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RESUMEN

La peimina es un glucoalcaloide protonado a pH fisiol6gico (pKa = 9,5) utilizado
comunmente en la medicina tradicional china para aliviar sintomas gripales. El
desconocimiento de los mecanismos por los que ejerce estas funciones la convierte en
objeto de estudio de este trabajo, en el cual se ahonda en las posibles interacciones
de la peimina, en el rango micromolar, con distintos canales i6nicos de relevancia
terapéutica como el receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), el canal de CI
activado por Ca*?(CaCC) y el canal de cloruro activado por voltaje CIC-0. Mediante la
técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos en ovocitos de Xenopus, se
pudo obtener que, a una concentracion de 5 uM, la peimina: i) inhibe la corriente
evocada por ACh (lacn), probablemente favoreciendo el estado desensibilizado del
NAChR, dado que acelera la fase de desensibilizacion de la Iach Y que el porcentaje de
la Iach €S mayor en la fase de meseta que en el pico de la corriente; ii) potencia la
corriente evocada por CaCC (lcace), incluso a concentraciones submicromolares en
algunas células vy iii) inhibe la corriente evocada por CIC-0 (Igc.o) de una manera
voltaje-dependiente, aumentando la inhibicibn con la hiperpolarizacion de la
membrana. Es importante destacar que la peimina produce todos estos efectos a
concentraciones inferiores a las requeridas por otros moduladores de estos canales
ionicos.
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ABSTRACT

Peimine is a glycoalkaloid protonated at physiological pH (pKa = 9.5) commonly
used in traditional Chinese medicine to relieve flu-like symptoms. The lack of
knowledge of the mechanisms by which it exercises these functions makes this
research to focus on it, delving into the possible interactions of the peimine, in the
micromolar range, with different ion channels of therapeutic relevance such as nicotinic
acetylcholine receptor (nAChR), calcium-activated chloride channels (CaCC) and
voltage activated chloride channel CIC-0. By means of two-electrode voltage clamp in
Xenopus oocytes it was obtained that, at a concentration of 5 pM, peimine: i) inhibits
the current evoked by Ach (lach), probably promoting the desensitized state of nAChR,
since it accelerates the desensitization phase of Ixc, and the percentage of inhibition of
Iach iS greater at its steady state than at the peak of the current; ii) increases the current
evoked by CaCC (lcacc), even at submicromolar concentrations in some cells and iii)
inhibits the current evoked by CIC-0 (lcic.o) in a voltage-dependent manner increasing
with hyperpolarization of the membrane. It is important to highlight that peimine
produces all these effects at concentrations lower than those required by the
modulators of these ion channels.

Keywords: peimine; nAChR; CaCC; CIC-0; ion channels modulation.
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1.- INTRODUCCION

1.1 CANALES IONICOS: FUNCION FISIOLOGICA E INTERES TERAPEUTICO

Los canales i6nicos son un tipo de proteinas localizadas en las membranas
celulares, con una estructura semejante a un poro por el cual se permite el flujo de
iones desde un lado de la membrana al otro. Los cambios en la concentracion local de
iones y por ende en el campo eléctrico celular juegan un papel central en los procesos
fisioldgicos, tan variados como la comunicacion, proliferacién y secrecion celular (Kew
and Davies, 2010).

La primera advertencia de la existencia de canales i6nicos tuvo lugar en la década
de 1950, cuando Alan Hodgkin y Andrew Huxley en sus estudios de la membrana del
axon gigante de calamar encontraron una relacién causal entre el aumento de
permeabilidad de la membrana a Na' y la aparicién del potencial de accion, via
fundamental de transmisién de cdédigos neuronales (Hodkin and Huxley, 1952). Este
trabajo pionero inspir6 a toda una generacion de biofisicos a descubrir los principios
por los que los canales i6nicos se abrian o cerraban, los determinantes de su
selectividad y de su modulacién.

Los canales ionicos se ven envueltos en muchos, si no todos, las funciones
celulares y por ello en diversas patologias ya sea indirecta o directamente, como
ocurre en las canalopatias (mutacién en el gen que codifica el canal). No resulta
sorprendente, por tanto, que los canales idnicos constituyan una importante diana
terapéutica (Camerino, Tricarico, and Desaphy, 2007). La funcion de estos canales es
modulada por multiples agentes naturales de los reinos planta y animal, siendo esta
interaccion la responsable, entre otras cosas, del efecto mortal de algunos venenos o
del efecto beneficioso de ciertas hierbas medicinales. Una vez aislados, estos
compuestos han servido como base para la sintesis de otros ligandos mas especificos,
con menos efectos secundarios. Es el caso de la cocaina, compuesto extraido de las
hojas de la coca e introducido en la practica médica por sus propiedades analgésicas.
Sus efectos tbxicos, sin embargo, a nivel de sistema nervioso central y tejido
cardiovascular impuls6 a la ciencia a sintetizar nuevas variedades que podemos
encontrar ampliamente utilizadas hoy en dia como anestésicos locales (gj. lidocaina) al
bloquear los canales de Na* (Ruetsch, Boni and Borgeat, 2001).

Los canales ionicos pueden clasificarse atendiendo a diversos criterios, incluyendo
los genético-estructurales y los funcionales basados en sus mecanismos de activacion.
Atendiendo a criterios funcionales, los canales i6nicos pueden clasificarse en 4 grupos
principales: i) los activados por ligandos externos, como los receptores implicados en

la transmision sinaptica rapida, incluyendo receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR);
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i) los activados por ligandos intracelulares, en general segundos mensajeros, como
nucledtidos ciclicos (CAMP o cGMP) o el Ca*, entre los que se incluye el canal de
cloruro activado por Ca'® intracelular; iii) los activados por un campo eléctrico
establecido a través de la membrana, como los canales voltaje-dependientes de Na’,
K*, Ca*? o CI, entre los que se incluyen el canal de CI" presente en fibras musculares
(CIC-1) o en la electroplaca de Torpedo (CIC-0); iv) los que son activados por tension
mecanica sobre el propio canal, o a través del citoesqueleto, como la familia de
canales Piezo (Kew and Davies, 2010; Coste et al., 2010).

Para el presente estudio sobre los efectos de la peimina en canales i6nicos, hemos
elegido 3 canales, como representantes de los 3 primeros tipos mencionados: el
nAChR, el CI" activado por Ca*? intracelular y el CIC-0. Estos canales han sido
elegidos atendiendo a su relevancia fisiolégica y a su interés para encontrar nuevos

moduladores de su actividad, con previsible potencial terapéutico.
1.1.2 RECEPTOR NICOTINICO DE ACETILCOLINA

El nAChR es el miembro mas conocido de la superfamilia de canales iénicos
activados por ligando, siendo el primer receptor de un neurotransmisor en ser aislado y
secuenciado (Flores Soto y Segura-Torres, 2015). Ademas, su funcién ha sido
ampliamente estudiada, fundamentalmente a nivel de la unién neuromuscular, lo que
le ha convertido en el principal modelo para el estudio de la estructura, funcion vy
farmacologia de los receptores para otros neurotransmisores. Por otro lado, el nAChR
desempefia importantes funciones tanto en el sistema nervioso central como
periférico, de modo que su disfuncién se relaciona con multiples patologias, incluyendo
diversas miastenias, algunos tipos de epilepsia, determinadas conductas adictivas y
enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson o el Alzheimer (Hurst,
Rollema and Bertrand, 2013; Taly et al., 2009).

Segun si la sinapsis quimica en la que participa permite la interaccion entre dos
neuronas o una neurona y una fibra muscular (unién neuromuscular) se diferencian
NAChRs neuronales o musculares, respectivamente. En ambos casos se trata de
canales ionotrépicos constituidos por 5 subunidades transmembrana ordenadas
simétricamente alrededor de un eje perpendicular a la membrana, formando un poro
permeable a los cationes Na*, K" y Ca*’ Los receptores de la fibra muscular de
vertebrados son heteromeéricos, estando constituidos por las siguientes subunidades
(Figura 1): 2 a;, 1B, 10y 1y o ¢, dependiendo del estadio de desarrollo (y en fibras
fetales y € en adultas) (Patifio, 2008).
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Figura 1. Vista lateral (A;) y superior (A,; desde la hendidura sinaptica) del nAChR,
mostrando su estructura pentamérica. El cuadrado rojo en Al indica el lugar de unién de la
ACh (sitio ortostérico) entre las subunidades a-y. No es el Unico, pues existe otro entre las
subunidades a-0. Cada subunidad contiene 4 segmentos transmembrana (M1-M4, mostrados
como hélices en la subunidad y de la figura A2) (Arberola-Die et al., 2019a).

