ca?* unidos (50YB, 6BGI), con un ion Ca?" (6BGJ), y en ausencia de Ca?*
(50YG) (36, 114). Entre todas estas estructuras, la estructura 50YB que tiene dos
iones de Ca?* tuvo la mas alta resolucién (3.7 A) y le siguen 6BGI y 6BGJ con 3.8
Ay 50YG con 4.06 A.

Con estas estructuras se determin6 que residuos forman el sitio de unién de Ca?*,
los residuos que interactdan en la interfaz de los monémeros y los cambios sutiles
entre las estructuras con y sin Ca?* unido (Figura 1-3). En la figura 1-3 muestro un
alineamiento estructural de las estructuras de TMEM16A con (nharanja) y sin (verde)
Ca?*. El estado de agregacion es un homodimero en forma de mariposa, tiene 10
hélices transmembranales (TM1-10), la hélice 10 es la interfaz entre los dos

monomero (Figura 1-4B).
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Figura 1-3 Estructura del canal TMEM16A. Superposicion de las estructuras del canal TMEM16A en
presencia (azul) y en ausencia (marrén) de Ca?*. Las estructuras fueron tomadas de la base de datos PDB,
el nimero de identificacion con Ca?* es 50YB y sin Ca?* es 50YG. Estas estructuras fueron editadas
usando el software UCSF Chimera X (169).

El sitio de uniéon de Ca?* esta formado por las hélices transmembranales 7 y 8 las

cuales unen dos iones calcio a cada mondémero, el sitio de unién de Ca?* se
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encuentra dentro del campo eléctrico (Figura 1-4C) . Se propone que la via de
conduccion esta formada por las hélices transmembranales 3, 4, 5, 6 y 7 en donde
podemos ver con claridad que el poro esta formado completamente por aminoacidos
a diferencia de la escramblasa cuyo poro esta formado por aminoécidos y por
fosfolipidos de la membrana (Figura 1-4C) . Los mondmeros interactian entre si
mediante la hélice transmembranal 10 en esta zona se forma la interfase entre los
monomeros. Los segmentos N y C-terminal se encuentran en la region citosolica,

sin embargo, estas regiones no lograron resolverse debido a su flexibilidad.

A B

Figura 1-4 Dominios transmembranales de TMEM16A con (colores) y sin (café) Ca?*. A) Alineamiento
estructural de las estructuras de TMEM16A con (azul) y sin (café) Ca?* las barras en color negro representan los
limites de la membrana celular. B)Maximizacién de las hélices transmembranales del canal TMEM16A con
(colores) y sin (café) Ca?*. Cada una de las hélices transmembranales se representan de un color diferente, TM1-
rosa, TM2-verde, TM3-marrén, TM4-morado, TM5-azul obscuro, TM6-azul, TM7- TM8 verde lima, TM9-cian,
TM10-rojo. Los iones Ca?* se muestran como dos esferas de color rojo. C) Giro de 90° de la estructura mostrada
en B, circulo verde muestra la ubicacion de la via de conduccion y el circulo en color rojo ubica el sitio de unién
de Ca?*.

La estructura de la escramblasa TMEM16F deberia ser muy parecida a la de
TMEM16A. Sin embargo, un alineamiento estructural con el software UCSF

Chimera muestra algunas variaciones en la posicion de la hélice transmembranal 6
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(TM6) de la interfaz del poro con la membrana (Figura 1-5-A). En la escramblasa se
observa el poro abierto haciendo una interfaz proteina-membrana por donde fluyen
los lipidos. En cambio, en TMEM16A el poro se encuentra cerrado a la membrana
y Se propone que quiza esta es la razon por la que TMEM16A no es capaz de

transportar lipidos (Figura 1-5B).

TMEM16A TMEM16F

!

gl 4

Figura 1-5 Comparacion de las estructuras TMEM16A y TMEM16F. A superposicion de las estructuras
TMEM16A (naranja, 50YB) y TMEM16F (verde, 4WIS). Las esferas negras son los iones Ca?*. Las lineas en
negro representan los limites de la membrana, las esferas negras representan los iones Ca?*. B A la izquierda
se muestra el canal TMEM16A rotado 90° a la derecha. Se enfatizan en color verde las hélices
transmembranales TM4 y TM6. A la derecha se muestra la estructura de la escramblaza TMEM16F rotada 90°
a la derecha. En color naranja se resaltan las hélices transmembranales TM4 y TM6.

1.5.3 Sitio de unién de Ca*

Antes de que se obtuviera la estructura de TMEM16A se encontr6 que mutar E702Q
y E705Q reduce 100 veces la sensibilidad a Ca?* (163). Se propuso que estos
residuos pudieran formar parte del sitio de alta afinidad de unién a Ca?*. Sin
embargo, el sitio de unién a Ca?* es quimicamente muy complejo. Un andlisis mas
extenso encontrdé que varios residuos conservados evolutivamente en TMEM16A
(N650, E654, E702, E705, E734 y D738) formaban parte del sitio de union a
Ca?*(151). Estos residuos se encuentran localizados en las hélices TM6 (E654),
TM7 (E702 y E705) y TM8 (E734 y D738). Cada uno de estos residuos se muto
individualmente. En todos los casos la sensibilidad a Ca?* disminuyé demostrando
que estos residuos forman el sitio de unién a Ca?* y que son responsables de la
activacion por Ca?* de TMEM16A.
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La determinacion de la estructura tridimensional de la escramblasa n(hrTMEM16 en
presencia de Ca?* mediante cristalografia de rayos X a una resoluciéon de 3.30 A
permitié determinar con gran detalle la localizacién del sitio de pegado de Ca?*, asi
como los residuos de las cadenas laterales que lo conforman (17). nhrTMEM16 es
una proteina de membrana de la familia Anoctaminas que moviliza fosfatidilserina
de monocapa interna a la externa y comparte el 33% de identidad con el canal
TMEME16A. Con base en esta identidad se localizaron los residuos homologos que
correspondian al sitio de unién a Ca?* en TMEM16A. Este andlisis identifico a los
mismos residuos que se habian propuesto como el sitio de unién a Ca?*: E654,
E702, E705, E734 y D738. La determinacién de la estructura del canal TMEM16A
mediante crio microscopia electronica corroboré estos resultados (36, 113). La
estructura mostro que los residuos E654, E702, E705, E734 y D738 forman el sitio
de unién a Ca?*, en donde se pueden unir dos iones Ca?* (Figura 1-6A). Cada
mondmero cuenta con su sitio de unién a Ca?*. El sitio se localiza del lado opuesto
a la interfase entre los monémeros, dentro de la membrana y muy cerca de la

interfase entre la monocapa interna y el citosol (Figura 1-6).

Ademas de los residuos acidicos antes mencionados, al sitio de unién de Ca?*
contribuyen las asparaginas N650, N651 y N730 que se encuentran en las hélices
TM 6, 7 y 8. Estas hélices TM estéan altamente conservadas entre los miembros de
la familia de TMEM16 (Figura 1-6B). La estructura muestra que el Ca?* esta unido
a los residuos acidicos mientras que los tres residuos polares N650, N651 y N730

estabilizan el Ca?* en su sitio.

1.5.4 Poro

Cuando se caracteriza un canal es muy relevante conocer qué ion permea por el
poro del canal. La determinacién de la selectividad i6nica indica qué iones pasan a
través del poro y en qué orden. Para tener una idea acerca del mecanismo de
permeacion de los iones, es necesario conocer la via de permeacion y los

aminodacidos que la constituyen.

Antes de conocer la estructura de TMEM16A se buscé caracterizar la via de

permeaciéon mediante experimentos electrofisiolégicos que permitieron saber la
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selectividad i6nica. Asi se demostrd que este canal era anidnico y que su secuencia
de selectividad es SCN- >> | >> NOs >> Br >> Cl. A partir de estos experimentos

se concluyo que este canal es anionico y que no permite el paso de cationes.

Extracelular

Figura 1-6 Sitio de union de Ca?*. A izquierda se muestra la estructura de TMEM16A (50YB) y marcado
con un rectangulo negro el sitio de pegado de Ca?*. A la derecha se muestra una amplificacion del sitio de
pegado de Ca?*. Se resaltan en color verde los residuos E702 y E705 en la TM7, en la TM8 se resaltan en
azul los residuos E734 y E738 y en la TM6 se resaltan los residuos N650 y E654.

Mediante estudios funcionales se propuso que TMEM16A podia tener dos poros
que se activan de manera independiente (77). La determinacion de la estructura
tridimensional de TMEM16A corroboré esta idea. Con la estructura se mostré que
TMEML16A tiene dos poros, cada monémero tiene su propio poro y un sitio de union
de Ca?*. TMEM16A tiene la arquitectura de doble barril similar a lo encontrado en

los canales y transportadores CLC.

La estructura del canal describe con mucha precision la estructura del poro, asi
como los aminoacidos que lo forman. Cada via de conduccién o poro esta formada
por las hélices a3, a4, a5, a6y «a7. El poro tiene una forma parecida a un reloj
de arena con un pequefio vestibulo extracelular, una region estrecha llamada cuello

y un gran vestibulo intracelular (Figura 1-7).

El poro puede subdividirse en tres secciones: dos vestibulos localizados a las
entradas del poro y un cuello (Figura 1-7A). Tanto el vestibulo extracelular como el

intracelular estan compuestos por un gran numero de residuos hidrofilicos, y
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revestidos por residuos ionizables. El alto contenido de residuos bésicos confiere
un ambiente electrostatico positivo facilitando el flujo de aniones (Figura 1-7B). A
diferencia de los vestibulos, el cuello es altamente anfifilico y no tiene residuos

cargados. Esto forma un cuello de botella para el flujo de iones.

La estructura determinada en presencia de Ca?* muestra que el poro es continuo.
Esto indica que el canal podria estar en una conformacion conductiva. Sin embargo,
en la region del cuello que es la region mas estrecha, el diametro del poro es de
2.5A. Si tomamos en cuenta que el diametro del CI es de 3.6 A, entonces el poro
no es lo suficientemente ancho para permitir el paso del ion. Esto sugiere que el
poro esta colapsado y que debe expandirse para permitir el paso de CI- (113, 114).

En comparacion con la estructura del poro de TMEM16F, el poro del canal
TMEM16A no esta expuesto a la membrana ya que este canal solo permite el flujo
de iones y no de fosfolipidos. En la figura 1-7C se muestra un diagrama que resalta
las diferencias entre los poros de la escramblasa y el canal. Como podemos
observar la escramblasa tiene el poro abierto a la membrana lo que le permite alojar
con facilidad los fosfolipidos en la via de permeacion y finalmente translocarlos. Este
proceso no ocurre en el canal TMEM16A porque en este caso el poro esta cerrado

a la membrana (Figura 1-7).

En resumen, TMEM16A es un homodimero, cada monémero cuenta tanto con el
sitio de unién de Ca?* como con su propia via de conduccién. La via de conduccion
esta compuesta por tres partes, el vestibulo extracelular que es una region
relativamente ancha, el cuello que es la regibn mas angosta del poro con un
diametro de 2.5 Ay finalmente el vestibulo intracelular que es la region del poro méas

ancha de aproximadamente 20 A.
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Figura 1-7 Estructura del poro de TMEM16A. A via de conduccién de iones, en color gris se muestra la superficie
del poro. En colores se muestran las hélices transmembranales que forman el poro (al-a8), en esferas azules se
muestran los iones de Ca?*. (Tomado y modificado de la ref (113)). B Descripcion del poro de TMEM16A. superficie
molecular del poro se muestra como una malla gris. Las regiones de la membrana (negro) y la region intra y
extracelular (gris) se indican con planos rectangulares. La posicion de residuos cargados positivamente que afectan
la conduccion iénica se representa con esferas azules y los iones de Ca?* se representan con esferas verdes. Las
esferas rojas representan hipotéticos iones de CI- (radio 1.8 A) a través del poro. C Representacion esquematica de
las caracteristicas que distinguen el poro de las escramblazas (izquierda) del poro de los canales idnicos (derecha)
en la familia TMEM16. La vista es desde el interior de la membrana (paneles superiores) y desde el exterior (paneles
inferiores). Las hélices que constituyen la cavidad polar accesible a la membrana en la escramblaza han cambiado
su ubicacion en canales para formar un conducto rodeado de proteinas. (B y C fueron tomados y modificados de(114).

1.6 MECANISMOS DE ACTIVACION DE TMEM16A
1.6.1 Activacion por Ca?*

El mecanismo de activacion por Ca?* ha sido ampliamente estudiado antes de
conocer la composicion y la estructura de la proteina. El andlisis cuantitativo de la
actividad del canal se ha realizado mediante andlisis de la cinética de la corriente
mediante cadenas de Markov. En estos andlisis se ha incluido el efecto de la

concentracion de Ca?*, el Vm y la concentracion extracelular de CI-(30).

El analisis funcional habia demostrado que la activacion del canal se dispara por
incrementos en la concentracion intracelular de Ca?*. Estos incrementos en Ca?*
pueden surgir por la activacion de receptores acoplados a proteinas G, de la

inyeccion de IP3, de la aplicaciéon del ionéforos de Ca?* como la ionomicina, o por
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la inyeccién de cationes divalentes como son Ca?*, Ba?*, Sr?*. Todos estos datos
demostraron que el incremento en Ca?* en el citoplasma de la célula induce la

activacion de una corriente de CI- dependiente de un incremento en Ca?*.
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Figura 1-8 Activacién por Ca?* del canal TMEM16A. A arriba: Trazos de corriente representativos de la
activacion de TMEM16A por Ca?*. Estos trazos fueron obtenidos de una célula HEK-293 que expreso al canal
TMEM16A. La célula es dializada con 0.2 pM de Ca?*y 40 mM de CI y es bafiada con 140 mM de CI. Abajo:
protocolo de activacion que consiste en la aplicacion de pasos de Vm de 20 mV desde -100 mV hasta +160 mV
durante 250 ms, mientras la célula fue mantenida a -30 mV y al final del pulso la célula se repolariza a -100 mV.

B Curva corriente-Vm, lo valores fueron obtenidos a partir del trazo de corriente mostrado en el panel A en
donde los valores se tomaron al final de pulso de activacion. La linea roja indica el cero de corriente

En la Figura 1-8A se muestran trazos representativos de corriente caracteristicos
de la activacion por 0.2 uM de Ca?*. Las corrientes se generaron cambiando el
potencial desde -100 mV hasta + 160 mV mientras la célula se mantenia a — 30 mV.
Se puede apreciar que la corriente a valores negativos de Vm es pequefia mientras
que a valores positivos de Vm la corriente incrementa (Figura 1-8B). Es evidente la
cinética a diferentes Vm. La corriente incrementa siguiendo un curso temporal
exponencial hasta alcanzar un valor casi estacionario al final del pulso
despolarizante. Cuando la polaridad del Vm se cambia de positiva a negativa se
observa una corriente negativa, llamada corriente de cola. En este caso, la corriente
positiva es el reflejo del flujo entrante de cloruro mientras que la corriente negativa

es el reflejo de CI saliendo de la célula.
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Al mismo tiempo, el curso temporal de la corriente positiva refleja el curso temporal
de la activacién del canal mientras que el curso temporal de la corriente de cola
refleja el curso temporal del cierre del canal. Por lo tanto, el curso temporal de la
corriente tiene informacion crucial para estudiar la cinética de activacion y

desactivacion del canal.

La activacion del canal es dependiente de la concentraciéon de Ca?*, en la Figura 1-
9A muestro un trazo de corriente proveniente de un parche de membrana registrado
mediante la técnica de parche escindido. En este caso, el Vm se mantuvo fijo a +80
mV y el lado citosélico del parche conteniendo los canales se expuso a

concentraciones crecientes de Ca?*.
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Figura 1-9 La activacion de TMEM16A es dependiente de la concentracion de Ca?*. A trazo
representativo de corriente de TMEM16A proveniente de registros en la configuracién parche escindido
estimulando con diferentes concentraciones de Ca?*.Los parches fueron mantenidos a 80 mV. B Curva
dosis respuesta a Ca?* para TMEM16A, la linea continua es el ajuste a la ecuacién de Hill de donde se
obtuvieron los siguientes parametros, ECs0=0.70+0.035 puM, N= 3.98+0.68.

Entre cada concentracion de Ca?*, se aplicé una solucién sin Ca?*. Se observa que
conforme se incrementa la concentracion de Ca?*, se incrementa la magnitud de la
corriente lo cual nos indica que mas canales se activaron por el Ca?* a ese Vm. En
la Figura 1-9B he graficado la curva concentracién-respuesta a Ca?*. Para comparar
los datos de diferentes parches he normalizado la magnitud de las corrientes
utilizando la corriente obtenida con 12 uM de Ca?*. Podemos ver que el grado de

activacion del canal incrementa de forma sigmoidea al incrementar la concentracion
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de Ca?*. Al ajustar estos datos a una ecuacion de Hill que describe la unién de Ca?*
a un sitio, encontramos que la ECso es de 700 nM a +80 mV. El analisis también
arroja que el coeficiente de Hill es de 3.98+0.68 lo cual sugiere que se requieren 4

iones Ca?* para activar el canal.

Del andlisis de las curvas concentracion-respuesta a Ca?* se demostré que la
sensibilidad aparente a Ca?* (medida como la concentraciéon necesaria de Ca?* para
obtener el 50% de activacion) dependia del potencial. A potenciales positivos la

ECso es menor que a potenciales negativos (Figura 1-10).

El mismo analisis también arrojé que el proceso de activacion del canal requeria de
mas de un ion Ca?*, probablemente dos, para que el canal pudiese adquirir el esta
conductivo. Estos datos llevaron a proponer que la activacién procedia de manera
secuencial iniciando con el pegado de un Ca?*, seguida del pegado de un segundo
Ca?", y finalmente el canal se abriria (151). Para explicar la dependencia con el
potencial se propuso que la activacion del canal procedia mediante la union directa

del ion Ca?* al sitio de unién de manera dependiente del Vm (Figura 1-10) (113).

Con la determinacién de la estructura tridimensional de TMEM16A con o sin Ca?*
unido se propuso un mecanismo molecular del proceso de activacion. Este proceso
comparte semejanzas con los mecanismos propuestos anteriormente basados en
el analisis cuantitativo de las corrientes de ClI- a diferentes Vm, concentraciones de
Ca?* y de CI. La estructura tridimensional mostré que la hélice TM6 adopta un
estado conformacional diferentes cuando el Ca?* esta unido a la proteina.
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Figura 1-10 La activacién por Ca?* es dependiente de Vm en el canal TMEM16A. A registros de corriente
representativos de TMEM16A-CaCC de raton (mMTMEM16A) registrados a +60 mV y -60 mV usando la
configuracion inside out. La tabla indica la concentracion de calcio utilizada. B Dosis respuesta a Ca?* del
canal mMTMEM16A a +60 mV y -60 mV. Las lineas continuas representan el ajuste a la ecuacién de Hill.
(Tomado y modificado de (151))

En principio estos estados conformacionales son los mas probables de ser
adoptados por estas hélices y se deben Gnicamente a la unién del Ca?*. Por lo tanto,
la premisa es que los estados conformacionales de cada una de las partes del canal
representan el estado cerrado cuando no hay Ca?* unido y el estado abierto cuando
el Ca?* esta pegado. Es importante aclarar que el mecanismo propuesto aqui sera
valido para la condicion de 0 mV y condiciones no fisiolégicas como son 1 mM de
Ca?* y la proteina fuera del ambiente lipidico. A pesar de estas limitantes, el
mecanismo propuesto tiene similitudes con aquellos mecanismos propuestos
basados en el andlisis de las corrientes bajo condiciones fisiologicas.

En 2018, Lam y Dutzler propusieron un mecanismo de activacion bastante detallado
que consiste en lo siguiente: el canal en reposo (ausencia de Ca?*) tiene 2 barreas
gue impiden el flujo de CI, la barrera estérica formada por la posicion de la TM6 (en
ausencia de Ca?") y la barrea electrostatica formada por los residuos cargados

negativamente que forman el sitio de unién de Ca?* (pocket de Ca?").

Al despolarizarse la célula e incrementar el Ca?* intracelular la TM6 gira en direccién

del sitio de pegado de Ca?* para estabilizar el pegado de este (Figura 1-11). Esto
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permite que el giro lleve a la TM6 a una nueva posicion eliminando la barrera
estérica e inmediatamente después el calcio se estabiliza en el dominio de unién, lo
gue deriva en la reduccion de la barrera electrostatica facilitando entonces el flujo

de CI a través del poro (91).

\ TM6 con Ca?*
6 ~

Figura 1-11 Movimiento de la hélice transmembranal 6 (TM6). A Superposicion de las estructuras de
TMEMZ16A con (rosa,50YB) y sin (azul, 50YG) Ca?*. La TM6 se resalta en rosa fuerte (con Ca?*) y en azul fuerte
(sin Ca?*) con la finalidad de notar diferencias. Las lineas horizontales negras indican el grosor de la membrana.
La flecha negra indica la separacion de la TM6 en la estructura con Ca?*y la TM6 de la estructura sin Ca?*. B
vista lateral de la superposicion de las hélices TM3-TM8 de las estructuras TMEM16A cony sin Ca?*. Las esferas
negras indicas los iones Ca?*. La linea en negro en B resalta la diferente posicion de la TM6 en la estructura de

TMEM16A sin Ca?*.

