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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

Las palabras en inglés fueron incluidas en itdlica.

% DRV: porcentaje de disminucidn de la resistencia vascular
4-AP: 4-aminopiridina

17-ODYA: acido 17-octadecindico

AA: 4cido araquiddnico

AG: acido graso

AUH: arteria umbilical humana

BK: canal de K* de alta conductancia sensible al Ca** y al voltaje
CA: del inglés, Cell-Attached

CCNS: canal catidnico no selectivo

CCR: curva de concentracién-respuesta

CCVO: canal de Ca** voltaje operado

CDC: cinnamil-3,4-dihidroxi-a-cianocinamato

CDF: del inglés, cumulative density function (histograma acumulativo de latencias)
CML: célula de musculo liso

CMLV: célula de musculo liso vascular

COX: ciclooxigenasa

CSD: del inglés, calcium sensor domain (dominio sensor de calcio)
CYP: citocromo P450

DHA: acido docosahexaenoico

ECso: concentracion efectiva 50



EET: acidos epoxiecosatrieonicos

E.ev: potencial de reversién

HA: Modelo alostérico de Horrigan y Aldrich
HETE: 4cidos hidroxieicosatetraenoicos
Indo: indometacina

10: del inglés, Inside-Out

IP3R: Receptor de IP;

KRB: solucion de Krebs Ringer Bicarbonato
LOX: lipooxigenasa

LTA: acido litocdlico

MLC: del inglés, myosine light chain (cadena liviana de la miosina)

MLC17: del inglés, myosine light chain 17 kDa (cadena liviana de la miosina de 17
kDa)

MLC20: del inglés, myosine light chain 20 kDa (cadena liviana de la miosina de 20
kDa)

MLCK: del inglés, myosine light chain kinase (quinasa de la cadena liviana de la
miosina)

NA: noradrenalina

NXC: intercambiador Na*/Ca**

PGD: del inglés, pore gate domain (dominio del poro)
PGI2: Prostaciclina

PUFA: acido graso poliinsaturado

RCK: del inglés, regulating conductance of K domains (dominio regulador de la
conductancia al K*)

RS: reticulo sarcoplasmico

RyR: receptor de Rianodina



SB: solucion del bafio
SD: solucién de disociacion
SE: Solucién extracelular del bano

SERCA: del inglés, sarco/endoplasmic reticulum Ca’*-ATPase (bomba Ca’*-ATPasa
de reticulo sarcoplasmico/endoplasmico)

Sl: solucién intracelular de la micropipeta
SP: solucién de la micropipeta

STOC: del inglés, spontaneus transient outward currents (corrientes espontaneas
transitorias salientes)

V: potencial de membrana
VSD: del inglés, voltage sensor domain (dominio sensor de voltaje)
WC: del inglés, Whole-Cell

Wt: del inglés, wild-type
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Introduccion



La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo de
enfermedad cardiovascular y una de las principales causas de muerte en nuestro pais.
Actualmente se define como HTA a una presion arterial (PA) superior a 140/90 mmHg
(sistélica/diastdlica) sostenida en el tiempo. Constituye uno de los factores de riesgo
mas importantes para el desarrollo de enfermedad coronaria, insuficiencia renal,
insuficiencia cardiaca y accidente cerebrovascular, de manera que el control de la PA
reduce el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular compleja. Su prevalencia
ha aumentado debido a la mayor expectativa de vida y a la mayor incidencia de
obesidad en la poblacién [1-3]. El ultimo estudio epidemioldgico nacional estima que
esta patologia afecta al 33.5% de la poblacion adulta, y en la poblacién de mayores de

65 afios la incidencia crece al 68.5% [3].

Si bien la HTA constituye un sindrome multifactorial, la causa mas comun es un
incremento de la resistencia vascular periférica y son multiples los factores que
pueden provocar este aumento. La funcionalidad de las células de musculo liso
vascular (CMLV) tiene un rol central en este fenédmeno dado que una mayor
contractilidad de este tipo celular produce una disminuciéon del radio de los vasos que

conlleva a un aumento de la resistencia vascular periférica y de la PA [4].

