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Resumen

Participacion del Sitio de Union a Calcio en la Selectividad Aniénica del
Canal de Cloruro Activado por Calcio TMEM16A

TMEM16A es una proteina canal de cloruro (CI') activado por incrementos en
el calcio (Ca?*) intracelular que se encuentra en las membranas bioldgicas. La salida
del ion CI- a través de TMEM16A regula la secrecion de fluidos epiteliales,
contraccion del musculo liso y sensibilidad al dolor por calor, entre otros procesos
bioldgicos. El canal es un homodimero. Cada mondmero tiene un poro para el paso
de los iones. El canal cuenta con un sitio de union a Ca?* adyacente al poro. El sitio
de unién esta formado por las cadenas laterales de E654, E702, E705, E734 y D738.
En cada sitio de unién se unen dos iones Ca?*.

A pesar de que una de las propiedades fundamentales de los canales idnicos
es su capacidad para seleccionar al ion que atraviesa por el poro, TMEM16A
presenta una selectividad idnica baja. Estudios variados han identificado la siguiente
secuencia de selectividad: tiocianato (SCN-) > nitrato (NO3") > ioduro (I") > bromuro
(Br) > CI > fluoruro. Sin embargo, se desconocen los elementos de la proteina
involucrados en la seleccion del ion CI. El objetivo de mi trabajo de tesis es
determinar si la naturaleza quimica del sitio de union a Ca?* participa en el proceso
de selectividad anionica en el canal TMEM16A. Usualmente, la selectividad ionica
se establece usando la permeabilidad del ion en el poro. El ordenamiento de mayor
a menor de la permeabilidad define la secuencia de selectividad. Para determinar si
el sitio de unién a Ca?* participa en la seleccion del anion permeante, registré la
corriente eléctrica que fluye a través del canal TMEM16A silvestre y de los canales
con el sitio de unién a Ca?* mutado (mutantes E702Q, E705Q y E702Q/E705Q)
usando la técnica de fijacién del voltaje mediante Patch-clamp en configuracion de
célula completa. Realicé los experimentos con diferentes soluciones extracelulares
conteniendo uno de los siguientes aniones principales: SCN-, NOs, I, Br, Cl o

Glutamato. A partir de las medidas del potencial de inversion determiné la
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permeabilidad para estos aniones relativa a la permeabilidad del ion Cl-. Mis datos
muestran que la selectividad aniénica del canal TMEM16A silvestre es SCN-> NOsz"
> |- > Br > CI' > Glutamato, mientras que la selectividad de las mutantes E702Q y
E705Q es I = SCN- > NOs = Br > CI > Glutamato y I = NOs” = Br = SCN-> CI- >
Glutamato, respectivamente.

Estos resultados muestran que la secuencia de selectividad de las mutantes
E702Q y E705Q es diferente a la del canal silvestre, por lo que se concluye que los
residuos que forman el sitio de union a Ca?* participan en la selectividad anionica
de TMEM16A.

Palabras clave: TMEM16A, permeabilidad, canal idnico.
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Abstract

Role of the Calcium Binding Site on the Anionic Selectivity of Calcium-
Activated Chloride Channel TMEM16A

The calcium-activated chloride (Cl") channel TMEM16A has been associated
with epithelial fluid secretion, smooth muscle contraction, and heat pain sensibility.
TMEM16A is a homodimer with two pores, one in each monomer. Each pore function
serves as permeation pathway for ions. TMEM16A has two identical Ca?* binding
sites, one in each monomer, located adjacent to the permeation pathway and near
the intracellular side. The Ca?* binding site is formed by the side chains of E654,
E702, E705, E734, and D738. Two Ca?* ions are bound to each site in a voltage-
dependent manner.

A fundamental property of ionic channels is their ability to select among
different ions, a property named ionic selectivity. Typically, ionic selectivity is
reported relative to the physiological permeant ion. Hence, relative to chloride,
TMEM16A has low ionic selectivity for other anions. Various studies agree about the
selectivity sequence of TMEM16A: thiocyanate (SCN-) > nitrate (NO3z") > iodide (I") >
bromide (Br) > CI- > fluoride. However, it is unknown the element or domains
involved in anion selection.

The aim of my thesis is to determine whether the chemical nature of the Ca?*
binding site plays a role in anion selectivity by the TMEM16A channel.
Experimentally, the ionic selectivity is quantitated by the permeability ratio
(Permeability of anion X/ Permeability of ClI) at the pore calculated using the
reversal potentials and the Goldman-Hodgkin-Katz equation. The arrangement of
permeability ratios from high to low values defines the selectivity sequence. To
determine if de Ca?* binding site participates in the ionic selectivity | registered the
current flowing through the wild type TMEM16A channel and through channels with
the Ca?* binding site muted (E702Q, E705Q, and E702Q / E705Q mutants). | used
the “patch-clamp” technique in whole-cell configuration to record the macroscopic

currents. | recorded the channel activity exposed to different extracellular solutions
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containing different anions SCN- or NOs, or I, or Br, or CI, or Glutamate. First, |
recorded the current in the present of CI- in the bath and then replaced 100% of CI-
with a given test anion X and recorded again the currents from the same cell. With
the resulting currents, | constructed current versus voltage curves to determine the
reversal potential in the presence of Cl- and in the presence of anion X-. Then, |
calculated the reversal potential shifts to determine the permeability ratios used to
determine anion selective sequence. My results show: the anionic selectivity of WT
TMEM16A channel is SCN- > NOs™ > I > Br > CI > Glutamate while the sequence
for E702Q is I' = SCN-> NOs™ = Br > CI- > Glutamate, and for E705Q is I" = NOs™ =
Br = SCN- > CI > Glutamate. The double mutant E702Q/E705Q displayed no SCN-
selectivity. To determine whether the anion radius or the hydration energy were
involved in anion selection, | plotted the permeability ratios against anion radius or
hydration energy. The analysis indicated that size of the anion was less critical for
anion selection. In contrast, altering the Ca?* binding site seems to alter the way the
permeation pathway “dehydrates” the permeant anion.

In conclusion, the permeability sequences obtained for the E702Q and E705Q
mutants are different from that of wild type TMEM16A, therefore the residues of Ca?*

binding site participate in TMEM16A anionic selectivity.

Keywords: TMEM16A, permeability, ionic channel.
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Introduccion

Los canales de cloruro (CI) activados por calcio (Ca?*) intracelular se
describieron por primera vez en ovocitos de Xenopus laevis (Miledi et al., 1982). En
estas células los canales se activan durante la fertilizacion al aumentar la
concentracion de Ca?*, esto causa la despolarizacién de la membrana para asi
prevenir la poliespermia (Kuruma & Hartzell, 1999). Los canales de CI- activados por
Ca?* también se han descrito en foto receptores de salamandra (Bader et al., 1982),
células acinares de la glandula parétida de rata (Arreola et al., 1996; Pérez-Cornejo
et al., 2004), neuronas sensoriales olfativas de raton (Sagheddu et al., 2010),
neuronas de ganglios de la raiz dorsal (Cho et al., 2012) y miocitos cardiacos
(Zygmunt., 1994).

La magnitud de las corrientes eléctricas que se generan cuando el ion CI
fluye a través del canal activado por Ca?* dependen de la concentracion del Ca?*
intracelular y de voltajes positivos o0 despolarizaciones. Se ha observado que a
concentraciones <1 yM de Ca?* intracelular la corriente en funcion del voltaje es una
curva asimétrica, es decir rectificante, que toma cierto tiempo en ser establecida
(Fig. 1). En contraste, en condiciones de alta concentracion de Ca?*, (>1 uM de
Ca?*) la corriente de TMEM16A se establece mas rapido (Arreola et al., 1996; Xiao
et al., 2011). Por otra parte, a concentraciones <1 uM de Ca?* la activacion se
favorece por despolarizaciones y la desactivacion por hiperpolarizacion. En
condiciones de altas concentraciones de Ca?* disminuye la dependencia de la
activacién al voltaje, hasta el punto en que el canal permanece abierto a todos los
voltajes de membrana (Xiao et al., 2011).

Una de las propiedades fundamentales de los canales i6nicos es su
capacidad para discriminar entre los distintos iones que pueden pasar a través de
la via de permeaciéon. A esta propiedad se le conoce como selectividad idnica. La
habilidad que tiene el poro para llevar a cabo la seleccion i6nica depende de la
naturaleza quimica de las cadenas laterales de los aminoacidos que componen el

poro. Ademas, propiedades fisicoquimicas de los iones tales como el tamafo de los
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iones, la densidad de carga, y la energia de hidratacién también juegan un papel

importante en determinar la selectividad i6nica.
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Fig. 1. Activacion del canal TMEM16A por calcio y voltaje

a) Corrientes de CI a través del canal TMEM16A transfectado en células Hek 293. Se
muestra el protocolo de voltaje al que se sometieron a las células, asi como la

concentracion de Ca?* intracelular para cada caso (Xiao et al., 2011).

b) Relacion entre las corrientes de CI activadas por diferentes [Ca®'] y el voltaje en
células IMCD-K2 de rifién de ratén. Los registros se realizaron con rampas de voltaje
de -100 mV a +100 mV (Qu et al., 2003).

En este trabajo estudié la participacion del sitio de unién a Ca?* en la
selectividad ionica del canal de CI- activado por Ca?*, cambiando de manera
conservada dos aminoacidos esenciales del sitio. Después, desarrollé un modelo
en el que incorporo el papel del radio i6nico y la energia de hidratacién para
entender el proceso de selectividad idnica de un canal de Cl- en términos

fisicoquimicos.
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El canal de cloruro activado por calcio
intracelular TMEM16A

Clonacioén y estudio de TMEM16A

TMEM16A (proteina transmembranal 16) fue renombrada ANOCTAMINA 1,
este nombre proviene de que se predijo como un canal anionico de 8 dominios
transmembranales (Yang et al., 2008). Posteriores estudios mostraron que son 10
dominios transmembranales (Yu et al., 2012; Paulino et al., 2017b), ademas no esta
totalmente probado que toda la familia corresponde a la descripcion de canales
anionicos (Suzuki et al., 2010; Suzuki et al., 2013; Gyobu et al., 2016). Por estas

razones se prefiere llamarle TMEM16A.

l PPFIA1
‘ EMS1

V FADD

lFLJ'I 0261

¥ ccnpi
A oRraovi
A FGF19
A FGFa

A rcr3

Cromosoma humano 11913

Fig. 2. Locus CCND1-EMS1 en el cromosoma humano 11q13

Mapa fisico del locus CCND1-EMS1 en el cromosoma humano 11913 donde se localiza
TMEM16A (identificado como FLJ10261 en rojo). La barra horizontal esquematiza una
region del cromosoma humano 11q13, el lado izquierdo esta en direcciéon centromérica y el
lado derecho en direccion teromérica. Los genes entre el locus CCND1-EMS1 estan

representados como flechas (Katoh & Katoh, 2003).

El gen ANOT fue identificado como FLJ10261 en el locus CCND1-EMS1 en
el cromosoma 11913 de humano (Fig. 2) (Katoh & Katoh, 2003). ANO1 (abcd)
codifica para una proteina de 1002 aminoacidos (Ferrera et al., 2010) denominada
ANOCTAMINA 1, o TMEM16A. Sin embargo, este gen en el humano tiene 4

segmentos de corte y empalme (splicing) alternativo: a, b, ¢ y d. El segmento a es
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de 116 aminoacidos, el b es de 22 aminoacidos, el segmento ¢ es de 4 aminoacidos
y el d es de 26 (Caputo et al., 2008; Ferrera et al., 2009; O'Driscoll et al., 2011). Los
segmentos a y b se localizan en la region amino terminal de la proteina, mientras
que los segmentos ¢ y d en la primera asa intracelular (Fig. 3) (Ferrera et al., 2009;
Xiao et al., 2011). Estos segmentos de empalme alternativo dan origen a diferentes
isoformas por el uso de promotores diferentes o la combinacién por corte y empalme
(Caputo et al., 2008; Ferrera et al., 2009; O'Driscoll et al., 2011). Las isoformas o
variantes producen un canal funcional con propiedades distintas (Ferrera et al.,
2009; Xiao et al., 2011).