1.6.2 Transiciones conformacionales dependientes de Ca?* durante la activacion
de TMEM16A.

Algo interesante, es que el sitio de unién de Ca?* sufre un cambio conformacional
por interaccion del Ca?* y su unién a la proteina. La hélice transmembranal 6 (TM6)
tiene que girar para que los residuos N650 y E654 puedan llevar a cabo la correcta

coordinacion del Ca?* (Figura 1-12B).

Cuando se resuelve la estructura de una proteina podemos conocer la posicion de

los atomos que la componen en una condicion especifica. Sin embargo, los
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procesos biolégicos son altamente dinamicos, por lo que la estructura de una

proteina nos muestra solo un estado conformacional de muchos.

La estructura de TMEM16A en diferentes estados proporciona informacion
importante para comprender el mecanismo de activacion. Gracias a las estructuras
proporcionadas por Paulino et al. 2017 y Dang et al. 2017 donde el canal tiene
unidos 1,2 o ningun ion Ca?*, ahora es posible entender mejor el mecanismo de
activacion de TMEM16A.

Lo primero que se estudié fueron las diferencias entre la estructura con Ca?*y sin
Ca?*. Dang et al. 2017 mostraron dos estructuras de TMEM16A obtenidas a partir
de dos técnicas diferentes de purificacion, nanodiscos y solubilizando en LMNG

(lauril maltosa neopentilglicol).

En este trabajo observaron diferencias en la posicion y orientacion de la hélices
transmembranales TM3, TM4 y TM6 cuando se us6 LMNG. Mediante la técnica de
nanodiscos y LMNG se purificé la proteina usando 1 mM Ca?*, sin embargo, solo
en las estructuras obtenidas con nanodiscos se observaron dos iones Ca?* unidos.
En cambio, en la proteina purificada con LMNG apenas se logré observar la
presencia de un Ca?*. La diferencia se debe a que los nanodiscos pueden ayudar a

estabilizar la TM6 y permite la coordinacién correcta de Ca?*.

Esto llevo a proponer que un proceso importante para la activacion del canal es la
unién de dos iones Ca?* y que a su vez permiten el movimiento de la TM6 para la
estabilizacién de los iones Ca?* en su sitio. En el caso de la estructura con un solo
ion de Ca?* unido, no hay mucha informacién experimental que sustente que este

estado conformacional representa a un canal activo.

El trabajo publicado simultaneamente por Paulino et al, 2017 mostr6 algo muy
similar. En este trabajo se purific6 TMEM16A en ausencia y presencia de 1 mM de
Ca?*. La estructura tridimensional se obtuvo mediante Crio microscopia electrénica.
Las estructuras obtenidas en las dos condiciones mostraron gran similitud en la
mayor parte de la proteina, excepto por cambios en la regiones que rodean el sitio
de unién de Ca?* (Figural-6A) .
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La formacién del dimero se da por las interaccion de la hélice al0 de cada
monomero, y se mostro que el poro esta formado por a3- a7 de igual manera como
se reportd en el trabajo anterior (36). El sitio de unién de Ca?* esta formado por las

a6, a7 y a8 y este se localiza justo frente al poro (Figura 1-6B).

Las diferencias estructurales entre el canal que tiene unido Ca?*y el que no lo tiene,
se refleja principalmente en el movimiento de la hélice transmembranal a6 (Figura
1-6B). En ausencia de Ca?*, la a6 se encuentra en direccién a la a4, cuando el calcio
se une induce el giro de a6 en direccion al sitio de pegado de Ca?* permitiendo que
los residuos N650 y E654 (isoforma ac) estabilice dos iones Ca?* en sus sitio de
union. Se mostro que el residuo que facilita dicho movimiento es el G654. Las GIn

son altamente flexibles.

Estos resultados llevaron a proponer que el canal se encuentra en diferentes
estados conformacionales con y sin Ca*2. Estos cambios estructurales
electrostaticos estan dados por la unién de Ca?* y derivan en el movimiento de la
a6 facilitado por el residuo G654 que funciona como una bisagra. Al mismo tiempo
la estabilizacion del Ca?* en su sitio reduce sustancialmente el potencial
electrostatico lo que facilita el flujo de aniones por el poro y lleva al canal a un estado

activo.

1.6.3 Activacion por calor

El cuerpo humano regula la temperatura mediante mecanismos de
retroalimentacion neural, que operan principalmente a través del hipotalamo. En el
hipotalamo estan tanto los mecanismos de control como los detectores de
temperatura. Se ha observado que estos detectores son canales i6nicos que estan
distribuidos en el cuerpo humano. Por ejemplo, se ha observado en queratinocitos

detectores a calor (29, 117).

Inicialmente se describié al canal TRPV1 como canal detector de calor ya que se
activa a temperaturas superiores a 43°C. Mas tarde se identificaron los canales
TRPV2, TRPV4, TRPA1l y TRPV8 como los canales responsables de detectar

cambios de temperatura desde frio hasta calor (152). En 2012 Cho et al. propusieron
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al canal TMEM16A como detector de calor en neuronas nociceptivas (23, 116, 152).
En este trabajo sobre expresaron TMEM16A en células HEK-293 y aplicaron un
gradiente de temperaturas y observaron corrientes entrantes de ClI. Reportaron que
el canal TMEM16A, asi como TMEM16B pueden activarse a temperaturas
superiores a 43°C en ausencia de Ca?*. También se observé que inhibidores para

TMEM16A atenuaban esta respuesta.

Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual TMEM16A detecta la
temperatura. Se ha propuesto que la activacion en altas temperaturas deriva en la
despolarizaciéon de las neuronas DRG las cuales tienden a acumular altas
concentraciones de ClI intracelular (27).
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Capitulo 2

2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

TMEM16A es un canal que para activarse requiere ademas de Ca?* que la
membrana se despolarice y entonces el canal puede ser conductivo. Como se
describié en los antecedentes, la relacion entre la conductancia y el Vm no es

constante, incrementa a medida que el Vm incrementa.

Esto demuestra que la probabilidad de encontrar al canal en el estado abierto
depende del Vm a una concentracidon constante de Ca?* intracelular. ¢Como
explicar esta dependencia con el Vm? Los canales dependientes de Vm tienen un
detector de Vm que les permite percibir los cambios en la diferencia de Vm a través
de la membrana. Este detector se localiza en una regién de la proteina, usualmente
una alfa hélice, que contiene aminoacidos cargados que se reubican ante los

cambios en el campo eléctrico de la membrana.

Este cambio conformacional lleva al canal a un estado activo conductivo. De esta
manera el potencial eléctrico se convierte en trabajo mecéanico que finalmente abre
el poro. Sin embargo, TMEM16A no cuenta con detectores de Vm “candnicos”. Por
lo anterior surgen las preguntas ¢Cémo TMEM16A puede detectar cambios en el

Vm para activarse? y ¢ De dénde viene esa dependencia con el Vm?

En los antecedentes mostré informacion indicando que la sensibilidad del canal al
Ca?* intracelular dependen del Vm. Este aspecto lo podriamos analizar de la
siguiente manera:

C+ Ca CCa

T =R

Donde C es el canal, Ca es el Ca?*, CCa es el Ca?* unido al canal, y ay B son las
constantes de velocidad que dictan las probabilidades de la interaccion del canal
(C) con Ca?*.
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La probabilidad de encontrar al canal en el estado abierto esta dado por:

1
P = Ecuacion 1

)

La constante de equilibrio de esta interaccion es el cociente B/a. Este cociente es
directamente proporcional a la concentracion necesaria para obtener el 50% de la
respuesta (ECso). Este valor se usa para inferir la sensibilidad de una proteina a un
activador o a un inhibidor. En este caso, lo usaré para definir la sensibilidad de
TMEM16A a Ca?*. La ECso tendra un valor constante si estas dos contantes de

velocidad no varian con el Vm.

La Figura 1-11B muestra que el valor de la ECso es diferente a +60 mV y a -60 mV.
Esto significa que la ECso es dependiente de Vm. En otras palabras, el Vm
despolarizante mantiene al Ca?* en su sitio de unién y por el contrario el Vm
hiperpolarizante empujaria al Ca?* lejos del canal. Este andlisis, sugiere que la

dependencia con el Vm puede ser atribuida Gnicamente a la unién del Ca?* .

En 2011 se describio por primera vez que el canal TMEM16A puede activarse por
Vm en ausencia de Ca?* intracelular (158). Sin embargo, el mecanismo preciso se

desconoce.

La activaciéon por Vm es muy baja. En la Figura 2-1 izquierda se observa un trazo
representativo de corriente de la activacion de TMEM16A por Vm. Es claro ver que
a comparacion con la activacién por Ca?*, no hay cinética de activaciéon y no se
observan las corrientes de cola caracteristicas de la activacion por Ca?*. Ademas,
la activacion es muy rapida y constante durante todo el tiempo del estimulo.
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Figura 2-1 Activacion de TMEM16A por voltaje. Izquierda: trazos representativos de corriente a
diferentes Vm provenientes de la activacion de TMEM16A por Vm en ausencia de Ca?* intracelular.
Derecha: Relacidn corriente-Vm de la activacion por Vm de TMEM16A, los datos de esta grafica fueron
obtenidos midiendo el valor de corriente (izquierda) al final del pulso para cada Vm.

Este dato sugiere que ademas de la dependencia con el Vm provista por la unién
de Ca?* debe existir otra fuente ya sea intrinseca o extrinseca que provea

dependencia con el Vm.

La activacion del canal en ausencia de Ca?* es muy pequefia, aproximadamente 10

veces mas pequefia a la observada con Ca?* (Figura 2-1).

Hay dos requisitos que debe cumplir un segmento de la proteina para participar en
la medicion del Vm: 1) tener aminoacidos cargados y 2) estar localizados dentro de

la membrana donde varia el campo eléctrico.

Mediante un andlisis de la topologia del canal se observé que la primera asa
intracelular contiene 5 residuos cargados negativamente (***EEEEE**®). A pesar de
gue se encuentran fuera de la membrana podrian funcionar como detectores de Vm.
Una despolarizacion podria modificar la posicion de los residuos cargados y
acercarlos a la membrana. Esto modifica la estructura de la proteina y permite la
apertura del canal. En cambio, una hiperpolarizaciéon tendria el efecto contrario. Sin
embargo, el analisis de mutantes en los residuos de esta regidén rapidamente

demostro lo contrario, esta region no participa en la deteccion del Vm. Rio abajo de
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estos residuos se encuentran 4 residuos EAVK que forman el segmento de
empalme alternativo “c” (EAVK). Lo sorprendente es la variante de TMEM16A que
carece del segmento ¢ (TMEM16A abd), tiene una activacién por Vm potenciada y
la sensibilidad a Ca?* esta disminuida (158). Esto sugiere que EAVK podria modular
tanto la deteccion del Vm, como el sitio de unién de Ca?*. En ausencia de este
segmento resulta mas facil activar al canal por Vm. Hasta el momento no esta claro

como estos aminoacidos pueden participar en la dependencia con el Vm.

Adicionalmente, la apertura por Vm también se logra al mutar residuos especificos
localizados en la hélice transmembranal 6 (TM6). Las mutantes en los residuos
I637A y Q645A permitieron que el canal mMTMEM16A (a) se active por Vm
conservando las propiedades conductivas del canal y ademas con un incremento
radical en la sensibilidad a Ca?* (119). Actualmente no hay una descripciéon del
mecanismo de activacion por Vm, aunque también se ha propuesto que el canal

puede tener dependencia intrinseca con el Vm.

Estos trabajos descritos aqui han dejado en claro que TMEM16A 0 sus mutantes
pueden activarse por Vm en ausencia de Ca?*, sin embargo, estos estudios no han

dejado claro lo siguiente:

¢ (¢(TMEM16A tiene dependencia intrinseca con el Vm o son factores externos
los que confieren esta dependencia?

e A pesar de que se han estudiado las mutantes (AEAVK, 1641A y G644A) que
dan origen a canales que pueden ser activados solo por Vm en ausencia de
Ca?*, se desconoce de donde viene este aumento en la sensibilidad a Vm.
Es decir, ¢ Estds mutantes aportan a la dependencia con el Vm del canal o

funcionan como moduladores de la activacion por Vm?

e Los experimentos donde se elimina el segmento EAVK ubicado en la primera
asa intracelular y se activa TMEM16A en ausencia de Ca?*, sugieren que

esta region pudiera participar en la dependencia con el Vm.
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e Finalmente, es necesario un analisis de la estructura primaria de la proteina
en busqueda de regiones que podrian participar en la dependencia con el
Vm, ademas de identificar nuevas regiones que pudieran tener alguna
implicacion. También es necesario determinar si la dependencia a Vm
pudiera provenir de factores externos tales como los iones que podrian estar
aportando a la dependencia con el Vm como se ha observado que ocurre en
el canal de CI CLC-2. Esta informacion es de vital importancia para proponer

mecanismos que explique la funcién de TMEM16A.

Un escenario posible para explicar la dependencia con el Vm puede inferirse del
mecanismo por el cual el Ca?" interacciona con TMEM16A. En este caso, he

mostrado arriba que el Vm mantiene al Ca?* unido al canal.

Un aspecto importante de la interaccion electrostatica es que el campo eléctrico no
identifica la naturaleza quimica del catién. Por lo tanto, uno esperaria que los
cationes divalentes puedan ser impulsados casi con igual eficiencia que el Ca?* al

sitio de unién y asi activar al canal.

Yu-Li Ni et al. caracterizaron la activacion del canal por diferentes cationes y
observaron que el Ca?*, Sr?* y Ba?* pueden activar al canal y descubrieron que el
Mg?* compite con el calcio por el sitio de unién sin activar al canal (105). Esto sugiere
que el sitio de unidn tiene poca selectividad. Pero, el campo eléctrico también puede
impulsar a cationes monovalentes a interactuar con el sitio de unién a Ca?* siempre

y cuando el sitio de unién permita la interaccion con ellos.

Debido a la naturaleza acidica de los residuos que forman el sitio de unién a Ca?*,
el protdn puede interactuar con ellos neutralizando su carga. Esto se demostré por
Chun et al. en donde se observd que la activacion inducida por Ca?* esta
fuertemente inhibida por el H* intracelular. El incremento en la concentracion de H*

intracelulares desplazo a la derecha la curva concentracion-respuesta a Ca?*.

Con la finalidad de localizar el sitio donde tienen efecto los protones se mutaron las
histidinas ubicadas en la region citosdlica, sin embargo, ninguna de las mutantes

mostré reduccion en la inhibicion por el H*. Sorprendentemente las mutaciones en

47



los residuos Glu, Asp o Asn en el sitio de pegado de Ca?* bloguearon la inhibicion
inducida por el H*. Esto sugiere que el H* interfiere en el pegado del Ca?* a su sitio

probablemente compitiendo por el sitio (28).

Los escenarios arriba analizados sugieren que TMEM16A podria adquirir
dependencia con el Vm de manera extrinseca. Esto es, el potencial podria movilizar

a cationes al sitio de unidn y asi permitir que el Vm active al canal.

Entre los cationes fisiologicos presentes en el lado citoplasmico se encuentran el
Na*, K*, Mg?* y H*. El Na* y K* a pesar de ser muy abundantes no activan a
TMEM16A. Los protones, a pesar de su baja concentracién 10-/2 M podrian activar
al canal, como ya se ha mencionado, pueden competir con el Ca?* por el sitio de
pegado y asi desplazarlo. Esto sucede en presencia de Ca?*, pero igualmente
podria suceder en ausencia de Ca?*.

En mi trabajo de tesis analicé dos posibilidades:
1. Que la primera asa intracelular participe en conferir dependencia con el Vm.

2. Que el protdén pueda interaccionar con el canal de manera dependiente del
Vm.
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2.1 HIPOTESIS

Con base en los datos arriba descritos propongo la siguiente hipétesis para explicar
la activacién de TMEM16A en ausencia de Ca?* intracelular:

La activaciéon por Vm de TMEM16A en ausencia de Ca?* se lleva a cabo por dos
vias: la primera es mediada por la primera asa intracelular que al reaccionar ante
cambios en el potencial promueve la apertura del canal. La segunda via es mediada
por la protonacion dependiente del Vm del sitio de pegado de Ca?* que promueve

la apertura del canal.

La primera parte de mi hipétesis sugiere que residuos de la primera asa
444EEEEEAVK*! forman parte de un detector del Vm intrinseco que responde a

cambios en el Vm y que lleva al estado abierto del canal.

La segunda parte sugiere que el canal sera protonado de manera dependiente del

Vm. Esto es:

La constante de equilibrio K de la reaccion de protonaciéon debe ser dependiente del
Vm. Por lo tanto, la probabilidad de encontrar al canal en el estado abierto estara

dado por:

1
P = Ecuacion 1

)
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2.2 OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el mecanismo mediante el cual el Vm activa al canal TMEM16A en

ausencia de calcio intracelular.

Objetivos especificos:

1.

Caracterizar la activacion por Vm de TMEM16A en ausencia de Ca®*. Para
lograr esto registraré la actividad del canal a diferentes Vm en células

dializadas con soluciones que no contengan Ca?*.

Determinar la contribucién del segmento “EAVK*! a la dependencia a Vm
de TMEM16A mediante delecion completa de este segmento y mutaciones
que rompan la integridad del segmento como es eliminando EA o VK. Los
canales mutantes los registraré en ausencia de Ca?* y determinaré su

dependencia con Vm.

Determinar la contribucion a la dependencia con el Vm de los residuos 1641
y Q649 que se encuentran en el poro de TMEM16A mediante mutaciones
dirigidas 1641A y Q649A. Ambas mutantes las registraré en ausencia de Ca?*
intracelular y compararé la dependencia con Vm de canales silvestres y

mutantes.

Analizar la contribuciéon del segmento intracelular “*EEEEE*® a la
dependencia con el Vm mediante la remocion estos residuos (Glu) que lo
componen y mediante el reemplazo de todos los residuos “**EEEE**’ por
lisina para invertir la carga de negativa a positiva y evaluar el efecto en la
dependencia con Vm. Posteriormente evaluaré la funcion de los canales

mutantes resultantes en ausencia de Ca?* intracelular.

Determinar la posible interaccion entre el primer asa intracelular y el sitio de
unién a Ca?*. Para esto realizaré mutaciones en el sitio de unién a Ca?* en la

isoforma a de TMEM16A (Figura 1-2) que carece de los residuos EAVK, el
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segmento b y d y evaluaré la actividad de las mutantes resultantes en

ausencia de Ca?* intracelular.

Determinar el efecto del H* intracelular en la activacion de TMEM16A por Vm
en ausencia de Ca?*. Para demostrar que el H* intracelular puede inducir la
activacion del canal en ausencia de Ca?* intracelular, registraré la actividad

del canal a diferentes Vm y a diferentes pHi en ausencia de Ca?* intracelular.

Evaluar la participacion de los residuos acidicos que forman el sitio de unién
de Ca?* (E654, E702, E705, E734 y E738) en la activacion por Vm mediante
acidificacion intracelular y mediante mutaciones puntuales de cada uno de
los residuos. Registraré la actividad de los canales mutantes en ausencia de

Ca?* intracelular a diferentes pHiy Vm.
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Capitulo 3

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR Y EXPRESION DE PROTEINA

Para realizar mis experimentos utilicé células HEK-293. Las células se cultivaron en
el medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, GIBCO BRL) suplementado con
10% FBS y 2 mM L-glutamina 'y 1 mg ml-1 de Geneticina a 37 C° en una atmosfera
compuesta por 95%02/5%CO:x.

Expresion transitoria de los canales. El gene que codifica para el canal
TMEM16A isoforma ac se clondé en un vector bi-cistronico (pIRES II-EGFP,
Clontech, Mountain View, CA, USA) para su expresion en células HEK 293 como
se ha descrito previamente (34). Este vector permite la expresién del canal sin
etiqueta fusionada y de la proteina verde fluorescente EGFP que se queda en el
citoplasma. Esta ultima nos permite seleccionar las células transfectadas. Crecimos
células HEK-293 hasta una confluencia del 70-80% y transfectamos con 1 pg/ul del
cDNA con el agente de transfeccién Polyfect (QIAGEN), de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Las células transfectadas se usaron 12-16 horas
después de la transfeccidon. Las células se despegaron y se resembraron sobre
cubreobjetos de vidrio de 5 mm de didmetro. La células se dejaron adherirse al
cubreobjetos por al menos 2 horas antes de utilizarse. Para experimentos de parche
escindido, las células HEK293 transfectadas (estable o transitorias) con TMEM16A
o las mutantes se resembraron en cubreobjetos tratados previamente con Poly-L-

lisina.

3.2 MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida es una técnica de biologia molecular que se utiliza para
hacer cambios especificos en la secuencia de ADN de un gen. En este trabajo usé

la técnica de PCR inversa. Esta técnica utiliza cebadores orientados al revés (los
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cebadores se ubican en el mismo punto para amplificar el plasmido entero). De esta

manera se puede amplificar el plasmido con una insercion, delecion o sustitucion.

Para obtener mutaciones en sitios especificos utilicé el kit Quick Change
mutagénesis Kit (Agilent Santa Clara, CA, USA). Este kit es muy practico para
realizar mutaciones puntuales, reemplazar aminoacidos y eliminar o insertar
aminoacidos Unicos o varios adyacentes. El método de mutagénesis dirigida
QuikChange Il se lleva a cabo utilizando la ADN polimerasa PfuUltra de alta fidelidad
(HF) ** para la replicacion mutagénica dirigida por cebador de ambas cadenas de

plasmidos con la mayor fidelidad.