El primer paso en el tratamiento de la HTA se basa en cambios en el estilo de
vida como restriccién de la ingesta de Na®, pérdida de peso, disminucién del consumo
de etanol y aumento del ejercicio. En los casos donde ésto no es suficiente para lograr
el control de la PA, se debe recurrir a una estrategia farmacoldgica. Los tratamientos
apuntan a reducir el gasto cardiaco, la resistencia vascular periférica o ambos
parametros [2,5]. Actualmente, los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECAs), los antagonistas del receptor de angiotensina Il AT1 (ARA-2) y los
antagonistas del receptor Bl-adrenérgico (incluyendo a los bloqueantes mixtos a-f)
constituyen los principales tipos de farmacos antihipertensivos [5]. Sin embargo, ante
la falla de esta linea de tratamiento, se recurre a farmacos clasicos de segunda linea de
eficacia probada pero con una tolerabilidad muy inferior a los anteriores (por ejemplo:
inhibidores de canales de Ca**, diuréticos, activadores no selectivos de canales de K,

agonistas a2-adrenérgicos) [5].



En este marco, el trabajo de Tesis doctoral se desarrolld con el objetivo de
contribuir a la compresién del funcionamiento de las proteinas involucradas en la
regulacién de la contractilidad vascular y su modulacién por factores enddgenos, lo
cual constituye un punto de partida para la busqueda de nuevos farmacos
antihipertensivos con mecanismos de accién novedosos que permitan el tratamiento

de pacientes que fracasan con la terapéutica actual de la HTA.

El canal de K" de alta conductancia sensible al Ca** y voltaje (canal BK) ha sido
extensamente estudiado en las células de musculo liso vascular, donde contribuye en
forma significativa al control de la contractilidad de los vasos sanguineos, por lo que ha
sido postulado como una interesante diana farmacoldgica para el tratamiento de la
HTA y otras patologias de musculo liso (asma, incontinencia urinaria, disfuncion eréctil,

etc.) [6-9].



MUSCULO LISO VASCULAR

Las células musculares lisas que forman la tunica media de los vasos sanguineos
son células fusiformes de entre 100 a 500 um de largo y 2 a 6 um de diametro, con una
gran proporcion superficie/volumen. Esta relacién se debe, en parte, a las
invaginaciones que presenta la membrana denominadas caveolas [10], las cuales se

relacionan por su cara interna con el reticulo sarcoplasmico (Figura 1).

Figura 1. Esquema de una célula de musculo liso vascular. En el recuadro se muestra una
ampliacion en donde pueden apreciarse caveolas y reticulo sarcopldsmico (RS).

Este tipo celular posee proteinas contractiles especificas que se ordenan en
filamentos finos y gruesos, y le confieren a la célula la propiedad de contraerse (Figura
2). Los filamentos finos estan formados por actina globular polimerizada y tienen
asociadas las proteinas tropomiosina, caldesmona y calponina. Los filamentos gruesos
estdn constituidos por miosina, la cual posee dos subunidades proteicas pesadas y dos
pares de subunidades livianas. Las cadenas pesadas de la miosina estan enrolladas
entre si, constituyendo el nucleo del filamento grueso, y terminan en dos porciones de
naturaleza globular (cabezas) capaces de hidrolizar ATP, que sobresalen del filamento
a intervalos regulares. Sobre cada cabeza de miosina se disponen dos tipos de cadenas
livianas, denominadas cadena liviana esencial (MLC17, del inglés, myosine light chain
17 kDa) y cadena liviana reguladora (MLC20, del inglés, myosine light chain 20 kDa).
Esta ultima posee un sitio de fosforilacion en el aminodcido serina 19, importante para

la regulaciéon de la contraccion.
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Figura 2. Esquema de los elementos que forman parte del aparato contrdctil en las
células de musculo liso. Figura modificada de la Tesis Doctoral de Nicolds Enrique [11].