En la unién neuromuscular, el proceso de activacién se inicia con la llegada de un
impulso nervioso que despolariza la membrana del terminal nervioso. Esto abre en el
terminal canales de Ca' dependientes de voltaje, que permiten el influjo de Ca* al
mismo lo cual promueve la liberacion de acetilcolina (ACh) en la hendidura sinaptica.
La ACh liberada se une a los nAChRs de las células musculares, que sufren un
cambio conformacional para permitir el flujo de iones a su través. Esta despolarizacion
culmina, finalmente, en la contraccion de la fibra muscular (Taleisnik, 2006).

Desde el punto de vista funcional, se pueden diferenciar tres estados
conformacionales en el receptor, que se comporta como una proteina alostérica
(Albuquerque et al., 2009; Changeux, 2012, Bouzat and Sine, 2018). En ausencia de
ligando, el receptor se encuentra en estado de reposo con la compuerta hidréfoba
situada en la profundidad del canal cerrada. Cuando la ACh u otro ligando se une a los
sitios ortostéricos, el canal pasa rapidamente (en el rango de microsegundos) a un
estado activo, abierto, permitiendo el flujo de iones. Si la exposicién al agonista se
prolonga en el tiempo, el canal adquiere una conformacion diferente conocida como
estado desensibilizado, caracterizado por tener una mayor afinidad por el agonista,
pero sin permitir el flujo i6nico a través del canal (Ochoa, Chattopadhyay and
McNamee, 1989).

Es importante comprender estos mecanismos por los que el receptor nicotinico es

modulado por diferentes moléculas, tanto endégenas (ej. hormonas) como exdgenas



(ej. toxinas o moléculas de uso clinico) debido a que los NAChR de tipo muscular se
encuentran directamente en contacto con los componentes plasméticos de la sangre.
Por el contrario, los receptores neuronales se encuentran parcialmente protegidos por
la barrera hematoencefalica y hematonerviosa (Alberola-Die et al., 2019a). Lo que es
mas, este conocimiento es fundamental para establecer la base del desarrollo de
nuevos compuestos terapéuticos, mas eficientes y especificos en la modulacién de la
funcion del nAChR vy, por ende, con menos efectos secundarios; con objeto de tratar

procesos patofisiolégicos relacionados con disfunciones de este receptor.
1.1.2 CANAL DE CLORURO ACTIVADO POR CALCIO

Durante la primera mitad de la década de 1980 se describi6 en ovocitos de
Xenopus laevis un canal de CI" activado por Ca* citoplasmatico (Calcium-activated
chloride channels, CaCC) (Miledi, 1982; Barish, 1983). La despolarizacion de la
membrana celular activa canales de Ca*? voltaje dependientes, permitiendo la entrada
de iones Ca' al interior citoplasmatico a favor de gradiente electroquimico. Este
acontecimiento se asocia a variedad de procesos intracelulares entre los que se
incluyen la contraccion muscular, la secrecidon de neurotransmisores, la expresion
génica, la modulacién de la excitabilidad de la membrana, el crecimiento de neuritas,
etc (Catterall, 2011). En algunas células, como los ovocitos de Xenopus, este
incremento del Ca*? citoplasmatico, bien por la despolarizacién o por la activacion de
receptores acoplados a proteinas Gq activa un canal de CI, que es responsable de
una corriente de salida mediada por iones CI. La retirada del Ca*? del medio que bafia
la célula elimina la corriente de CI" evocada por la despolarizaciéon, mientras que un

aumento de la [Ca*] la potencia.




Figura 2. Activacion de canales de CI” dependientes de Ca™ (CaCCs). CaCCs son
activados por el incremento de Ca*? citoplasmatico derivado de la activacién de canales de
Ca* voltaje dependientes (VDCCs) principalmente, pero también por el vaciado de Ca*?
contenido en el reticulo endoplasmatico, el cual a su vez activa a los canales de Ca*? operados
por depdsitos (SOCs). Este incremento, en definitiva, de Ca** abre los CaCCs ocurriendo la
entrada o salida de CI dependiendo de la diferencia entre el potencial de equilibrio del CI
(variable en distintos tipos celulares) y el potencial en reposo de la membrana. EIl recuadro
muestra un registro de corrientes CaCC (arriba) en respuesta a diferentes potenciales de
membrana (abajo). La actividad del canal aumenta frente a la despolarizacién de la membrana
y disminuye cuando el potencial de membrana retorna a valores negativos (Ferrera, Caputo
and Galietta, 2010).

Con el tiempo se han ido encontrando CaCCs en multiples tipos celulares,
incluyendo fibras musculares, adipocitos, hepatocitos y linfocitos, entre otros. Ello
involucra a los CaCCs en diferentes funciones fisioldgicas como es la secrecién
epitelial, excitabilidad del musculo cardiaco y de neuronas, transduccion olfativa,
regulacion del tono vascular y modulacién de la respuesta a la luz por los receptores
(Hartzell, Putzier and Arreola, 2005). Debido a esto, alteraciones de los CaCCs se
relacionan con numerosas enfermedades, incluyendo la fibrosis quistica (Verkman and
Galietta, 2009), hipertension (Wang et al., 2015), diarrea (Thiagarajah, Donowitz, and
Verkman, 2015), e incluso cancer (Galindo and Vacquier 2005). Por tanto, no es de
extrafiar el creciente interés cientifico de encontrar posibles reguladores de los
CaCCs. En su mayoria se han identificado inhibidores, pero también activadores que

prometen ser especialmente beneficiosos como terapéuticos (Huang et al., 2018).
1.1.3 CANAL DE CLORURO CIC

Los canales de cloruro CIC son estructuralmente y funcionalmente muy diferentes
de los canales dependientes de ligando, como los nAChRs; y los canales de CI
activados por Ca*. La estructura de estos canales fue descrita inicialmente para los de
electroplaca de Torpedo marmorata (Jentsch, Steinmeyer and Schwarz, 1990),
denominados CIC-0, pero con el paso de los afios se han ido descubriendo en
distintos tejidos de organismos tan dispares como los animales, plantas, levaduras,
arqueobacterias y eubacterias (Jentsch et al., 1999). En mamiferos, hasta la fecha se
han descrito 9 CIC diferentes (Jentsch et al., 2002). De acuerdo con los estudios de
homologia estos pueden agruparse en tres ramas. Los miembros de la primera rama
(CIC-1, CIC-2, CIC-Ka y CIC-Kb) ejercen su funcion en la membrana plasmatica,

donde también se localiza CIC-0; mientras que los miembros de las otras dos ramas



(CIC-3, CIC-4 y CIC-5 en una, CIC-6 y CIC-7 en otra) actuan primordialmente en las
membranas intracelulares.

Esta distribucion se asocia a una serie de funciones relacionadas con el transporte
de cargas y de materia. En este sentido, a nivel de membrana plasmatica las
corrientes de CI" son importantes para la regulacion de la excitabilidad nerviosa y
muscular (Koch et al., 1992), asi como para el transporte de sal y agua a través del
epitelio (Estévez et al., 2001), siendo relevantes para el mantenimiento del volumen
celular (Duan et al., 1997). A nivel intracelular el transporte de CI' se piensa que
participa en la compensacién de cargas necesaria para la acidificacion de varios
compartimentos intracelulares (Borsani et al., 1995).

En lo que respecta a su estructura, los canales CIC son dimeros, constituidos por
dos subunidades idénticas, cada una de las cuales encierra un poro. Estos poros se
abren frente a la despolarizaciéon de la membrana plasméatica, en un proceso voltaje-
dependiente muy répido (fracciones de milisegundo). Su actividad es independiente,
pero pueden ser cerrados por una compuerta comun, de caracter lento (actda con una
constante de tiempo de segundos) y abierta durante la hiperpolarizaciéon (Estévez and
Jentsch, 2002). Es asi que en los registros de este canal de “doble cafidn” se pueden

llegar a distinguir 3 niveles de corriente tal y como ilustra la Figura 2.

Figura 3. Estructura cristalina y registro del canal CIC (Dutzler et al., 2002). Los dos
mondmeros del dimero son mostrados en rojo y azul. Los iones CI” en sus respectivos sitios de
unién son mostrados como esferas verdes. Las hélices que estdn uniendo ambas subunidades
son mostradas en diferentes colores. En el registro se observan fluctuaciones en los niveles de
corriente en funcién del tiempo. Cuando la compuerta comun esta cerrada (indicada por “C” en

la linea inferior) no hay corriente. Cuando la compuerta estd abierta (indicado por “O”),



aparecen tres niveles de corriente: 0, cuando las compuertas de los poros individuales estan

cerradas; 1, cuando un poro esta abierto; 2, cuando ambos poros estan abiertos.