El procedimiento basico utiliza el vector pEGFP-N1 que tiene clonado el gen que
codifica para el canal TMEM16A y los cebadores sintéticos para cada mutacion (ver
Tabla 1 y Figura 3-1). Los cebadores, cada uno complementario a las cadenas
opuestas del vector, se extienden durante la reaccion de PCR mediante la ADN

polimerasa PfuUltra HF, sin desplazamiento del cebador .

Tabla 1 Oligonucleétidos cebadores usados para mutagénesis sitio dirigida.

Mutacién Cebadores 5’-3’

N650Q- F: 5'- CATTGAGATCCGCCTGCAGGCCAAAAAGTTTGTCAC CG -3'

E654Q R:5'- CGGTGACAAACTTTTTGGCCTGCAGGCGGA TCT CAA TG -3'

F: 5- GCT AAA CAA CAT TCA GAT CCG CCT GG -3
E734Q
R: 5 CCA GGC GGA TCT GAA TGA TGT TTA GC -3'

F: 5'- CAACATCATTCAGATCCGCCTGCAGGCCAAAAA G -3
D738Q
R: 5- CTTTTTGGCCTGCAGGCGGATCTGAATGATGTTG -3'

La extension de los cebadores genera un plasmido mutado. El protocolo de
temperaturas usado durante la reaccion de PCR se muestra en la Tabla 2. Después
de la reaccion de PCR, el producto se trata con Dpn I. La endonucleasa Dpn |
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(secuencia blanco: 5"-Gm6ATC-3") es especifica para ADN metilado y hemimetilado

y se usa para digerir la cadena de ADN parental y asi seleccionar el DNA sintetizado

con la mutacién (el ADN aislado de casi todas las cepas de E. coli esta metilado vy,

por lo tanto, es susceptible a la digestién por Dpn 1). Posteriormente el DNA se

purifico y se secuencié mediante la técnica de Sanger.

Tabla 2 Parametros para las ciclos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Segmento Ciclos Temperatura
1 1 95°C
2 18 95°C
60°C
68°C
3 1 68°C

Tiempo

1 min

50s

50 s

12 min

8 min
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f 3

Paso 1

Sintesis de cadena mutante
Llevar a cabo el ciclo térmico
A. Desnatulaizacion de la

.‘¥
plantilla de DNA
B.Alinemaiento de los cebadores
@ — mutagénicos
C. Extencién e incorporacion
de cebadores con la DNA polimerasa

‘ PfuUltra de alta fidelidad
L ____ |

=N Paso 2

- Digestion del templado con Dpn1
L e Digestion del DNA parental metilado
- y hemimetilado con Dpn1

Paso 3
Purificacion del plasmido mutado.

Figura 3-1 Descripcién general del método de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange Il

3.3 REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS
3.3.1 Técnica Fijacién de Voltaje (Patch Clamp)

La técnica de fijacion de Vm permite establecer una diferencia de Vm a través de la
membrana plasmatica de la célula (K. Cole 1940). La diferencia de Vm se puede
cambiar entre Vm positivos 0 negativos y también se determina el tiempo del
estimulo, esto se denomina protocolo. El protocolo puede ser un escalén de Vm que
cambia el Vm de un valor constante A and otro valor constante B, puede ser un
potencial de accion, o puede ser una rampa de Vm que cambia la diferencia de Vm
a través de la membrana a una velocidad especifica. Estos protocolos tienen una
cierta duracién que se especifica. Durante ese tiempo, la diferencia de Vm a través

de la membrana debe ser la que especifica el protocolo. Debe de ser isopotencial.
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De esta forma, todas las proteina que se encuentre en todas las regiones de la

membrana plasmatica estaran expuesta al mismo Vm.

Hay varias maneras de fijar el Vm: fijacion del Vm con el alambre axial, fijacion de
Vm en fibra muscular cortada, fijacion de Vm mediante electrodos, fijacion de Vm
mediante patch clamp, o fijacion de Vm en bicapas, entre otras. La ventaja del patch
clamp es que permite registrar la actividad eléctrica de una gran variedad de células

en diferentes formas.

La técnica de patch clamp cuenta con varias configuraciones, entre ellas esta la
configuracion de célula completa, también el registro de micro areas como parche
escindido con la cara interna o externa hacia afuera entre otras (Neher y Sakman
en 1976). En este trabajo usamos dos configuraciones, la configuracion de célula

completa y la configuracion de parche escindido con la cara interna hacia afuera.

Micropipeta de vidrio Configuracién célula completa
Electrodo
o b
I °
Canales A0 . &
o—B8—8-_ibnicos suc,c\b % Py
o
W @ s o
.. 2, o0
®  Succion N .
—
=] b 3 £
R 4 * Configuracion Parche
@ @ < F * escindido
&gV I [~}
Esei,
Célula ! ° < o :;sfd" dej
g o "Che
o ’ %
Fijacion celular
[ ] kS
&
L3 o-g gt %

Figura 3-2 Esquema que describe la técnica de fijacion de voltaje en dos configuraciones.

En la Figura 3-2 se muestran estas dos modalidades y el proceso para llegar a cada
una de las configuraciones. Antes de iniciar el experimento, la micropipeta de vidrio
se llena con la solucion interna y se inserta en un sostenedor. Este sostenedor a su

vez esta enroscado al cabezal y tiene un alambre de plata cubierto de cloruro que
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sirve como electrodo de registro (Figura 3-2) . De esta forma el electrodo de registro
queda en el interior de la micropipeta en contacto con la solucién electrolitica
intracelular de registro. Al inicio del experimento, la entrada negativa del
amplificador operacional, que se encuentra en el cabezal, esta conectada al bafio y
esta aterrizada, mientras que la entrada positiva, que estd conectada al electrodo
de registro, esta conectada al protocolo de estimulos. Cuando se inserta la
micropipeta al bafio que rodea a las células, el amplificador medir4 una cierta

corriente que es proporcional al Vm aplicado por el estimulo. Con la ley de Ohm
[ = V
"R

podemos calcular la resistencia de la pipeta R. En esta caso, la resistencia del bafio
se ignora ya que es solucion electrolitica altamente conductiva compuesta con 140
mM de TEA-CI, 0.5 mM CacClz, 20 mM HEPES por lo cual su resistencia es cerca
de 0. Haciendo que V=0 corregimos con el amplificador cualquier corriente espuria,

esto es hacemos |=0.

Una vez seleccionada la célula, con la ayuda de un micro manipulador se acerca la
micropipeta de vidrio hasta tocar la membrana plasmatica. Debido a que estamos
pasando un estimulo de valor constante en este momento podemos ver una
disminucién en la magnitud de la corriente lo cual nos indica que estamos sobre la
membrana y que la resistencia ha incrementado. Después con una sutil succién se
logra que la membrana se pegue mejor a la boca de la micropipeta hasta llegar a la
configuracion de célula adherida. En este momento la resistencia entre la pipeta y
el bafio adquiere una valor > 1 GQ. Esto nos indica que ahora la boca de la
micropipeta esta en contacto fisico intimo con la membrana y que la fuga de
corriente hacia el electrodo de tierra es minuscula. Este sello entre la micropipeta y
la membrana es eléctrico y mecanicamente estable. A partir de aqui se puede llegar

a varias configuraciones.

Configuracion de célula completa. Como su nombre lo indica, esta configuracion
nos permite registra la corriente idnica de todos los canales en la membrana

plasmatica de una célula. Después de obtener el sello de alta resistencia,
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succionamos sutilmente, Esto romperd la membrana y entonces la solucién
intracelular de registro de la micropipeta dializara el citoplasma de la célula (Figura
3-2). A partir de aqui podemos aplicar el protocolo necesario para registrar la

corriente deseada.

Configuracion de parche escindido. Esta configuracion nos permite registrar la
corriente a través de los canales que presentes en una pequefia &rea de membrana
gue se encuentra adosada a la boca de la pipeta. En este caso patrticular, la cara
citosdlica de la membrana queda expuesta a la solucién que se encuentra en el
bafio. Esto nos permite exponer ahora la parte intracelular de los canales a iones o
farmacos que deseemos. Después de obtener el sello de alta resistencia, con un
jalon rapido controlado por el micro manipulador se retira la micropipeta. Esto
escinde un parche de la membrana el cual queda adherido al electrodo ya que el
sello de alta resistencia obtenido en la configuracién de célula adherida nunca se

pierde.

En ambas configuraciones hay dos electrodos, uno a cada lado de la membrana
plasmatica. Estos electrodos sirven para fijar la diferencia de potencial en la
membrana. Cuando el Vm a través de la membrana cambia, los canales responden
con una corriente. Esa corriente desviara el Vm proporcionalmente siguiendo la ley
de Ohm. Para mantener el Vm al valor deseado durante el tiempo elegido, se inyecta
de manera retroalimentada una corriente proporcional a la que se movi6 a través de
la membrana con la ayuda de un amplificador (Figura 3-3). La corriente inyectada
es la misma que se movio a través de los canales, por lo tanto, podemos registrar
la corriente inyectada como la corriente i6nica. Esta corriente se mide con el
amplificador, donde se amplifica, se filtra y después la corriente se digitaliza. En mi

caso, las corrientes se filtraron a 5 kHz y se digitalizaron a 10 kHz (Figura 3-3).

Después, la corrientes digitalizadas las podemos visualizar y analizar. Todo el
proceso se controla con el programa de adquisiciéon de datos llamado pClamp
version 10.6. Este programa cuenta con dos subprogramas. Uno llamado Clampex
que tiene todas las rutinas para la adquisicion de datos mediante un convertidor

analdgico digital, filtros digitales. Cuenta ademas con rutinas para disefiar y aplicar
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mediante un convertidor digital analdgico el protocolo de pulsos. El otro
subprograma es Clampfit que sirve para analizar los datos y graficarlos. Cuenta
ademas con rutinas para filtrar digitalmente los datos. Por lo tanto, todo el proceso

esta controlado por este programa instalado en una computadora personal.

Linea A\ \
7. 0

de Succion
N { / Vs=ImR
Pipeta

Corrien\::e \ / :

\
Célula [

Canal Electrodo —

Figura 3-3 La técnica de patch clamp. La pipeta esta conectada a la entrada negativa de un amplificador y
la entrada positiva se conecta al voltaje de comando Vm, se muestra la configuracion de célula completa. Im
es la corriente que en nuestro caso es lci,vm, Y Vs es el voltaje de salida que esta dado por el producto de Im
y R que es la resistencia.

3.3.2 Condiciones técnicas de registro.

Las células HEK-293 se identificaron por su fluorescencia cuando se iluminaron con
luz azul (~ 488 nm) dada por la expresion de la proteina verde fluorescente.
Registros de corriente de CI- (lci) se realizaron a temperatura ambiente (20-23 °C)

mediante la técnica de fijacion de Vm modalidad célula completa y parche escindido.

Protocolos de voltaje. Con la ayuda de un convertidor digital analégico se generan
los protocolos de Vm que se aplican a través del electrodo que se encuentra en el
lado citosélico. El protocolo de Vm para activar a los canales consiste en un
potencial de mantenimiento de -30 mV seguido de pasos de Vm desde -100 mV

hasta +160 mV en incrementos de 20 mV cada 0.5 segundos y se repolarizé a -100
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mV. El intervalo entre cada pulso fue de 7 segundos (Figura 3-4A). Para la condicién
de parche escindido registramos la Ici aplicando una rampa de Vm de 635 ms que
va desde -100 mV hasta +200 mV con la solucion control (pHi=7.3) (Figura 3-4C).
Posteriormente se recambia la solucion a un pHi diferente mediante perfusion
casera a gravedad (Figura 3-4C). La adquisicion de datos y la generacion de
protocolos de Vm se realizaron con la interfaz Digidata 1550 (Molecular Devices) y
amplificador PC ONE (Dagan Corporation) o un Axopatch 200 B (Molecular
Devices). Las corrientes se filtraron a 5 kHz y se digitalizaron a 10 KHz con el
software pCLAMP 10.6 (Molecular Devices).

Microelectrodos o micropipetas. Las micropipetas se hicieron con capilares de
vidrio (Sutter Instruments) con un pulidor P-97 y se pulieron con la microforja de
electrodos PP830 (Narishige, Tokio, Japdn). Las resistencias de las pipetas se
usaron en un rango de 4 a 5 MQ para célula completa y 2-3 MQ para parche
escindido. Un puente de Agar en 3 M de KCI se uso para aterrizar la camara de

registro.

A B C

Protocolo de activacion Protocolo para calcular Rampa de activacion
Célula completa potencial de inversion Parche escindido
+160 mV
a +100 mV
+200 mV
A20 mV +40 mV
-30 mV — -1 \
i - A10 mV 00m
-100 mV T
250 ms -60mv

Figura 3-4 Protocolos de voltaje. A se muestra el protocolo que se us6 en la configuracion célula completa.
Consiste en pasos de voltaje desde -100 mV hasta +160 mV con incrementos de 20 mV, el potencial de
mantenimiento es de -30 mV y la repolarizacion se lleva a -100 mV. B Protocolo para calcular el potencial de
inversion, este consiste en un pulso largo a + 100 mV y después pulsos cortos desde +40 mV hasta -60 mV
con decrementos de 10 mV. C Protocolo usado en parche escindido, el cual consiste en cambios de voltaje
desde -100 hasta +200 mV en un tiempo de 635 ms, este protocolo es conocido como rampa de voltaje.
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3.4 SOLUCIONES DE REGISTRO

Solucioén intracelular: se preparé cony sin Ca?*. La solucién con 0.2 uM de Ca?*
libre tiene los siguientes componentes: 39 mM TEA-CI, 5.241 mM CacClz, 50 mM
HEPES, 25.24 mM EGTA-TEA, 85 mM D-manitol. Para la solucién en cero Ca?*, no
se agrega Ca?* y se compensa la osmolaridad con 90.2 de D-manitol. En ambos
casos se us6é EGTA como quelante, Unicamente para la solucién cero Ca?* pHi=4
se us6 10 mM de BAPTA-K. Se us6 el programa MAXCHELATOR
(maxchelator.stanford.edu) para calcular la concentracion de EGTA y Ca?* totales
para tener una concentracion deseada de Ca?* ionizado libre. La osmolaridad de las
soluciones se midié con el método de punto de presion de vapor (VAPRO, Wescor
Inc., South Logan, UT, USA). En todos los casos, la osmolaridad de la soluciéon
interna fue 290-310 mOsmol Kg-1. Para soluciones con diferentes pH intracelular,
las soluciones se prepararon en ausencia de Ca?* como se describié antes y se
amortiguaron con 50 mM de diferentes amortiguadores como MES (pH=6, 5 y 4),
acido citrico (pH=5), acido tartarico (pH=4), HEPES (pH=7.3), Bicina (pH=8y 9). La

tonicidad se mantuvo en 290-300 mosm/Kg.

Soluciones extracelulares: Las células se sumergieron en una solucién externa
control de: 139 mM TEA-CI, 0.5 mM CaClz, 20 mM HEPES, y 110 mM D-Manitol, el
pH se ajust6 a 7.3 con TEA-OH. Para determinar la selectividad idnica se remplazé
el 100% del CI- con el anion deseado. Para evitar que la Ici- a través de los canales
activados por cambios en el volumen celular (VRAC) contaminaran los registros, la
solucion externa se mantuvo hiperténica (380 — 400 mosmol Kg-1 ) con D-manitol
para evitar la activacibn de estos canales (65). Las soluciones externas se
perfundieron por gravedad a un flujo de 3 ml/min. Para aplicar acido tanico se
sustituyé TEA-CI por NaCl para evitar que este se precipitara. Todos los quimicos
son de Sigma Aldrich CO. St. Louis, MO, USA.
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Tabla 3 Composicion de las soluciones control (en mM) internas y externa.

Soluciones internas

Solucion externa
Quimicos 0.2 uM Ca?* Cero Ca?*

EGTA-TEA 25.24 25.24

3.5 CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusion y exclusion son una parte fundamental del protocolo de los

experimentos.

3.5.1 Criterios deinclusion de células

Para este estudio se usaron células HEK-293 entre los pases 4-25. Hay dos criterios
para la seleccion de células que formaron parte de este estudio:

1. La célula adherida al cubreobjetos

2. Una vez estimulada con la luz azul la célula debe emitir fluorescencia. Esto
nos indica que la célula ha procesado el DNA y que tanto la proteina EGFP

como la del canal estan expresadas.

Una vez seleccionada la célula y se obtiene la configuracion de fijacion de Vm en
célula completa, se tomaron en cuenta los siguientes parametros para determinar

si se continda con el experimento:
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a) Capacitancia de membrana (Cm): Intervalo de 10-20 pF.
b) Resistencia de membrana (Rm): Mayor a 1 GQ.
c) Resistencia de acceso (Ra): Menor a 20 mQ.

d) La constante de tiempo de la corriente capacitiva o transiente capacitivo: Menor
a 200 ps.

3.5.2 Criterios de inclusién de datos para analisis

Una vez obtenidos los datos no todos son incluidos en el analisis. Para seleccionar

los datos que seran analizados estos deben cumplir con el siguiente criterio.

El potencial de inversidn es el criterio mas importante para considerar. El potencial
de inversion nos permite saber que el flujo de corriente que observamos es
consecuencia del ion CI. Ademas, nos indica que la didlisis de la célula se llevo a
cabo de manera Optima; es decir, cuando el potencial de inversién de la corriente
es idéntico al potencial de Nernst para el gradiente de CI- a través de la membrana.
El potencial de Nernst para el ion CI- se calcula con la siguiente ecuacion:

RT [CI7];

ECl = _ln

2F e, Ecuacion 2

Tomando en cuenta las concentraciones de ClI de las soluciones, el potencial de
Nernst para el CI es de -32.0 mV. El potencial de inversién de las corrientes que se

registraron se obtuvo por interpolacion en las curvas corriente contra Vm.

Aqui es importante hacer una aclaracion en relacion con el valor experimental del
potencial de inversién. Este valor estard desviado del esperado por diferentes
razones: la resistencia intrinseca de todo el sistema de registro, las diferencias de
Vm inducidas por el potencial de unién liquida, la resistencia en serie, la
concentracion real de cloruro en las soluciones, entre otras. Todas estas variables
contribuyen a que el potencial de inversion no sea idéntico al potencial de Nernst.
Después de realizar las correcciones apropiadas, el potencial de inversion promedio

experimental que se obtuvo fue de -31.0 £ 6 mV (n=9). Por lo tanto, en el analisis
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de datos solo se incluyd aquellos datos cuyo potencial de inversidon estuviese en el
rango de Vm de -25 a -37 mV.

3.6 ANALISIS DE DATOS

Todos los datos se analizaron y se graficaron con pCLAMP 10 (Molecular Devices)
y Origin 9 (Origin Lab, Northampton, MA, USA). Las lineas punteadas de color rojo

en los trazos de corriente indican el cero.

Curvas Corriente vs Vm. Los valores de Icivm a cada Vm se midieron al final de
cada despolarizacion. Después se dividieron entre el valor de la capacitancia de la
célula (capacitancia es proporcional a la superficie de la célula o sea al tamafio de
la célula) para obtener la densidad de corriente a cada potencial. Los valores de
densidad de corriente de distintas células se promediaron y se graficaron como
funcion del Vm. Alternativamente, los valores de corriente se normalizaron mediante
la magnitud de corriente Ic,vm medida al final del pulso a +160 mV. Los valores

normalizados después se promediaron.

Secuencia de selectividad. Para determinar la secuencia de selectividad se
llevaron a cabo experimentos pareados, esto significa que se aplico siempre el
control (CI") y el anién de prueba. Los valores de Ix,vm a cada Vm se midieron al final
de cada despolarizacion en cada condicion i6nica. La corriente obtenida del anién
X se dividio entre el control que es Cl-a cada Vm correspondiente, de tal forma que

se obtiene el cociente Ix,vm/lci,vm, posteriormente los valores se promediaron.

Célculo de la ECso 0 pK. Para este analisis se construyeron curvas concentracion-
respuesta de la siguiente manera. En el caso de inhibidores, los datos se presentan
como % de inhibicién. Los valores tanto en condiciones control como en la
aplicacién del inhibidor se tomaron al final del pulso. Una vez obtenidos los valores
tanto del control como de la condicion prueba a cada Vm se aplicé la siguiente

férmula para calcular el % de inhibicion:

I con inhibidor
cLym x 100

% Inhibicion =
Icyym control — Iy, con inhibidor
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Una vez obtenido el % de inhibicion se promedio y se graficé en funcion de la
concentracion del inhibidor ([B]), para finalmente ajustar la curva resultante a la

ecuacion de Hill que se describe a continuacion.