Estos filamentos se organizan en unidades de tres a cinco filamentos gruesos
rodeados de varios filamentos finos, los cuales se fijan a estructuras proteicas
denominadas cuerpos densos, formados principalmente por a-actina, que estan
anclados a proteinas del citoesqueleto celular y a la membrana celular [10,12] (Figura
3). De esta manera, se forma la maquinaria contractil, la cual modificara su longitud

dependiendo de la concentracidon de calcio intracelular.

Nucleo

Cuerpo denso

Filamento grueso
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Contraida
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Figura 3. Disposicion esquemadtica de los filamentos contrdctiles y los cuerpos densos
en la célula de musculo liso. La célula se muestra en estado relajado y contraido. Figura
modificada de Tortora y Derrickson, “Principes of Anatomy and physiology” (2006) [13].



La concentracidn de Ca?* libre en el citosol de la célula de musculo liso (CML) es
fundamental en la determinaciéon de su grado de contraccién. En la condicién de
reposo la misma esta comprendida en el rango de valores de 120 a 170 nM [14,15]. Un
aumento global en la concentracion del Ca’* intracelular a niveles de 500 a 700 nM
activa el aparato contractil celular, desencadenando la contraccidn de la célula. Dicho
aumento se puede producir por el influjo de Ca’* desde el medio extracelular o a partir
de la liberacién del mismo desde organelas intracelulares como el reticulo
sarcoplasmico y la mitocondria, que constituyen reservorios de Ca’' intracelular. Las
estructuras que median el aumento de calcio son numerosas y la importancia relativa
de cada una de ellas varia entre los distintos tipos de células de musculo liso, incluso
entre los distintos lechos vasculares. En general un aumento global o local de la

concentracién intracelular de Ca®* puede estar mediado por (Figura 4):

e Activacién de canales de Ca®* voltaje operados (CCVO): de los cuales
diferentes subtipos han sido identificados en el musculo liso vascular (L, T, P/Q,
R). Su probabilidad de apertura es funcién del potencial de membrana celulary
del estado de fosforilacién, entre otros factores reguladores [16].

e Activacion de canales cationicos no selectivos (CCNS) permeables al ca’:
también en este caso existen varios subtipos, y pueden activarse mediante un
numero importante de estimulos como agonistas, estiramiento mecanico,
depleciéon del reticulo sarcopldsmico, estimulos despolarizantes de Ia
membrana celular, entre otros [15,16].

e Activacién del intercambiador Na*/Ca** (NXC) en su modo reverso de accién.
Este mecanismo es sensible a los cambios de concentracién de Na* y Ca*",
intracelular y extracelular, asi como a las variaciones del potencial de
membrana celular cuando se trata de isoformas electrogénicas [15,17].

e Liberacién de Ca** del reticulo sarcoplasmico, inducido por el influjo de Ca**
(RyR) o por el segundo mensajero IP; (IPsR). Ademads, el RyR puede presentar
aperturas espontdneas de corta duracién que generan cambios locales en la

concentracién de Ca** denominados chispas (sparks) de calcio [15,18]



e Liberacién de Ca® desde la mitocondria, regulado en gran medida por el pH

intracelular y por la propia concentracion de Ca®" intracelular [15].
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Figura 4. Estructuras que median el aumento de la concentracion intracelular de Ca**
en las CML. RS: reticulo sarcopldsmico; CCVO: canal de Ca”* voltaje operado; CCNS: canal
catiénico no selectivo; NXC: intercambiador Na*/Ca® (en su modo reverso de accion);
RyR: receptor de Rianodina ; IPsR: Receptor de IPs. Se simbolizan en azul los iones Ca’*y
en rojo los iones Na".