La alteracion de la estructura de los canales CIC en variedad de mutaciones
manifiesta la importancia fisioloégica de estos canales, teniendo un papel central en
enfermedades congénitas humanas. Por ejemplo, la mutacién del canal CIC-1,
expresado en fibras de musculo esquelético, ocasiona miotonia, una hiperexcitacion
de las fibras musculares (Kock et al., 1992). En caso de dafio en CIC-Kb, canal
especifico del rifién, se desencadena una dramatica pérdida de sales via renal en el
conocido como sindrome de Bartter (Simon et al., 1997). En este mismo tejido, la
mutacion de CIC-5 es la causante de la enfermedad de Dent, un desorden
caracterizado por la proteinuria e hipercalciuria, lo que desencadena normalmente en
piedras en los rifiones, nefrocalcinosis y fallo renal (Lloyd et al., 1996).

El canal CIC-0 ha servido como paradigma de los canales CIC a lo largo de su
historia (Jentsch et al., 2002), siendo por ello el candidato de referencia para
investigaciones que aborden la estructura y funcionalidad de esta familia de canales

en ionicos.
1.2 PEIMINA: POTENCIAL TERAPICO EN LA MEDICINA TRADICIONAL CHINA

La peimina, también conocida como verticina y verticinona, es un alcaloide que
constituye el compuesto bioactivo predominante en Frillitaria (familia Liliaceae), planta
utilizada ampliamente en la medicina tradicional China como antitusivo y expectorante
(Chen et al.,, 2007). Mas concretamente, la peimina se concentra en los bulbos
subterraneos de esta planta, conocidos en la regiébn como Beimu. Los mas extendidos
en su uso son aquellos pertenecientes a F. cirrhosa y F. thunbergii (Chuan Beimu y
Zhe Beimu respectivamente), en ocasiones combinados con bulbos de otras especies
de Frillitaria (Da-Cheng et al., 2013; Tang and Eisenbrand, 2013).

La estructura de la peimina fue descrita en la década de 1960 (Ito et al., 1963), tan
solo 30 afios después de se hubiera aislado por primera vez en bulbos de F. cirrhosa
(Chou y Chen, 1932). La peimina es pues, de acuerdo con la bibliliografia, un
glicoalcaloide con formula C,;HssNOs (pl 12,28, pKa 9,5), caracterizado por una

solubilidad moderada y carga positiva a pH fisiolégico (Chemicalize, 2019).
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Figura 4. Estructura de Peimina (Chemicalize, 2019).

De acuerdo con la Ley de Salud China N°51 se acepta Frillitaria como planta no
toxica apta para su consumo con objeto de aliviar sintomas gripales, entre los cuales
se destaca como antitusivo, antiinflamatorio y analgésico. (Law Pharmnet, 2002). Los
mecanismos por los que se dan estos efectos permanecen desconocidos, aunque
algunos estudios apuntan a una activacién de receptores opiaceos por parte de la
Peimina (Xu et al., 2008). Se ha verificado, ademas, su participacion en la supresion
de la actividad de nociceptores mediante el bloqueo de canales Navl.7, asi como del
sistema inmune (y por tanto de la inflamacion) mediante el bloqueo de canales Kv1.3
(Xu et al., 2016).

Los efectos farmacolégicos de la peimina no se limitan al aparato respiratorio, sino
gue se ha encontrado ser beneficiosa en variedad de enfermedades (Yin et al., 2019).
Entre ellas se destaca su efecto antitumoral, impidiendo la proliferacion celular e
induciendo su apoptosis en leucemia, cancer de pecho, de pulmén e intestinales
(Chen and Chen, 2012; Tang and Tang, 2012; Qi, Liao and Xu, 2017). Lo que es mas,
se ha observado su capacidad de revertir las resistencias adquiridas por las lineas
celulares frente al tratamiento quimioterapico (Tang et al., 2015; Gu et al., 2012).
También se ha observado que afecta a la actividad eléctrica del corazén al inactivar
canales hERG, lo que denota la necesidad de controlar las dosis administradas con
fines terapéuticos (kan et al., 2017).

Esta diversidad de efectos de la peimina puede considerarse como un riesgo
terapéutico debido a la poca especificidad que manifiesta, lo que se traduce en efectos
secundarios adversos. Sin embargo, cabe incidir en este punto en las palabras del
médico Paracelso, quien ya en el siglo XVI observé que la toxicidad de las sustancias

no reside en el compuesto en si sino en la dosis en la que se suministra.

“Lo que hay ahi, no es veneno: todas las cosas son veneno, y nada es sin veneno.
Solamente la dosis determina que una cosa sea 0 no veneno.” — Paracelso
(Santos, 2003)



Por tanto, es de importancia estudiar si este tipo de farmacos utilizados en la
medicina tradicional interaccionan a reducidas dosis con canales iénicos de relevancia
en enfermedades de manera especifica, es decir, sin efectos secundarios fruto de otro
tipo de interacciones. Se convierten en tal caso en potenciales medicamentos de uso
hospitalario como fue el caso, por ejemplo, del curare: potente veneno utilizado por los
pueblos indigenas de América del Sur, pero también utilizado (algunos anélogos
estructurales) como relajantes musculares durante la anestesia quirdrgica
(Raghavendra, 2002).

Los estudios de la peimina en esta linea comenzaron en el Departamento de
Fisiologia, Genética y Microbiologia de la Universidad de Alicante, donde se observé
que la co-aplicacion de 10 uM ACh con concentraciones crecientes de peimina
mostraban el bloqueo reversible de los receptores nicotinicos, de una forma dosis
dependiente. La curva dosis-inhibicién revel6 que la inhibicién del 50% de los nAChRs
(CEsp) se producia a una concentracion de 3 UM peimina, un valor considerablemente
bajo y, en todo caso, muy inferior al previamente descrito para el bloqueo de los
canales de Na" o K* (Arberola-Die et al., 2019b).



2.- OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue dilucidar posibles interacciones de la

peimina, en el rango micromolar, con canales idnicos de relevancia terapéutica:

nNAChR, CIC-0 y CaCC mediante técnicas electrofisiologicas. Este objetivo principal

incluye varios subobjetivos especificos, que deben alcanzarse para lograr el objetivo

final:
a)
b)

c)

d)

Aprender como se obtienen y mantienen en cultivo los ovocitos de Xenopus
Realizar la técnica de microtransplante funcional de receptores nAChR y
canales CIC-0 de la electroplaca de Torpedo a la membrana de ovocitos de
Xenopus.

Familiarizarse con los equipos electrofisiolégicos necesarios para registrar
corrientes de membrana en condiciones de fijacién de voltaje.

Conocer la metodologia para la activacion de canales activados por voltaje y
ligando y, en su caso, el disefio de protocolos adecuados para activar los
canales objeto de estudio.

Conocer cdmo se analizan las corrientes registradas y como pueden
representarse, utilizando programas especificos para el andlisis y

representacion de estos datos.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1 PURIFICACION Y RECONSTRUCCION DE nAChRs

La electroplaca de Torpedo marmorata se utilizé para obtener los nAChRs dada su
elevada concentracion en ese tejido, lo que facilita su purificacién en relacién con otros
tejidos (Morales et al., 1995).

El proceso de purificacion del nAChR de la electroplaca de Torpedo y su
reconstitucion en matrices lipidicas, formando proteoliposomas, se realizé por el grupo
del Prof. J.M. Gonzalez-Ros (Universidad Miguel Hernandez, Elche), siguiendo el
protocolo descrito por Martinez-Carrion et al. (1984). El resultado final son vesiculas
unilamelares con nAChRs suspendidos en tampon HEPES 10mM, a partir del cual se
preparan alicuotas que se almacenan en nitrdgeno liquido. Los canales de cloruro
CIC-0 co-purifican ocasionalmente con los nAChRs. Aunque la concentracion de CIC-0
en los proteoliposomas es mucho menor que la de los nAChRs, su actividad puede
detectarse electrofisiolégicamente (Ivorra et al., 2002).

3.2 EXTRACCION DE OVOCITOS DE Xenopus laevis

Los ovocitos de Xenopus laevis (anuro sudafricano de la familia Pipidae) fueron
seleccionados como modelo experimental, siendo capaces de incorporar a sus
membranas nAChRs microinyectados sin alteraciones en los mismos (Morales et al.,
1995), ademas de poseer en su membrana CaCCs nativos (Miledi, 1982).