En el caso de las curvas concentracion-respuesta a la [H*] intracelular, los valores
se obtuvieron en célula completa en cada condicion midiendo el valor de la corriente
al final del pulso de activacion. Los datos se normalizaron con el valor de
conductancia, después todos los datos se promediaron y se graficaron en funcion
del Vm. Debido a que las curvas obtenidas a pHi=4 tenian mayor tendencia a
saturar, se utilizaron estas curvas y su ajuste para calcular el valor de Vmax el cual
se usoO para ajustar las curvas a otros valores de Vm. Por lo tanto, en el ajuste solo
se dejaron dos parametros libres, la constante de equilibrio, asi como el nUmero de
Hill. Para el caso de parche escindido, se procedio de la siguiente manera. Los datos
a diferentes pH se obtuvieron de manera pareada. Esto es, pHi= 4 y pHi = prueba.
Debido a que pH &cidos activan la corriente, se considerd que la corriente maxima
seria aquella magnitud de corriente activada a +200 mV y a pHi=4. De esta manera,
dos curvas I-V obtenidas de un mismo parche escindido se normalizaron contra el
valor maximo de corriente registrado a +200 mV y a pHi=4. Los valores normalizados
después se promediaron y el cociente promedio (lpn=x/lpn=4) se graficé en funcién del
Vm.

Los parametros que caracterizan el efecto de diferentes concentraciones de
inhibidores o protones ([B] o [H*]i) en lcivm Se determinaron ajustando la ecuacion
de Hill (Ecuacidén 1) a las curvas concentracion-respuesta. Asumiendo que N es el
namero de H* o B (moléculas que inhiben) que interactdan con un canal de acuerdo

con el siguiente esquema

a k
C+NB<CBy 6 C+NH* & CHy
B k_,

Donde C es el canal, alfa y beta representan las constantes de velocidad y k y k-1
indican las constantes de equilibrio, se puede mostrar que la fraccion de respuesta

obtenida sera dada por:
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1

)

Respuesta = (Iygx — Imin) + Lnin Ecuacién 3

Imax ¥ Imin SON Maxima y minima respuestas, ICso es la concentracion de inhibidor
(IB]) necesario para obtener el 50 % de inhibicion; esta también representa la

constante de equilibrio de protonacion K, y N es el coeficiente de Hill.

Dependencia con el voltaje de la constante de equilibrio de la reaccion de
protonacién. Para determinar la dependencia con el Vm de la constante de
asociacion del protdén con el canal (K) se ajustaron las curvas de titulacién con la
ecuacion de Hill a diferentes Vm. De esos ajustes se obtuvo K a cada Vm. K se
convirtio a pK (-log K) y se graficd en funcion del Vm. Para calcular la “localizacion”
del sitio de union del proton dentro del campo eléctrico, la curva pK vs Vm se ajusté

a la ecuacion 4:

K(Vm) = pK, + bzFE E on 4
pK(Vm) = pK, > 303RT cuacion

Donde pKo es el pH efectivo necesario para obtener el 50 % de activacion cuando
el Vm=0, R es la constante de los gases, T es la temperatura absoluta, F es la
constante de Faraday, z es la carga y 0 es la distancia del campo eléctrico desde el

interior.

Para obtener el valor de Vosde TMEM16A-WT, la curva lcivm VS VM se ajusto a la

siguiente ecuacion:

_ (Vm —=Vr) * Gy

1 4 eVm-Vys)/dx Ecuaciéon 5

Donde Vm es el Vm fijado, Vr es el potencial de inversiéon, Vos es el Vm al cual se
obtiene el 50% de canales activados, Gmax €s la conductancia maxima observada y

dx es la sensibilidad a Vm. El potencial de union liquida se calculé con el protocolo
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Clampex de pClamp y el valor obtenido se usé para corregir todos los valores de

potencial de inversion.

Los datos graficados se presentan como el promedio * error estandar de la media
(S.E.M). Con la letra n se indica el nimero de experimentos independientes que se
realizaron para cada condicion. Diferencias estadisticamente significativas se

calcularon con la prueba estadistica de Student-t-test o ANOVA.
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Capitulo 4

4 ACTIVACION POR VOLTAJE DE TMEM16A EN AUSENCIA
DE CA%*

4.1 INTRODUCCION

Existen reportes que el canal TMEM16A podria activarse por Vm en ausencia de
Ca?* cuando se elimina el segmento de empalme alternativo “C” (EAVK) (158). El
canal sin este segmento se activa por Vm y su sensibilidad a Ca?* se reduce
dramaticamente (157). Sin embargo, para demostrar que TMEM16A se activa en
ausencia de Ca?* intracelular es necesario registrar la actividad del canal silvestre y
corroborar que las corrientes resultantes se originan por la expresion de TMEM16A
y no por la activacion de algun canal endogeno del sistema de expresion. Para
demostrar de manera definitiva que TMEM16A se activa por Vm en ausencia de

Ca?* intracelular se realizaron los siguientes experimentos:

1. Caracterizacion de la lci,vm a través de TMEM16A que se activa por efecto de
la estimulacién por Vm en ausencia de Ca?* intracelular en células HEK 293

gue expresan el canal TMEM16A silvestre.

2. Evaluacién de las propiedades de conduccion para contestar las siguientes
preguntas :¢, TMEM16A sigue siendo un canal aniénico?, ¢ Se ve alterada la

secuencia de selectividad?

3. Finalmente, para mostrar farmacolégicamente que TMEM16A se activa en
ausencia de Ca?* intracelular, se realizaron curvas concentracion respuesta
para los inhibidores especificos de TMEM16A: acido tanico y &cido 9-

antracenocarboxilico.
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4.2 RESULTADOS
4.2.1 La probabilidad de apertura de TMEM16A activado por voltaje es muy baja.

Para demostrar la activacion de TMEM16A en ausencia de Ca?* intracelular se
dializaron células HEK 293 que expresan el canal durante 5 minutos antes de
realizar el registro de la corriente. Las células se estimularon con el protocolo de
activacion mostrado en la Figura 3-4A. Con este protocolo, se cambid la diferencia
de potencial entre el exterior y el interior de la célula desde -100 hasta +160 mV. La
Figura 4-1A muestra las corrientes en una célula. Las corrientes que se obtuvieron
varian con el potencial. A Vm negativos no se registré corriente alguna a pesar de
tener 40 mM de CI- en el lado citosdlico. A Vm positivos la corriente incrementa al

incrementar la magnitud del Vm a valores positivos.

La lc,vm Se activa y se desactiva muy rapido. La constante de tiempo de activacion
fue de 0.59 £ 0.11 ms a +160 mV (n=5) mucho mas rapida que la reportada para la
activacion por Ca?* que ronda los 500 ms. La magnitud de lci,vm permanece casi
constante durante el tiempo que dur6 el estimulo. Un aspecto sorprendente de estos
registros es que no se observaron corrientes de cola al repolarizar a -100 mV. Esto
sugiere que el cerrado del canal es muy rapido y por lo tanto la probabilidad de
apertura disminuye casi a 0. La relacién entre la corriente y el Vm se muestra en la
Figura 4-1B. Aqui se aprecia que la corriente inicia al incrementar a un Vm
relativamente positivo, alrededor de +100 mV. La relacibn muestra una fuerte
rectificacion saliente (corriente mayor a Vm positivo que a Vm negativo) cuando
TMEM16A se activa en ausencia de Ca?" (azul). La magnitud de la corriente
promedio registrada a +160 mV fue de 0.26+0.037 nA. Para evaluar si estas
corrientes se debian al flujo de CI- por el canal TMEM16A obtuvimos registros de
células HEK-293 que se transfectaron con el vector vacio y dializadas con 0 Ca?* o
con 0.2 uM Ca?*. En estos registros no se observan corrientes endégenas debidas
a la activacion por Vm (Figura 4-1C). Todos los resultados anteriores muestran que

el Vm activa al canal TMEM16A en ausencia de Ca?* intracelular.
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Figura 4-1 Activacion por voltaje en ausencia de Calcio intracelular. A Trazos representativos de lci,vm
obtenidos de células HEK-293 que expresan el canal TMEM16A y dializadas con 25.24 mM EGTA/ 0 Ca?*.
B Relacion de la densidad de lcivm en funcién de Vm del canal TMEM16A-WT (n=10). [CI]e/[CI']=140/40
mM, pHe/pHi=7.3. C Trazos representativos de lcivm obtenidos de células HEK-293 transfectadas con el
vector pIRES-II-EGFP vacio, dializadas en ausencia (arriba) y en presencia (abajo) de 2.5 uM Ca?*. [CI
Je/[CI1=140/40 mM, pHe/pHi=7.3.

La cinética de la corriente a través de TMEM16A activada por Vm en ausencia de
Ca?* es diferente a la generada cuando el canal se activa en presencia de Ca?*
intracelular. La Figura 4-2A muestra registros de corrientes de cloruro de una célula
dializada con una solucién con 0.2 uM Ca?* libre. La corriente a Vm negativos es
pequefia, pero las corrientes a Vm positivos incrementan siguiendo un curso
temporal rapido al inicio seguido de un componente lento. La magnitud de las
corrientes aumenta al incrementar la magnitud del potencial. La magnitud promedio
de la corriente a +160 mV fue de 2.95+0.37 nA. Este valor es cerca de 10 veces
mas grande que el obtenido en ausencia de Ca?*. Al repolarizar la célula a -100 mV,
se registraron corrientes negativas llamadas corrientes de cola. El curso temporal

mono exponencial es caracteristico de las corrientes a través de este canal. Las
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corrientes de cola muestran la cinética del cerrado del canal (Figura 4-2A). La
relaciéon corriente Vm muestra que el canal aun en presencia de Ca?* tiene una
rectificacion pronunciada. El potencial de inversion promedio es de -32.01 +1.22 lo

gue indica que el cloruro es el responsable de llevar la corriente.

La corriente lc,vm también es diferente a la corriente a través de TMEM16B.
TMEM16B es un paralogo de TMEM16A, pero tiene una sensibilidad menor a Ca?*.
Cuando se activa en presencia de 2.5 yM Ca?* genera corrientes que son mas
rapidas que las de TMEM16A en presencia de Ca?* (Figura 4-2B). Sin embargo, son
mas lentas que las de TMEM16A en ausencia de Ca®". Las corrientes a Vm
negativos son muy pequenfas, pero incremental rapidamente a Vm positivos. A -100
mV genera una corriente de cola también rapida indicando que el canal se cierra
rapidamente. La relacion lc vs Vm muestra que TMEM16B es un canal con
rectificacion saliente (Figura 4.2B). La magnitud promedio de corriente registrada a
+160 mV fue de 1.182+0.25 nA. Esta corriente es 4.5 veces méas grande que la
corriente a través de TMEM16A en ausencia de Ca?*. A pesar de su identidad en
secuencia con TMEM16A (63 %), TMEM16B no se activdé por Vm en ausencia de
Ca?*intracelular (Figura 4-2C lIzquierda). Esto esta resumido en la curva corriente
Vm de la Figura 4-2C derecha en circulos azules.

4.2.2 Lalcyvm depende del anion extracelular

La corriente Icivm Se acarrea por el flujo de aniones y no por otros iones. Para
demostrar esto se realizaron experimentos de sustitucion ionica donde el CI
extracelular se sustituyé por los aniones SCN, I, Br y NOg, para la condicion de
cero Ca?"y en condiciones de activacion con 0.2 pM de Ca?*. Ademas de los
aniones mencionados, se afiadieron Fluoruro, glutamato y aspartato. En este caso
el experimento consistid6 en primero registrar Ic.vm y luego en la misma célula

registrar la corriente después de sustituir al anion.
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Figura 4-2 Activacion por Ca?* de TMEM16A y TMEM16B. A Trazos representativos de lci obtenidos de
células HEK-293 que expresan el canal TMEM16AWT y fueron dializadas con 0.2 uM Ca?*. Derecha:
Relacion Densidad Ici en funcion de Vm de TMEM16AWT (n=10). ). [CI]e/[CI]i=140/40 mM, pHe/pHi=7.3. B-
C Izquierda Trazos representativos de lci obtenidos de dos células que expresan TMEM16B y que fueron
dializadas una con 2.5 uM Ca?* libre,25.24 mM EGTA (B) y la otra 0 uM Ca?*, 25.24 mM EGTA-TEA (C).
Derecha: relacion densidad de Ici en funcion de Vm de TMEM16B en presencia (B-gris-negro) de 2.5 uM
Ca?* (n=5) y en ausencia de Ca?*(C-azul) . [CIe/[CI'[=140/40 mM, pHe/pHi=7.3. Ambas proteinas fueron
activadas usando el protocolo de activacion mostrado en la figura 3-4A.

La Figura 4-3A muestra trazos representativos de corriente para cada uno de los
aniones y se conserva la cinética con cada uno de los aniones y lo Unico que cambia
es la amplitud de la corriente que permanece constante durante todo el estimulo. El
anion SCN- tiene el mayor incremento en la amplitud de corriente. A la izquierda de
la Figura 4-3A estan las relaciones Icivm en funcion de Vm. Podemos ver que
aniones altamente permeables como son SCN-, NOs, y I" generan corrientes

grandes, en cambio aniones como el Br generan corrientes semejantes en
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magnitud a las generadas por el Cl. Debido a que la lci,vm €s fuertemente rectificante
no es posible medir el potencial de inversibn de manera precisa. Esto impidi6
determinar la secuencia de selectividad anionica basada en cocientes de
permeabilidad usando la ecuacion de Goldman-Hodgkin y Katz. A pesar de esto es
posible obtener una secuencia de selectividad a partir de los cocientes de Ixvm (
corriente generada anion X) entre Icivm a + 160mV. Con este calculo se obtuvo la
siguiente secuencia de selectividad: SCN- (7.7£0.70; n=6) > 1" (3.9+0.16; n=5) > NO3"
(2.61£0.29; n=5) > Br (1.38+0.22; n=5) > CI" (1.0; n=10). El valor en los paréntesis
indica el cociente de las corrientes a +160 mV. Este mismo ejercicio se realizé con
el canal TMEM16A silvestre en presencia de 0.2 uM de Ca?*. En la Figura 4-3B se
observan los trazos representativos de la activacion con algunos de los aniones mas
permeables que ClI. Se observa cdmo se conserva la cinética en cada uno de los
aniones, y también un incremento notable en la amplitud de corriente. Para poder
realizar una comparacion lo mas cercano posible a la hecha con lci.vm, también se
calculo el cociente de corrientes a +160 mV. La secuencia de selectividad i6nica y
los cocientes de corriente (en paréntesis) son los siguientes: SCN- (4.3+0.4; n=6) >
I- (2.6+0.1; n=6) > NO3s (2.0+£0.07; n=6) > Br (1.35+0.08; n=6) > CI- (1.0; n=10). Esta
secuencia es la misma secuencia obtenida para lcivm en ausencia de Ca?*. La
diferencia mas importante es que el valor absoluto de los cocientes es menor en
presencia de Ca?*. Estos datos sugieren que la secuencia de selectividad no se ve
modificada por la ausencia de Ca?*, sin embargo, se modifica la conductividad de
los aniones mas permeables que CI- (Figura 4-3A). Desgraciadamente estos datos
no permiten evaluar si este incremento en la conductividad se debe a que hay un
incremento en la probabilidad de apertura o bien un incremento en la conductancia
unitaria. Estos resultados también indican, que las propiedades del poro, que es
donde recae la seleccién anidnica, no se modifica cuando el canal se activa por Vm,

por lo que TMEM16A sigue siendo un canal anionico.
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Figura 4-3 Secuencia de selectividad aniénica para TMEM16A. (A-B) Izquierda: trazos representativos de
corriente obtenidos de células HEK-293 que expresan al canal TMEM16A, expuestas a diferentes aniones
desde el lado extracelular, el lado intracelular fue dializado sin Ca?* (A) o con 0.2 uM Ca?* (B) y 40 mM CI
Derecha: Curvas corriente Vm construidas con la magnitud de las corrientes activadas por Vm obtenidas de
células dializadas con cero Ca?* (A, n=6) o con 0.2 uM de Ca?* (B, n=8). El CI- en el lado extracelular fue de
140 mM, y este fue sustituido totalmente por de cada uno de los aniones indicados en el medio extracelular.
Las magnitudes de las corrientes fueron normalizadas usando el valor de la corriente obtenida con Cl-a + 160

mV .

4.2.3 Lalcvm obtenida de la activacion de TMEM16A por Vm se bloquea por los
inhibidores &cido tanico y acido antraceno-9-carboxilico (A-9-C).

Evidencia adicional de que TMEM16A se activa por Vm en ausencia de Ca?

intracelular se obtuvo usando inhibidores del canal TMEM16A. En este caso, se

evaluo la sensibilidad de Icivm a los inhibidores acido tanico y A-9-C mediante

experimentos concentracion-respuesta. La Figura 4-4 muestra

las curvas

concentracion-respuesta para cada uno de estos inhibidores a +160 y +60 mV con

células dializadas en una soluciéon sin Ca?* y expuestas extracelularmente a

concentraciones crecientes de los inhibidores. La lci,vm se inhibié con una ICso de
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18.2 £ 1.7 uM por acido tanico y 0.98 + 0.22 mM para A-9-C a +160 mV y 21.9 +
1.56 uM por acido tanico a +60 mV y 3.5 £ 0.4 mM por A-9-C a +60 mV.

Los valores de ICso para el acido tanico son similares a los reportados en células
epiteliales bronquiales en donde se estimul6 al canal con ionomicinay las corrientes
se inhibieron con una ICsp= 11.2 uM. La inhibicidn de lcivm por &cido tanico coincide
con la inhibicion independiente de Vm reportada (103). Esto sugiere que el sitio de
inhibicion seguramente se localiza fuera del campo eléctrico. Por el contrario, A-9-
C inhibe de manera dependiente de Vm y esto sugiere que la ICso también es
dependiente de Vm. Los valores de ICso mostrados en este trabajo son muy
diferentes a los reportados, quiza esto se deba a la forma de activacion del canal.

En este trabajo se activa por Vm vy lo reportado se activa con 12 uM de Ca?*.
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Figura 4-4 Inhibicién de la Ic,vm de TMEM16A A-9-C y por &cido tanico. A Relacién entre el porcentaje
de inhibicion por A-9-C y Vm, a +60 (circulos rojos) y a +160 (circulos color gris). Las lineas continuas
indican el ajuste a la ecuacion de Hill (Ecuacién 3) de la cual se obtuvieron los siguientes parametros 1Cso=
0.98 £ 0.2 mM, N=0.6 £ 0.1 a +160 mV, y ICso= 3.5 + 0.4 mM, N=0.5 + 0.03 a +60 mV (n=5). B Curvas
concentracién-respuesta a acido tanico a +60 mV (circulos negros) y a +160 mV (circulos rosas). Las lineas
continuas indican el ajuste a la ecuacién de Hill de la cual se obtuvieron los siguientes parametros ICso=
18.22 £ 1.75 uM, n=2.21 + 0.72 a +160 mV y 1C50=21.95 + 1.56 uM, N=2.24 + 1.02 a +60 mV (n=3-4).
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4.3 CONCLUSION

El canal TMEM16A se activa por Vm en ausencia de Ca?*. Las propiedades de la
corriente son diferentes a las observadas en presencia de Ca?*. En ausencia de
Ca?*, la corriente tiene una cinética de activacion muy rapida, la magnitud se
mantiene constante durante la duracion del estimulo y el cerrado del canal es

también muy rapido de tal manera que no se observan corrientes de cola.

TMEM16A en ausencia de Ca?* conserva las propiedades conductivas y es aniénico
(secuencia de selectividad SCN™> |- > NOs™ > Br > CI") y se inhibe por los inhibidores

especificos para TMEM16A: acido tanico y A9C.
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Capitulo 5

5 EL PRIMER ASA INTRACELULAR Y SU PAPEL EN LA
ACTIVACION POR VOLTAJE DE TMEM16A

5.1 INTRODUCCION

TMEM16A cuenta con cuatro segmentos expuestos a empalme alternativo lo que
da origen a diversas isoformas con propiedades de activacion diferentes (49) por
ejemplo diferente sensibilidad a Ca?* y a Vm. El segmento C compuesto por los
residuos “EAVK*!, se encuentra en el primer asa intracelular. Sin embargo,
antecediendo a estos cuatro residuos estan 4 Glu, dando lugar a un segmento de 5
residuos cargados negativamente, “*EEEEEAVK*®!, Aun cuando este segmento se
encuentra localizado en el lado citoplasmico y no en la membrana, este podria
funcionar como una hélice cargada negativamente que responda a los cambios en
el Vm y asi interaccionar con alguna regién de la proteina dentro del campo eléctrico
y facilitar su apertura. De hecho, se ha encontrado que la sustitucién de los primeros
cuatro Glu por Ala inhibe la activacibon de TMEM16A dependiente de Vm, sin
cambiar la aparente sensibilidad a Ca?*. En cambio, la delecién de los residuos
“BEAVK*! disminuye la sensibilidad a Ca?* y potencia la activacion de TMEM16A
solo por Vm (158). No es claro como esta regién participa en la activacion por Vm
en ausencia de Ca?* intracelular. Mas aun, se desconoce cémo es capaz de modular
la activacion por Ca?* ya que espacialmente ambas regiones estan distanciadas.
También se ha reportado que las mutaciones 1641A y Q649A ubicadas en el poro
del canal permiten la activacion por Vm en ausencia de Ca?" mientras que
incrementan notoriamente la sensibilidad del canal a Ca?* (119). Sin embargo, el
mecanismo por el cual el canal puede responder a cambios de Vm aun no es claro.
Este dato sugiere que esta region del primer asa intracelular es importante para
regular la dependencia con el Vm y podria participar en la activacion por Vm en

ausencia de Ca?*.
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En 2018 Peters et al, mostraron que al mutar los residuos 1637 y Q645 (isoforma “a

W

TMEM16A) se facilitaba la activacion por Vm en ausencia de Ca?* intracelular. En

este trabajo los autores sugieren que el canal podria tener dependencia intrinseca

con el Vm, sin embargo, la regién involucrada no fue descrita.