El Ca®* se une a una proteina citoplasmdtica denominada calmodulina que
posee cuatro sitios de uniéon para este ion. Cuando aumenta su concentracion, se
favorece la formacidn del complejo Ca?*-calmodulina gue activa a la proteina quinasa
de la cadena liviana de miosina (MLCK, del inglés miosine light chain kinase). Esta
guinasa puede estar ligada a los filamentos finos a través de su extremo N terminal y
cuando es activada fosforila a la MLC20 [10]. Esta reaccidn desencadena un ciclo,
durante el cual ocurre el movimiento de las cabezas de miosina desplazando los
filamentos de actina mediante el gasto de energia metabdlica a través de la actividad
ATPasa del complejo actomiosinico. Este mecanismo conduce al acortamiento de la

estructura contractil y el consiguiente desarrollo de fuerza. El ciclo de contraccién se



lleva a cabo hasta que el Ca** vuelve a disminuir a la concentracién de reposo, a la cual

la MLCK se inactiva y se interrumpe la fosforilacién de la miosina.

Al finalizar el estimulo contractil, la concentracién de Ca** disminuye debido a
que el mismo es removido del citoplasma, y cuando se alcanza nuevamente la
concentracion de reposo se produce la consecuente relajacion celular. La disminucién
de la concentracion de Ca®* intracelular implica la extrusion de Ca’* a través de la
membrana celular y su secuestro hacia las organelas intracelulares (Figura 5). La
extrusiéon de Ca?* puede realizarse a través del intercambiador Na'/Ca®* (NXC)
actuando en su modo directo y/o por la bomba de Ca*-ATPasa ubicada en la
membrana plasmatica. Por su parte, la recaptacién de Ca?* hacia los reservorios
intracelulares, es mediada por la bomba de Ca®* ubicada en la membrana del RS

(SERCA, del inglés sarco/endoplasmic reticulum Ca**-ATPase) [15].

Extracelufar . : o.
Bomba® * *® ®es
2+
de Ca NXC
Intracelular 2
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@ Caz+ Caz+ .: L ]
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Figura 5. Estructuras que median la disminucion de la concentracion intracelular de
Ca’** en las CML. RS: reticulo sarcopldsmico; NXC: intercambiador Na*/Ca’*(en su modo
directo de accion); SERCA: sarco/endoplasmic reticulum Ca*-ATPase. Se simbolizan en
azul los iones Ca”*y en rojo los iones Na”.



A modo de resumen, en la Figura 6.a y b se esquematizan los mecanismos

generales de contraccidn y relajacion, respectivamente.

(a) Contraccion del musculo liso (b) Relajacion del musculo liso

El aumento de Ca™ en el citosol es la serial para la contraccién. La disminucién de Ca™ del citosol es el primer paso para la relajacién.
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Figura 6. Esquema de los mecanismos de contraccion y relajacion de las CML. a: El
incremento en la concentracion de Ca”* intracelular deriva en la contraccién de la CML
por predominio de la MLC fosforilada. b: La remocion del Ca** intracelular deriva en la
relajacion de la CML por predominio de la MLC desfosforilada. Figura modificada de
Silverthorn, “Human Physiology: An integrated Approach” (2017) [19].

Diversos estimulos endégenos (agonistas, iones, etc.) y exdgenos (xenobidticos)
pueden alterar el estado contractil de las células de musculo liso vascular (CMLV)
actuando sobre las estructuras celulares que intervienen directa o indirectamente en

la regulacién de la concentracién del Ca®* intracelular. Las sustancias vasoactivas



enddgenas que reciben las CMLV pueden originarse en el endotelio vascular,
plaquetas, eritrocitos, células del sistema inmune, terminales nerviosas, glandulas

enddcrinas, células del tejido conectivo, entre las mas relevantes [10].