Las hembras de X. laevis producen de manera continua y asincronica ovocitos, lo
gue permite tenerlos siempre a disposicion del equipo de investigacion. Lo que es
mas, su gran tamafio (1-1,3 cm) las hace células faciimente manejables (Miledi et al.,
1989).

Figura 5. Ovocitos de Xenopus laevis en estadio VI (Cristofori-Armstrong et al., 2015).

Las hembras del anuro fueron proporcionadas por Harlan Interfauna Ibérica S.L.
(Barcelona, Espafia) y el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (Montpellier,

Francia). Se procedié con su anestesia sumergiéndolas en un bafio de hielo que
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contenia MS-222 al 0,17% durante 30 minutos. Posteriormente, se suspendié el anuro
sobre un lecho de hielo y se le practicoé una incision en la zona abdominal para extraer
una porcion del I6bulo ovérico. El manejo del animal fue llevado a cabo de acuerdo
con las directrices de la Union Europea para el cuidado y uso de animales en
experimentacion. Asi mismo, el protocolo animal llevado a cabo en esta investigacion
fue aprobado por el comité ético de la Universidad de Alicante.

El I6bulo ovarico se sumergié en una solucion estéril de un medio Barth modificado
(NaCl 88 mM, KCI 1 mM, NaHCO; 2,40 mM, Ca(NOs), 0,33 mM, CaCl, 0,41 mM,
MgSO, 0,82 mM, HEPES 10 mM, ajustado a un pH de 7,4 por 20 min a 121°C y luego
suplementado con penicilina 100 Ul.ml™*y estreptomicina 0,1 mg.ml™). Se escogieron
los ovocitos que se encontraban en el estadio V y VI de Dumont (Dumont, 1972) y se
les separd el epitelio ovarico interno mediante un proceso mecanico. Las células
resultantes fueron mantenidas en una solucion Barth modificada a una temperatura de
15-16°C hasta su uso.

3.3 MICROINYECCION DE OVOCITOS

La microinyeccion de nAChR y CIC-0 de Torpedo marmorata en los ovocitos se
realizé con un nanoinyector electrénico (A203XVZ, WPI, Inglaterra) cuyas micropipetas
de inyeccién con didmetro en la punta de 20-30 um se construyeron mediante el
estiramiento de un capilar de borosilicato (PUL-1, WPI, Inglaterra).

Una alicuota de proteoliposomas conteniendo nAChRs purificados y CIC-0 se
descongeld durante 10-15 min en hielo y se re-homogeneiz6 mediante sonicacién en
un bafio durante 3 minutos. Posteriormente, 1-2 pl de la muestra se succion6 dentro
de la micropipeta de inyeccion, parcialmente rellena con aceite mineral. Con la ayuda
de un micromanipulador manual (M3301, WPI, Inglaterra) y una lupa estereoscopica
(SMz-1, Nikon, Japdn) se inyectaron 100 nl de la muestra en el polo vegetal de cada

ovocito.
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Figura 6. Proceso de microinyeccion de los ovocitos con los proteoliposomas. Los
ovocitos separados del epitelio ovérico (A1) fueron colocados individualmente en un soporte de
Parafilm (A2), donde bajo la visibn de una lupa estereoscépica (SMZ-1, Nikon, Japon) se
maniobré aproximando un capilar de vidrio con la muestra cargada (A3) a la zona de inyeccién
(B5). El nanoinyector (A203XVZ, WPI, Inglaterra) (A4) permitié la inyeccion de dos pulsos de

50 nl en cada ovocito.
3.4 METODOS PARA EL REGISTRO ELETROFISIOLOGICO EN OVOCITOS

Los ovocitos se colocaron de uno en uno en una camara de metacrilato con una
capacidad de 150 pL bajo el control visual de una lupa estereoscopica (GZ4, Leica,
Alemania). Por esta cdmara se hacen difundir distintas soluciones a una velocidad de
flujo de ~18 ml.min™, mantenida constante gracias a la succién ejercida por la bomba
de vacio acoplada a la camara. En dicha camara se coloc6 un anillo de Tygon® como
soporte del ovocito. Las disoluciones de perfusibn se introdujeron en matraces
erlenmeyer de 50-100 ml colocados sobre una repisa a un metro de altura. En cada
uno se introdujo un capilar de vidrio de 2 mm de calibre conectado a un tubo de
Tygon® que terminaba en electrovalvulas de 3 vias (The Lee Co., EEUU) que
controlan el paso de cada solucién a la camara gracias a su conexion a una unidad de
control conectada a un ordenador. Para evitar vibraciones que pudiesen dafar la
membrana del ovocito, el equipo mencionado se colocé sobre una mesa antivibratoria.
Ademas, la mesa de registro se introdujo en una jaula de Faraday, para minimizar las
interferencias de radiacion electromagnética externa, que incrementan el ruido

eléctrico del registro.
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Para medir las corrientes evocadas en la membrana del ovocito se utilizaron
electrodos de hilo de plata clorurado (Ag/AgCl) conectados a microelectrodos
obtenidos a partir del estiramiento de capilares de vidrio de borosilicato (con filamento
interno de 1,5 mm de diametro externo, 0,84 mm de diametro interno y 100 mm de
largo; 1B150F-4, WPI, U.K.). La punta de los microelectrodos se doblé en un angulo
de 45° empleando una microforja, para facilitar su entrada en los ovocitos y minimizar
el dafio durante el registro de las corrientes. La resistencia final de la punta de los
microelectrodos fue de 1,5 a 2 MQ para el electrodo de voltaje y de 1,5-3 MQ, para el
electrodo de corriente. Los microelectrodos de voltaje fueron rellenados con KCI 3 My
los de corriente con acetato potadsico 3 M y se conservaron, por separado, en
recipientes rellenos de dichas soluciones. Previamente a su utilizacion para el registro,
los electrodos se lavaron con abundante agua destilada, fueron sellados con glicerol,
para evitar la formacién de cristales, y, finalmente, se le introdujeron los cables de

plata clorurada (Ag/AgCl).

Figura 7. Set-up para el registro de corrientes en ovocitos. Las disoluciones (1) que

abastecen el sistema de perfusion (2) son dirigidas mediante 3 electrovalvulas (3) hacia la
camara (4) en la que se encuentra inmerso el ovocito. El flujo de las disoluciones es mantenido
constante mediante una bomba de vacio (5). Haciendo uso de dos micromanipuladores (6) se

aproximan los electrodos de voltaje y corriente (7) para ser colocados correctamente en el
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ovocito. La jaula de Faraday (8) que envuelve el set-up permite obtener un registro mas limpio

al minimizar el ruido eléctrico externo.

3.5 FIJACION DE VOLTAJE

La técnica de fijacion de voltaje, desarrollada por Cole y Marmont (1930), permite
controlar el potencial de membrana (Vm) y poder medir las corrientes necesarias para
mantenerlo en un valor deseado, lo que posibilita conocer los cambios de
conductancia de la membrana en respuesta a distintos estimulos.

Para conocer el potencial de membrana se introdujo en primera instancia el
electrodo de voltaje, que a su vez esta conectado a un preamplificador (VF-180 Micro
Electrode Amplifier, Bio Logic, Francia). Una vez conocido el Vm, se introdujo el
microelectrodo de corriente, conectado a un amplificador de corriente (VF-1800 High
Voltaje Amplifier, Bio Logic, Francia). Por su parte, la camara donde se encuentra el
ovocito esta conectada a tierra por medio de un puente de vidrio relleno de KCI 3 M en
una matriz de agar al 5%.

El valor de potencial de membrana medido en el ovocito se dirigié hacia el
amplificador diferencial (CA100 Clamp Amplifier, Bio Logic, Francia) que compara el
Vm con el potencial establecido por el experimentador (potencial comando, Vc). En
nuestro caso el potencial Vc es -60 mV. La diferencia entre Vm y Vc es la sefial de
error y es proporcional a la corriente que debe ser inyectada, a través del electrodo de
corriente, para fijar el potencial de la célula al valor deseado. Las corrientes de
membrana junto con el Vm se monitorizaron en un osciloscopio analégico/digital
(HM305, Hameg Instruments, Alemania) y mediante dos convertidores A/D (Digidata
Digidata 1200, de 12 bits, y 1400A, de 16 bits, Axon Instruments, U.S.A.).

Para la realizacion y monitorizacion de los registros, se emplearon dos programas
de captacion y monitorizacion de registros electrofisiolégicos: WCP version 4.2.2
desarrollado por J. Dempster (Strathclyde Electrophysiology Software, University of
Strathclyde, U.K.) y AxoScope version 10.0.0.60 (Molecular Devices Corporation,
U.S.A).
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Figura 8. Equipo para el registro de corriente en ovocitos. Vista general (derecha) de los
racks donde se encuentran los ordenadores y equipo necesario para el registro. Vista en
detalle (izquierda) del amplificador de corriente (1), amplificador diferencial (2), amplificador de
voltaje (3), unidad de filtros (4), osciloscopios (5 y 6), convertidores A/D (7 y 8) y controlador de
vélvulas (9).