Para determinar el papel de estos residuos en la activacién por Vm, se realizaron

los siguientes experimentos:

1.

Andlisis del segmento de empalme alternativo “c” (EAVK) en la activacion por
Vm de TMEM16A. Se registro la actividad del canal que carece de EAVK en

ausencia y presencia de Ca?* intracelular.

Evaluacion de EAVK en un fondo que permita la activacién en ausencia de
Ca?* intracelular. Se emplearon las mutantes 1637A y Q645A que tienen la
capacidad de activarse por Vm en ausencia de Ca?*. Ademas, estos residuos
estan alejados del segmento EAVK por lo que asi se elimina alguna posible
interaccion directa y Unicamente se ve el efecto del segmento. Se registro la
actividad de las mutantes TMEM16A(ac)-1637A, TMEM16A(a)-I637A,
TMEM16A(ac)-Q645A, y TMEM16A(ac)-Q645A en ausencia de Ca?*

intracelular a diferentes Vm.

Caracterizacion de los residuos acidicos ““EEEE* que anteceden el
segmento EAVK y evaluaciéon de su contribucion en la activaciéon por Vm.
Para esto se registro la actividad del canal a diferentes Vm cuyos Glu han
sido eliminados de manera acumulativa. También se mutaron todos los
residuos acidicos a lisinas para invertir la carga y evaluar su efecto en la

dependencia con Vm.

Andlisis de la modulacion del segmento EAVK sobre el sitio de pegado de
Ca?*. Se mutaron dos residuos en el sitio de pegado de Ca?* E702y E705 a

glutamina.

Reevaluacion del papel del segmento EAVK sobre la modulacion al sitio de
pegado de Ca?*. Se evalu6 detalladamente el segmento EAVK. Primero se
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buscé si la integridad del segmento era relevante, y posteriormente se analizé
la lisina K451 que es un residuo cargado: se cambid por alanina (Ala) y por
Glu.

5.2 RESULTADOS
5.2.1 El canal TMEM16A-AEAVK se activa débilmente por Vm y por Ca?*

El segmento “EAVK” es el segmento de empalme alternativo “C”. Se evaluo la
ausencia de estos cuatro residuos mediante la activacion por Vm en ausencia 'y en
presencia de 0.2 uM de Ca?* intracelular. El panel A de la Figura 5-1 (arriba) se
muestran trazos de lci,vm obtenidos de células HEK-293 que expresan al canal
TMEM16A-AEAVK. En este caso las células se dializaron con 40mM Cl-y 25.24 mM
EGTA/OCa?*. En estos trazos se observa que la magnitud de la corriente es muy

pequefia: a +160 mV es de 0.1 nA de amplitud de corriente.

Debido a que las corrientes son muy pequefias es complicado hacer una descripcion
critica. Sin embargo, lo que se puede observar es que se conserva una activacion
rapida a todos los Vm y carece de las corrientes de cola caracteristicas de la
activacion por Ca?* (Figura 5-1A arriba). Al activar este canal con 0.2 uM Ca?*, se
observa un ligero incremento de la corriente (Figura 5-1B) como cinética en la
activacion sin embargo no es clara la presencia de corriente de cola (Figura 5-1A

abajo).

Comparado con el canal silvestre, TMEM16A-AEAVK presenta una sensibilidad a
Ca?* muy disminuida ya que la corriente es muy pequeifia. Este resultado es distinto
con lo reportado en 2011 por Xiao et al. Es posible que esta diferencia se deba a la
técnica de registro usada, asi como a las condiciones idnicas. En el caso del trabajo
del 2011 se uso configuracion parche escindido y las condiciones ionicas [Cl]e/[CI
Ji= 140/140 mM. En este caso usamos la configuracion de célula completa con las
condiciones [Cl]e/[Cl]i= 140/40 mM. En conclusién, esta mutante no se puede usar
para analizar el efecto del segmento EAVK en la activacion por Vm ya que las

corrientes que se obtienen de la activacion son muy pequefias.
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Figura 5-1 Activacion por Vm y por Ca?* de la mutante TMEM16A-AEAVK. A Trazos representativos de dos
células HEK-293 que expresan el canal TMEM16A-AEAVK y que fueron dializadas una con una solucion con 25.24
mM EGTA/0Ca?* (arriba-rojo) y otra con 25.24 mM EGTA y 0.2 uM Ca?* (abajo-verde). Las células fueron
estimuladas con el protocolo de activacién mostrado en la figura 3-4A. [Cl]e/[CI-]i=140/40 mM. B Relacién Densidad
de Corriente en funcién de Vm del canal TMEM16A-AEAVK activado con 0.2 uM Ca?* (verde) y activado por Vm
en ausencia de Ca?* (rojo) (n=4).

5.2.2 El segmento EAVK modula la activacién por voltaje de los canales
TMEM16A-1637A y TMEM16A-Q645A.

Datos recientes muestran que mutaciones en el canal que incrementan la afinidad
por Ca?* pueden llevar a la activacion del canal por Vm en ausencia de Ca?
intracelular. Esta observacion resulta sorprendente ya que sugiere que la abolicion
del pegado de Ca?* favorece la activacion por Vm. Para evaluar mejor el papel de
EAVK en la activacion por Vm, se realiz6 la delecion de EAVK y las mutantes 1637A
y Q645A. Estas mutantes incrementan la afinidad aparente a Ca?*a 70 nM y 50 nM,
respectivamente. Cada una de las proteinas mutantes se expresaron en células
HEK?293, se dializaron con una solucién con 25.24 mM EGTA en ausencia de Ca?*,

y se activaron con el protocolo de activacion mostrado en la Figura 3-4A

En el panel A de la Figura 5-2 se muestran los trazo de Icivm de las mutantes
TMEM16A(ac)-1637A. Se observa que el canal se activa y desactiva rapidamente,
la cinética de activacion es lenta y se aprecia una pequefa corriente de cola. Este
canal si tiene el segmento EAVK.
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La mutante TMEM16A(a)-I637A tiene una activacion muy similar a la anterior

(Figura 5-2A). Sin embargo, no se observa corriente de cola y la amplitud de

corriente se disminuy6 aproximadamente tres veces comparado con la isoforma ac

(Figura 5-2A derecha). Esta mutante no tiene el segmento EAVK. Estos datos

sugieren que ademas de modificar la activacion por Vm, aparentemente también

estd modulando la rectificacion del canal (Figura 5-2A).
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Figura 5-2 Efecto de las mutantes 1637A y Q645A sobre la dependencia con el Vm de TMEM16A
isoforma “a” y “ac”. A Trazos representativos de lci,vm Obtenidos de células HEK-293 transfectadas con
los canales TMEM16A(ac)-1637A (izquierda, n=5) en este trazo se muestra una amplificacion con la corriente
de cola, TMEM16A(a)-I637A (centro, n=7. Las células fueron dializadas con 25.24 mM EGTA/0Ca?*, [CI
Je/[CI]i=140/40 mM. Las células fueron estimuladas usando el protocolo de activacion (Figura 3-4A). B
Curvas lci,vm Vs Vm obtenidas de los trazos de corrientes de los canales mostrados en A. Los valores de
lci,vm @ cada Vm se obtuvieron al final del pulso de activacion y fueron normalizados usando la capacitancia
de la célula. C Trazos representativos de Ici,vm Obtenidos de células HEK-293 transfectadas con los canales
TMEM16A(ac)-Q645A (izquierda), TMEM16A(a)-Q645A (derecha), ambas figuras tienen el cual muestra la
corriente de cola maximizada. Las células fueron dializadas con 25.24 mM EGTA/0Ca?*, [CI]e/[CI]=140/40
mM. Las células fueron estimuladas usando el protocolo de activacion (Figura 3-4A). D Curvas lciyvmvs Vm
obtenidas de los trazos de corrientes de los canales TMEM16A(a)-Q645A (azul, n=6) y TMEM16A(ac)-
Q645A (verde, n=4). Los valores de lci,vm a cada Vm se obtuvieron al final del pulso de activacion y fueron
normalizados usando la capacitancia de la célula. Las lineas punteadas en color rojo representan el cero de
corriente.
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Por otro lado, la mutante Q645A en ambas isoformas (a y ac) muestra un
comportamiento muy similar de activacion, ya que se activa y desactiva muy rapido.
Esta mutante tiene diferencias interesantes en la cinética de activacion ya que no
se observa la cinética lenta que se describié en la mutante 1638A. La corriente se
mantiene constante durante todo el tiempo del estimulo. Otra diferencia importante
es que en la mutante Q645A no se aprecian corrientes de cola (Figura 5-2C
derecha-inset). Esto sugiere que el cerrado del canal es realmente rapido. Q645A
muestra mayor rectificacion que la mutante 1637A y sugiere que el segmento EAVK
regula la rectificacion del canal, asi como el curso temporal de la apertura y cierre

del canal.

5.2.3 Estudio del papel del segmento “*EEEEE**® en la activacién por voltaje de
TMEM16A.

Para identificar la posible participacion de los residuos acidicos “““EEEEE** en la
activacion por Vm, se eliminaron de forma consecutiva y sumatoria cada uno de los
Glu, y se determiné la activaciéon por Vm de cada uno de los canales mutantes.
También se cambiaron por lisinas en el fondo genético de TMEM16A-E702Q-
E705Q-A*8EAVK*L. Los trazos de corriente generados al activar las mutantes
A445EEE, AA46EE y A447E son muy semejantes al control (Figura 5-3A). Se activan
muy rapido, carecen de cinética y no se observa corriente de cola. Las curvas lci,vm
vs Vm muestran que la amplitud de corriente es muy semejante al control (Figura 5-

3B, estrellas rellenas en negro).

Se ha reportado que la mutante E447A es relevante para la sensibilidad al potencial.
En este caso no se muestran cambios evidentes ni en la activacién ni en la amplitud
de sus corrientes. El Unico cambio sutil que se observa es en la cinética, ya que a
+160 mV se aprecian cambios en la amplitud de corriente conforme pasa el tiempo
del estimulo (160). Los datos nos indican que la eliminacion de los Glu no altera la

activacion por Vm del canal TMEM16A.
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Figura 5-3 Residuos de la primera asa intracelular contribuyen poco a la activacién por Vm en del canal
TMEM16A. A Trazos de corriente obtenidos de canales con los siguiente glutamatos eliminados: Azul:
A*EEE*, rojo: A*SEE*, verde: AE447 y amarillo: E447A. Las deleciones o mutaciones fueron realizadas en
el fondo genético de TMEM16A-E702Q-E705Q-A*8EAVK*L, Los registros fueron obtenidos aplicando el
protocolo de activacion a células dializadas con 40 mM CI-, 25.24 mM EGTA/0Ca?*, y bafiadas en una solucion
con 140 mM de CI-. B Relacion Icivm - VM normalizadas de los canales mutantes mostrados en el panel A. Las
corrientes fueron normalizadas con la capacitancia de las células, (n=6-8).

En la mayoria de los casos las densidades de corriente son muy parecidas en las
mutantes (Figura 5-3B). Unicamente cuando se eliminan dos Glu, A*®EE*7, se
reduce 28.51 % la lci,vm en comparacion con TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q.

Esta reduccion es estadisticamente significativa.

En la caso de la inversién de carga al segmento “**EEEE**’ en donde se cambiaron
todos los residuos negativos por lisinas (K), se observa sorprendentemente que no
hay ningn cambi6é comparado con el control (TMEM16A- AEAVK-E702Q-E705Q)
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(Figura 5-4). Este resultado sugiere que en la activacion por Vm, la carga no juega
un papel relevante para modular al canal. Por el contrario, en la activaciéon por Ca?*
ya se ha mostrado que eliminar estos residuos reducen dramaticamente la

sensibilidad a Ca?*.
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Figura 5-4 Activacion de la mutante ““EEEE/KKKK**7 por voltaje. A) trazos de corriente obtenidos de
células que expresan el canal TMEM16A-E702Q-E705Q-AEAVK-**EEEE/KKKK**, las células fueron
dializadas con 40 mM de Cly 25.24 mM EGTA/O Ca?* B) Curva corriente Vm de los datos mostrados a la
izquierda, en estrellas llenas de color negro se muestra el control (TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q) y en
morado se muestra la mutante (n=6).

5.2.4 EAVK modula alexitéricamente el sitio de pegado de Ca?" durante la
activacién por voltaje y por Ca?*en TMEM16A

Datos recientes muestran que mutaciones en el canal que incrementan la afinidad
por Ca?* pueden activar el canal por Vm en ausencia de Ca?* intracelular (119). Esta
observacion resulta sorprendente ya que sugiere que la abrogacion de la unién de
Ca?* favorece la activacion por Vm. Debido a que TMEM16A-AEAVK altera la
sensibilidad a Ca?* (158), EAVK podria regular el sitio de unién a Ca?* y asi alterar
la sensibilidad a Vm del canal. Para probar esta posibilidad se hicieron las mutantes
E702Q y E705Q sobre el fondo genético TMEM16A-AEAVK.

La mutante TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q se expreso en células HEK-293 y se

registré en ausencia y en presencia de 0.2uM Ca?*.
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Los trazos representativos de corriente del canal TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q
en condiciones de ausencia de Ca?* (Figura 5-5A) muestran que la apertura del
canal es muy rapida a todos los Vm. Esto genera corrientes que no cambian de
magnitud a lo largo del estimulo, es decir carece de cinética. En cambio, la
activacion de este canal con Ca?* tiene el mismo comportamiento pues no se
observa la cinética caracteristica de la activaciéon por Ca?* del canal silvestre, y

ademas no se observa corrientes de cola.

Este canal muestra una fuerte rectificacion saliente (Figura 5-5A-Abajo). Esto
sugiere que a Vm negativos la permeacion de CI- es casi nula. Este canal mutado
puede activarse por Vm en ausencia de Ca?* intracelular con magnitudes de
corriente grandes que permiten caracterizar la activacion. Debido a lo anterior, este
canal se puede usar como una herramienta para el estudio de la participacion del

primer asa intracelular en la dependencia con el Vm de TMEM16A.
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Figura 5-5 Activacion del canal TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q con 0.2uM de Ca?'y sin Ca?". A-B
arriba: Trazos representativos de la mutante TMEM16A-E702Q-E705Q-AEAVK provenientes de dos células
HEK293 que fueron dializadas una solucién interna sin Ca?*, 40 mM Cl-y 25.24 mM de EGTA-TEA (A) y la
otra con 0.2uM Ca?*. Los registros de corriente fueron obtenidos aplicando el protocolo de activacion (Figura
3-4A). A-B abajo: Relacion corriente Vm para TMEM16A-E702Q-E705Q-AEAVK activado sin Ca?*
(izquierda, n=8) y con 0.2 uM Ca?* (derecha, n=6)

Para determinar si la corriente a través del canal TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q
depende de la concentracion de [Cl]e y si es sensible a &cido tanico, se hicieron
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curvas lci,vm vs Vm con células HEK-293 que expresan TMEM16A-AEAVK-E702Q-
E705Q y expuestas a diferentes concentraciones extracelulares de Cl- (Figura 5-
6A). Al incrementar la concentracion de CI la magnitud de la corriente se

incrementa. Esto demuestra que en este canal la Icivm s acarreada por el ion CI-.

Ademas, se realiz6 un analisis de selectividad anionica basado en la conductividad
como se describid en la seccion anterior. En la Figura 5-6B se muestra la relacion
del cociente de la corriente obtenida del anion X entre la corriente de Cl-a +160 mV
(Ix/lci a +160mv) con Vm. Se observa que el comportamiento del canal TMEM16A-
AEAVK-E702Q-E705Q frente a diferentes aniones es muy similar al
comportamiento del canal silvestre (Figura 4-3), con excepcion del ion ioduro que
tiene menor conductividad que en el canal silvestre. La secuencia de selectividad
basada en la conductividad es la siguiente SCN- (3.91+0.32, n=6) >> NOgz
(1.76+£0.12, n=5) >> | (1.55+0.15, n=7) >> Br (1.35%0.08, n=5) >> CI. Estos
resultados sugieren que las propiedades de la via de conduccion se conservan en
la proteina TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q.

Para evaluar si la sensibilidad a bloqueadores esta alterada en la mutante
TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q, se probo el efecto del &cido tanico debido a que
es mas eficaz como bloqueador del TMEM16A silvestre. Este compuesto inhibe de
manera casi idéntica a los canales TMEM16A silvestre y TMEM16A-AEAVK-E702Q-
E705Q (Figura 5-6C). Las curvas se ajustaron a la ecuacion de Hill (lineas
continuas) y de ahi se obtuvieron los valores para los parametros ICs0=22.4 + 1.05
UM a +160 mV, n=4. Ademas, se observa que el efecto bloqueador sigue siendo
independiente de Vm. Los valores de los parametros a 60 mV son IC50=22.80 + 1.93
UM, N= 254 + 0.77. Los valores de la ICso a +160 y a +60 mV no son
estadisticamente diferentes (p=0.001).

Los datos de selectividad y de bloqueo sugieren que el poro del canal y su
sensibilidad farmacolégica no se modifican por las mutaciones. El cambio mas

relevante en esta mutante es su mayor sensibilidad al Vm.
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Con base a estos resultados, el canal TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q se uso

como herramienta para reevaluar el papel del segmento EAVK.

1.0 5 [+ 5

> ] [ClTo (mM) S | 9-sew

g 0.8 —Q— 140 Eq4d OV

T ] —-@- 105 ? 8 | —Q—N03 é
S 06975 / ¥3] @-Br /
L ] 35 3 0| e-cr

E 044 10 //J :02_ ﬂ)ﬂ:_spartato

_2 1 /9 — Glutamato g
~ 02+ /O/Q/ 17 gfg/
S _~afd i
<00 pepec 0T 0 ocaaaaﬁcﬂ

-120 -60 0 60 120 180 -120 -60 D 60 120 180
Vm (mV) Vm (mV)
1009 ——+60 mv

c ] +160 mV

'S 80 3 i

L2 1 -

e

= 60 i ;

= ]

o 40+

©

X 204

0_

T —
0 50 100 150 200 250 300
Acido Tanico (uM)

Figura 5-6 Caracterizacion biofisica y electrofisiolégica del canal TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q. A
Dependencia con el CI- extracelular de la corriente generada por activaciéon de TMEM16A-E702Q-E705Q-AEAVK.
Relaciones corriente-Vm obtenidas de las células HEK293 que expresan al canal TMEM16A-E702Q-E705Q-
AEAVK. Estas células fueron expuestas a diferentes concentraciones de Cl- extracelular como se indica. Las
corrientes fueron normalizadas usando la lci,vm @ 140 mM CI- extracelular tomadas al final del pulso a +160 mV,
(n=10). B Relacién corriente-Vm obtenida de las células HEK293 que expresan al canal TMEM16A-E702Q-
E705Q-AEAVK. Estas células fueron expuestas a diferentes aniones como se indica remplazando por completo
el CI- extracelular por cada uno de los aniones. Las corrientes fueron normalizadas usando la Icivma 140 mM CI-
extracelular tomadas al final del pulso a +160 mV (n=6). C Curvas concentracion respuesta a acido tanico
determinados a +60 mV (circulos negros) y a +160 mV (circulos rosas). La linea continua indica el ajuste a la
ecuacion de Hill de la cual se obtuvieron los siguientes parametros IC50=22.44 + 1.05 uM, N=3.17 + 0.72 a +160
mV y IC50=22.80 + 1.93 uM, N=2.54 + 0.77 a +60 mV(n=4).

5.2.5 Reevaluacion del segmento EAVK en la activacion por Vm de TMEM16A.

Para reevaluar la importancia de la integridad del segmento EAVK, modificamos
este segmento: eliminamos primero los residuos EA conservando VK (TMEM16A-
E702Q-E705Q-AEA) y eliminamos VK conservando EA (TMEM16A-E702Q-E705Q-
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AVK). Los canales mutantes se expresaron después en células HEK 293 y su

actividad se registro mediante patch clamp.

En la Figura 5-7A estan los trazos representativos de dos células HEK-293, una
expresa el canal TMEM16A-E702Q-E705Q-AEA (arriba) y la otra el canal
TMEM16A-E702Q-E705Q-AVK (abajo). Ambos trazos muestran una activacion
rapida y constante durante el tiempo del estimulo, asi como cerrado rapido del

canal.

No son claras las corrientes de cola en estos dos casos. En cuanto a la magnitud
de corriente, se observa que la mutante TMEM16A-E702Q-E705Q-AEA muestra un
comportamiento muy parecido al control (TMEM16A-E702Q-E705Q-AEAVK). Sin
embargo, la mutante TMEMI16A-E702Q-E705Q-AVK muestra una ligera

disminucién en la amplitud de corriente preferentemente a Vm positivos.

En las curvas lcivm vs VM, se muestra claramente que la activacion de las mutantes
AEAVK es notablemente pequefia comparada con las mutantes anteriores (Figura
5-7B).

Por otro lado, la mutante TMEM16A-E702Q-E705Q tiene una activacion mucho
menor comparada con las mutantes TMEM16A-E702Q-E705Q-AVK y TMEM16A-
E702Q-E705Q-AEA. Esto sugiere que es importante eliminar el segmento EAVK

para que el canal sea mas sensible a Vm.