GSS:

Fig. 3. Mapa topolégico de TMEM16A

Mapa topologico de TMEM16A basado en la estructura de cristal de TMEM16a por crio-
microscopia electrénica. En la topologia se observan los 10 dominios transmembranales
representados como cilindros (Paulino et al., 2017b). Los cuadrilateros azules y verde
sefialados como a, b, ¢ y d representan los segmentos de corte y empalme alternativo

(Ferrera et al., 2009; Xiao et al., 2011). Los circulos verdes representan los residuos del
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sitio de pegado de Ca?'(Dang et al., 2017; Tien et al., 2014; Yu et al., 2012), mientras que

la numeracion de estos indica la posicion del residuo en la variante ac.

Fig. 4. Arbol filogenético de la familia TUEM16

Arbol filogenético de la familia TMEM16/ANOCTAMINA realizado a partir de 1650
secuencias en Uniprot. Las etiquetas indican la proteina y el tipo de organismos, todos estos
organismos son eucariotas. Los 10 miembros TMEM16 estan indicados en color café
obscuro; TMEM16A se encuentra en la parte superior-derecha. En el centro del arbol se
encuentra la escala de distancia, que representa el numero de diferencias entre las
secuencias (0.13=13%) (Whitlock & Hartzell, 2016).
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TMEM16A pertenece a la familia TMEM16, cuyas proteinas se encuentran
en muchos organismos eucariotas (Fig. 4) (Whitlock et al., 2015). Mediante analisis
inmunohistoquimicos, se ha identificado la expresion de TMEM16A en: pulmodn,
células epiteliales, células alveolares, células acinares pancreaticas, células de
epitelio y tubulos renales, capa celular de la retina, glandulas submandibulares,

células acinares de membrana apical (Yang et al., 2008).

Funciones fisiolégicas

La clonacion de TMEM16A ha permitido implementar estrategias moleculares
para el estudio de TMEM16A. Particularmente la supresion de la expresion tejido-
especifica de TMEM16A hace posible caracterizar su funciéon en un tejido en
especial. Esto es importante puesto que la supresion de la expresion del canal por
completo es letal.

Las funciones fisiolégicas en las que participa TMEM16A son variadas. Van
desde la regulacion de la actividad eléctrica hasta la regulacion de la presion arterial
(Bulley et al., 2012). La Tabla 1 lista funciones que se han demostrado. Como
vemos, el canal participa en la percepcidon del dolor agudo por temperatura en
neuronas sensoriales ya que al incrementar la temperatura se activa el canal lo cual
induce la despolarizacion de las neuronas (Cho et al., 2012). También participa en
la secrecion de saliva dependiente de incrementos en la concentracion de Ca?*
(Yang et al., 2008). En este caso, los canales se encuentran solo en la cara apical
de las células acinares. Entonces cuando el canal se activa, el Cl- sale por la cara
apical. Esto permite el arrastre de agua y sodio los cuales junto con el CI- forman la
saliva primaria. Faria y colaboradores (2014) encontraron la expresion de dicho
canal en el tubulo proximal del epitelio de rifidn, tanto en ratones y humanos.
Observaron que ratones a los que les suprimieron la expresion de TMEM16A en el
tubulo proximal del epitelio de rifidn desarrollaron proteinuria. La secrecién de CI-
por TMEM16A es importante en los tubulos renales para la secrecion de H+ ya que
permite la asimilacion de HCO3™ (Huang et al., 2009). Caputo y colaboradores (2008)

confirmaron que en células del epitelio bronquial TMEM16A es necesario para la
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secrecion de Cl, sobre todo en condiciones patolégicas (Caci et al., 2015). Se ha
sospechado que TMEM16A puede servir como una alternativa a los canales CFTR
para la secrecion de CI-. Esto seria muy util para la hidratacién de las vias aéreas
superiores de pacientes que padecen fibrosis quistica, por lo que es necesario
investigar maneras de encender a TMEM16A (Huang et al., 2009; Huang et al.,
2012; Scudieri et al., 2012).

Tabla 1. Funciones fisiolégicas de TMEM16A

Célula

Funcion

Referencia

Neuronas de ganglios de la
raiz dorsal

Sensibilidad al calor nocivo

(Cho et al., 2012)

Células B

Regulacién de la secrecién
de insulina

(Edlund et al., 2014)

Células del tubulo proximal
del epitelio de rifidn

Secrecion de Cl en el
proceso de asimilacion de
HCOgs

(Faria et al., 2014)

Células del epitelio
bronquial

Secrecion de CI sobre todo
en condiciones patoldgicas

(Caputo et al., 2008; Caci
et al., 2015)

Células de musculo liso
vascular

Regulacion de la presion
arterial

(Wang et al., 2015)

Células basales del
musculo liso

Regulacion de la
proliferacion celular

(Wang et al., 2012)

Ovocito de Xenopus

Bloqueo de polispermia

(Kuruma & Hartzell, 1999)

Miocitos cardiacos

Contraccion de los miocitos
cardiacos

(Zygmunt., 1994).

Células del epitelio de vias
respiratorias

Mecanismo de proteccion
contra microorganismos

(huang et al., 2009; Huang
et al., 2012; Scudieri et al.,
2012)

Células del epitelio
bronquial

Secreciodn de electrolitos

(Caputo et al 2008)

Células de musculo liso de
la arteria cerebral

Regulacion de la presién
arterial

(Bulley et al., 2012)
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Células intestinales de
Cajal

Contraccion de musculo
liso del estdbmago

(Huang et al., 2009; Hwang
et al., 2009)

Pericitos de arteriolas
pequeias de cerebro y
retina

Regulacion de la
contraccion

(Heinze et al., 2014)

Células basales del
musculo liso

Regulacion de la
proliferaciéon inducida por

(Wang et al., 2012)

angiotensina

TMEM16A se expresa en musculo liso; por ejemplo, en células de musculo
liso de arteria, en donde participa en la regulacién de la presion arterial (Wang et
al., 2015). Wang y colaboradores (2012) analizaron células de musculo liso de
arteria cerebral de rata y probaron la expresion de TMEM16A. En el mismo tipo de
células de rata, pero con hipertension arterial, la densidad de corriente de TMEM16A
fue mas pequena que las que se generan en células sanas. Por otro lado, al inhibir
la expresion de TMEM16A con siRNA identificaron que la inhibicion promueve la
proliferacion celular inducida por Angiotensina Il. En resumen, la regulacion
negativa de TMEM16A esta involucrada en el remodelamiento cerebrovascular que
sufren las arterias durante el desarrollo de la hipertensién. Se ha confirmado
también que TMEM16A se expresa en musculo liso del tracto gastrointestinal,
especificamente en las células intestinales de Cajal (Yang et al., 2008; Huang et al
2009; Ferrera et al., 2010). Huang y colaboradores (2009) estudiaron este canal en
estobmago de raton de 3 dias de nacido al que previamente se le inactivo el gen
TMEM16A. Observaron que la frecuencia y amplitud de las ondas que coordinan la
ritmicidad de las contracciones se redujo en el tejido que no expresa TMEM16A
respecto al control silvestre. La conclusion es que TMEM16A se involucra en la

ritmicidad del tracto gastrointestinal.

Mecanismo de activacion

El canal TMEM16A se activa por Ca?*, por lo que se incluye en el grupo de
canales de CI- activados por Ca?* (Yang et al., 2008; Xiao et al., 2011; Ni et al.,
2014). La activacion por Ca?* es dependiente del voltaje. En efecto, el canal se

activa lentamente cuando la membrana se despolariza de un potencial de
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membrana negativo a valores mas positivos. De forma similar, el canal se desactiva
cuando disminuye el potencial de membrana hacia valores cada vez mas negativos.
Este comportamiento es dado acorde a la concentraciéon de Ca?* intracelular. A
bajas concentraciones de Ca?* (<1uM) la activacion del canal es dificultosa y
requiere potenciales de membrana mas positivos. A su vez, concentraciones
mayores de Ca?* (>1uM) el canal se activa a potenciales de membrana menos
positivos que en el caso anterior. Asi, con concentraciones de Ca?* muy altas
(>20uM) el canal puede llegar a activarse a todos los potenciales de membrana.

Para activar TMEM16A en células Hek 293, la concentracion requerida de
Ca?* para producir el 50% del efecto maximo (ECso) fue de 2.6 yM de a -60 mV y
de 0.4 uM a +60 mV (Yang et al., 2008). El canal también puede activarse por otros
cationes de naturaleza divalente como son Ba?*, Sr?* y Ni? pero no por Mg?* (Xiao
et al., 2011; Ni et al., 2014). Han et al., (2016) reportaron que la ECso fue 9 + 0.27
uM de Sr?* a +80 mV. Se ha demostrado también que TMEM16A puede activarse
por voltaje, incluso en ausencia de cationes (Yang et al., 2008; Xiao et al., 2011; Ni
et al., 2014; Segura-Covarrubias et al., 2020).

Canal cerrado A Canal activado (Esquema 1)

=T R

El esquema 1 muestra un modelo sencillo de la activacion del canal. a y B
son las constantes dependientes de Ca?*. Si asumimos que el paso limitante entre
el estado cerrado y el activado es el pegado y despegado de Ca?*, la ECso para Ca?*

se puede calcular como:
(Ecuacion 1)  ECs =§

En caso de que la asociacion del canal con Ca?* no dependiera del voltaje la
ECso debe ser una constante, pero si no es el caso entonces las constantes ay 3

cambiaran con el voltaje.
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La activacion de TMEM16A por voltaje en ausencia de Ca?* es debido a la
protonacién de sus residuos acidos. La propuesta es que iones H* del lado
intracelular interactian con la parte fuera del campo eléctrico del canal. La
protonacién como tal es un evento independiente del voltaje y de la concentracion
de Ca?*. Sin embargo, la despolarizacion provocaria que los iones H* migren dentro
del campo eléctrico. Ya que en el campo eléctrico esta el sitio de uniéon a Ca?*, los
iones H* pueden protonar los residuos E654, E702, E705, E734 y D738. Como
resultado de esta protonacion aumenta la probabilidad de apertura del canal,
entonces el canal llegara al estado conductivo con una transicion dependiente de
voltaje. De esta forma TMEM16A puede activarse por voltaje en ausencia de Ca?*

(Segura-Covarruvias et al., 2020).

Estructura de TMEM16A

La estructura de TMEM16A se conoce ya que se ha determinado mediante
crio-microscopia electrénica. El canal es un homodimero, cada mondmero contiene
10 hélices a (Fig. 5). Cada subunidad tiene un poro de conduccion idnica constituido
por las hélices a3, a4, a5, a6 y a7 para cada subunidad. El poro tiene una longitud
aproximada de 20 A, su estructura es ancha hacia la salida en los vestibulos
extracelular e intracelular y se angosta en la regién del cuello (Fig. 6a). La parte mas
angosta del cuello del poro es de 2.5 A (Paulino et al., 2017b). A pesar de esto,
aniones con diametros mas grandes como son el Cl y el I cuyos diametros son 3.62

Ay 4.4 A, respectivamente, pueden pasar por el poro (Arreola & Hartzell, 2019).
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> Espacio
-\ extracelular

Fig. 5. Estructura de TMEM16A

El canal funcional TMEM16A es un homodimero. Las dos subunidades se muestran en
tonos claros y oscuros del color correspondiente. Cada subunidad se activa de manera
independiente y tiene un poro propio. Las subunidades consisten de 10 hélices a
transmembranales representadas en forma de liston con Ca?* en el sitio de unién (verde) y
sin Ca** (violeta). Ademas de los extremos amino y carboxilo que se localizan en el lado
citosdlico. Las lineas negras representan los limites de la membrana, la linea superior indica
el lado extracelular y la inferior el lado intracelular. Las flechas rojas sefnalan a las esferas

azules que representan iones Ca** (Paulino et al., 2017b).
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Vestibulo
extracelular

Vestibulo
' intracelular

Fig. 6. Estructura del poro de TMEM16A y el sitio de union a calcio

a) Representacion del poro basada en la estructura tridimensional determinada mediante
cryo-EM. La porcion extracelular esta hacia arriba y la intracelular hacia abajo. La malla gris
delinea el contorno del poro a través de una subunidad del canal. Las flechas sirven para
sefialar la localizacién de los iones Ca?*. El poro se encuentra rodeado por las hélices a3,
a4, a5, a6 y a7. Los vestibulos extra e intracelulares son grandes mientras que en el centro

del poro hay un cuello angosto de 2.5 A.

b) Representacion de la estructura del sitio de unién a Ca?* determinada mediante cryo-EM.
Se aprecian las cadenas laterales de los residuos que coordinan a los dos iones Ca**: E654,
E702, E705, E734 y D738. También se muestran los residuos Q646, N650, N651 de la
hélice a6 y N730 de la hélice a8. El color de los residuos corresponde a la hélice a la que

pertenecen. Las esferas azules representan iones Ca®* (Paulino et al., 2017b).