3.6 PROTOCOLO PARA EVALUAR EL EFECTO DE LA PEIMINA

3.6.1 En nAChRS de Torpedo marmorata

Los ovocitos inyectados e incubados durante un minimo de 24 horas a una
temperatura de 16,5 °C fueron colocados en la camara de registro y superfundidos con
solucién RN (Ringer Normal) con atropina (NaCl 115 mM, KCI 2 mM, CaCI2 1,8 mM y
HEPES 5 mM, pH 7,0 + Atropina sulfato 0,5 yM). La atropina (Sigma, St. Louis, MO,
EEUU) se utiliza para bloquear las posibles respuestas muscarinicas nativas que se
puedan activar en los ovocitos en presencia de ACh (Kusano, Miledi and Stinakre.,
1982).
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El potencial de membrana se fijo a -60 mV y, entre cada aplicacion de ACh (Sigma,
St. Louis, MO, EEUU), se esper6 un tiempo de 12 min para minimizar el efecto de la
desensibilizacion producida por la presencia mantenida de ACh. Este tiempo de
espera se aconseja para la concentracion de ACh de 100 uM, que fue la utilizada en
este estudio. Cuanto menor es la concentracion de ACh mas corto es el intervalo entre

aplicaciones (Cobo et al., 2018).

= Medida del tiempo al pico de la corriente evocada por ACh vy del porcentaje de

inhibicion

La medida del tiempo al pico de la corriente evocada por ACh (lach), asi como a
distintos tiempos de ese valor maximo de la Iach, Se realizé con el software de registro
WCP. La amplitud de la corriente de Ixch asociada a estos tiempos permitié obtener,
por otro lado, el porcentaje de corriente remanente. A partir de ese porcentaje se
puede calcular el porcentaje de blogueo de la Ixch por la accién de la peimina (Sigma,

St. Louis, MO, EEUU) con respecto al control, a partir de la expresion:

IACh+P
IACh

Donde lach + p S€ refiere a la corriente evocada por la co-aplicacion de peimina 5 uM

% de Inhibicién=100 — [(

) X 100]

y ACh 100 uM e lach €s la corriente evocada por superfusién de s6lo ACh.

= Medida de la cinética (t) de la lach.

La caida en la lxch, €s posible ajustarla a una (o varias) exponenciales, de tal
manera que podemos aproximar la cinética de la corriente a la determinada por la
expresion:

It=|picoe T

Donde I; es la amplitud al tiempo dado, Iy, es la amplitud de la corriente en el valor
maximo de la lach, t €l tiempo dado y t (tau) la constante de tiempo (tiempo al cual la
funcion alcanza el 63% de su valor asintético). Tau es un parametro ampliamente
utilizado para indicar qué tan rapido decae una funcion exponencial, permitiendo
comparar la cinética de Iach evocada por sélo ACh con la obtenida tras la exposiciéon
del nAChR a ACh con diferentes moduladores, tal y como se ha realizado en
anteriores ocasiones en el Departamento de Fisiologia de la UA (Cobo et al., 2018;
Arberola-Die et al., 2016).

El ajuste de los datos a una funciéon exponencial, asi como la obtencion del

parametro Tau se realizé mediante el software de registro WCP.
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3.6.2 En CaCCs de Xenopus laevis

Los ovocitos recién extraidos de Xenopus laevis fueron colocados en la camara y
superfundidos con solucién RNA enriquecido en Ca*? (NaCl 115 mM, KCI 2 mM, CaCl2
1,8 mM y HEPES 5 mM, pH 7,0 + Ca*?10 mM). El enriquecimiento en Ca*tiene por
objeto potenciar la activacion de los CaCCs, al favorecer la entrada de Ca**al medio
intracelular a través de la activacion de canales de Ca* sensibles a voltaje presentes
en la membrana de estas células.

El potencial de membrana se fijo a -60 mV, y se aplicaron en intervalos de 2
minutos pulsos de voltaje que llevaron el Vm inicialmente a -100 mV, para eliminar la
inactivacion de los canales de Ca*? dependientes de voltaje y después a +20 mV. La
razon de llevar el potencial de membrana a +20 mV radica en el hecho de que a este
potencial se registra la mayor corriente de Ca*? hacia el interior celular (necesario,
como se ha explicado anteriormente, para la activacion de los CaCCs).

Después de completar con cada ovocito los registros establecidos por el protocolo,
se incub6 durante 2 minutos en un medio sin Ca*?y suplementado con Mn*? 10mM,

con el fin de bloquear cualquier corriente de Ca*? a través de la membrana del ovocito.

= Medida del porcentaje de inhibicién

El porcentaje de inhibicién se obtuvo de igual manera que en el receptor nicotinico,

a partir de la expresion:

ICaCC+P

% de Inhibicion=100 — [( T

) x 100]

Donde lcacc + p S€ refiere a la corriente evocada por los canales CaCC tras la
incubacién durante 2 minutos en peimina a concentraciones de 5 yM, 500 o 50 nM, e
lcacc €S la corriente evocada por los canales CaCC antes de la incubacion con

peimina.
3.6.3 En CIC-0 de Torpedo marmorata

Los ovocitos inyectados con proteoliposomas e incubados durante un minimo de 24
horas a una temperatura de 16,5 °C fueron colocados en la cAmara y superfundidos
con solucién RNA. El potencial de membrana se fij6 a -60 mV, y se aplicaron en
intervalos de 2 minutos rampas de voltaje hiperpolarizante-despolarizante (5 mV/sec),
desde -20 a -120 y vuelta a -20 mV. De esta manera se obtiene un registro que abarca
la apertura y cierre de ambas compuertas voltaje-dependientes, lenta y rapida, del

canal. (Ivorra et al., 2002)
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Después de completar con cada ovocito los registros establecidos por el protocolo,
se incub6 durante 2 minutos en |I° 115 mM, con el fin de bloquear la corriente evocada
por los canales CIC-0, dado que el I' no permea por este canal.

= Medida del porcentaje de inhibicién

El porcentaje de inhibicién se obtuvo a partir de la expresion:

e e, ICIC—-0+P
% de Inhibicién=100 — [(————) x 100]
IClC—-0
Donde Igco + p S€ refiere a la corriente evocada por los canales CIC-0 tras la
incubacién en peimina 5 uM durante 2 minutos, e lcico €S la corriente evocada por los

canales CIC-0 antes de la incubacién con peimina.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados obtenidos se utilizé, primeramente, Excel 2016
como herramienta para el almacenamiento y ordenamiento de los datos. Mediante el
software Origin 8 (OriginLab Corp, Northampton, MA, EE. UU.) pudieron ser
representados en las figuras y gréaficas correspondientes. Por Ultimo, los datos fueron
procesados estadisticamente mediante el software SigmaPlot 12.0 (Systat Sofware,
San José, C.A) determinandose:

- La media aritmética y el error estdndar de la media (SEM).

- Diferencias entre poblaciones que se ajustan a una distribucion normal,

aplicando pruebas t de Student (t-test). Se aceptaron como valores significativos

aguellos con un p-valor inferior a 0,05.

3.8 PLAN DE TRABAJO

El presente Trabajo de Fin de Grado se realiz6 en el transcurso de los 5 meses
comprendidos entre enero y mayo de 2019, siendo efectuada la parte experimental en
el laboratorio de Fisiologia adscrito al Departamento de Fisiologia, Genética y
Microbiologia de la Universidad de Alicante (Espafia).

Las actividades que se llevaron a cabo vienen recogidas a continuacion en un
cronograma:

1. Lectura de articulos cientificos proporcionados por el tutor.
Elaboracion de la estructura y trabajo a seguir.
Familiarizacion con el manejo del equipo de laboratorio.
Protocolo de evaluacion del efecto de la peimina sobre nAChRs.

Protocolo de evaluacion del efecto de la peimina sobre CaCCs.

2 T o

Protocolo de evaluacion del efecto de la peimina sobre CICs.
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7. Analisis de datos y resultados.