El cambio mas importante se observa en la mutante TMEM16A-E702Q-E705Q-
AVK, en donde la corriente disminuye ligeramente, aunque esta disminucion no es

estadisticamente significativa.
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Figura 5-7 Estudio del segmento EAVK. A trazos representativos de Ici,vm de dos células independientes
gue expresan los canales TMEM16A-AEA-E702Q-E705Q (arriba) y TMEM16A-AVK-E702Q-E705Q (abajo).
Las células fueron dializadas con una solucién con 25.24 mM EGTA/O Ca?*. Las células fueron estimuladas
con el protocolo de activacion. [Cl]e/[Cl]i = 140/40 mM. B Relacion Ici,vm vs Vm de las mutantes TMEM16A-
AEAVK (amarillo, n=5), TMEM16A-E702Q-E705Q (naranja, n=5), TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q (vino,
n=6), TMEM16A-AEA-E702Q-E705Q (azul, n=6)) y TMEM16A-AVK-E702Q-E705Q (verde, n=7). Los valores
de lcivm se normalizaron por la capacitancia de la célula.

Debido a este comportamiento, se analizé el segmento VK en donde se observa
gue el unico residuo cargado es la K (lisina/Lys). Para evaluar si este residuo esta
involucrado en la disminucién en la activacion observada con la mutante TMEM16A-
E702Q-E705Q-AVK, se cambio la Lys por Glu invirtiendo la carga.

También se cambio la Lys por Ala haciendo ahora una cadena lateral mucho més
pequefia, y asi evitar alguna interaccién. La Figura 5-8A muestra trazos
representativos de células HEK-293 transfectadas con las mutantes TMEM16A-
E702Q-E705Q-VA (izquierda) y TMEM16A-E702Q-E705Q-VE (derecha).

Los trazos muestran similitud comparados con el control que en este caso es la
mutante TMEM16A-E702Q-E705Q-VK. La activacién y desactivacibn son muy
rapidas, la corriente es constante durante el tiempo de activacion, no se observan

corrientes de cola, y ademas se conserva la fuerte rectificacion saliente.

89



A B

0.39_@— VK, (Contral)
TMEM16A TMEM16A —@— VA,
E702Q-E705Q-,,,VA,;, E702Q-E705Q-,5,VE 5 o @  VE
450 451
L
— 2
e
. == <
o
'
£
= 0.1
TMEM16A S
E702Q-E705Q-,5,VK 5,
=
0.0
- , :
mAL 120 60 0 60 120 180

100 ms

Vm (mV)

Figura 5-8 Estudio del papel de la K451 en la dependencia con el Vm del canal TMEM16A. A Trazos
representativos de corriente obtenidos de tres células HEK-293 que expresan los canales TMEM16A-E702Q-
E705Q-VK (control, inferior, morado), TMEM16A-E702Q-E705Q-VA (superior-izquierda) y TMEM16A-
E702Q-E705Q-VE (superior-derecha). Las células fueron dializadas con una solucion con 25.24 mM
EGTA/0Ca?*, [CI]e/[CI]=140/40 mM. Las células fueron estimuladas aplicando el protocolo de activacion
(Figura 4-1E). B Curva lcvm en funcion de Vm, de las mutantes TMEM16A-E702Q-E705Q-VK
(morado/control, n=5), TMEM16A-E702Q-E705Q-VA (verde, n=5) y TMEM16A-E702Q-E705Q-VE (rosa,
n=6). Los valores de la curva fueron obtenidos midiendo la lcivm al final del pulso de los trazos en A. Los
valores fueron normalizados usando la capacitancia de la célula que corresponde al tamafio de esta.

En cuanto a la magnitud de corriente se observa que la mutante TMEM16A-E702Q-
E705Q-VA no muestra cambios comparada con el control, sin embargo, la mutante
TMEM16A-E702Q-E705Q-VE muestra una notable disminucién en la activacion del
canal. Esto sugiere que la inversion de carga en la Lys 451 altera la sensibilidad por
Vm de este canal (Figura 5-8B).

5.3 CONCLUSION

Estos datos sugieren que el segmento “c” compuesto por los aminoacidos EAVK es

importante para la activacion tanto por Ca?* como por Vm.

Cuando EAVK esta presente el canal TMEM16A-1637A muestra corrientes grandes,
cinética lenta y corrientes de cola. Por el contrario, cuando se elimina EAVK se
observa disminucién en la activacion del canal y se pierde la cinética lenta, se
observa la corriente constante durante todo el estimulo y finalmente no se observan

corrientes de cola.
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La delecién de los residuos EAVK inducen un incremento en la rectificacion y
aparentemente estan modificando la cinética de activacion y desactivacion ya que

se ve modificado el curso temporal aiin en ausencia de Ca?*.

El cambio de carga (negativo a positivo) de los residuos “**EEEE/KKKK44’ no altero
la activacion por Vm lo cual demuestra que las cargas negativas de este segmento
no participan en la deteccion del Vm.

La mutante TMEM16A-AEAVK-E702Q-E705Q es un canal que es altamente
sensible al Vm. Este canal se activa en ausencia de Ca?* intracelular y genera
corrientes rectificantes salientes con poca cinética. La mutacion por separado es
decir mutar solo E702 y E705 o solo eliminar EAVK no tiene el mismo efecto que
las mutantes juntas. De hecho, cuando solo se elimina EAVK la corriente casi es
nula. Estos datos sugieren que podria haber modulacion alostérica del segmento

EAVK hacia el sitio de pegado de Ca?*.

La integridad del segmento EAVK no es relevante para llevar a cabo la modulacion
del canal. Sin embargo, el cambio de la Lys451 por Glu disminuye la activacion del
canal. Es posible que este residuo sea importante en la modulacién, ya que un
residuo cargado tiene la posibilidad de generar interacciones con otras regiones de

la proteina.
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Capitulo 6

6 LA TITULACION DEPENDIENTE DE VM DE LOS RESIDUOS
ACIDICOS DEL SITIO DE UNION A CA%* PROMUEVE LA
ACTIVACION DE TMEM16A EN AUSENCIA DE CA%*

6.1 INTRODUCCION

Bajo condiciones fisiolégicas la [Ca?*]i fluctia entre 107 y 2x10° M mientras que la
[H*]i fluctba muy poco, en general la concentracion permanece alrededor de los 10
72 M. En condiciones de actividad fisiolégica constante la [H*]i llega a subir hasta
los 106> M. Esto es, la concentracion de los cationes es muy semejante. Por lo

tanto, si la afinidad por un sitio dado es similar, entonces los dos podrian competir.

TMEM16A se activa por la unién de Ca?* dependiente de Vm. El sitio de unién a
Ca?* esta localizado ligeramente dentro de la membrana (6, 113, 151). La
acidificacion intracelular inhibe la activacion de TMEM16A por Ca?* en células T84
de colon humano, asi como en HEK-293 debido a que el H* compite con el Ca?* por

el sitio de unién a Ca?* (5, 28).

En esta seccion el objetivo es: demostrar si el H* impulsado por el Vm viaja dentro
del campo eléctrico hasta llegar al sitio de unién de Ca?* y protonar los residuos
cargados negativamente, mimetizando débilmente el efecto del Ca?*. Esto propone
que la apertura inducida por el Vm en ausencia de Ca?* intracelular tenga un

componente extrinseco en la dependencia con el Vm.

6.2 RESULTADOS
6.2.1 Acidificacidon intracelular facilita la activacion de TMEM16A.

Para probar esto expresamos el canal TMEM16A en células HEK293. Se registro la
lc,vm de estas células mediante patch clamp en configuracion de célula completa.
Se usaron diferentes concentraciones de H* intracelular. Las células se dializaron
con una solucién interna que contiene 25.24 mM EGTA/0Ca?* y el pH se ajusté a
8.0,7.3,6.0,5.0y4.0.
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Para asegurar que el pH se mantuviera durante todo el registro, se incremento la
capacidad amortiguadora de la solucion ajustando el pH requerido con los
siguientes amortiguadores: 50 mM de Bicina (8.0), HEPES (7.3), MES (6.0, 5.0 y
4.0), &cido citrico (5.0) y &cido tartarico (4.0). No se observaron diferencias entre
datos obtenidos con diferentes amortiguadores al mismo pH.

La Figura 6-1A muestra la trazos de lcivm a -100, -40, +20, +60, +120 y +160 mV al
pH indicado de 5 experimentos independientes a cada pH . Asi como el pH
disminuye de 8.0 (arriba) a 4.0 (abajo), la magnitud de lci,vm incrementa. Bajo
condiciones &cidas lci,vm se activa y desactiva muy rapido. A +160 mV la constante
de tiempo de activacion fue 0.24 + 0.02 ms a pH=4 (n=5). Las corrientes de cola
estdn ausentes excepto a pHi=4 en donde se observé una pequefia corriente

entrante (maximizacién de la corriente de cola Figura 6-1A).

Las correspondientes curvas Ici,vm Se muestran a la derecha de la Figura 6-1B. A -
100 mV hay una reduccion de pHi de 6.0 a 4.0 que produce un incremento de

aproximadamente 5 veces en la Icivm (-1,5 £ 0.4 a -7.5 £ 2.7 pA/pF, n=5).

Finalmente, para corroborar que las lcivm se deben al canal TMEM16A se
registraron células HEK293 transfectadas con el vector vacio y dializadas con
pHi=4.0 que contiene EGTA o BAPTA-K (Figura 6-2A). No se observaron corrientes
bajo estas condiciones y esto sugiere que la potenciacion de Ici,vm bajo condiciones

acidicas resulta de la activacion de TMEM16A.

Sin embargo, el efecto del H* intracelular en la activacion dependiente de Vm de
lc,vm se puede deducir mediante el andlisis de la conductancia macroscopica

(G=lci,vm/Vm-Vr) vs Vm a diferentes [H*] por dos razones:

La primera es que a pHi= 6.0 el potencial de inversion (Vr) no se puede medir de
manera confiable debido a la fuerte rectificacion saliente de Icivm. En el caso de
pHi=5.0 y 4.0 si fue posible medirlo y fue -344 £+ 23 y -31.4 + 0.8 mV
respectivamente (estos valores estan cerca del valor esperado para CI) (Figura 6-
3A).
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Figura 6-1 Protonacion dependiente de Vm facilita la activacion por Vm de TMEM16A en ausencia de
Ca?*intracelular. A Trazos representativos de lci,vmy B curvas Ici,vmvs Vm obtenidas de diferentes células
dializadas con una solucién interna con un pH ajustado a (de arriba a abajo) 8.0 (n=4), 7.3 (n=8), 6.0 (n =
6), 5.0 (n =5)y 4.0 (n = 5). Trazos de corriente fueron registrados a =100, —40, +20, +60, +120 y +160 mV.
Una amplificacién de la corrientes de cola a pHi 4.0 se muestra. [Cl7]e/[CI7]i = 140/40 mM y pHe = 7.3 para
todos los casos. La linea punteada en rojo representa el cero. Las curvas corriente-Vm fueron normalizadas
con la conductancia de la célula y después fueron promediada.
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Figura 6-2 Acidificacion intracelular no activa corrientes en HEK-293. A Trazos representativos de
células HEK-293 no transfectadas, dializadas con 40 mM ClI-, 0 Ca?* and 10 mM BAPTA-K (izquierda) o
25.24 mM EGTA/OCa?* (derecha) a pHi=4.0. Las células fueron estimuladas usando el protocolo de
activacion. Las lineas rojas punteadas indican el cero de corriente. B Curvas corriente - Vm obtenidas de
experimentos iguales a los mostrados en usando BAPTA-K pHi=4 (gris), EGTA-TEA pHi=4 (negro), EGTA-
TEA pHi=5 (rosa) y EGTA-TEA pHi= 7.3 (verde) (n=5-6). C Registros de lcivm Obtenidos de células HEK-293
gue expresan el canal 5M. Las células fueron dializadas con 40 mM ClI-, 10 mM BAPTA-K (izquierda) o 40
mM CI and 25.24 mM EGTA/0Ca?* (derecha) a pHi=4. D Curvas lcivm -Vm obtenidas de células HEK-293
transfectadas con el canal 5M. Las células fueron dializadas con 40 mM CI-, pHi=4, y 0 Ca?* usando BAPTA-
K (morado, n=5) o EGTA-TEA (negro, n=6).

La segunda es que la relacién corriente instantanea vs Vm no es lineal como se
muestra en la Figura 6-3B, indicando que la lcivm no sigue la ley de Ohm vy la
magnitud de la corriente de cola a -100 mV (naranja) fue la misma en todos los Vm
desde -100 a +160 mM y esto demuestra que la probabilidad de apertura es
independiente de Vm.

6.2.2 Laconstante de equilibrio de lareaccion de protonacién es voltaje-
dependiente.

Para probar la hipotesis de que la activacion por Vm de TMEM16A se debe a la
protonacién, se debe mostrar que la constante de equilibrio de protonacion (K) es

dependiente de Vm.
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Figura 6-3 Activacion por Vm de TMEM16A no muestra un comportamiento Ohmico. A lzquierda:
Registros representativos de Icivm obtenidos de células HEK-293 que expresan al canal TMEM16A-WT. El
protocolo usado para activar al canal se muestra abajo. Derecha: Trazos representativos de Ici,vm obtenidos
con el protocolo de activacion mostrado abajo. La célula fue dializada con [Ca?*]i= 0y [CI']= 40 mM CI. Las
lineas punteadas indican el cero de corriente. Los valores tomados para construir una curva corriente-Vm

indicado con las flechas B Curvas corriente de cola instantanea — Vm (azul, n= 3) y corriente de cola — Vm
(naranja, n= 6).

En la Figura 6-4A estan las curvas de titulacién a diferentes Vm. Lo que se observa
es que conforme incrementa la [H*]i incrementa la magnitud de lcivm. Se observé
indicios minimos de saturacion, solo a +160 mV a pHi=4.0. Experimentos a pHi=3
no se lograron completar debido a la pérdida muy rapida de viabilidad de que las

células.

Para determinar la constante de equilibrio de protonaciéon (K) a cada Vm, primero
se ajusto la curva a +160 mV a la ecuacion de Hill (Ecuacién 1) para obtener la Ici,vm
maxima. Después este valor se fijo en la ecuacion de Hill y se ajustaron las curvas
restantes. Esto permitié tener solo dos parametros libres, la Ky el coeficiente de Hill
(N). Las lineas continuas en la Figura 6-4B indican el ajuste. El valor
correspondiente de la R? muestra que el ajuste es una buena descripcion

cuantitativa de los datos experimentales a todos los Vm.
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Figura 6-4 La constante de equilibrio de lareaccion de protonacion es voltaje-dependiente. A Curvas
de titulacién al Vm indicado, lineas continuas indican el ajuste a la ecuacién de Hill usando un solo valor de
lci,vm méximo de 0.23853 nA/pF determinado por el ajuste de la curva a +160 mV. Los valores de la constante
de equilibrio de protonacién K y el coeficiente de Hill N fueron determinados del ajuste. Los valores de K/N/R?
fueron 0.0035 +0.002 M/0.44 + 0.07/0.951 a 60 mV, 0.0014 + 0.00075 M/0.43 + 0.06/0.96 a +80 mV, 0.00052
+0.00016 M/0.42 + 0.04/0.981 a +100 mV, 0.000159 + 0.000029 M/0.42 + 0.03/0.990 a +120 mV, 0.000055
+ 0.00000071 M/0.42 + 0.02/0.994 a +140, and 0.0000152 + 0.0000016 M/0.43 + 0.076/0.990 a +160 mV. B
Dependencia con el Vm de la constante de equilibrio de protonaciéon K determinada de los datos obtenidos
en B. Las lineas continuas indican el ajuste a la ecuacion 4 con valores de 6 de 1.39 + 0.04 y pKO de 0.97 +
0.07. Para comparacion se grafico en azul el promedio de los valores de pKa calculados de dos parches. La
linea continua azul indica el ajuste a la ecuacion 4, los parametros obtenidos fueron 8= 0.77 + 0.03 y
pK0=1.82 + 0.06.

La Figura 6-4B muestra los valores resultantes de pKa (=-logio K) como funcion del
Vm. A valores positivos de Vm el valor de pKa incrementa indicando que menos H*
se requieren para generar el 50% de lcivm. Esta dependencia con el Vm del pKa se

asemeja a la dependencia con el Vm de la ECso para Ca?*.

La relacién pKa -Vm se ajusté a la ecuacion 4 para calcular Ko (constante de
equilibrio a 0 mV) y & (fraccion del campo eléctrico detectado por H* desde el lado
intracelular hacia el extracelular). Los valores estimados fueron pKo =0.97 =+ 0.07 y
0=1.39 + 0.04.

Experimentos similares se llevaron a cabo usando la configuracion parche
escindido; sin embargo, la mayoria de los parches eran inestables bajo condiciones

acidicas. La Figura 6-4B (simbolos azules) muestran el promedio de dos super
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parches que fueron expuestos a pHi 8.0, 6.0, 5.0 y 4.0. En la Figura 6-5 podemos
observar cada uno de estos dos super parches. Los valores de pKa obtenidos de
parche escindido (Figura 6-5B) son muy similares a los obtenidos usando la
configuracion célula completa (Figura 6-4B rojo). Los valores obtenidos en esta
condicion fueron pKo =1.77 y 6= 0.79.
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Figura 6-5 Protonacidn dependiente de voltaje de TMEM16A en dos parches escindidos. A Curvas de
titulacion obtenidas a los Vm de +60 a +200 mV. Las curvas fueron construidas usando lcivm registradas de
dos parches usando la configuracion parche escindido obtenidas de células HEK-293 que expresan el canal
TMEM16A-WT. Las lineas continuas indican el ajuste a la ecuacion de Hill (ecuacién 1). B Dependencia con
el Vm de la constante de equilibrio de protonacion (K) determinada de los datos mostrados en A. Las lineas
continuas indican el ajuste a la ecuacion 4 (ver el texto principal). Los valores de los parametros para 8/K0
fueron 0.096 + 0.005/2.17 = 0.07 para el parche 1y 0.090 + 0.007/2.06 + 0.09 para el parche 2.

Todos estos resultados apoyan la hipotesis de que la activaciéon por Vm de
TMEM16A se debe a la protonacion intracelular. Esta conclusién toma mas fuerza
con los resultados de las dos configuraciones diferentes de patch clamp y que

muestran el mismos comportamiento.

Dado que el protdn estd dando dependencia a Vm al canal TMEM16A, se debe de

identificar el sitio sobre el cual actia el protén intracelular. Estudios anteriores
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mostraron que el sitio de pegado de Ca?* formado por residuos cargados
negativamente podrian verse afectados ante un incremento en la concentracion
intracelular de H*. Basados en este antecedente, determinamos si el sitio de unién

de Ca?* es el blanco de la protonacion dependiente de Vm.

6.2.3 El sitio de unié de Ca?* también sirve como sitio de unién del H* intracelular.

El movimiento de cargas a través de la membrana debido a un cambio en el
potencial del campo eléctrico puede generar cambios estructurales que induzcan la
apertura del canal. Se ha sugerido que la dependencia con el Vm proviene del
pegado del Ca?* a su sitio de union.

El sitio de unién a Ca?* esta formado por los residuos N650, E654, E702, E705,
E734 y E738. Cuando se reemplazan los dos Glu, E702 y E705, por glutaminas, la

sensibilidad del canal por Ca?* disminuye desde nM hasta mM (151).

El sitio de union de calcio cuenta con 4 aminoacidos cargados negativamente que
se localizan dentro la membrana donde detecta aproximadamente el 12-15% del
campo eléctrico. Por esta razén, ante un cambio en el potencial, estos aminoacidos

podrian moverse y permitir que el canal se abra parcialmente.

Para eliminar la dependencia con Vm debido al pegado de Ca?* y para evaluar el
comportamiento de estos residuos ante un cambio en el potencial, se mutaron los
residuos E702 y E705 a glutaminas. Este cambio elimina la carga de estos residuos
por lo que ya no podrian reaccionar a cambios en el Vm. Ademas, la probabilidad
de que el calcio se una a ese sitio ahora es muy baja.

En la Figura 6-6A se observan trazos representativos de las corrientes obtenidas
de dos células HEK-293 transfectadas con el canal TMEM16A-E702Q-E705Q y
dializadas una con una solucién que contiene 25.24 mM de EGTA/0Ca?* (arriba) y
la otra dializada con una solucién que contiene 25.24 mM de EGTAy 0.2 mM Ca?*
(abajo). Las células se estimularon usando el protocolo de activacion (Figura 3-4A).
La cinética de lci,vm es muy similar en ambos casos. El canal se activa rapidamente,

se mantiene constante la corriente durante el estimulo y después el canal cierra muy
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rapido y en ninguna condicion se observo corriente de cola. La amplitud de lci,vmes

similar en presencia y ausencia de Ca?* (Figura 6-6B).

TMEM16A-E702Q-E705Q 0.03 -
Sin ca*
L 0.024
s 4
< /
c
=7 0.01 s |
g 0 /
TMEM16A-E702Q-E705Q > ’f’\
Q le |
0.2 uM Ca* - 09
0| 3099999
o "AJMS 120 -80 -40 0 40 80 120 160

Vm (mV)
Figura 6-6 Activacion por voltaje y por Ca?* de la mutante TMEM16A-E702Q-E705Q. A Trazos
representativos de dos células HEK-293 que expresan el canal TMEM16A-E702Q-E705Q y que fueron
dializadas una con una solucién con 25.24 mM EGTA/OCa?* y otra con 25.24 mM EGTA y 0.2 uM Ca?*. Las
células fueron estimuladas con el protocolo de activacion mostrado en la figura 3-4A. [CI]e/[CI]i=140/40 mM.