Debido a que el diametro del poro es mas pequefo que el diametro del ion
Cl- y este no podria pasar, se ha dicho que esta estructura determinada por crio-
microscopia representa un poro colapsado. Se ha propuesto que esto se debe a

que el canal fue purificado en altas concentraciones de Ca?*, lo cual induce el
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colapso del poro. Para impedir dicho colapso se ha planteado que el PIP2 pueda
estabilizar el estado abierto del poro (Arreola & Hartzell, 2019).

El sitio de unién a los iones Ca?* se encuentra en el vestibulo intracelular del
poro entre las hélices a6, a7 y a8 de cada subunidad de TMEM16A (Paulino et al.,
2017b). Dos iones Ca?* se unen a 5 cadenas laterales de aminoacidos negativos:
E654, E702, E705, E734 y D738 (Fig. 6b) (Yu et al., 2012; Tien et al., 2014; Paulino
et al., 2017b). El sitio es de alta afinidad y se encuentra a la orilla de la via de
permeacion. Por esta razén fisica, los aniones permeantes podran detectar el
potencial electrostatico generado por cargas ya sean positivas o negativas. Tal es
el caso de las 5 cargas negativas que forman el bolsillo de Ca?*. Cuando el canal
esta cerrado y no tiene Ca?* pegado, el ambiente electrostatico en la region del sitio
es negativo, lo que constituye una barrera electrostatica para el flujo de aniones.
Una manera de abatirlo es neutralizando las cargas. Esto lo hace el Ca?* de manera
efectiva. La posicion de la porcion citoplasmatica de la hélice a6 en el estado
cerrado del canal permite a los iones Ca?* acceder al sitio de unién a Ca?*. La
consecuencia del pegado de Ca?* es doble: por un lado, neutraliza las cargas y por
el otro lado atrae aminoacidos de la hélice a6, lo que provoca un cambio
conformacional que mueve a la hélice a6 hacia las hélices a7 y a8 (Paulino et al.,
2017b). Este ultimo cambio resulta en la formacién de la parte citosélica del poro lo

cual lo lleva a un estado conductivo.

Selectividad lIénica

La permeabilidad se refiere la capacidad de un ion para pasar a través de un
canal (Dawson, 1996). TMEM16A es un canal que permite el paso del ion CI-, sin
embargo, es permeable a otros iones. La secuencia con la cual los aniones pasan
es tiocianato (SCN-) > nitrato (NO3) > ioduro (I') >bromuro (Br) > CI- > fluoruro
(Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008; Qu Z & Hartzell, 2000). En la tabla 2 se
muestran los cocientes de permeabilidad de TMEM16A calculados por diferentes
autores. La secuencia consenso indica que SCN- y luego NOs3 son los mas

permeables, en la tabla 2 se aprecia que estos dos tienen los cocientes de
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permeabilidad mas altos. Esto se podria explicar por las bajas energias de

hidratacion que estos aniones tienen (Xiao et al., 2011).

Tabla 2. Cocientes de permeabilidad de TMEM16A calculados por el cambio

del potencial de inversion para diferentes aniones

Aniones Pérez- Yang et al., Peters et Schroeder et al., 2008
Cornejo et 2008 al., 2015
al., 2004
Células acinares Hek 293T Hek 293T Ovocito de Ovocito de
de la glandula (ex6geno) (exo6geno) Xenopus Ambistoma
pardtida de rata laevis mexicanum
(enddgeno) (enddgeno) (exdgeno)
SCN- 43+04 - 5.6+0.6 93+19 34+1.8
NOs 2.0£0.007 2.20 - - -
I 2.6+0.1 1.85 29+0.2 3.8+0.4 1.9+0.6
Br 1.6 £0.08 1.77 1.5+0.1 2.0+0.1 14+£02
Cr 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
F- 0.3+0.04 0.43 - - -
Glutamato 0.05+0.02 - - - -

La selectividad i6nica de un canal puede obtenerse de la conductividad y la
permeabilidad.

Conductividad iénica: Los coeficientes de conductancia reflejan la habilidad
de union de atravesar el poro de un canal. Se le ha llamado permeabilidad aparente,
ya que ademas de reflejar la facilidad con qué un ion pasa a través de un canal
incluiria la interaccién con otros iones que compiten con el ion de interés. La
conductancia del canal para un ion se mide cuando éste se encuentra en el lado
intracelular y extracelular de la célula, después se vuelve a medir cuando se ha
remplazado ese anién por otro. Los coeficientes de conductancia se calculan a partir
de las relaciones corriente-voltaje determinadas con Cl-y con el anién de prueba.

Permeabilidad iénica: muestra la facilidad con que un ion entra en un canal.
Se refiere a la interaccién de un ion con un canal, sin competir con otros iones. En

términos fisicoquimicos, la permeabilidad (P) es igual al producto del coeficiente de
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particion (B) multiplicado por el coeficiente de difusién del anion en el poro (D) y

dividido entre el grosor de la membrana lipidica (AX).

p=2
AX

(Ecuacion 2)

Como lo muestra la ecuacion, la permeabilidad contiene propiedades
microscopicas de: el coeficiente de particion (se define como la concentracion de
soluto en la solucidon acuosa dividida entre la concentracion de soluto justo dentro
de la membrana), el coeficiente de difusion del anion en el poro, y del grosor de la
membrana lipidica (AX). Sin embargo, determinar los valores absolutos de 8y D no
es posible. Por lo tanto, la permeabilidad i6nica usualmente se expresa en términos
de los cocientes de permeabilidad para cada soluto usando como anion de
referencia al CI~. Estos cocientes se obtienen de forma empirica con los potenciales
de inversion. El potencial de inversion (E;) es el voltaje donde la corriente es 0, es
decir, el voltaje en el que los flujos entrantes son iguales a los salientes.
Experimentalmente, se cambia el ion en el lado extracelular y se mide el E;, mismo
que se usara para calcular el corrimiento en el E, respecto al ion con que se
compara. Este dato se usa en la ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz para obtener
los coeficientes de permeabilidad.

Si bien la selectividad i6nica basada en la conductancia da informacion de la
resistencia que opone el poro al flujo de los iones con dependencia al gradiente
electroquimico. El célculo con la permeabilidad i6nica arroja informacion relevante

acerca del comportamiento de los iones dentro del poro.

29



Antecedentes inmediatos

Debido al interés en dilucidar el mecanismo de activacion del canal

TMEM16A se han estudiado diversas mutantes de residuos especificos de

TMEM16A. Especialmente en la busqueda del sitio de union a Ca?* se realizaron

mutaciones de aminoacidos a lo largo del poro del canal (Yang et al., 2008; Yu et
al., 2012; H. Yang et al., 2012; Tien et al; 2014; Peters et al., 2015; Dang et al.,
2017). Las mutantes en los aminoacidos del sitio de unién a Ca?* mostraron cambios
en la sensibilidad a Ca?* (Fig. 7) (Yu et al., 2012; Tien et al., 2014; Paulino et al.,
2017a). La ECso0 de Ca?* de E702Q es 21.0 yMa +120 mV (Yu et al., 2012) y 30 uM
a +60 mV, mientras que la ECso de E705Q es 2.9 mM a +60 mV (Tien et al., 2014).
La doble mutante E702Q/E705Q también muestra disminucién a la sensibilidad a
Ca?* (Yu et al., 2012; Han et al., 2016), la ECs0 es 26.5 + 3.6 uM a +80 mV (Han et

al., 2016).
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Fig. 7. Sensibilidad a calcio de los canales TMEM16A silvestre y mutantes
E702Q, E705Q y E702Q/E705Q

a) Dependencia de la ECso con el voltaje de TMEM16A silvestre (circulos vacios),

E702Q (circulos rojos) y E705Q (triangulos). La ECs, de Ca?* de TMEM16A silvestre
es 0.94 uM a +120 mV, mientras que para E702Q es 21.0 uM a +120 mV (Yu et al.,
2012) y 30 uM a +60 mV, mientras que la ECso de E705Q es 2.9 mM a +60 mV (Tien

et al,, 2014).



b) Curvas dosis-respuesta de TMEM16A silvestre (negro) y la doble mutante
E702Q/E705Q (rojo) (Han et al., 2016). La ECso de TMEM16A silvestre es 0.53+
0.11 uM mientras que para la doble mutante E702Q/E705Q es 26.5 + 3.6 uM a +80
mV (Han et al., 2016).

Pérez-Cornejo y colaboradores (2004) mostraron que aniones permeantes
regulan la activacion de TMEM16A en células acinares de la glandula parétida de
rata. Registraron dichas células y ajustaron las corrientes generadas en presencia
de CI extracelular a una funcion mono-exponencial. Esto para determinar la
constante de activacién, que describe cuantitativamente los efectos de los
diferentes aniones permeantes en la cinética de activacion. Observaron que en
presencia de SCN-y de NOs™ la constante de activacion fue menor que con CI, lo
que indica que en estos dos casos el canal tarda menos tiempo en activarse.
Observaron también que la constante de desactivacién en presencia SCN-y NOz
fue mayor que con CI, lo que significa que el canal tarda mas tiempo en cerrarse.
Los efectos relativos de aceleracion y desaceleracion inducidos por los aniones
permeantes siguieron la secuencia de selectividad SCN-> |- > NOs > Br > F-.

Después normalizaron los datos a las constantes de activacion y
desactivacion obtenidas en presencia de CI extracelular. Como resultado
encontraron que la cinética de activacion a +94 mV se aceler6 4 veces en presencia
de SCN- y 2 veces en presencia de NOs. En contraste, la constante de
desactivacion a -56 mV se redujo 3 veces en presencia de SCN-y 2 veces en
presencia de NOs. Estos datos estan relacionados linealmente a los cocientes de
permeabilidad. En conclusion, estos datos indican que la selectividad anionica y la
activacion del canal estan intimamente ligados.

Betto y colaboradores (2014) investigaron la dependencia de Ca®* con el
anion permeante en TMEM16B. Midieron las relaciones dosis-respuesta y
encontraron que a +100 mV necesitan menos [Ca?*] intracelular para activar el 50%
de la corriente maxima cuando los aniones externos son mas permeantes que el CI-
. De la misma forma, a +100 mV requirieron mas [Ca?*] cuando los aniones externos

fueron menos permeantes que los iones Cl. Igualmente, la presencia de SCN- de
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forma intracelular aumenta la afinidad aparente por Ca?* en comparacion con Cl-.
De esta forma concluyeron que la activacion de TMEM16B esta modulada por los
aniones permeantes.