8. Busqueda bibliografica acorde con el desarrollo escrito del trabajo.
9. Redaccién y elaboracion del TFG.

10. Correcciones por parte del tutor.

11. Entrega.
ANO 2018
MESES Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio
SEMANAS | 123 |4(5]1(2(3 4|5(1|2|3|4[5]01(2(3 | 4|5(1|2|3[4(5]1|2|3 5

1l

[ =]

: o0

ACTIVIDADES POR SEMANA
(=4

10

11
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4.- RESULTADOS

4.1 EFECTO DE LA PEIMINA EN nAChR
4.1.1 La peiminainhibe la lach

La superfusibn de ACh 100 uM en ovocitos, previamente microinyectados con
NAChRs purificados y con el potencial de membrana fijado a -60 mV provocé la
apertura de los canales i6nicos que se incorporaron a la membrana del ovocito,
generando una corriente de entrada (lach, ver Control Figura 9A), resultando en la
entrada de iones Na'y la salida de iones K”. La superfusién de ACh 100 uM junto con
peimina 5 UM en estas células provocé la inhibicién de la Iach €n un 53,4 + 16,3 %
(n=5; N=3) en el pico, y en un 84,7 + 6,9 % (n=5; N=3) en la fase de meseta del
registro, medida a los 20 s del pico (Figura 9A). Estos resultados fueron
estadisticamente significativos respecto del control (p<0,05 en t-test) asi como entre
ellos (p<0,05 en t-test pareado) (Figura 9B).

ACh 100 uM 100

-

+5 UM peimina

R

80

(o2}
o
Il

% INHIBICION /, .,

Control n=5
+ 5 uM Peimina 40 REE
n=5
N=3
I 20
200 nA
10s 0
En pico En meseta (20s)
A B

Figura 9. Inhibicion de la lach €jercida por peimina. (A) Se representa la corriente
registrada en nAChRs en funcién del tiempo. El registro de color negro de la Ixc, corresponde a
un control representativo, obtenido por la superfusion de ACh 100 UM sola. Su aplicacion junto
con peimina 5 pM en el mismo ovocito se representa en color rojo. La barra horizontal
mostrada encima del registro representa el tiempo de aplicacion de ACh a la concentracion
indicada, sola o co-aplicada con peimina. En esta y las siguientes figuras, el potencial fijado
(Vc) para las Iach fue -60 mV, y las corrientes de entrada aparecen como deflexiones negativas.
(B) Se muestra un diagrama de barras que se corresponde con los valores medios obtenidos
de porcentaje de inhibicién de la Iach €n presencia de peimina 5 UM en el pico de la corriente y
en la meseta (a los 20 s del pico). En este y los proximos graficos de columnas, el nimero de
ovocitos (n) y el numero de Xenopus donadores (N) empleado en cada ocasion se muestra

adjunto. . El asterisco indica que la peimina inhibe significativamente la Iac, (p<0,05 en t-test
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de muestra Unica frente a un valor de 0) y la almohadilla que el porcentaje de inhibicion en la

meseta es mayor que en el pico de la Iach. (p < 0,05 en t-test pareado).

4.1.2 La peiminareduce el tiempo al pico de la lach

El tiempo al pico, o tiempo necesario para alcanzar el valor maximo de la lach, Se
midi6 desde el momento de inicio de la activacion en presencia de ACh 100 uM sola o
co-aplicada con peimina 5 uM. La co-aplicacién con peimina propicié que la lach
alcanzara antes su valor maximo (control, 1667,1 + 382,5 ms; co-aplicacién con
peimina, 802,6 = 368,0 ms), resultado respaldado por el andlisis estadistico llevado a

cabo (Figura 10).
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Figura 10. Reducciéon del tiempo al pico de la Iach. Se muestra un diagrama de barras
gue se corresponde con los valores medios obtenidos de tiempo al pico de la Ixch €n presencia
de ACh 100 uM sola (control) o co-aplicada con peimina 5 puM. El asterisco indica diferencias

significativas entre ambos valores (p<0,05 en t-test pareado).

4.1.3 La peimina acelera la cinética de desensibilizacion de la Iach

La obtencion del parametro t mediante el ajuste de la lacn a una funcion
exponencial permiti6 conocer la cinética de desensibilizacion de las Iac, evocadas por
ACh 100 puM sola o en co-aplicacion con peimina 5 pM. El andlisis estadistico
realizado mostré diferencias significativas en el valor de este parametro en los
controles (ACh 100 uM) respecto del obtenido en co-aplicacion con peimina (control, t
= 5050,9 £ 804,4 ms; co-aplicacion con peimina, t = 826,1 + 265,1 ms; obsérvense las
distintas cinéticas de desensibilizacion de los registros mostrados en la Figura 9) tal y

como se representa en la Figura 11.
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Figura 11. Reduccion de la Tau del proceso de desensibilizacién en presencia de
peimina. Se muestra un diagrama de barras que se corresponde con los valores medios
obtenidos de la constante de tiempo Tau de desensibilizacién en presencia de ACh 100 uM
sola (control) o co-aplicada con peimina 5 uM. El asterisco indica diferencias significativas entre
ambos valores (p<0,05 en t-test pareado).

4.2 EFECTO DE LA PEIMINA EN CaCC

4.3.1 La peimina potencia la lcacc

Mediante la aplicacién de pulsos de voltaje a distintos potenciales, manteniendo
como potencial de fijacion -100 mV, se obtiene la maxima actividad los canales de CI
dependientes de Ca*™a un potencial de +20 mV. Esta corriente de CI se registra como
una deflexién positiva debido al flujo de entrada de iones Cl al espacio citoplasmatico
(Figura 12, +20 mV), que evoca una corriente de salida (positiva) y esta mediada por
la entrada de Ca*?inducida por la despolarizaciéon de la membrana, ya que se puede
bloquear eliminando el Ca*® del medio extracelular (ver Figura 13, registro en azul).
Esclarecido, de este modo, el protocolo del voltaje ideal para el estudio de CaCCs, se
procedié con la incubacién del ovocito durante 2 minutos en peimina 5 uM. Puesto que
a dosis de 5 pM se observan efectos evidentes sobre nAChR, se decidi6 emplear
dicha concentracion para probar el efecto de la peimina sobre los otros canales
abordados en este estudio. Esta incubacion provocé la potenciacion de la lcacc €n un
356,0 + 86,6 % (n=7; N=2) (Figura 13, + 5 UM peimina). En vistas de este singular
resultado, significativamente diferenciado del control (p<0,05 en t-test), se decidi6 a
ahondar en el estudio de este canal reduciendo la concentracion de peimina con

objeto de discernir la minima dosis capaz de potenciar la actividad de CaCCs. Se
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procedid, por tanto, con la incubacién en peimina a 500 nM y 50 nM, obteniéndose
unos porcentajes de cambio de 187,2 + 39,1 % (n=5; N=2) y 147,9 + 30,9 % (n=9;
N=2) respectivamente, valores que resultaron no significativos respecto del control
(Figura 14). Se observé, por otro lado, una aparente reducciéon en el tiempo al pico
cuando se exponia el canal a peimina (Figura 13).

El periodo de incubacion fue establecido de forma arbitraria, por la falta de
informacion en lo que respecta a cuanto tiempo requiere el modulador para actuar
sobre este canal. Debido al limitado espacio temporal en el que tuvo lugar esta
investigacion, no se profundiz6 en cémo varia la modulacién ejercida por la peimina
cuando se acota o prolonga el periodo de exposicion del canal a este compuesto.

Queda, por tanto, pendiente para futuros experimentos.
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Figura 12. Variacién en la amplitud de la corriente de salida evocada por CaCCs en
funcion del potencial de membrana. El potencial de membrana se fij6 en -100 mV vy fue
desplazado mediante pulsos con un incremento de +20 mV hasta un potencial de +60 mV. Se
comienza a observar una corriente de salida cuando el Vm sobrepasa los -10 mV, alcanzando
un maximo de amplitud a los +20 mV, potencial al cual se produce la maxima entrada de Ca+2y
activacién por tanto de CaCCs.
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Figura 13. Potenciacién de la Icacc ejercida por peimina. Se representa la corriente
registrada en CaCCs (arriba), asi como el protocolo de voltaje utilizado (abajo), en funcién del
tiempo. El registro de color negro de la Icacc corresponde a un control representativo, obtenido
por la aplicacién de pulso de +120 mV en un medio RN con Ca'? 10 mMm, para llevar el Vm a
+20 mV. Su aplicacion junto con peimina 5 pM en el mismo ovocito se representa en color rojo.
Cuando al medio extracelular se le elimina el Ca* y, ademas se le afiade Mn*? 10 mM, se
impide la activacion de los CaCCs con el pulso de voltaje, como se observa en el registro en

azul, obtenido en la misma célula.
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Figura 14. Potenciacion de la Ica,cc €jercida por peimina a diferentes dosis. Se muestra
un diagrama de barras que se corresponde con los valores medios obtenidos de porcentaje de
cambio de la Icacc @ peimina 5 uM, 500 nM y 50 nM. El asterisco indica diferencias significativas
con respecto a los valores obtenidos en ausencia de peimina (p<0,05 en t-test). En el recuadro
se muestra la Icacc evocada en el mismo ovocito por un pulso de voltaje a +20 mV en RNA
(registro en negro), a peimina 50 nM (registro en naranja) y a peimina 500 nM (registro en rojo).
Nétese la reduccion del tiempo al pico de la Icacc bajo la influencia de la peimina.