B Relacion Densidad de Corriente en funcion de Vm del canal TMEM16A-E702Q-E705Q activado con 0.2
UM Ca?* (verde) y activado por Vm en ausencia de Ca?* (azul) (n=5).

Debido a que no hay cambio en la activacion por Vm con el canal silvestre, estos
resultados sugieren que el sitio de pegado de calcio no participa en la dependencia

con el Vm cuando el canal se activa por Vm en ausencia de Ca?*.

Con la finalidad de identificar cuales residuos negativos (Glu o Asp) dentro del sitio
de unién de Ca?' son blanco del H* intracelular, se cambiaron los residuos de
manera sumatoria (4 Glu y 1 Asp). Estos residuos se mutaron a Gln para simular un

Glu con la cadena lateral permanentemente protonada.

Por otro lado, si el H* neutraliza el grupo COO" del Glu o Asp para activar el canal
TMEM16A WT entonces el Vm activaria las mutantes a GlIn a pHi=7.3.

La Figura 6-7 muestra los registros de Ici,vm a -100, -40, +20, +60, +120 y +160 mV
de cinco células independientes que expresan los canales (de arriba hacia abajo):
silvestre, E702Q-E705Q (2M), E702Q-E705Q-E734Q (3M), E702Q-E705Q-E734Q-
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D738Q (4M) y E654-E702Q-E705Q-E734Q-D738Q (5M). Todas las células se
dializaron con 25.24 mM EGTA/O Ca?*y pHi 7.3.

Conforme en numero de mutaciones incrementa, la magnitud de lc,vm aumenta
imitando el efecto de la acidificacion intracelular (Figura 6-7). La lci,vm al inicio fue
rapida y constante durante el estimulo y no se observaron corrientes de cola cuando
se repolarizé a -100 mV. Una rapida corriente de cola se observé solamente con la

5M (ver la maximizacion panel inferior izquierdo).

La correspondiente curva lcivm-Vm muestra rectificacion saliente como el canal
silvestre, sin embargo, el patron de rectificacion en las mutantes es variable y no
parece tener un patron particular (Figura 6-7A columna de la derecha). Aunque la
magnitud de la lcivm incrementa a todos los Vm a +160 en el caso de la 5M se

observa una aparente saturacion de la corriente.

A pHi=7.3 una fuerte despolarizacion (+160 mV) induce un incremento de ICl,Vm de

6.5 veces en el canal 5M comparado con el silvestre (Figura 6-7B).

Los datos anteriores muestran que mutar los residuos acidos del sitio de union de
Ca?* a GIn permite la activacion de TMEM16A a pHi=7.3 en ausencia de Ca?*

intracelular.

Si estos residuos son la principal fuente de sensibilidad con el Vm, se puede
suponer que bajo condiciones acidicas deberia tener un pequefio o nulo efecto en
la lci,vm y la dependencia con el Vm de pKa ya no deberia existir. Para probar esto,

se registraron la lcivm de células dializadas con una solucion intracelular a pHi=4.

La Figura 6-8 muestra registros de lcivm para los canales silvestre, 2M, 3M, 4M y
5M (arriba a abajo). La cinética de las lcivm a pHi 4.0 y 7.3 (comparando 6-7A con
6-8A) fue muy similar. Por ejemplo, a +160 mV la constante de tiempo de activacion
para el canal 5M fue 0.46 + 0.04 ms (n=5) a pHi 7.3y 0.77 £ 0.03 ms (n=5) a pHi
4.0. Las correspondientes curvas lci,vm-Vm muestran menor rectificacion (Figura 6-

8A panel derecho).
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Figura 6-7 Mutar los residuos acidos que forman el sitio de unién de Ca?* potencia la activacion por
Vm de TMEM16A en condiciones de pHi fisiol6gicas. A Registros representativos de lcivm (izquierda)
obtenidos de diferentes células que expresan los canales (arriba-abajo) WT (n = 8), 2M (n =5), 3M (n = 6),
4M (n = 6), and 5M (n = 6) y sus correspondientes curvas lcivm (derecha). Nétese la ausencia de corriente
de cola en esos registros (amplificacion: Corriente de cola de la mutante 5M). En todos los registros:
[CITJe/[CI7]i = 140/40 mM, pHelpHi = 7.3/7.3 y [Ca?*]i = 0. B Densidad de corriente vs el nimero de residuos
acidos mutados a GIn a diferentes Vm.
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Los valores de potencial de inversion para el silvestre, 2M, 3M, 4M y 5M fueron
-314+0.8,-31.5+0.7,-29.2+0.7,-31.0 £ 2.1 y -28.0 £ 0.9 mV respectivamente.

Esto indica que a pHi 4.0 la Ici,vm se generd por flujo de CI-.

Sin embargo, a pHi 4.0 la magnitud de lcivm (registrada a Vm positivos) incrementa
conforme incrementa el nimero de mutaciones en el sitio de pegado de Ca?* (Figura
6-8B). Aunque, este incremento es mucho menor en la 5M comparado con la version

silvestre del canal.

6.2.4 Lamutacion de residuos del sitio de pegado de Ca?* disminuye, pero no
abate el efecto del H* intracelular sobre la activacién por Vm de TMEM16A.

Cuando se usa pHi 4.0 para protonar los aminoécidos Glu y Asp la probabilidad de
protonacion es de aproximadamente 0.64, es decir, no es sencillo comparar el canal

silvestre y los canales mutados (con protonacion permanente).

A pesar de esta limitacion y contrario a los resultados obtenidos a pHi 7.3 (Figura 6-

7) la activacion por Vm de lcivm a pHi 4.0 se debilité fuertemente pero no se elimino.

Esto es debido a que se observo que al despolarizar a +160 mM se induce un
incremento en la lcivm de 1.4 veces en el canal 5M comparado con el silvestre a pHi
4.0. Por lo tanto, mutar 4 glutamicos y 1 aspartico en el sitio de pegado de Ca?*

reduce notablemente pero no se elimina la habilidad del H* para incrementar la lcivm.

Para investigar si la dependencia con el Vm de pKa se eliminaba por la mutacion de
los residuos acidos, se llevaron a cabo experimentos usando la configuracion
parche escindido con el canal 5M y se hicieron curvas dosis respuesta a H*. La
Figura 6-9 muestra curvas de titulacion usando la lci,vm registrada a varios Vm desde
+60 a +160 mV en configuracion célula completa (A) o con parche escindido (B).
Diferente a el canal silvestre las curvas dosis respuesta para la mutante 5M

muestran un empalme a diferentes Vm, esto indica menor dependencia con el Vm.
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Figura 6-8 Canales con mutaciones en el sitio de unién a Ca?* son menos sensibles a acidificacion
intracelular. A Trazos representativos de lcivm (panel izquierda) y sus correspondientes curvas lcivm - Vm (panel
derecha).De los canales TMEM16A de izquierda a derecha: WT (n =5), 2M (n =5), 3M (n = 5), 4M (n = 6), and
5M (n = 6).La lcivm fue obtenida de diferentes células dializadas con una solucién interna a la cual fue ajustado
el pH a 4.0y [Ca?]i = 0. Notese la presencia de pequefias corrientes de cola. [CI7]e/[CI7]i = 140/40 mM, pHe/pHi
=7.3/4.0 y [Ca?*]i= 0 en todos los casos. B Densidad de corriente vs el nimero de residuos &cidos mutados a GIn
a diferentes Vm.

Este comportamiento es mas evidente en los datos obtenidos de parche escindido,
posiblemente por que en esta configuracion es posible probar todas la [H*]i en el

mismo parche. Las curvas se ajustaron a la ecuacion de Hill para calcular el pKa.
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Figura 6-9 La mutacion del sitio de pegado de Ca?* no abate por completo la dependencia con el Vm de la
pKa. A-B Curvas de titulacion del canal TMEM16A-5M a los Vm desde +60 a +160 mV. Las curvas fueron
construidas usando la lcivm de registros en configuracion de célula completa (A) y parche escindido (B), y después
fueron ajustadas a la ecuacion de Hill (ecuacién 1) para determinar los valores de la constante de equilibrio de
protonacion K. C La dependencia con el Vm de pKa fue obtenida del canal TMEM16A-5M. Las esferas moradas
y verdes muestran los valores de pKa a diferentes Vm calculados usando la configuracion de célula completa o
parche escindido. Las lineas continuas indican el ajuste a la ecuacion 4 para obtener los parametros pKO y d. Los
valores correspondientes para célula completa y parche escindido fueron 3.91 + 0.14/0.71 + 0.72 y 4.69
0.08/0.13 + 0.04, respectivamente. Con finalidad de comparar la curva de dependencia con el Vm del pKa para el
canal TMEM16A WT se muestra en naranja.

La Figura 6-9C muestra los valores de pKa en funcion de Vm (morado= célula
completa; verde= parche escindido). Los valores de pKa caen en un intervalo de 4.7
a 6 (el intervalo para los datos de parche escindido es muy pequefio). Esto indica
que otros residuos Glu y Asp estan protonados, de lo contrario se anularia por
completo la dependencia con el Vm.

Las curvas de pKa-Vm se ajustaron a la ecuacion 4 para estimar el pKo y la
sensibilidad al Vm (8). Los valores para estos parametros pKo/d fueron 4.69 +
0.08/0.13 + 0.04 (parche escindido) y 3.91 + 0.14/0.70 £ 0.07 (célula completa). Por
lo tanto, comparado con el silvestre (graficado en naranja) la protonacion en el canal
5M es menos dependiente de Vm. Esta pérdida en la dependencia con Vm también
ilustra el hecho de que este canal esta parcialmente abierto a bajas [H*]i. Es decir,
gue al mutar los residuos acidos disminuye la dependencia con el Vm debida a la
titulacion de TMEM16A. Esto apoya la idea de que el sitio de pegado de Ca?* es el
blanco del H* intracelular. Ademas, la actividad del canal TMEM16A-5M se
incrementd bajo condiciones acidicas por un mecanismo de protonacién con débil
dependencia con el Vm.
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6.2.5 Laprotonacion dependiente de Vm del sitio de pegado de Ca?* facilita la
activacién de TMEM16A por Vm debido al incremento en la probabilidad de
apertura

Para comprender mejor el mecanismo por el cual el H* intracelular activa al canal
TMEM16A, se determiné si la protonacion del sitio de unién de Ca?* incrementa la
probabilidad de apertura. Para evaluar este punto, se hicieron curvas lci,vm-Vm de
registros usando parche escindido y los parches se expusieron a pHi 7.3 y 4.0.

Para activar al canal se uso el protocolo de rampa que consiste en el cambio de Vm
desde -100 mV hasta +200 mV durante 635 ms. Se empled pHi 4.0 debido a que
bajo esta condicidén el 64 % del tiempo las cadenas laterales del Glu esta en un

estado protonado, asumiendo que el pKa del Glu es 4.25.

La Figura 6-10A muestra dos curvas lcivm-Vm obtenidas de registros en parche
escindido a partir de células HEK-293 que expresan en canal TMEM16A silvestre
(izquierda) o el canal TMEM16A-5M (derecha). A pHi 7.3 el canal silvestre muestra
una pequefia lci,vm en todo el rango de Vm. Sin embargo, una vez que el parche se
expone a pHi 4.0 la lc,vm se potencia dando como resultado una corriente con

rectificacion saliente.

Similar a esto, en el canal 5M (derecha) la Ici,vm Se increment6 cuando se cambié la
solucién de pHi 7.3 a 4.0 con una pequefa alteracion en el potencial de inversion
(AVr= 4.95 + 0.8 para WT y AVr= 4.9 £ 0.9 mV para 5M). Para determinar si la
probabilidad de apertura se incrementé debido a la acidificacion, calculamos el

cociente de Ici,vm entre pHi 4.0 y 7.3 (lpHi=4/lpHi=7.3).

Este valor es directamente proporcional al cambio en la probabilidad de apertura
inducida por la acidificacion a cada Vm. Estos cocientes se muestran en la Figura
7-10B. En el canal silvestre la probabilidad de apertura incrementa 3 veces a 0 mV
y 14 veces a 200 mV. Esto resalta el efecto de la protonacién dependiente de Vm

sobre la probabilidad de apertura.
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Figura 6-10 Acidificacién intracelular facilita la activacion de TMEM16A por incremento en la
probabilidad de apertura. A Relacion Ici,vm - Vm obtenida de parche escindido obtenido de células HEK-
293 que expresan el canal TMEM16A WT (izquierda) o TMEM16A-5M (derecha). El lado citosdlico de cada
parche fue expuesto secuencialmente a las soluciones a pH 7.3 y después a 4.0.Las curvas lci,ym - Vm
fueron generadas aplicando un protocolo de rampa que varia desde -100 hasta +200 mV en 624 ms.
Experimentos pareados fueron normalizados con la corriente obtenida a +200 mV y pHi = 4.0,
posteriormente fueron promediadas. El potencial de inversion fue: -36.2+ 1.4 apHi=7.3y -31.3+ 1.4 para
pHi=4.0 para WTy -28.3+ 1.5a pHi=7.3y -23.4 £ 1.6 a pHi = 4 para la mutante 5M. [CI]e/[CI"] = 140/40
mM, pHe = 7.3 y [Ca?*]i= 0 en todos los casos. B Cociente de lcivm registrada a pHi 4.0 entre lci,vm registrada
a 7.3 fue usado para determinar la probabilidad de apertura a cada Vm después de la acidificacion
intracelular. La potenciacién de la probabilidad de apertura para el canal WT (linea verde; n =10) y el canal
5M (linea naranja; n = 13) fue inducida por acidificacion a pHi = 4.0.

Sin embargo, el cociente Ilpni=4/lpni=7.3 para el canal 5M fue independiente de Vm
(naranja), aunque la acidificacién produce un incremento de 3.5 veces en la
probabilidad de apertura en el rango desde -100 hasta +200 mV. Por lo tanto, la

protonacion es suficiente para garantizar la activacion dependiente de Vm del canal

TMEM16A en ausencia de Ca?* intracelular.

Ademas, los datos de titulacion indican que la activacion de TMEM16A se ve
reforzada por la protonacion independiente de Vm. Los datos descritos muestran
que la activacion de TMEM16A en ausencia de Ca?* se potencia por la mutacién de

los residuos acidos del sitio de pegado de Ca?*.

6.2.6 Laprotonacion dependiente del Vm o la mutacion en el sitio de pegado de
Ca?" corre la dependencia con el Vm de TMEM16A favoreciéndola.

Dada la fuerte activacion de los canales 4M y 5M a pHi 7.3, se registraron corrientes
de cola para analizar el efecto de la acidificacién sobre la activacion dependiente de

Vm. Se registraron las corrientes de cola a +100 mV con un protocolo P/8 en células
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gue expresaron los canales silvestre, 4M y 5M vy las células se dializaron con una
solucion interna a pHi=4.0. Debido a que la Icivm alcanza el estado estacionario
muy rapido, se emplearon solo 20 ms en los pulsos de despolarizacién (Figura 6-
11A).

La activacion dependiente de Vm se medié usando el valor de Vos (determinado
ajustando la ecuacion de Boltzmann a las curva de corriente de cola normalizadas
en funcidén de Vm). Los valores de Vosfueron los mismos para los canales silvestre
y 5M (Figura 6-11B). Estos valores estuvieron en el rango 129 a 140 mV para el
silvestre, 111 a 167 mV para4My 117 a 149 mV para 5M.

Los valores de Vosa pHi 7.3 fueron mas positivos para los tres canales, indicando
que la acidificacion corre la dependencia con el Vm. Aunque los valores de Vo.s para
los canales 4M y 5M tuvieron una diferencia de 17 mV a pHi 7.3, el analisis

estadistico indico que a p<0.04 los valores no son diferentes.

Sin embargo, esta tendencia junto con el efecto de pHi 4.0 sobre el canal 4M
sugieren que la protonacion o mutacion del residuo E654 facilita la activacion por
Vm. El valor de Vos estimado para el canal silvestre a pHi 7.3 se obtuvo ajustando
la ecuacién 5 a las curvas lcivm-Vm. Este valor se graficd con esferas vacias color

azul en la Figura 6-11C.

Estos resultados y los obtenidos a pHi 4.0 (esferas llenas color azul) indican que los
protones intracelulares corren la dependencia con el Vm por mas de -100 mV. Esto
significa que el canal es mas sensible a Vm y por lo tanto se facilita la activacion del

canal.
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Figura 6-11 Los residuos acidos del sitio de unién de Ca?* controlan la activacién dependiente de
Vm de TMEM16A. A Trazos representativos de corrientes de cola registradas a +100 mV obtenidos de dos
células que expresan el canal WT (azul) y el canal 5M (rosa). Por claridad solo se graficaron los dltimos 10
ms de las corrientes generadas por pulsos despolarizantes. Las corrientes fueron registradas usando un
protocolo P/8 en células dializadas con una solucion interna a pHi = 4.0. [CI7]e/[CI7]i = 140/40 mM, pHe = 7.3
y [Ca?*]i = 0 en todos los casos. B Curvas de activacion construidas con las corrientes de cola mostradas
en A. Las corrientes de cola fueron normalizadas usando el valor a +200 mV. Lineas continuas indican en
ajuste a la ecuacion de Boltzmann. A partir del ajuste se obtuvieron los valores de Vos = 134.14+9.8 mVy
z=0.02 para WTy Vos5=126.6 + 5.6 mVy z = 0.02 para 5M. (C) Valores de Vo para los canales WT (azul,
n=4), 4M (verde, n =4),y 5M (rosa, n=4) tanto a pHi 7.3 (simbolos abiertos) como a 4.0 (simbolos cerrados).
Los valores de Vos fueron calculados como se indica en Ay B. Los valores de Vos para WT a pHi 7.3 (n =
6) fueron estimados ajustando la ecuacion 4 a las curvas lcivm — Vm. Diferencias estadisticas se muestran
con un asterisco, p = 0.04.

6.3 CONCLUSION

La protonacion dependiente de Vm facilita la activacion del canal TMEM16A por Vm
en ausencia de Ca?".

Estas conclusiones se obtienen a partir de los resultados arriba descritos:

1. La constante de equilibrio de la reaccion de protonacion es dependiente de
Vm.
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2. El principal sitio sobre el cual actia el H* lo constituyen los aminoacidos
acidos que forman parte del sitio de pegado de Ca?*. Sin embargo, no son
los Unicos. Los datos indican que hay otra region sensible a los protones cuya

aportacion a la activacion por Vm es menor.

3. La protonacion dependiente de Vm de los acidos glutamicos del sitio de
pegado de Ca?*incrementa la probabilidad de apertura de TMEM16A.

4. La protonacion dependiente de Vm corre a la izquierda la curva de activacion.

Esto significa que se modifica la sensibilidad del canal a Vm favoreciéndola.
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Capitulo 7

7/ DISCUSION

7.1 ACTIVACION POR VOLTAJE DE TMEM16A EN AUSENCIA DE CA2*

La activacion de TMEM16A es un mecanismo complejo que requiere de
incrementos en la concentracion de Ca?* intracelular, de despolarizaciones en la
membrana, de la concentracidn extracelular de aniones permeantes, de la
concentracion extracelular e intracelular de protones y del contenido de PIP2 de la

membrana plasmaética (6, 30, 158).

El proceso de activacion del canal inicia con la interaccion directa de dos iones Ca?*
con el sitio de unién a Ca?* de alta afinidad formado por los residuos N650, N651,
N730, E654, E702, E705, E734 y D738 en cada mondémero (113, 151, 163). Esta
interaccion Ca?*-canal es dependiente del Vm, debido a que la disociaciéon de Ca?*

ademas de ser lenta es Vm-dependiente (6).

Los iones permeantes por su lado aceleran el proceso de apertura y enlentecen el
cierre lo cual debe incrementar la probabilidad de apertura. Los protones
extracelulares, aunque interaccionan con la proteina fuera del campo eléctrico, por
un mecanismo aun desconocido, pueden incrementar la probabilidad de apertura
del canal activado en presencia de Ca?*. En presencia de Ca?* intracelular, los
protones intracelulares disminuyen la probabilidad de apertura debido a que impiden
el pegado del Ca?*. Finalmente, el PIP2 de manera cooperativa coadyuva al Ca?*
para mantener al canal en el estado abierto. Por lo tanto, la activacion del canal en
condiciones fisiologicas es el resultado del balance de la intensidad de los efectos

que ejerzan los moduladores positivos y los modulares negativos.

El efecto del Vm sobre la probabilidad de apertura fue rapidamente determinado.
Los experimentos de control de Vm mostraron que, a potenciales negativos,
cercanos al fisioldgico, el canal requeria mas Ca?* para alcanzar el 50% de apertura
mientras que a Vm positivos se observa lo contrario. La idea de que el efecto del

Vm es sobre la unién del Ca?* también se consideré desde las etapas iniciales del
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estudio de este canal al encontrarse que el efecto del Vm se pierde cuando la
concentracion de Ca?* intracelular estd en el orden de 5-10 uM (158). La
consecuencia de estos hallazgos es que los modelos que se utilizaban para explicar
el mecanismo de activacion no consideraban etapas que llevaran al estado abierto

en ausencia de Ca?".