Peters y colaboradores (2015) estudiaron la contribucién del Ca?* intracelular
en la selectividad aniénica de TMEM16A. Registraron TMEM16A con CI,, Br, I' y
SCN- en presencia de diferentes concentraciones de Ca?* intracelular: 400 nM, 1.7
MMy 1 mM. En los tres casos se mantuvo la secuencia de permeabilidad SCN-> I
> Br > CI. Sin embargo, notaron que la selectividad de Br, Iy SCN- fue mayor a
400 nM de Ca?*. Por ejemplo, para SCN- el cociente de permeabilidad casi 2 veces
mayor al usar 400 nM de Ca?* que el obtenido con 1.7 uMy 1 mM de Ca?*. El estado
abierto de TMEM16A es mas selectivo a SCN- a bajas concentraciones de Ca?*,
entonces necesita menos [Ca?*] para alcanzar la maxima probabilidad de apertura
a comparacion de cuando permea iones Cl-.

Todo esto nos lleva a suponer que el pegado del Ca?* depende del anién o
que el proceso de permeacion dependera de la ocupacién del sitio de pegado de

Ca?*.
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Planteamiento del problema

Se han identificado segmentos que regulan la dependencia con el voltaje y
con la estructura de TMEM16A se ha establecido el sitio de union a Ca?*, que es
donde Ca?* se une para activar al canal. Esto ha permitido avanzar en el
conocimiento del funcionamiento del canal. Si bien se han identificado mutaciones
del canal que modifican la permeabilidad a iones, actualmente el papel de los iones
permeantes en el proceso de activacion del canal no esta claro.

La permeabilidad ionica ha sido muy estudiada en TMEM16A. Incluso antes
de ser identificado molecularmente se observoé que los aniones mas permeables
que el CI facilitan el proceso de apertura y enlentecen el cierre de los canales de
ClI- activados por Ca?*, los iones CI- estabilizan el pegado del Ca?* en su sitio y que
los iones Ca?* facilitan el paso del anién a través del poro. Esto sugiere que hay una
interaccion bidireccional entre los aniones permeantes y los iones Ca?*.

Actualmente se sabe que el sitio de union a Ca?* esta formado por E654,
E702, E705, E734 y D738 y se posiciona viendo hacia la via de permeacion. Las
evidencias de que E702Q y E705Q reducen la sensibilidad a Ca?* y la relacion entre
la activacion por Ca?* y la permeacién de iones nos llevan a pensar en una posible

participacion de E702 y E705 con la selectividad anionica.
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Objetivos

El objetivo central de mi tesis es determinar si el sitio de union a Ca?* participa

en el mecanismo de seleccidn de aniones en el canal de ClI- TMEM16A, para lo cual

se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1.

Determinar, mediante registros electrofisiologicos, las relaciones corriente
voltaje para los canales silvestres y mutados.

Determinar los Ede las corrientes cambiando el ClI- en el bafio por aniones como
son SCN-, NOg', I, Br y glutamato.

Determinar los cocientes de permeabilidad relativos a la del CI- para cada anion
probado. Con estos valores determinaré la secuencia de selectividad para cada

canal.
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Materiales y métodos

Expresion estable de TMEM16A

La expresion de TMEM16A fue necesaria para estudiar el canal silvestre y
compararlo con los datos de las mutantes. EI ADNc que se utilizé es de TMEM16A
variante ac silvestre de ratén, se cloné en el vector de expresion pIRES2-EGFP
(Clontech, Mountain View, CA, USA). Este vector bi-cistrénico fue transfectado
establemente en células de riidn embrionario humano Hek 293 lo cual induce la
expresion separada del canal y de la proteina verde EGFP. Esto permite estudiar al
canal sin ninguna etiqueta ya que la proteina verde EGFP queda en el citoplasma
de la célula mientras que el canal en la membrana. Estas células fueron mantenidas
en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM alta glucosa, INVITROGEN)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (INVITROGEN), 2mM de L-glutamina
(GIBCO) y 1% de geneticina (GIBCO). Las condiciones de incubacion fueron a
37°C, 95% de O2y 5% de COa.

Expresion transitoria de las mutantes TMEM16A E702Q, TMEM16A
E705Q y TMEM16A E702Q/E705Q

Las mutantes del canal TMEM16A E702Q, E705Q y E702Q/E705Q fueron
clonadas individualmente en el vector de expresion pEGFPn1, que permite la
expresion del canal fusionado con la proteina GFP. Realicé transfecciones
transitorias de los canales mutantes en células Hek 293. En este caso hice los
cultivos en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM alta glucosa,
INVITROGEN) suplementado con 10% de suero fetal bovino (INVITROGEN), 2mM
de L-glutamina (GIBCO) y 1% de gentamicina (GIBCO). Las condiciones de
incubacion fueron las descritas anteriormente.

Para la reaccion de transfeccion usé 0.5 ug del ADNc de interés en 50 ul de
Opti-MEM y 1 ug de lipofectamina 2000 (INVITROGEN) en 35 ul de Opti-MEM. Dejé
incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos y después mezclé el contenido
de los dos tubos, incubé nuevamente a temperatura ambiente 30 minutos. Coloqué
la reaccion de transfeccion en un pozo de cultivo de células Hek 293 con confluencia

de 30%-60% y medio reciente. Cambié el medio del pozo al transcurrir 3 horas.
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Preparacion de las células

La preparacion de las células es para disponer de las células transfectadas y
poder usarlas en los experimentos de fijacion de voltaje.

Aproximadamente después de 15 horas de incubacion ininterrumpida,
despegué las células del pozo en el que las cultivé. Esto lo hice con micropipeta al
tomar y soltar volumen de cultivo repetidamente. Una vez que despegué las células
del pozo, transferi parte del cultivo a un tubo de Eppendorf. En este tubo usé
micropipeta para ocasionar la separacion de las células y conseguir células
aisladas. Ocasionalmente observaba en el microscopio para ver la calidad y estado
de las células.

Después de que identifiqué células aisladas puse una gota de 10-15 pl del
cultivo sobre un cubreobjetos pequefio. Hice o mismo para varios cubreobjetos
dispuestos en una caja Petri. Coloqué las cajas en la incubadora de 10 a 30 minutos
en las condiciones indicadas anteriormente, en este tiempo las células se adhieren
al cubreobjeto. Transcurrido ese tiempo, agregué 1.5 ml de medio de cultivo
suplementado con gentamicina en las cajas Petri. Nuevamente coloqué las cajas en
la incubadora entre 1 y 4 horas. Con posterioridad deposité uno de los cubreobjetos
en la camara de registro que estaba colocada en la platina de un microscopio
invertido (Fig. 8). Esta camara tiene un compartimento que contenia solucion
extracelular y esta aterrizada mediante un puente de agar (3mM KCI hacia un
electrodo de plata clorurada). Las células las observé con luz blanca y seleccioné
células para realizar experimentos de fijacién de voltaje iluminando las células con
luz UV. Aquellas que expresan el canal se ven verde debido a la expresién de la
proteina EGFP.

Ajusté los volumenes y tiempos de incubacién acorde a la confluencia celular

y al tamafo de los cubreobjetos que usé.
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Fig. 8. Configuracion de Patch-clamp

Los componentes son: (1) platina, (2) objetivo, (3) camara de registro, (4) cubreobjetos con
células bafiadas con solucion extracelular en color azul, (5) capilar de vidrio conteniendo la
solucion intracelular y el electrodo de registro, (6) cabeza con el sostenedor del capilar de
vidrio. Se muestran dos bafios, uno con la solucién extracelular donde se coloca el
cubreobjetos con las células y otro mas pequerio donde el electrodo de referencia se
sumerge con solucion de KCI. Estos dos bafios son conectados por un puente de agar que

permite aterrizar el primer bafio. En la parte inferior se representa un microscopio invertido.
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Fijacion del voltaje mediante Patch-clamp

La técnica de fijacion de voltaje es una técnica que permite generar una
diferencia de potencial entre el lado intracelular y el lado extracelular de la
membrana de manera muy precisa. El lado extracelular es la referencia, esto es el
voltaje es cero. Por lo tanto, todos los voltajes que haga referencia en esta tesis
seran los voltajes en el lado intracelular. Para lograr establecer la diferencia de
voltaje usamos dos electrodos. Uno intracelular y otro extracelular. El intracelular
sirve para cambiar el voltaje mientras que el extracelular esta aterrizado. Por lo
tanto, el experimentalista cambia el voltaje intracelular y registra la corriente que se
genera ante la variacidon del voltaje. Hay diferentes maneras de controlar el voltaje
una de ellas es el Patch-clamp. El Patch-clamp es una técnica empleada en
experimentos electrofisioldgicos que posibilita el registro de corrientes eléctricas en
canales ionicos a voltaje constante. Para el Patch-clamp utilicé un electrodo de plata
clorurada inserto en un capilar de vidrio (Sutter Instruments CO.) que contenia una
solucién intracelular con Ca?*. Previamente estiré el capilar de vidrio hasta que
tuviese una punta fina de aproximadamente 0.5 micras de diametro. El capilar de
vidrio es insertado en un sostenedor que esta conectado al cabezal que esta
montado en un micro-manipulador (Fig. 8). La punta del electrodo de vidrio toca la
membrana, hace un sello de alta resistencia y se rompe la membrana celular para
que la solucién intracelular quede en contacto con el citoplasma (Fig. 9). El
citoplasma se deja equilibrar con la solucion intracelular durante 5 minutos antes de

iniciar los registros.
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Fig. 9. Técnica de Patch-clamp en formato de célula completa

Formacién del sello de alta resistencia (mas de 1 GQ) entre la membrana de la célula y la
punta de vidrio requiere el contacto de la punta de vidrio con la célula y cambios de presion.
Posteriormente al romper la membrana se pierde la barrera entre el citoplasma y la solucion
intracelular de la pipeta de vidrio. El citoplasma y la solucion intracelular se equilibran de

forma que se tiene control sobre el interior de la célula. Si: solucién intracelular, se: solucion

extracelular. Las flecas rojas sefialan hacia donde se establece la presion.

Soluciones intracelulares

Preparé soluciones intracelulares con concentraciones de Ca?* amortiguadas
para provocar la activacién del canal. Preparé 3 soluciones intracelulares con

diferentes concentraciones de Ca?* cuyo pH ajusté a 7.3 y la osmolaridad a 300

mOsmol/Kg.
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1. Solucion intracelular conteniendo 0.5 uM de Ca?* libre compuesta por 22.48
mM de CI-TEA, 8.76 yM de CaClz, 50 mM de HEPES, 94 mM de D-Manitol,
25 mM de EGTA-TEA.

2. Solucion intracelular conteniendo 5.0 uM de Ca?* libre contenia 11.8 mM de
CI-TEA, 14.1 pM de CaClz, 50 mM de HEPES, 99 mM de D-Manitol, 25 mM
de HEDTA.

3. Solucion intracelular conteniendo 12.0 uM de Ca?* libre compuesta por 2.0
mM de CI-TEA, 19.0 uM de CaClz, 50 mM de HEPES, 104 mM de D-Manitol,
25 mM de HEDTA.

Todas estas soluciones contenian 40 mM de CI-.

Soluciones extracelulares

Las soluciones extracelulares que utilicé me permitieron controlar el medio
exterior de la célula, pues solo lo que esta en él puede entrar por los canales a la
célula. Preparé 6 soluciones extracelulares que contenian cada una de ellas 139
mM de diferentes aniones: CI, NOs, I, Br, SCN- y glutamato, con pH 7.3 y 400
mOsmol/kg. Para ello utilicé 139 mM de CI-TEA, NOs-TEA, I-TEA, Br-TEA, GIu-TEA
o0 SCN-Na segun el anion. Ademas, contenian 0.5 mM de CaClz2, 20 mM de HEPES
y 110 mM de D-Manitol. Todos los quimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich Co. St.
Louis, MO, USA.

Registros electrofisiolégicos

Realicé los experimentos a una temperatura ambiente de ~21° C. Para la
adquisicién de datos y generacién de los protocolos de voltaje utilicé el Axodigidata
1550 (Molecular Devices) y el software pCLAMP10 (Molecular Devices) (Fig. 8).