4.3 EFECTO DE LA PEIMINA EN CIC-0
4.3.1 La peiminainhibe la lgico

La aplicacion de rampas de voltaje hiperpolarizante-despolarizante (5 mV/sec),
desde -20 a -120 y vuelta a -20 mV a ovocitos microinyectados con proteoliposomas
provocd, por un lado, la apertura progresiva en los canales de cloruro CIC-0 de la
compuerta lenta y el subito cierre de la compuerta rapida durante el periodo
hiperpolarizante y, por otro lado, la situacion inversa durante el periodo despolarizante
(ver Control Figura 15). La incubacién del ovocito durante 2 minutos en peimina 5 uM
provoco la inhibicion de la Igcoen un 28,4 £ 17,2 % a-80 mV y un 46,3 £ 8,1 % a -120
mV (n=6; N=4) (Figura 16A, + 5 uM peimina). Ambos valores resultaron significativos
respecto del control en ausencia de peimina, asi como entre ellos (p<0,05 en t-test

pareado) (Figura 16B).
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El periodo de incubacion fue establecido bajo el mismo criterio que en el estudio de
CaCCs.
Control
+5 uM Peimina
+ 115 mM I

10s

Figura 15. Inhibicién de la Igco ejercida por peimina. Se representa la corriente
registrada en el canal CIC-0 (arriba), asi como el protocolo de voltaje utilizado (abajo), en
funcion del tiempo. El registro de color negro de la lgcgo corresponde a un control
representativo, obtenido por la aplicacion de una rampa de voltaje hiperpolarizante-
despolarizante en un medio RNA. La respuesta en presencia de peimina 5 pM en el mismo
ovocito se representa en color rojo. Los canales CIC-0 se bloquearon cuando el CI" del medio
fue sustituido por I (registro en azul. El trazo recto y discontinuo es la linea base, marcando el
valor 0 de corriente i6nica. Nétese como la corriente de partida es inferior en peimina respecto

del control, denotando un bloqueo previo a la aplicacién de la rampa de voltaje.
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Figura 16. Inhibicion voltaje-dependiente de la Igcoejercida por peimina. (A) Se
representa la corriente registrada en el canal CIC-0 en funcion del voltaje al que se encuentra
sometido durante la rampa hiperpolarizante-despolarizante. El registro de color negro la Igic.o
corresponde a un control representativo, obtenido por la aplicacion de una rampa de voltaje
hiperpolarizante-despolarizante en un medio RNA solo. La aplicacion, en el mismo ovocito, de
la rampa de voltaje en presencia de peimina 5 UM se representa en rojo. El bloqueo de los
canales CIC-0 cuando se sustituye el CI' por I se representa en azul. (B) Se muestra un
diagrama de barras que se corresponde con los valores medios obtenidos de porcentaje de
inhibicién de la Igco a -80 mV y -120 mV. El asterisco indica que la peimina inhibe
significativamente la Igco (p<0,05 en t-test de muestra Unica frente a un valor de 0) y la
almohadilla que el porcentaje de inhibicion de la I¢ico. @ -120 mV es mayor que a -80 mV (p <
0,05 en t-test pareado).
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5.- DISCUSION

El presente trabajo se enmarca en una de las lineas de investigacion del tutor de
este trabajo, acerca del efecto ejercido por la peimina sobre canales i6nicos de interés
terapéutico, ampliando el conocimiento en lo que respecta al abanico de interacciones
de dicho modulador sobre otros canales, ademas del que ya se habia observado sobre
el nAChR.

La peimina, compuesto bioactivo predominante de los bulbos de Frillitaria, es un
glucoalcaloide de solubilidad moderada debido a su conformacion en anillos
aroméaticos combinados con varios grupos alcohol (Figura 4). Presenta un valor de pK,
de 9,5 por lo que la eminente mayoria de las especies de peimina presentes en una
disolucién a pH=7 (como es el Ringer Normal que superfundieron los ovocitos) estan
cargadas positivamente. Este hecho justifica que la permeabilidad del compuesto a
través de la membrana plasmética sea muy baja y que sus mecanismos de accién
sobre los canales i6nicos se ejerzan, presumiblemente, a través de la via hidrofilica;
actuando a nivel del poro i6nico cuando éste se encuentra en estado abierto o
uniéndose a residuos localizados en dominios extracelulares del propio canal.

La peimina es comunmente utilizada en la medicina tradicional china para aliviar
sintomas gripales, entre los cuales se destaca como antitusivo, antiinflamatorio y
analgésico. El desconocimiento, por otra parte, de los mecanismos por los que ejerce

estas funciones la convierte en objeto de estudio de esta investigacion.

5.1 ACTUACION SOBRE nAChR

El caracter analgésico de la peimina puede ser explicado por su actuacion
moduladora de canales iénicos, que podrian ser activados por voltaje o ligandos. Uno
de los efectos mas evidentes de la peimina es la inhibiciébn de los nAChRs. Hay una
gran variedad de moduladores que presentan un efecto semejante en los nAChRs,
entre lo que se destaca por su uso analgésico la lidocaina (Alberola-Die et al., 2011),
QX-314 (Koblin and Lester, 1979) y QX-222 (Pascual and Karlin, 1998). La inhibicion
gue ejercen del nAChR se sitia dentro del rango micromolar, con unos valores de
CEsgo en torno a 50 uM. La peimina, por su parte, se ha podido demostrar en este
estudio como alcanza porcentajes de inhibicion de la lach superiores al 60% a una
concentracion de tan solo 5 uM (Figura 9B). Concretamente, las curvas dosis-
inhibicion realizadas anteriormente por Alberola-Die et al. (2019b) revelan un CEs, de
3 UM y un coeficiente de Hill de 1, lo que indica que una sola molécula de peimina es

suficiente para bloquear el nAChR.
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Respecto al modo de accion por el cual la peimina esté reduciendo la amplitud y el
tiempo al pico de la Iach y acelerando la cinética de caida de la corriente, se sugiere
gue esta molécula puede favorecer o estabilizar el estado desensibilizado del canal,
por el cual éste adopta una conformacion en la que tiene mayor afinidad por ACh, pero
sin permitir el flujo ibnico a través del canal. Por un lado, en este trabajo se ha podido
observar que la exposicion a peimina 5 UM propicia que la Ixc alcance antes el tiempo
al pico (Figura 10), tal y como se habia presenciado anteriormente en los estudios
realizados por el grupo que desarrolla en esta linea de investigacion (Arberola-Die et
al., 2019). Otros blogueantes de nAChR, como la lidocaina y la tetracaina, también
disminuyen el tiempo en el cual se alcanza la mayor amplitud de la Iach, hecho que se
correlaciona con el blogueo a canal abierto o el aumento de su desensibilizacion
(Alberola-Die et al., 2011; Cobo et al., 2018). Por otro lado, los valores de porcentaje
de inhibiciébn obtenidos en pico y en meseta, siendo mayores en ésta Ultima (Figura
9B), denotan una alteracién en la cinética de desensibilizacion de la Iach. Este hecho se
ve respaldado por las constantes de tiempo Tau mas rapidas obtenidas en presencia
de peimina (Figura 11), del mismo modo que se ha podido observar con la tetracaina
(Cobo et al., 2018).

A pesar de que estos resultados pueden reflejar un incremento en la
desensibilizacion del nAChR, debemos ser cautos en la afirmacion, puesto que para
confirmarlo es necesario llevar a cabo experimentos adicionales que nos permitan
descartar que la peimina inhibe el nAChR mediante un mecanismo de bloqueo por
unién lenta, que también modificaria la cinética de inactivacion de la Iach (Alberola-Die
et al., 2011; Alberola-Die et al., 2016; Cobo et al., 2018).