Una de las observaciones que se hicieron es que el canal podia llegar al estado

abierto aun en ausencia de Ca?*. Sin embargo, este mecanismo se desconocia.

Si bien en presencia de Ca?* es muy complicado separar la contribucién del Vm a
la activacién del canal. Experimentalmente es posible hacerlo de al menos dos
maneras. Por un lado, es posible exponer la cara citosélica del canal a una condicion
de 0 Ca?*. Esto se logra usando altas concentracion de quelantes de Ca?* como se
realizo en este trabajo usando 25.24 mM de EGTA. Tomando en cuenta que la
afinidad de este quelante esta en el orden de los 90-110 nM, es posible asumir que
con la concentracién de EGTA utilizada y el no agregar Ca?* a la solucion, la
concentracion de Ca?* libre es cercana al 0 . Por otro lado, se utiliz6 5 mM de
BAPTA-K. Este es un quelante con una afinidad semejante a aquella del EGTA,
pero su velocidad de quelacién es mucho mas rapida. La solucion con BAPTA-K
tampoco tenia Ca?*, razén por la cual se consideré que esta solucién también tiene

0 calcio libre. Con ambas soluciones se obtuvo los mismos resultados.

La segunda manera de separar la contribucién de la unién de Ca?* a la activacion
del canal fue mediante mutagénesis. Se mutaron todos los residuos que unen con
alta afinidad al Ca?* y se realizaron experimentos en condiciones de 0 Ca?* arriba
descritos. En esta ultima condicién podemos considerar que no hay sitios de union
a Ca?'. Por lo tanto, estas son condiciones muy exigentes para eliminar la
participacion del Ca?* en la activacion del canal y asi poder evaluar la activacién por
Vm. En esta tesis se demuestra que ambas condiciones llevan a la misma
conclusién, el canal TMEM16A se puede abrir en ausencia de Ca?* intracelular al
cambiar el potencial hacia valores positivos. Se caracterizo esta via de activacion.
Las siguientes observaciones permiten concluir que TMEM16A se abre por efecto

del Vm en ausencia de Ca?* intracelular:

112



1. En ausencia de Ca?*y con 25.24 mM de EGTA o 5 mM de BAPTA-K fue
posible activar corrientes salientes solo en células HEK 293 que expresan al
canal TMEM16A.

2. Las corrientes registradas en ausencia de Ca?* responden a aniones mas
permeables que Cl- mostrando la misma secuencia de selectividad que el
canal activado en presencia de Ca?*.

3. Las corrientes provenientes de la activacion por Vm se inhibieron por los

blogueadores de TMEM16A acido tanico y &cido antraceno 9 carboxilico.

Todos estos resultados dejan en claro que las corrientes aqui descritas provienen
de la activacion por Vm del canal TMEM16A. Estos datos muestran que, aunque el
canal puede activarse por Vm, esta activacion es pequefia, de aproximadamente 10
veces menor comparada con la activacién por Ca?*. Esto podria indicar que el canal
tiene una dependencia con el Vm intrinseca pobre, ya que la activacion por Vm por

si misma no lleva al canal a un estado plenamente conductivo.

Por otro lado, hay diferencias notables en la cinética de activacion. La corriente
activada por Vm en ausencia de Ca?* se activa y desactiva muy rapido. La corriente
se mantiene constante durante el tiempo del estimulo y finalmente no se observan
corrientes de cola caracteristicas de la activaciéon por Ca?*. Esta cinética es muy
distinta a aquella que depende del tiempo en presencia de Ca?'. Otro de los
aspectos que es destacable es que la corriente a potenciales negativos es casi nula.
Esto sugiere que cuando el canal se abre en ausencia de Ca?* intracelular, el canal
se convierte en rectificador debido a que la probabilidad de apertura del canal es
muy baja y casi constante a todos los potenciales. La corriente incrementa porque
la conductividad del canal incrementa a potenciales positivos. Esto es, la
rectificacion proviene de una rectificacion en la conductancia. Esto es inusual, ya
gue a la mayoria de los canales les toma un tiempo llegar al estado de maxima
probabilidad de apertura, asi como al estado cerrado total (cinética de activacion y

desactivacion). En este caso aparentemente el canal se activa de manera
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instantanea y se cierra igual. Ademas de que se convierte en un canal con flujo casi

unidireccional en direccién entrante.

7.2 PAPEL DE LOS RESIDUOS DEL PRIMERA ASA INTRACELULAR EN LA ACTIVACION POR
VOLTAJE: COMUNICACION BIDIRECCIONAL CON EL SITIO DE UNION A CAZ*,

La dependencia intrinseca con el Vm de TMEM16A ha sido materia de estudio por
varios grupos (119, 157, 158). Uno de los focos de atencién ha sido el papel que
juegan los residuos del primer asa intracelular. De todos los residuos que forman el
asa, los residuos “*EEEEEAVK*! han recibido méas atencién ya que forman un
segmento cargado negativamente y contiene el segmento de empalme C que esta
involucrado tanto en la regulacién intrinseca con el Vm como en el acople dual de
activacion por Vm y Ca?*. Algo interesante, es que fisiolégicamente existe la
isoforma del canal que no tiene el segmento EAVK. Esta isoforma se expresa
principalmente en cerebro y en masculo esquelético en donde podria participar en

la regulacién de la actividad eléctrica.

En este trabajo se reevalu6 el papel de todos estos residuos de una manera
sistematica mediante delecion completa o parcial de EAVK, deleciones acumuladas
de los acidos glutamicos y mutaciones que cambian la carga de negativo a positivo.
La eliminaciéon completa de los residuos EAVK sin afectar los sitios de unién a Ca?*
no favorece la activacion por Vm, al contrario, observamos que la activacion es casi
imperceptible, ademas modifica la sensibilidad a Ca?*. Inesperadamente, cuando
en el canal sin EAVK y se mutan los acidos glutamicos E702 y E705 a glutaminas,
la actividad del canal incrementa aproximadamente 6 veces. Esto sugiere que el
segmento de empalme alternativo C y los sitios de unién a Ca?* podrian interactuar.

Se pueden proponer los siguientes escenarios:

1. Que el segmento C actle sobre el sitio de unién a Ca?* con un tipo de

modulacion a larga distancia.
2. Que el sitio de unién a Ca?* module la regién del segmento C.

3. Que haya algun tipo de comunicacion bidireccional que permita que ambos

se modulen a distancia.
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Debido a que al eliminar al segmento C, la sensibilidad a Ca?* y al Vm se ven
alteradas, es posible que el primer caso es el relevante (49, 158). Sin embargo, el
hecho que al mutar el sitio de unién a Ca?* se incremente la activacién del canal,
sugiere que hay una comunicacién bidireccional. Esto propone que cuando el sitio
de unién a Ca?" esta vacio, se favorece la apertura del canal por Vm. Por el
contrario, cuando el Ca?* esta unido, la activaciéon por Vm se disminuye. Esto explica
por qué el canal en condiciones de muy bajo Ca?", tiene una rectificacion
pronunciada que se acentla aln mas en ausencia de Ca?*. De acuerdo con esta
idea, esta el hecho que en ausencia de Ca?* la mutante TMEM16A-E702Q-E705Q
no induce el mismo comportamiento comparado con la mutante TMEM16A-E702Q-
E705Q-AEAVK ya que la primera mutante tiene una activaciéon 10 veces menor.
Esta mutante tiene el segmento EAVK. Esto indica que el Vm induce un re-arreglo
conformacional que lleva a una mayor apertura del canal que requiere la
participacion de los sitios de unién a Ca?*y de los residuos EAVK. Una posibilidad
podria ser que esta region este participando como un sitio transitorio de
almacenamiento de Ca?*, como se ha reportado para otras regiones de la proteina.
Por ejemplo, se ha demostrado que la sensibilidad por Ca?* disminuye
dramaticamente al eliminar los aminoacidos 285-297 ubicados en el N-terminal
(146). En este sentido, los cuatro acidos glutamicos que anteceden el segmento
EAVK podrian funcionar como reservorio transitorio de Ca?*, aunque no seria el

Unico medio por el cual el canal pueda tener acceso a Ca?*.

En este trabajo se construyé la mutacion y eliminacién de estos residuo. Como
resultado no se observé alguna alteracion en la activacion por Vm. En caso de que
participaran en algun proceso moderatorio quiza podria ser en la modulacion en el
pegado de Ca?*. Datos experimentales del 2011 por Xiao et al. muestran que al
mutar estos residuos por Ala la pendiente de la relacion Vos- [Ca?*] se redujo 3
veces, y esta reduccion puede deberse a cualquiera de las siguientes razones: a)
reduccion en la afinidad por Ca?* o b) disminucién en la estabilidad del estado
abierto por Ca?*. Es posible que este segmento “*EEEEE**® participa mas en la
modulacion de la activacion por Ca?* que en la activaciéon solo por Vm en ausencia
de Ca?*.
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Otro resultado que apoya el papel del segmento EAVK en la modulacion de la
activacion por Vm es el analisis de las mutantes 1641A y Q645A ubicadas en el poro.
Estas mutantes se activan por Vm. Cuando se elimina el segmento EAVK se reduce

notablemente la actividad del canal.

Aun quedan abiertas las preguntas ¢Cual es el mecanismo mediante el cual los
residuos EAVK regulan la activacion de TMEM16A? Mas trabajo experimental es
necesario para entender como este primer asa intracelular modula la activacion por
Vm, asi como la sensibilidad a Ca?*. ¢Y cudal es el mecanismo de accién sobre el

sitio de pegado de Ca?*, de tal manera que altera la sensibilidad a Ca?*?

7.3 PROTONACION DEPENDIENTE DE VM PERMITE LA ACTIVACION DE TMEM16A POR
VOLTAJE EN AUSENCIA DE CAZ* INTRACELULAR.

La activacion de TMEM16A en ausencia de Ca?* se puede llevar a cabo por fuertes
despolarizaciones, una elevacion en la temperatura, mutacion en los residuos 1637
y Q645 en la sexta hélice transmembranal en la isoforma ac, y eliminar el segmento
EAVK en la primera asa intracelular (27, 34, 119, 158).

Dado que la acidificacion intracelular reduce la activacion de TMEM16A debido a
que el H* compite con el Ca?* por el sitio de alta afinidad para Ca?* localizado dentro
del campo eléctrico, se propuso la hipétesis que TMEM16A podria activarse debido
a la protonacion dependiente de Vm del sitio de pegado de Ca?*. Esto es justo lo
gue se encontrd: la dependencia con el Vm es debida a la protonacién dependiente
de Vm del sitio de pegado de Ca?*. Conforme se acidifica el lado citosélico, se activa
TMEM16A por Vm y resulta en una lcivm grande. Esta corriente es rectificante
saliente y carece de cinética.

La constante de equilibrio de la reaccién de protonacién es dependiente de Vmy la
probabilidad de apertura bajo condiciones acidicas incrementa. Esto sugiere
fuertemente que el efecto de los protones intracelulares es directo sobre el canal.
Este efecto, la potenciacion inducida por la acidificacion citosolica se reduce
después de mutar los residuos Glu y Asp en el sitio de unién de Ca?*. Esto sugiere

gue el H* titula estos residuos.
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No obstante, en el canal TMEM16A cuyos residuos que forman el sitio de union de
Ca?* se cambiaron por glutaminas (TMEM16A-5M), la acidificacién intracelular atn
potencia la activacion del canal, aunque en este caso el efecto fue independiente
del Vm. El pKa estimado para esta activacién secundaria esta entre 4.5y 6 y sugiere
la protonacién de residuos His y probablemente Asp localizados en el lado citosélico
de la proteina. Estos datos son consistentes con el mecanismo de activacion

propuesto en la Figura 7-1.

Canal conductivo

Membrana

‘&;ﬁ Sitio de pegado

/N." ¥ s de Ca**

Aminodacidos con carga negativa Aminacidos protonados
Protonacién independiente de Vm Protonacién dependiente de Vm Activacion dependiente de Vm

Figura 7-1 Representacion esquemaética del mecanismo de activacion por protonacidon dependiente

e independiente de Vm. Cian = canal, rojo = residuos acidicos intracelulares no protonados, azul =

residuos acidicos intracelulares protonados, gris = membrana plasmética. La estructura 50YB en

presencia de Ca?* fue modificada de (113) (Descrito en el texto principal)
Proponemos que la activacion del canal en presencia de protones sucede en tres
etapas. La primera es una protonacion independiente del Vm mientras que la
segunda una protonacion dependiente de Vm. Y finalmente el canal para abrirse
pasa por una tercera etapa que es también dependiente del Vm. El H* intracelular
interactta con los residuos acidicos (en rojo en la Figura 7-1) localizados en el lado
citosolico de la proteina TMEM16A (en cian en el esquema, embebida en la
membrana en gris). Algunos de estos residuos se encuentran fuera del campo
eléctrico mientras que los residuos del sitio de unién a Ca?* se encuentran dentro
del campo eléctrico. Al inicio del experimento, el H* podra interaccionar con los
residuos acidicos citosolicos de manera independiente de Vm (K; = B;/a;). Al
momento de aplicar el protocolo de estimulos, se aplicaron pulsos de Vm
despolarizantes que vuelven positiva la cara intracelular de la membrana. Esto

impulsa a los H* para que se muevan hacia la membrana donde se encuentra el
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canal y donde pueden interactuar con los residuos acidicos del sitio de unién de
Ca?* (K, = B,/a,). Esto constituye la etapa dependiente del Vm. Una vez que estos
residuos son protonados (Figura 7-1, en azul marino), el canal llega al estado
conductivo a través de una transicion dependiente de Vm (K3 = f3/a3) y genera

lcivm.

Este mecanismo explica como surge la interaccion entre el H* y el canal. Es evidente
que la region citosolica de la proteina siempre estara en contacto con los H*
intracelulares de tal forma que llegar al estado protonado independiente de Vm debe
ser facil.

Es importante mencionar que ocurre lo mismo con el Ca?*. Sin embargo, el Ca?*
tiene mayor afinidad que el H* por el sitio. Asi que ante un incremento de la
concentracion de Ca?* intracelular, el Ca?* se unird preferentemente al canal,
activandolo. En condiciones de ausencia de Ca?*, con una concentracion fisiol6gica
de H*, cambios en el potencial impulsarian al protén a unirse al canal y activarlo,
aungue esta activaciéon es muy reducida, sin embargo, esta activacion incrementa

ante un aumento en la concentracion de H* intracelular.

El efecto del H* intracelular observado en TMEM16A es comparable con lo descrito
en los canales de potasio hSLO1 (Canal de potasio de gran conductancia activado
por Vm y Ca?*) o también conocidos como BK (7). Ambos canales son activados en
ausencia de Ca?* intracelular por acidificacién y en ambos casos el blanco del H* es
el sitio de unién de Ca?* . Es interesante que en los canales BK el blanco del H*
intracelular son dos residuos de His, asi como un Asp localizados en el dominio
RCK1 (dominio regulador de la conductancia de potasio localizado en la region
intracelular). Al mutar las His se abate la activacion debida al H*. De acuerdo con
esto, la constante de equilibrio de protonacion en los canales BK tiene un pKa cerca
de 6.5 a +100 mV y muestra dependencia con el Vm disminuida (7). En TMEM16A,
el H* lo activa por mecanismos dependientes e independientes de Vm. El valor de
pKa independiente de Vm es de 5.0 a +100 mV el cual puede sugerir la titulacion de

residuos como Glu, Cys o His como en el caso de los canales BK.
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Se ha propuesto que la activacién completa de TMEM16A por Ca?* intracelular se
lleva a cabo en dos pasos. Primero, al unirse el Ca?" neutraliza el potencial
electrostatico generado por los residuos acidos del sitio de pegado de Ca?*.
Segundo, después de unirse el Ca?" induce el movimiento de la hélice
transmembranal 6 (TM6) desde la hélice 4 en direccion a la TM8 (91). Este proceso
parece ser asistido por fosfatidilinositol 4,5 difosfato (4, 42, 148). La importancia de
la neutralizacion del potencial electrostatico por Ca?* esta ilustrado en la mutante
TMEM16A-G644P. En esta mutante, se sugiere que la hélice TM6 estd en la
posicion “abierta” pero el potencial electrostatico esta intacto debido a que no hay
Ca?*. En estas condiciones, la corriente generada muestra una fuerte rectificacion
saliente que se elimina a medida que se incrementa la concentracion de Ca?*
intracelular (91). Es decir, el potencial electrostatico genera una barrera al
movimiento de los aniones permeantes. Sin embargo, se ha propuesto que esta
barrera impide la salida de los aniones, pero no la entrada. En este trabajo se
mutaron cinco de los residuos acidicos del sitio de unién a Ca?* a glutamina
(TMEM16A-5M). En este caso, debido a que todas las cargas estan neutralizadas,
el potencial electrostatico también ha sido neutralizado. Sin embargo, la corriente
activada por Vm muestra una fuerte rectificacion saliente. Esto sugiere que
neutralizar el potencial electrostatico no es suficiente para eliminar la rectificacion.
Esta idea también se apoya por la fuerte rectificaciéon saliente observada bajo
condiciones intracelulares acidicas, en las cuales se elimina parcialmente el

potencial electrostatico.

Un dato importante es que las corrientes generadas por las mutantes 1641A o
Q645A muestran curso temporal y tienen corrientes de cola aun en ausencia de
Ca?*. Sin embargo, al remover a EAVK, el curso temporal y las corrientes de colas
se eliminan y el canal es un rectificador saliente fuerte. Este dato también sugiere
que el potencial electrostatico debido a las cargas negativas del sitio de unién a Ca?*
no es el Unico que participa en la rectificacion. Otra posible explicacién es que en la
mutante TMEM16A-5M, TM6 puede mantenerse unido a TM4 impidiendo el flujo de
iones desde dentro de la célula hacia afuera y esto puede producir la rectificacion
observada.
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7.4 IMPORTANCIA FISIOLOGICA

Aunque aun no podemos describir cual es la consecuencia fisiologica de la
regulacion de TMEM16A por H*, esta regulacion podria participar en diversos
procesos celulares. La activacion de TMEM16A por Vm en ausencia de Ca?* ocurre
en menos de 1 ms. Este valor esta dentro de la escala de tiempo del potencial de
accion de células excitables. La rapida activacion de TMEM16A puede regular la
actividad eléctrica al inducir despolarizacion en la membrana o bien al acelerar la
repolarizacién en el potencial de accion. Esto se ha observado en neuronas del
ganglio de laraiz dorsal, en neuronas colinérgicas de la habénula media y en células
del muasculo (25, 69). Por lo tanto, la activacion de TMEM16A permite a las neuronas
responder al estimulo térmico, controlar el comportamiento relacionado con la
ansiedad y aumentar la frecuencia de los potenciales de accion en las células del
musculo esquelético del pez cebra (40). Otra posibilidad donde la activacion de
TMEM16A podria ser importante es en cancer. Las células cancerosas sobre
expresan los canales TMEM16A y experimentan un gradiente de pH que facilita la
migracion celular y la progresion del cancer. En estas células el lado extracelular es

acido mientras que el citosol es alcalino y esto favorece la actividad de TMEM16A.
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Capitulo 8

8 CONCLUSIONES

En este trabajo demuestro que el canal de CI- activado por Ca?* intracelular

TMEM16A se activa por Vm en ausencia de Ca?".

El motivo ““EEEEEAVK%! localizado en la primera asa intracelular podria funcionar

como un modulador alostérico cuando el canal se activa por Vm y por Ca?*.

El H* intracelular permite al canal activarse por Vm en ausencia de Ca?* intracelular,
mediante un mecanismo que incluye titulacion independiente de Vm de los residuos
citosolicos y una titulacion Vm-dependiente de los residuos acidos localizados en el

sitio de unién de Ca?*.

Fisiolégicamente el canal se activaria por incrementos en la concentracion de Ca?*,
sin embargo, en condiciones donde la concentracion interna de Ca?* es muy baja,
el canal podria activarse por Vm, en donde tienen un participacion muy importante
los H* cuya concentracion no cambia en condiciones fisioldgicas en la célula. No
podemos decir cual de los dos iones (Ca?* o H*) es mejor para activar al canal
debido a que las condiciones en las que cada uno actia son diferentes, esto es en

condiciones fisiolégicas no hay competencia entre estos.
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Capitulo 9

9 TRABAJO A FUTURO

El mecanismo de regulacion del segmento EAVK en la activacion de TMEM16A por
Ca?* y Vm no ha sido descrito. En este trabajo se ha propuesto que hay
comunicacion bidireccional entre el segmento EAVK vy el sitio de pegado de Ca?*,
sin embargo, espacialmente ambas regiones no estan cerca una de la otra como
para generar interacciones. ¢Coémo el segmento EAVK modula la activacion por
Ca?*y por Vm de TMEM16A?

Para intentar dar respuesta a esta pregunta proponemos evaluar el papel del

[{Ppg )

segmento “c” en diversas isoformas, asi como evaluar mutantes de EAVK y otras
regiones involucradas en la activacion por Ca?* y por H* que nos permitan analizar
con detalle la modulacion. Un ejemplo de estas mutantes es la 1641A sobre la

isoforma a y la isoforma ac del canal TMEM16A.
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11 APENDICE A

Alineamiento de TMEM16A y TMEM16B
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Se alinean las secuencias tanto de humano (h) como de raton (m) para cada una de las
proteinas TMEM16A y TMEM16B. Se uso el software T-Coffee
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