Posteriormente estimulé la célula con rampas de voltaje que varian el
potencial en el interior de la célula desde -100 mV hasta +100 mV, en algunos casos
usé rampas de -60 mV a +60 mV. El protocolo experimental para contestar mis
objetivos consistié en: a) realizar el registro control, esto es en presencia del CI-
extracelular, b) después cambiar la solucion en el medio extracelular con el anién
de prueba y volver a registrar la curva corriente voltaje, y c) regresar a la solucion

control conteniendo CI- y registrar por tercera ocasién la curva corriente voltaje en
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la misma célula. De esta forma obtuve valores del E, pareados. Esto lo repeti para

cada anion en cada canal.

Analisis

Para elegir los datos a analizar observé los Er de CI. Para incluir un par de
Er (control:prueba) en el analisis, los Er de la corriente en presencia de ClI- antes y
después de aplicar el anion de interés debieron ser idénticos o similares.

Determiné los Er con la finalidad de determinar la secuencia de selectividad
idbnica basada en permeabilidad de la siguiente manera. Grafiqué los registros en
funcion del voltaje y tomé como E; el voltaje en que la corriente tenia valor de cero.
Con los E, obtenidos calculé los cocientes de permeabilidad con la ecuaciéon de
Goldman-Hodgkin-Katz (3). Para cancelar posibles errores en las medidas usé el
corrimiento en el E; (AE; = E;ci-— Erx-) inducido por el reemplazo del CI- por un anién
X (SCN-, NOgs', BrI- o glutamato).

(Ecuacién 3) EX—=e¢e 7

Donde z es la valencia del ion, F la constante de Faraday, R la constante de
los gases, T la temperatura y AE, es el cambio de E;. La secuencia de selectividad

queda definida al ordenar de manera decreciente los cocientes Px/Pcr.

Estadistica

Realicé los calculos y las graficas con el programa Origin 2018. Efectué la
normalizacion de cada pareja de curvas corriente-voltaje (Cl: X°) obtenidas de la
misma célula usando la magnitud de la corriente control registrada en presencia de
Cl-a + 100 mV. Normalizar los datos me permitié corregir por el nivel de expresion
de los canales. Los datos y las graficas se presentan como el promedio * el error
estandar del promedio. El numero de células analizadas se indica como “n”.

Para probar que los cocientes de permeabilidad a los aniones fueran
diferentes con el canal silvestre TMEM16A vy los canales mutados efectué analisis
de T de student. Esto lo realicé con Origin 2018.
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Resultados

Las células Hek 293 no expresan un canal de cloruro activado por

calcio de manera endégena

Para demostrar que las corrientes que registré se deben a la expresion y

activacion del canal TMEM16A y no a la activacion de un canal endogeno de las

células HEK realicé lo siguientes controles:

1.

Registré y comparé las corrientes de células Hek 293 sin transfectar y de células
transfectadas. Las células Hek 293 sin transfectar registradas en presencia de
ClI- en ambos lados de la membrana genera una corriente muy pequefa. La
relacion entre la corriente y el voltaje es casi una funcion lineal del voltaje. El
valor mas grande de esta corriente fue de +0.07 £ 0.0 nA, a +100 mV. En cambio,
en las mismas condiciones de registro las células transfectadas con el canal
TMEM16A silvestre generan una corriente rectificante hacia el exterior (Fig. 10a).
La corriente es muy grande a valores positivos de voltaje, a +100 mV tiene un
valor promedio de +0.69 £ 0.1 nA, mientras que a -100 mV, el valor promedio
fue de +0.04 + 0.0 nA. Una diferencia importante entre ambos grupos de datos
es el valor del E, de inversion de la corriente. Las corrientes registradas de
células transfectadas con TMEM16A tiene un Er de -27.5 + 2.3 mV mientras que
las corrientes registradas de las células Hek 293 sin transfectar tienen un E: de
-93.2 £ 0.0 nA mV. Este resultado indica claramente que las células
transfectadas generan una corriente cuyo E, es cercano al E; del ion CI (-31.6
mV) calculado con la ecuaciéon de Nernst. Este no es el caso en la corriente
registrada de células sin transfectar. Por lo tanto, concluyo que las células sin
transfectar no generan una corriente de CI' y que cuando expreso a TMEM16A

las células generan corrientes con una magnitud casi 10 veces mayor.
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Fig. 10. Relacién entre la corriente y el voltaje obtenidos de células Hek 293
que expresan y que no expresan TMEM16A

a) Curvas corriente-voltaje de la corriente de CI fluyendo a través del canal TMEM16A
silvestre (negro) y Hek 293 sin transfectar (rojo). El protocolo de voltaje utilizado consiste
en una rampa que varia el voltaje en el lado intracelular desde -100 mV a +100 mV en 500
ms. La concentracion extracelular de CI fue de 140 mM, la intracelular fue de 40 mM y la
concentracién de Ca** libre intracelular de 0.5 uM. El E, de la corriente registrada de células
que expresan al TMEM16A fue de -27.5 + 2.3 mV (n=10). El E, esperado es de -30 mV.

b y ¢) Curvas corriente-voltaje de células Hek 293 que no expresan TMEM16A. Células Hek
293 sin transfectar (b; n=4-6). Células Hek 293 transfectadas con el vector sin el ADNc para

la expresion de un canal (c; n=4-6). El protocolo de voltaje utilizado varia el voltaje
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intracelular de -60 mV a +60 mV en 500 ms. Las curvas fueron determinadas en presencia
de 139 mM de: SCN', NOgs, I, Br, CI' y glutamato. La concentracion intracelular de CI fue
de 40 mM y 0.5 uM de Ca** intracelular. Note en b que el E, no cambia al cambiar el anién
en el bafio.

Las relaciones corriente-voltaje graficadas son el promedio de los registros para el anion
indicado. Las bandas grises indican el error estandar. El E, corresponde al voltaje en que la

corriente es cero.

2. Registré y comparé las corrientes de células Hek 293 sin transfectar y de células
transfectadas con el vector sin gen codificante para canal. Para tener un control
mas completo, en este grupo de células las expuse a diferentes aniones
extracelulares. Los aniones que probé son: Cl, SCN-, NOs', I, Br y glutamato.
Tanto las células sin transfectar como las que portaron el vector que no codifica
un canal generaron corrientes acarreadas por el ion ClI- que tienen una forma
lineal con el voltaje y son muy pequefas (Fig. 10b-c). La magnitud promedio de
las corrientes generadas por las células Hek 293 sin transfectar fue de 0.04 +
0.0 nA a + 60 mV. Las células transfectadas con el vector vacio generaron una
corriente promedio de 0.07 £ 0.0 nA a +60 mV. Por otro lado, las corrientes que
obtuve cuando expuse las células a los diferentes aniones son similares; se
sobreponen en una misma grafica. Exceptuando a las corrientes en presencia
de SCN-, no observé cambio en los E; entre los cambios de solucion de CI- a
NOs, I, Bry glutamato.

Los resultados de estos dos experimentos (magnitud pequefia de la
corriente, la forma de las relaciones corriente voltaje, y los Er) me llevan a
concluir que las corrientes generadas por la transfeccion de TMEM16A no

corresponden a una corriente enddgena de la célula.

Alterar la estructura quimica del sitio de uniéon a calcio mediante
mutagénesis altera la selectividad anionica del canal TMEM16A

Para determinar la funcion del sitio de pegado de Ca?* en la selectividad
idnica de TMEM16A, analicé tres mutantes ademas del canal silvestre que sirve de
control. Estas mutantes conservadas fueron E702Q, E705Q, y la doble mutante
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E702Q/E705Q. Un aspecto importante de estas mutantes es que tienen una muy
baja sensibilidad a Ca?* comparada con la del canal silvestre (Yu et al., 2012; Tien
etal.,, 2014; Han et al., 2016). La ECso de E702Q es 30 uM a +60 mV, de E705Q es
2.9 mMa +60 mV (Tien et al., 2014) y de E702Q/E705Q es 26.5 £ 3.6 yM a +80 mV
(Han et al., 2016). En cambio, la ECso del canal silvestre es 0.4 yM a +60 mV (Yang
et al., 2008). Esto sugiere que la probabilidad de que el Ca?* se una al sitio union a
Ca?* mutado es muy baja.

Potenciales de inversion de la corriente del canal silvestre TMEM16A

Los registros que obtuve con TMEM16A silvestre cuando el canal se activa
en presencia de CI- extracelular y después de haber substituido el Cl- extracelular
por otro anidon mantienen en casi todos los casos la rectificacion saliente (Fig. 11).
Esto es, la corriente a voltajes positivos es mayor que a voltajes negativos. Excepto
la corriente generada con glutamato (Fig. 11e), que tiene una forma casi lineal con
el voltaje.

Por otra parte, las corrientes con los aniones de prueba SCN-, NOs', I'y Br
muestran en general un incremento de la corriente respecto al registro control en
presencia de CI. El mayor aumento en la magnitud de la corriente es cuando la
célula se expuso a SCN- en la solucién extracelular (Fig. 11d). La magnitud de la
corriente incrementd 5.44 + 0.39 veces a + 100 mV. En contraste, la corriente mas
pequefia se registré con glutamato. En este caso la magnitud de la corriente fue de
0.07 £ 0.01 veces la corriente en presencia de Cl-a + 100 mV. Por lo tanto, debido
a que la corriente en presencia de glutamato es muy pequefia, podemos concluir
que el glutamato es impermeable a través del canal TMEM16A.

Uno de los valores mas importantes que se determinan de las corrientes
graficadas como funcion del voltaje es el E:r. El Er control, esto es en presencia del
anion CI- en el bano, fue de -25.2 + 2.10 mV (n=11). En las mismas células cambié
el CI- por el SCN- y registré la curva corriente voltaje. A partir de ella determiné el
Er, mismo que fue -44.9 + 2.41 mV (n=11). Este Er es mas negativo que para el
registro en iones CI-. Este ejercicio lo repeti para todos los aniones. En todos los

casos, el E, fue negativo, excepto con el glutamato cuyo E: fue positivo.

46



Corriente normalizada

Corriente normalizada g,
N

Corriente normalizada @

0.6
0.4

0.2

0.0

-0.2-

e NO;
e Cr
50 75 50 25 0 25 50 75 100
Voltaje (mV)
Br
o /
50 75 50 25 0 25 50 75 100
Voltaje (mV)
Glutamato
e Cr
Doemmerse=—5 0 25 50 75 100
Voltaje (mV)

Corriente normalizada o

Corriente normalizada q.

' '
-

'
-

[ B
54
4
34
o I
21 e CI
14 /
(o I— : - ; y .
g0 75 50 25 0 25 50 75 100
Voltaje (mV)
6
54
44
31 SCN-
21 e CI
1‘ /
0 " ; ; . .
-p0 726~ 50 25 0 25 50 75 100
5] Voltaje (mV)

Fig. 11. Potenciales de inversion de la corriente a través del canal TMEM16A

silvestre

Relaciones corriente-voltaje en diferentes condiciones ionicas. Se muestran los trazos
promedio de la corriente normalizada. Los registros fueron realizados con una rampa de

voltaje de -100 mV a +100 mV. La concentracion del anion extracelular es de 139 mM, CI

intracelular de 40 mM y 0.5 uM de Ca?* intracelular.

La curva negra es el promedio de las corrientes normalizadas registradas en condiciones
control (139 mM de CI de TEA extracelular). La otra linea es el promedio de las corrientes

normalizadas obtenidas en presencia del anion extracelular de prueba sefialado. Las

bandas grises indican el error estandar. Los E, promedios pareados fueron:

a)
b)
c)
d)
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con Cl -29.6 £ 3.39 mV y con NOs -43 £ 3.22 mV (n=6).

con Cl-30.6 £ 3.60 mV y con [ -40.5 £ 3.65 mV (n=6).

con CI-30.2 £ 3.61 mV y con Br -35.6 £ 4.00 mV (n=5).

con Cl -25.2+ 2.10 mV y con SCN -44.9 £ 2.41 mV (n=11).



e) con Cl -24.6 £ 4.06 mV y con glutamato +22.9 + 7.95 mV (n=5).