En particular, el endotelio vascular sintetiza y libera mediadores vasoactivos de
accién paracrina sobre las CMLV en respuesta a distintos estimulos fisiolégicos, como
pueden ser sustancias circulantes (serotonina, angiotensina Il, adrenalina,
bradiquinina), sustancias liberadas por las plaquetas o por las células del sistema
inmune, neurotransmisores liberados por las terminales nerviosas, cambios en la
presién de O, sanguinea, alteraciones acido base, asi como cambios en el flujo
sanguineo que generan una fuerza de roce (del inglés, shear stress) sobre la superficie
endotelial. Los factores liberados por el endotelio pueden difundir y actuar sobre las
CMLV produciendo diversos efectos que alteran la regulacidn del estado contractil de
estas ultimas, y por lo tanto del didmetro de la luz del vaso [20]. El conocimiento de la
importancia del rol endotelial en el control de la contractilidad vascular ha aumentado
mucho desde que Furchgott y Zawadzky (1980) demostraron que la acetilcolina relaja
el tejido vascular precontraido sélo en presencia de endotelio intacto [21].
Actualmente, se sabe que la accién de muchos vasodilatadores y vasoconstrictores es
dependiente de la integridad del endotelio con un importante impacto sobre la

regulaciéon de la presion arterial [22].

Arteria umbilical humana

En este trabajo de Tesis se utilizé la arteria umbilical humana (AUH) como
modelo de estudio para evaluar el mecanismo de accién del dcido araquiddnico, una
sustancia endégena liberada por el endotelio vascular, que afecta el estado contractil
del musculo liso vascular (ver mas adelante). La AUH es uno de los vasos sanguineos
del corddon umbilical que forma parte de la circulacién feto-placentaria (Figura 7)
contribuyendo a la regulacién del flujo entre el feto y la placenta con un rol
fundamental en el transporte de oxigeno y nutrientes vitales para el desarrollo del
feto. Por lo tanto, el estudio de la AUH, ademas de representar un modelo de vaso

humano muy util en el campo de la fisiologia vascular, es importante para entender el
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rol de este vaso sanguineo en los numerosos mecanismos que regulan el flujo feto-

placentario.
Vena Arteria
umbilical umbilical Espacio lleno de
sangre materna
Cordén .
umbilical
Embrién \

Cavidad Corion  Vellosidad
amniotica coridnica

Amnios Arteria Vena
uterina uterina

Figura 7. Esquema de la circulacion feto-placentaria. El intercambio entre la madre y el
feto se produce a través de la membrana placentaria. La sangre materna llega por la
arteria uterina y bafia las vellosidades corionicas. La sangre fetal llega a la placenta por
las arterias umbilicales, las cuales terminan en asas capilares largas y dilatadas dentro
de las vellosidades coridnicas. La sangre retorna al feto por las venas umbilicales [23].
Figura de Curtis y col., “Biologia” (2007) [24].

El cordon umbilical posee dos arterias y una vena, las cuales, a diferencia de
otros vasos sanguineos, carecen de vasa vasorum, vasos linfaticos e inervacién
autéonoma [25]. Debido a esto ultimo, la regulacién del didmetro de las mismas esta
determinada fundamentalmente por factores liberados en forma local por células
endoteliales, por el propio musculo liso o por sustancias que alcanzan las células de

musculo liso a través del flujo sanguineo.

La AUH presenta una organizacién histolégica formada por dos tunicas, la

intima y la media, y carece de lamina eldstica y adventicia tipicas de otros lechos
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arteriales. La tunica intima, ubicada internamente (hacia la luz del vaso), presenta
largas microvellosidades que se proyectan hacia el lumen, y estd formada por una capa
de células endoteliales ricas en reticulo endoplasmadtico rugoso, mitocondrias y
ribosomas [26,27]. El limite entre la tunica intima y la media contiene un segundo tipo
celular con caracteristicas semejantes a las células de musculo liso aunque mas ricas en
reticulo endoplasmatico rugoso y organelas [26,27]. La tunica media esta formada por
células de musculo liso que se disponen internamente longitudinales al eje del vaso en
forma espiralada, y externamente formando una capa circular compacta, como se

observa en la Figura 8.