5.1 ACTUACION SOBRE CaCC

Los CaCCs se encuentran ampliamente expresados en las células de los
mamiferos, involucrandose en variedad de funciones fisiol6gicas que abarcan la
secrecion epitelial, excitabilidad del musculo cardiaco y de neuronas, transduccion
olfativa, regulacion del tono vascular y modulacion de la respuesta a la luz por los
receptores (Hartzell, Putzier and Arreola, 2005). Con el paso del tiempo se han ido
encontrando varios moduladores de CaCCs, en su mayoria con accion inhibitoria tales
como el éacido tanico (Namkung et al., 2010), CaCCinh-A01, TMEM16Ainh-A01
(Namkung et al., 2011), acido digalico, diclorofeno, benzbromarona, acido N-[(4-
metoxi) -2-naftil]-5-nitroantranilico (MONNA) (Oh et al., 2013), e idebenona (Seo et al.,
2015). Entre los escasos activadores que se han encontrado se destaca la

ginsenosida Rb1 (Guo et al., 2017), el resveratrol (Chai et al., 2017) y cinamaldehido
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(Huang et al.,, 2018); todos ellos compuestos orgénicos propios de la medicina
tradicional china al igual que la peimina.

Las concentraciones necesarias de estos moduladores para producir un cambio en
la mitad de la Icacc (CEsp) son, en general, considerablemente grandes situandose la
ginsenosida Rbl en 38,4 £ 2,14 pM vy el resveratrol en 47,92 + 9,35 uM. El
cinamaldehido, por el contrario, presenta una un valor bastante inferior con una CEsg
de 9,73 + 5,64 pM. A este respecto, la peimina se postula como un prometedor
modulador, alcanzando potenciaciones superiores al 300% a tan solo 5 pM (Figura
14). El analisis estadistico realizado a dosis inferiores no pudo garantizar diferencias
significativas respecto de la corriente registrada en ausencia de peimina, lo que
hubiera permitido aproximar con certeza la CEs, de la peimina. Sin embargo, la causa
de esta ausencia de diferencias posiblemente resida en el bajo nimero de casos
registrados (5 a 500 nM y 9 a 500 nM), asi como en sus grandes desviaciones lo que,
en conjunto, no permite categorizar diferencias significativas respecto del control. Se
puede observar, pese a todo, una tendencia clara de la peimina a potenciar la lcacc de
una manera dosis-dependiente, situdndose presumiblemente la CEs, entre 50 y 500
nM teniendo en cuenta sus porcentajes de cambio (147,9 + 30,9 % y 187,2 + 39,1 %
respectivamente). Es, en definitiva, una concentracion extraordinariamente inferior a la
gue se puede encontrar en la bibliografia existente, y por tanto de sumo interés para la
investigacion de estos canales. Se plantea para experimentos futuros profundizar en el
estudio del efecto de la peimina a diferentes dosis en el rango nanomolar con objeto
de la determinacion precisa de su CExsy.

Respecto a su posible modo de actuacion, los activadores de CaCCs actuan por
medio de dos vias principales: bien de manera directa sobre el CaCC (como la
ginsenosida Rbl y el resveratrol) o bien de manera indirecta aumentando la
concentracion intracelular de Ca*® (como el cinamaldehido). En los Ultimos afios se
han ido desarrollando farmacos contra la fibrosis quistica que actian a través de esta
segunda via y que se encuentran a dia de hoy en fase de ensayo clinico, como la
duramicina (Grasemann et al., 2007). Los moduladores, sin embargo, que actian via
directa sobre los CaCCs se piensa que pueden llegar a ser mas eficaces. En este
sentido, conviene plantearse realizar un ensayo del efecto de la peimina sobre los
canales de Ca”* dependientes de voltaje de la membrana del ovocito, que son los

responsables de permitir la activacion de la lcacc.

5.2 ACTUACION SOBRE CIC-0

Los canales de cloruro CIC pueden encontrarse tanto en el dominio procariota como

eucariota, participando en diversos procesos fisioldgicos incluidos el transporte
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transepitelial, excitabilidad de membrana, regulacién del volumen celular y acidosis de
organulos (Borsani et al., 1995; Duan et al., 1997; Estévez et al., 2001; Koch et al.,
1992). A pesar de su relevancia en la investigacion biomédica, existe una falta de
inhibidores potentes de la actividad de CIC, situAndose la mayoria en el rango de
actuacion milimolar como es el caso de los acidos DIDS, 9AC y CPP (Furukawa et al.,
1998). Recientemente se han venido desarrollando derivados sintéticos de estos
moduladores con una selectividad y potencia de actuacion mejorada, habiéndose
alcanzado en ciertos derivados de CPP una actividad bloqueante con una CEs,de 10
UM (Liantonio et al., 2008). En esta linea, la peimina se postula como un prometedor
blogueante natural de los CIC-0. Debido al corto periodo de tiempo para realizar los
experimentos, no se pudieron obtener registros de lcco a concentraciones de peimina
superiores a 5 yM, lo que habria posibilitado el calculo de la CEsp, Sin embargo, a
partir de los registros obtenidos podemos deducir que este valor serd préximo a 5 uM,
ya que se han observado porcentajes de inhibicibn cercanos al 50% a esta
concentracion (Figura 16). Cabe sefialar que la inhibicion ejercida por la peimina
resulta ser voltaje dependiente, de acuerdo con las diferencias significativas halladas
en el porcentaje de inhibicion a -80 mV y -120 mV (Figura 16B). Dicha actividad resulta
de mayor grado a potenciales mas negativos, hecho también observado en otros
moduladores de este canal como los constituidos en el veneno del escorpién amarillo
(Thompson et al., 2005). Dado que la peimina es una molécula con carga neta positiva
y con un tamafio relativamente grande, en comparacion con la luz de un canal i6nico,
se puede especular que la hiperpolarizacion de la membrana forzaria a esta molécula
a taponar la luz del canal, causando lo que se conoce como bloqueo de canal abierto.
A la luz de estos resultados seria de interés la aplicacion de protocolos de voltaje
especificos con objeto de discernir si la peimina estd actuando por medio de la
alteracion en el mecanismo de cierre de la compuerta lenta, rapida o ambas; tal y
como Chen (2019) ha realizado recientemente en sus investigaciones de la
modulacion de CIC.

Por otro lado, resulta fundamental para la investigacion molecular conocer la
disposicién espacial de los elementos del compuesto en cuestion para inferir sus
posibles interacciones con el medio. Mas interesante es el hecho de que se haya
relacionado la estructura de ciertos moduladores de CIC, con idéntica composicion
guimica, con su efecto directo actuando o inhibiendo. Concretamente, la conformacion
coplanar de los anillos aromaticos se asocia con activadores de CIC, mientras que su
disposicién en diferentes planos resulta propia de bloqueantes (Liantonio et al., 2008).
A este respecto, conviene plantearse la visualizacion de la estructura tridimensional de

la peimina para avalar este conocimiento de los bloqueantes de CIC.
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6.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que:

1.

Se han alcanzado los objetivos de aprendizaje metodolégicos necesarios
para realizar registros electrofisiologicos en ovocitos de Xenopus.

La co-aplicaciéon de ACh (100 pM) con peimina (5 puM), inhibe de forma
significativa la Iach. Ademas, la peimina acelera la fase de caida de la Iacy €n
presencia sostenida del agonista, sugiriendo una potenciacion de la
desensibilizacion del nAChR.

La peimina, a una concentracion de 5 uM, potencia de forma significativa la
lcacc. ESta potenciacion se observo en algunas células a concentraciones
submicromolares. Queda pendiente conocer si es un efecto directo sobre los
CaCCs o indirecto a través de la modulacién de los canales de Ca* de la
membrana del ovocito.

En el rango micromolar (5uM), la peimina inhibe de forma significativa la
lcico. Este efecto fue voltaje-dependiente, aumentando significativamente el
blogueo al hiperpolarizar la membrana, posiblemente por un mecanismo de

bloqueo de canal abierto.

CONCLUSIONS

The results we have achieved can allow us to conclude that:

1.

The methodological learning objectives necessary to perform
electrophysiological recordings in Xenopus oocytes have been achieved.
Co-application of ACh (100 uM) with peimine (5 uM) significantly inhibits the
lach. In addition, peimine accelerates the fall phase of the lach in the
sustained presence of the agonist, suggesting an enhancement of the
NAChR desensitization.

Peimine, at a concentration of 5 pM, significantly enhances lcacc. This
potentiation was observed in some cells at submicromolar concentrations. It
remains to be known if it is a direct effect on the CaCCs or indirectly through
the modulation of the Ca*? channels of the oocyte membrane.

In the micromolar range (5uM), peimine significantly inhibits Icico. This effect
was voltage-dependent, significantly increasing the blockage by
hyperpolarizing the membrane, probably by an open-channel blocking

mechanism.
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razon de que la vida es, mas alla de lo que logres, los enlaces que forjes.

Y gracias, a mi madre, porque estaria orgullosa.
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