Con los Er de las corrientes registradas con todos los aniones, calculé la
diferencia entre el E; control y el E, del anion de prueba en cada célula. De esta
manera determiné que la corriente en presencia de SCN-tiene un E,que es -19.6 +
0.8 mV mas negativo que en presencia de Cl-. Este mismo efecto resulta de exponer
a la célula a una solucién extracelular con NOs', Iy Br- (Fig. 9a-c). El corrimiento del
Er para NOs, Iy Br es -134 £ 1.1 mV, -99 £+ 15 mV y -54 £ 1.9 mV,
respectivamente. En cambio, con glutamato, el E; se volvio mas positivo (Fig. 11e),
el E; se movio +47.3 mV respecto a CI-. El corrimiento hacia valores negativos de
voltaje es caracteristico de aniones que son mas permeables que el Cl- mientras
que el efecto opuesto es caracteristico de aniones que son menos permeables que
el CI-.

Potenciales de inversién de la corriente del canal mutante TMEM16A
E702Q

Las relaciones corriente voltaje de este canal mutante son muy semejantes
a las registradas con el canal silvestre. La corriente mas grande registrada es la de
SCN'. Relativa a la corriente en presencia de CI-, La corriente en presencia de SCN-
fue 4.83 + 0.15 veces mas grande a +100 mV (Fig. 12d). A su vez, la corriente
generada en presencia de | llegd a ser 2.86 £ 0.20 mV veces mas grande a +100
mV (Fig. 12b). La corriente mas pequefa es la generada con glutamato, 0.29 + 0.15
a +100 mV (Fig. 12e).
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Fig. 12. Potenciales de inversion de la corriente a través del canal TMEM16A

con la mutacion E702Q

Relaciones entre la corriente y el voltaje en las condiciones idnicas indicadas. La linea negra
es el control en presencia de 139 mM de CI de TEA extracelular mientras que la de otro
color es la condicion de prueba. Se grafican los trazos promedio de la corriente normalizada
y sus correspondientes errores estandar (gris). Los registros fueron realizados con una

rampa de voltaje de -100 mV a +100 mV. La concentracion del anion extracelular es de 139

mM, CI intracelular de 40 mM y 5.0 uM de Ca®" intracelular.

Los E; fueron:
con Cl-22.2+ 3.15mV y con NOs -33.8 £ 3.86 mV (n=7).

con Cl -25.5+4.65 mV yconl -43.0 £ 5.2 mV (n=6).

con Cl-25.9 £ 3.59 mV y con Br -37.2 £ 3.88 mV (n=6).

con Cl-17.8+ 2.55 mV y con SCN -33.4 £ 1.09 mV (n=7).

con Cl -28.6 £ 4.59 mV y con glutamato +12.3 £ 6.71 mV (n=6).

a)
b)
c)
d)
e)
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Las relaciones corriente voltaje en presencia de SCN-, NOs', "y Br-invierten
en voltajes negativos. Por ejemplo, el Er mas negativo corresponde a I, -43.0 £ 5.27
mV (n=6), mientras que su corriente control invirtié a -25.5 + 4.65 mV (n=6) (Fig.
12b). Con glutamato el E: fue positivo (Fig. 10e) al igual que en el canal silvestre
arriba descrito. El Er de la corriente en presencia de glutamato externo fue de +12.3
* 6.71 mV (n=6) mientras que los registros control en presencia de Cl- fue de -28.6
1+ 4.59 mV (n=6).

Si bien el Er da informacién util hay que tener en cuenta que a cada anién
probado le corresponde un control. Por tanto, calculé los corrimientos del E:. Los
corrimientos para SCN-, NOs, I, Br y glutamato fueron -15.5+24 mV, -11.5+ 1.8
mV,-17.4+14,-11.2+ 0.9 mV y 40.9 + 8.8 mV respectivamente. Conviene resaltar

que el corrimiento del Er de CI- a glutamato es el unico positivo.

Potenciales de inversion de la corriente del canal mutante TMEM16A
E705Q

Los registros efectuados con esta mutante mostraron lo siguiente. La
corriente que se genero en presencia de SCN- fue la corriente mas grande relativa
a la corriente en presencia de CI, al igual que pasé con el canal silvestre y la
mutante E702Q. Esta corriente fue 5.92 + 0.77 veces mas grande a +100 mV (Fig.
13d). De nuevo la corriente mas pequefia fue registrada con glutamato, que a +100
mV es 0.09 (Fig. 13e). Para analizar el efecto de SCN-, la corriente control invirtio
en -21.2+2.30 mV (n=6) y la de SCN-en -33.2 + 1.53 mV (n=6). Por consiguiente,
el corrimiento en el Er fue negativo, -12.0 £ 1.3 mV. Observé un patrén similar
cuando la solucién externa se reemplazé por soluciones externas que contenian
NOs, I" y Br (Fig. 13a-c). Por lo que se refiere a glutamato, el Er de la corriente
control en presencia de ClI- fue -22.2 + 2.78 mV (n=4) y en presencia de glutamato
fue de +24.0 £ 1.35 mV (n=4). El corrimiento en el E, resultante fue +46.25 + 2.7
mV. Un valor positivo en el corrimiento indicaria que el glutamato es menos

permeable que el CI-.
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Fig. 13. Potenciales de inversion de la corriente a través del canal TMEM16A
con la mutacién E705Q
Relaciones entre la corriente y el voltaje en las condiciones idnicas indicadas. La linea negra
representa el control en presencia de 139 mM de CI de TEA extracelular mientras que la
otra linea representa la condicion iénica de prueba. Se grafican los trazos promedio de la
corriente normalizada y su correspondiente error estandar (gris). Los registros fueron
realizados con una rampa de voltaje de -100 mV a +100 mV. La concentracion del anién
extracelular es de 139 mM, CI intracelular de 40 mM y 12.0 uM de Ca?* intracelular. Los E,
fueron:

a) con Cl-29.4+£3.93mV ycon NOs -47.4 £ 3.11 mV (n=7).

b) con Cl-30.3+2.99mVyconl -49.1 £+ 2.33 mV (n=6).

¢) con Cl-26.1+3.05mV ycon Br -40.3 £ 3.76 mV (n=6).

d) con Cl-21.2+2.30 mV y con SCN -33.2 + 1.53 mV (n=6).

€) con Cl-22.2+2.78 mV y con glutamato +24.0 £ 1.35 mV (n=4).
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Potenciales de inversion de la corriente del canal mutante TMEM16A
E702Q/E705Q

Finalmente registré la curva corriente voltaje de la doble mutante
E702Q/E705Q en soluciones externas que contenian Cl- y SCN-. Adverti la
rectificacion saliente de la corriente registrada contra el voltaje (Fig. 14a). La
corriente del control empieza en -0.2 £ 0.03 veces mas grande a -100 mV relativo a
la corriente control en presencia de Cl-, mientras que la corriente de SCN-es -1.4 +
0.13a-100 mVy a +100 mV sube hasta 3.7 + 0.15 veces la magnitud de la corriente
de CI. La doble mutante mostrd el menor incremento de corriente a +100 mV al
pasar de la solucién control a la soluciéon con SCN- (Fig. 15). Mientras que los otros
canales no son significativamente diferentes.

El Er con CI fue -16.4 £ 2.08 mV (n=9) y con SCN- fue -16.2 + 2.3 mV (n=9),
por tanto, el corrimiento fue +0.17 + 1.0. En efecto SCN- ya no es mas permeable
que CI, ahora es igualmente permeable que el CI. Para checar esto realicé en una
misma célula cambios repetidos de soluciones con Cl-a SCN-y luego a CI-. Esto lo
repeti tanto como la célula lo permiti6. Esto me permitié determinar un curso

temporal de los Ery de los correspondientes cocientes de permeabilidad SCN-a CI-

La figura 14a muestra el promedio de las curvas corriente voltaje en
presencia de CI" y después en presencia de SCN-. Se puede observar que la
corriente incrementa en presencia de SCN-. Los E: tienden a variar al momento
iniciar el cambio de solucion (Fig. 14b). Sin embargo, después de ~2 s tienden a
alcanzar un valor estable. Observe que este valor parece ser el mismo en presencia

de CI- que en presencia de SCN-.
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Fig. 14. TMEM16A con los residuos E702 y E705 mutados pierde selectividad

al tiocianato

a) Relaciones entre la corriente normalizada promedio y el voltaje en presencia de Cf
(negro) y en presencia de SCN (verde). Las bandas grises indican el error estandar. El E;
con Cles-16.4+2.08 mV ycon SCN es-16.2+ 2.3 mV.

by c) E; de la corriente generada por E702Q/E705Q graficada contra el tiempo (b) y el
correspondiente cociente de permeabilidad Px/Pci de E702Q/E705Q contra el tiempo (c).
Los puntos negros corresponden a Pci/Pci mientras que los puntos verdes a Pscn/Pci. Los
datos se recabaron al cambiar de manera repetida la solucién extracelular conteniendo Cf
a una conteniendo SCN'. Las flechas grises sefialan el momento en que inicia el flujo de la
solucién de CIF de TEA y las flechas rojas sefialan cuando se cierra el flujo de CI de TEA y
empieza el de SCN de TEA.

El protocolo de voltaje utilizado consiste en una rampa que varia el voltaje en el lado
intracelular desde -100 mV a +100 mV en 500 ms. La concentracion del anion extracelular
es de 139 mM, CI intracelular de 40 mM y 12.0 uM de Ca?* intracelular.

Con los cocientes de permeabilidad (Fig. 14c) los valores son mayores
cuando aumenta la concentracién de CI- en el medio. Al cambiar la solucién
extracelular a SCN- estos valores comienzan a bajar. Este ultimo dato sugiere que
TMEM16A pierde su habilidad para seleccionar a los aniones cuando tiene el sitio

mutado.
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Fig. 15. La conductividad incrementé en presencia de tiocianato

La corriente incrementa al cambiar la solucién externa de CI a la de SCN" en los 4 canales
probados. Grafiqué el cociente de las corrientes registradas +100 mV en presencia de SCN
(verde) dividida entre la corriente en presencia de CI (negro). Las etiquetas del eje x indican
el canal. Lanes 11 con TMEM16A, 7 con E702Q, 6 con E705Q y 9 con E702Q/E705Q.

Cocientes de permeabilidad

Como se menciond en la introduccién, hay dos maneras de determinar la
selectividad iénica de un canal. Por un lado, esta calculando los cocientes de las
corrientes mismos que son proporcionales a los cocientes de las conductancias. Los
valores resultantes son extensivos ya que dependen de la concentracion de los
iones y del numero de canales. Por otro lado, estan los cocientes de los valores de

los cocientes de permeabilidad. Estos valores son intensivos ya que no dependen
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de la concentracién ni del numero de canales. Por lo tanto, este valor es un valor
intrinseco del canal.

Los cocientes de permeabilidad son utiles para saber el comportamiento
fisicoquimico relativo de un ion dentro del poro ya que resulta de dividir el producto
de las constantes de difusion por el cociente de particion del anién en el poro.
Debido a la dificultad para determinar estos valores, uno calcula el cociente de
permeabilidades tomando como denominador la permeabilidad del anion
fisiolégicamente relevante, en este caso el anién CI. Por lo tanto, los cocientes que
calculé me indican el comportamiento de diferentes aniones relativos a la del CI-.

Usando los corrimientos en el Er inducidos por cada anién (SCN-, NOs", Br,
I, CI" y glutamato) calculé los cocientes de permeabilidad para los aniones en los
canales TMEM16A silvestre, E702Q, E705Q y E702Q/E705Q (Tabla 3). Usé los
cocientes para corregir por posibles errores que suceden durante el cambio de

solucién. Los cocientes los calcule con la ecuacion 3 de Goldman-Hodgkin-Katz:

.. P AEyzF
(Ecuacion 3) X-=e&r

Cl

Tabla 3. Cocientes de permeabilidad Px/Pcr para los canales TMEM16A
silvestre, E702Q, E705Q y E702Q/E705Q

Anién TMEM16A E702Q E705Q E702Q/E705Q
silvestre
Px/Pcr n Px/Pcr n Px/Pcr n Px/Pcr
SCN- 216+.07 (11| 1.89+£.18 | 7 | 1.60+.09 | 6 | 0.94 1 .08
NOs 1.74 + .06 159+ .11 | 7 | 206+ .18 | 7 -
I 1.49 + .09 199+ .11 | 6 | 213+.21 | 6 -
Br 1.25+.10 | 5 | 156+.06 | 6 | 1.76+.13 | 6 -
Cl 1.0 33 1.0 32 1.0 29 1.0
Gluta 015+.03 | 5 | 0.27+.08 | 6 | 0.17+£.02 | 4 -
mato
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Los cocientes de permeabilidad del canal silvestre TMEM16A (Tabla 3)
fueron los siguientes: 2.16 £ 0.07 para SCN-, 1.74 £ .06 para NOsz", 1.49 + 0.09 para
I, 1.25 £ 0.10 para Br, 1.0 para ClI"y 0.15 + 0.03 para glutamato. De manera
semejante calculé los cocientes de permeabilidades para los aniones en los canales
mutados. Los valores resultantes estan listados en la tabla 3. Como se aprecia, los
cocientes de permeabilidades para los aniones probados cambiaron. Podemos ver
el anién |- en el canal silvestre tenia un cociente de permeabilidad de 1.49 + 0.09
mientras que el canal mutado E702Q el valor cambio a 1.99 + 0.11. En el caso de
Br, en el canal silvestre tenia un cociente de permeabilidad de 1.25 + 0.10 mientras
que el canal mutado E702Q el valor cambio a 1.56 £ 0.06. De hecho, la mutante
E705Q también tiene cocientes de permeabilidad mayores para |I" y Br en
comparaciéon con TMEM16A silvestre (Fig. 16), 213 + 0.21 y 1.76 * 0.13
respectivamente. El cociente de permeabilidad en presencia de SCN- en el canal
E705Q fue de 1.60 £ 0.09, mientras el cociente de permeabilidades para el SCN-en
la doble mutante E702Q/E705Q fue de 0.94 + 0.08. Estos datos nos indican que los
canales con el sitio de unién a Ca?* mutado seleccionan a los aniones de manera
distinta. En particular podemos ver que el canal con el E705, unico o doble, el canal

pierde la habilidad para discriminar entre el SCN-y el CI-.
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Fig. 16. Cocientes de permeabilidad Px/Pci de TMEM16A y las mutantes
E702Q Y E705Q

Cocientes de permeabilidad (Px/Pcr) calculados con la ecuacion de Goldman-
Hodgkin-Katz (2) de TMEM16A silvestre (n=5-11), E702Q (n=6-7), y E705Q (n=4-7)
con los aniones listados en el eje horizontal. Los * indican que el cociente de

permeabilidad es significativamente diferente al de TMEM16A para el mismo anion.

Selectividad anidnica

Con el fin de establecer la secuencia de selectividad, esto es el orden en que
los iones permean a través del poro del canal TMEM16A silvestre y las mutantes,
ordené los cocientes de permeabilidades de mayor a menor (Tabla 4).

El canal TMEM16A silvestre tiene una secuencia de selectividad i6nica que

es: tiocianato (SCN-) > nitrato (NO3") > ioduro (I) >bromuro (Br) > CI- > glutamato.
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Esta es la misma que ha sido determinada con anterioridad por otros grupos
(Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008; Qu Z & Hartzell, 2000). En cambio el
canal E702Q no distingue entre algunos de los aniones: " (1.99 £ 0.11) y SCN- (1.89
£ 0.18), NO3s (1.59 £ 0.11) y Br (1.56 £ 0.06). Por su parte, el canal mutante E705Q
también perdio selectividad. Los valores de los cocientes de permeabilidad indican
que el canal no distingue entre las siguientes parejas de aniones: |7 (2.13 £ 0.21) y
NO3 (2.06 + 0.18), NO3 (2.06 + 0.18) y Br (1.76 + 0.13), Br (1.76 £ 0.13) y SCN-
(1.60 = 0.09). No obstante, la secuencia cambié por efecto de la mutacion, los
aniones NOs', I, Br y SCN-aun son mas permeables que el Cl- tanto para el canal
mutado E702Q como para el E705Q. Los unicos aniones que mantienen su posiciéon
en la secuencia son el CI y el glutamato, que para TMEM16A y las mutantes son

los menos permeables.

Tabla 4. Secuencia de permeabilidad anionica de los canales TMEM16A
silvestre y E702Q y E705Q

TMEM16A Secuencia de permeabilidad
Silvestre SCN- > NOs > I > Br > CI > Glutamato
E702Q I- = SCN- > NOs = Br > CI > Glutamato
E705Q I~ = NOs = Br = SCN > CI > Glutamato

Las secuencias de permeabilidad de los canales TMEM16A silvestre y las
mutantes E702Q y E705Q (Tabla 4) son diferentes entre si. Dado que las
mutaciones provocaron cocientes de permeabilidad mas cercanos, puedo
interpretar que las mutantes perdieron la capacidad del canal silvestre de distinguir
entre algunos de los aniones probados.

El cociente de permeabilidad no depende del radio aniénico pero si de
la energia de hidratacion

Debido a que el anion tiene un tamano o radio y el poro del canal a través del
cual el ion pasa tiene un radio muy pequefio, 2.5 A (Paulino et al., 2017b), se podria
suponer que el proceso de selectividad idnica depende del radio del anion
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permeante. Esto es que la selectividad sea un problema estérico. Para analizar esta
posibilidad, grafiqué los cocientes permeabilidades contra el radio del anion. En
TMEM16A silvestre se observa que al incrementar el radio anidonico mayor es el
cociente de permeabilidad, con la excepcion de NO3s (Fig. 17a). El SCN- tiene el
radio anidnico mas grande, 2.49 A, a pesar de eso, en el canal silvestre fue el que
tiene mayor permeabilidad. En cambio, en los canales mutantes, se observa una
dependencia céncava con el radio ionico. Con la mutante E702Q lo puntos se ven
mas desordenados, aunque los aniones mas permeables que CI son los de mayor
radio anionico. Este resultado me sugiere fuertemente que el radio iénico no es el
determinante mas importante para la selectividad anionica, algo que otros autores
ya han concluido en otros canales (Franciolini & Nonner, 1987; Ishikawa et al., 1993;
Linsdell & Hanrahan, 1998; Rychkov et al., 1998).
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Fig. 17. Relacion entre la selectividad iénica y el radio aniénico

Cocientes de permeabilidad de TMEM16A silvestre (a), E702Q (b), y E705Q (c) en
relacion a los radios iénicos de los aniones probados CI, NOgs, I, Br y SCN-. En el
caso de los aniones de forma irregular, los radios se calcularon en base a una esfera
de igual area de superficie. Los radios iénicos son: Cl- 1.81 A, NOs 1.99 A, Br 1.96
A, IF2.20 A, SCN- 2.49 A y glutamato 2.75 A (Smith et al., 1999).

La segunda propiedad de los iones que es relevante para la selectividad es
la hidratacién. Debido a que el 70% de nuestras células es agua, los iones estan

hidratados por mas de 4 moléculas de agua. Sin embargo, estudios estructurales
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usando rayos x y cristales muestran que los iones potasio estan casi deshidratados
cuando se encuentran en el poro del canal (MacKinnon, 2004). Esto sugiere que el
ion debe perder toda o parte del agua que lo rodea para entrar al poro. Aun cuando
no tenemos esta informacién para los canales TMEM16A, podriamos suponer que
algo parecido también sucede en la region mas estrecha del canal. Esto se ha
analizado con detalle en el canal de CI- activado por Ca?* que es enddgeno de las
células acinares de la glandula parétida. Se ha observado que el cociente de
permeabilidades es una relacion lineal de la energia de hidratacion (Pérez-Cornejo
et al., 2004). Por lo tanto, para entender que esta sucediendo con la selectividad de

mis mutantes lleve a cabo un analisis similar.
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Fig. 18. Relacién entre la selectividad ionica de TMEM16A y mutantes y la

energia de hidratacion de los aniones permeantes

Los cocientes de permeabilidad de TMEM16A silvestre (a), E702Q (b), y E705Q (c) en
relacion a la energia Born de hidratacion. Los valores de energia de hidratacién son: CI -
358 KJ/mol, NO3 -327 KJ/mol, Br -332 KJ/mol, I -297 KJ/mol, SCN -264 KJ/mol y
glutamato -400 KJ/mol (Smith et al., 1999).

Observé que para el canal silvestre TMEM16A y el mutante E702Q, la
relacion entre el cociente de permeabilidades y la energia de hidratacién de los
aniones crece casi de manera lineal a medida que la energia de hidratacion
disminuye. Mientras mas positiva es la energia de hidratacién mayor es el cociente

de permeabilidad (Fig. 18a-b). Esta relacién tiene sentido ya que se podria suponer
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que aquellos aniones que pierden de manera mas sencilla su capa de hidratacion
ingresan al poro mas facilmente. Otra vez la excepcion es NOs". En el canal con la
mutacién E705Q en el sitio de unién a Ca?*, la relacién lineal se pierde (Fig. 18c).
El cociente de permeabilidad disminuye a pesar de que la energia de hidratacion
disminuye. Esto podria sugerir que el canal con la mutacién E705Q en el sitio de
union a Ca?* modificado tiene una habilidad alterada para “deshidratar” o para

competir con el agua por el anion.
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Fig. 19. Ajuste lineal de la relacion entre la selectividad iénica de TMEM16A y

mutantes y la energia de hidratacion

Ajuste lineal de la relacion entre los cocientes de permeabilidad y la energia de hidratacion
de los aniones CI, NO3, Br, I y glutamato Los cocientes de permeabilidad de TMEM16A
silvestre (a), E702Q (b), y E705Q (c) en relacion a la energia Born de hidratacion. Los
valores de energia de hidratacion son: ClI -358 KJ/mol, NO3 -327 KJ/mol, Br -332 KJ/mol,
I -297 KJ/mol y glutamato -400 KJ/mol (Smith et al., 1999).

Por ultimo, para comprender la tendencia lineal de la relacién entre los
cocientes de permeabilidad y las energias de hidratacion, realicé un ajuste lineal a
los datos del canal silvestre TMEM16A, y de las mutantes E702Q y E705Q
excluyendo el anion SCN- (Fig. 19). La pendiente de TMEM16A (Fig. 19a) indica
que por que cada kd/mol que la energia de hidratacion aumenta el cociente de
permeabilidades incrementa 0.01461. Las mutantes E702Q (Fig. 19b) y E705Q (Fig.
19c) también muestran el incremento de los cocientes de permeabilidad acorde a la

energia de hidratacion, 0.01718 y 0.02052 veces el cociente de permeabilidades
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respectivamente. Eso explica el incremento en el cociente de permeabilidades que

se observa en la figura 18.
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Discusion

Selectividad ionica de TMEM16A

Schroeder y colaboradores (2008) reportaron la secuencia de selectividad
ionica SCN- (7.6 £+ 0.4) > I (3.2 £ 0.1) > Br (1.7 £ 0.1) > CI (1.0) basados en
cocientes de permeabilidad para el canal de CI- activado por Ca?* TMEM16A que
se expresa de forma enddgena en ovocitos de Xenopus laevis. Estos investigadores
obtuvieron la misma secuencia de selectividad al transfectar ovocitos de Ambistoma
mexicanum con el gen que codifica para TMEM16A de Xenopus laevis, la secuencia
de permeabilidad fue: SCN- (3.4 +£1.8)>1" (1.9 +0.6) >Br (1.4 £ 0.2) > CI' (1.0).
Yang y colaboradores (2008) expresaron el canal TMEM16A al clonar el gen en un
vector y transfectarlo en células Hek 293 y obtuvieron la secuencia de
permeabilidad: NO3™ (2.20) > |- (1.85) > Br (1.77) > CI- (1.0). Peters y colaboradores
(2015) también transfectaron y expresaron el canal en células Hek 293, la secuencia
que obtuvieron es: NO3 (5.6 £0.6) > 1" (2.9 +£0.2) >Br (1.5 £ 0.1) > CI (1.0). Pérez-
Cornejo y colaboradores (2004) analizaron los canales endoégenos de células
acinares de la glandula parotida de rata con las mismas soluciones extracelulares
con que probé a TMEM16A. Obtuvieron la siguiente secuencia de permeabilidad:
SCN- (4.3+04)>1 (2.6 £0.1) > NO (2.0 £ 0.07) > Br (1.6 £ 0.08) > CI- (1.0) >
glutamato (0.05 £ 0.02). A partir de todas estas secuencias es posible proponer que
la secuencia de selectividad aniénica consenso del canal TMEM16A seria SCN- >
NOs > |- > Br > CI' > glutamato. La secuencia de permeabilidad que obtuve en
células Hek 293 transfectadas con TMEM16A es SCN- > NOs™ > |- >Br > Cl (1.0)
> glutamato. Esta secuencia es la misma secuencia que la secuencia consenso. Sin
embargo, hay discordancia en los valores absolutos de los cocientes de
permeabilidad. Por ejemplo, el cociente de permeabilidad de SCN- que en las
células acinares es 3 veces mas grande que el que obtuve en mi trabajo. Sin
embargo, esto no solo se observa en mi trabajo. Al inicio de este parrafo listo los
cocientes de permeabilidad. Ahi podemos ver que el cociente de permeabilidad para

el SCN- reportado varia ampliamente. Una posible explicacion es el canal clonado
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(mi trabajo; Schroeder et al., 2008) versus el enddgeno (células acinares; Xenopus
laevis). Sin embargo, una explicacién adecuada no existe. Para eso se requiere
realizar experimentos bajo las mismas condiciones para saber si algun componente
ya sea de la membrana o del citoplasma puede contribuir al cociente de

permeabilidad.

El sitio de unién a calcio del canal TMEM16A participa en la
selectividad anionica

Las secuencias de permeabilidad de los canales TMEM16A con las
mutaciones E702Q y E705Q evidenciaron la importancia de estos dos aminoacidos
en la selectividad aniénica. De ahi que los canales mutados no sélo mostraron una
selectividad anidonica modificada, sino que también mostraron que se elimina la
preferencia de un anion por otro.

La permeabilidad a SCN- fue mayor en los canales silvestre, E702Q y E705Q.
Sin embargo, el valor absoluto del cociente de permeabilidad disminuyd en la
mutante E702Q de 2.16 + 0.07 en el canal silvestre a 1.89 + 0.18. Esto se repitid
para la mutante E705Q, el cociente de permeabilidad a SCN- disminuy6 a 1.60 +
0.09. En el caso de la permeabilidad a I, esta fue la tercera mas permeable para el
canal silvestre con el cociente de permeabilidad= 1.49 £ 0.09. En las mutantes
E702Q y E705Q el cociente de permeabilidad a I- aumentd, a 1.99 + 0.11y 2.13 £
0.21 respectivamente. Ademas, en los canales mutados seleccionan mas a |- que el
canal silvestre, esto se puede apreciar en la tabla 4.

Las secuencias de selectividad idnica se muestran en la tabla 4, en ella se
puede apreciar que las secuencias de selectividad de las mutantes cambiaron
respecto al canal TMEM16A silvestre. En conclusién, la mutacién del residuo E702
y del E705 modifica la habilidad del canal para seleccionar a los iones.

Radio iénico o deshidrataciéon

El canal TMEM16A tiene una tendencia a ser mas permeable a aniones con
mayores valores de radio anionico y de la energia de hidratacion. Esto sugiere que
ambos parametros participan o son determinantes del proceso de selectividad
idnica y permeacion. La tendencia de TMEM16A respecto al tamafio e hidratacion
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no la cumple el ion NOs, la secuencia de selectividad que generé no sigue
completamente a la secuencia liotropica SCN- > |- > NOs™ > Br > CI- > glutamato
como lo reportan en estudios del canal endégeno TMEM16A en Xenopus laevis o
en células acinares (Qu & Hartzell., 2000; Pérez-Cornejo et al., 2004) o con el canal
de la misma familia TMEM16B (Betto et al., 2014).

Debido a que se llevd a cabo una mutacidén conservada, es probable que el
tamano del poro no se vea modificado. Esto sugeriria que la secuencia de
selectividad seria la misma en los canales silvestres y mutados si el diametro del
ion fuera el mas importante. Sin embargo, este no fue el caso. En los canales
mutantes los cocientes de permeabilidad cuando se grafican como funcion del
diametro tienen una forma concava.

El poro para abrirse necesita que el Ca?* se una al sitio de unién. Esta
interaccién induce el movimiento de la hélice a6 desde la hélice a4 a la a8 (Paulino
et al., 2017b). En este trabajo hice experimentos con el canal TMEM16A silvestre y
con canales TMEM16A cuyos sitios de unién a Ca?* fueron modificados. Este sitio
de union a Ca?* es de naturaleza negativa por lo que es una barrera electrostatica
para los aniones. El numero de cargas negativas aportadas por el sitio de unién a
Ca?* en el canal silvestre son 5. En cambio, en los canales con los residuos E702 o
E705 mutados a glutamina el numero de cargas sera de -4 y de -3 en la doble
mutante E702Q/E705Q. En contraste, el pegado de dos iones Ca?* a su sitio 4
cargas negativas. Por lo tanto, el Ca?* permite la permeacién de aniones (Paulino
etal., 2017b). Cuando el anidn atraviesa el poro pasa por el sitio de pegado de Ca?*,
entonces pasa por la region con los dos iones Ca?*. Los canales mutantes E702Q,
E705Q y E702Q/E705Q no tienen el mismo ambiente electrostatico y es posible que
en el sitio de unidon a Ca?* con estas alteraciones soélo se pegue un ion Ca?*. Las
mutantes E702Q y E75Q resultan en sitios de union a Ca2* menos negativos, razén
por la que disminuye la sensibilidad a Ca?* (Yu et al., 2012; Tien et al., 2014). Estos
cambios de carga de los residuos podrian provocar que los iones Ca?* no sean
igualmente atraidos o/y que el pegado sea inestable. Por lo tanto, el movimiento de
la hélice a6 podria no estar sucediendo en las mutantes. Esto podria ocasionar

modificaciones en el tamafo del poro de los canales mutantes de una manera que
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desconocemos. Quizas se vuelva mas estrecho y eso modifique la permeabilidad.
Otra posibilidad es que el diametro del poro se ensanche lo cual favorece la entrada
del agua al poro. Esto garantizaria que el ion esté hidratado. Un ion hidratado es
menos propenso de pasar por el poro. La consecuencia de las mutantes es que el
anion podria estar experimentando un ambiente distinto al que experimenta en el
canal silvestre tal que modifica la permeabilidad. El hecho que la permeabilidad
incrementa para los aniones mas grandes y que la permeabilidad como funcion del
tamano tiene una forma céncava en las mutantes me lleva a concluir que el tamano
del anién (Fig. 20) no parece ser el determinante de la selectividad.

Si bien el tamafio de los iones no parece ser determinante en la selectividad,
el tamano del poro es critico para que los iones puedan pasar. La figura 20 muestra
que el diametro del poro con Ca?* unido en su region mas estrecha es de solo 2.5
A mientras que el diametro del CI es de 3.62 A y el del SCN es de 4.98 A. Esto me
sugiere que el poro del canal debe dilatarse para permitir el paso de los aniones. De
otra forma no es posible imaginarse la permeabilidad idnica del canal. Quien lleva a
cabo la dilatacién y como sucede son preguntas abiertas.

La interaccion entre el agua y el anion es directamente proporcional a la
densidad de carga del anion y a su tamafio (Jackson, 2006). Cuando la densidad
de carga es muy grande la energia de interaccién es mayor. Esto sucede con los
aniones pequenos como es el fluoruro y es menor con aniones grandes como es el
I". Sin embargo, los aniones grandes como el I tienen una densidad de carga menor
por lo tanto la energia de interaccion disminuye. Sin embargo, el tamafio también
importa ya que los aniones pequefios aun cuando tienen una densidad de carga
grande, el numero de moléculas de agua que pueden acomodar es pequefo debido
a que su superficie es menor. En cambio, aniones grandes pueden acomodar mas
moléculas de agua. Asi que el radio y la densidad de carga funcionan de una manera
opuesta: a mayor radio mayor el numero de moléculas de agua, pero a mayor radio

menor densidad de carga para atraer estas moléculas (Jackson, 2006; Roux, 2017).
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Fig. 20. Representacion esquematica del poro de TMEM16A y el tamano de

los aniones permeantes

Representacion del poro de TMEM16A y los aniones CI, NOs, I, SCN y Br a escala. Se
representan las hélices a3-8 que forman el poro. Las lineas gruesas negras enmarcan la
via de permeabilidad por la que atraviesan los aniones. La parte mas angosta del poro o
cuello es de 2.5 A (Paulino et al., 2017b). Los aniones estan representados en forma
esférica con su diametro indicado (Smith et al., 1999). A la derecha se indican las regiones
del poro: vestibulo extracelular, cuello y el vestibulo intracelular. Este ultimo es el que esta

el lado del citoplasma celular.
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Los vestibulos extra e intracelular garantizan que el anién esté siempre
hidratado aun cuando se encuentra dentro del poro. Sin embargo, cuando pasa por
la regibn mas estrecha debe deshidratarse parcialmente. Aquellos que se
deshidratan facilmente pasaran mas facilmente (Jackson, 2006). Esto ultimo esta
de acuerdo con los datos que obtuve. Por ejemplo, el valor de la energia de
hidratacion de SCN- este es -264 KJ/mol mientras que la del ClI- es de -358 KJ/mol.
Esto indica que es mas facil deshidratar al SCN- que al CI. El SCN- tiene los
mayores cocientes de permeabilidad de TMEM16A y E702Q. Pues bien, para ser
"reconocido” por un canal, un ion debe deshidratarse al menos parcialmente. Esto
implica que el costo de energia libre para la deshidratacion debe ser compensado
por las interacciones dentro del poro (Noskov, 2007).

Mis datos muestran que el cociente permeabilidades para los distintos
aniones incremento casi linealmente con la energia de deshidratacion. Este
comportamiento no se mantuvo en la mutante E705Q. El valor de los cocientes de
permeabilidad no parece incrementar en relacion lineal con la energia de
deshidratacion. De hecho, el cociente de SCN-es menor a lo esperado en la relacion
lineal. Esto podria sugerir que la mutacién de los residuos E702 y E705 en el sitio
de union a Ca?* altera la habilidad del poro de “deshidratar” el anion, a su vez
generaria una estructura del poro que acomoda mejor al anién y por lo tanto su
transferencia o participacion al poro es mejor.

Con esta informacion puedo concluir que para el canal silvestre TMEM16A y
las mutante E702Q y E705Q, el determinante mas importante para la permeacion y

selectividad idnica es la energia de hidratacion de los iones.

Limitaciones

En este trabajo no abordé la permeabilidad de los aniones NOg-, Br, I ni
glutamato de la doble mutante E702Q/E705Q. Por lo que no puedo saber qué
sucede con la secuencia de selectividad anidnica. Ademas, este problema requiere
mas estudios moleculares con herramientas estructurales que permitan visualizar el
paso del anién a través del poro para asi determinar qué sucede con dicho proceso

en los canales mutados.
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Conclusién

En este estudio, he proporcionado evidencia de que los residuos E702 y E705
son importantes para la selectividad anionica, asi como lo son para la activacion de
TMEM16A por Ca?* (Yu et al., 2012; Tien et al., 2014; Paulino et al., 2017a). El sitio
de union a Ca?* es necesario para la activacion por Ca?* y también ayuda a la

selectividad anidnica.

Perspectivas

Estudios futuros tienen que determinar cémo es la interaccion de los iones
permeantes con los iones Ca?*. Ademas, se debe abordar la pregunta acerca de
cémo es el proceso de dilatacién del poro que permita la permeabilidad de aniones

con diametros mayores que el diametro del poro.
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