Figura 8. Arteria umbilical humana. Se muestra las secciones transversales de cordon
umbilical (izquierda) y de la arteria umbilical humana en la que se observa la estructura
histoldgica (derecha, fotografia tomada en nuestro laboratorio).

Respecto a la funcién contractil de las CML de la AUH, nuestro grupo reporté la
presencia de diferentes vias de influjo de Ca**, como canales de Ca®* voltaje operados
(L, P/Qy T) [28] y catidnicos no selectivos [29], el intercambiador Na*/Ca®" en su modo

reverso [17] y entrada de Ca2+operada por deplecidn del reticulo [30].
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MUSCULO LISO VASCULAR Y CANALES DE POTASIO

Como mencionamos previamente, el aumento del calcio intracelular es
fundamental para desencadenar la contraccién de la CMLV. Existe una vinculacién
directa entre el valor del potencial de membrana celular (V) y el estado contractil de
la célula. La contraccién muscular puede ser inducida por una despolarizacion del Vy,
ya gue provoca un incremento en la probabilidad de apertura de los CCVO presentes
en la membrana celular. Una mayor actividad de estos canales idnicos, que permiten el
influjo de Ca®*, genera un aumento en la concentracién de Ca** intracelular que induce
finalmente la contraccidon de la CMLV [31]. Los valores de V,, de reposo de este tipo
celular estdan comprendidos en el rango de -40 a -60 mV, variando de acuerdo con el
tejido y a los métodos de medida. Este valor es mantenido por flujos idnicos a través
de canales idnicos de la membrana plasmatica, en funcion del gradiente
electroquimico y de la permeabilidad de la membrana para cada ion. Numerosos
trabajos han demostrado la participacion de distintos tipos de canales selectivos al K*
en la regulacidon y mantenimiento del V., de las CMLV [31,32], por lo cual estos canales
idnicos pueden intervenir indirectamente en el mecanismo y regulacion de la
contraccion vascular. La activacién de los canales de K" produce hiperpolarizacién de la
membrana celular (y relajacién vascular) mientras que su inhibicién despolariza la
misma, desencadenando la contraccién vascular. En la Figura 9 se esquematiza la
participacion de los canales de K* en la regulacién del V, y su influencia en la
determinacion de la concentracién intracelular de Ca** que establece el grado de

contraccion de las CML.
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Figura 9. Esquema del rol del V,, sobre la concentracién del Ca®* intracelular ([Ca®'];) en
las CMLV y su relacion con la contractilidad vascular. Figura modificada de Nelson M.T. y
col. (1995) [31].

CANALES DE POTASIO

Los canales de K" son un conjunto de proteinas cuyo origen se postula en
simultaneo con el origen de la vida en la tierra [33]. Los mismos se expresan tanto en
células eucariotas como procariotas y constituyen el grupo mas numeroso de canales

especificos para un ion en particular (Figura 10).
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Figura 10. Diversidad de canales ionicos. Esquema que relaciona familias de canales
idnicos en base a la similitud de secuencia de aminodcidos de las regiones formadoras de
poros. Se incluyen 143 canales catidnicos, evolutivamente relacionados. Los colores de
fondo agrupan los canales idnicos con relacion mds estrecha. Se muestran siete familias
y sus topologias de membrana (los segmentos que conforman el dominio del poro se
marcan en gris). Los canales de potasio se muestran como ramas rojas. Figura de Yu F.H.
y col. (2005) [34].

El primer canal iénico en ser cristalizado fue justamente un canal de K* de una
célula procariota y a partir de la estructura de rayos X del mismo pudo localizarse la
region formadora del poro idnico [35], la cual se observd que estd ampliamente
conservada en todas las familias de canales de K*, en todos los reinos. En contraste, en
el resto de la secuencia de los canales de K* se observan porciones de importante
variabilidad, que permiten agruparlos, en base a su estructura, en 3 grandes grupos y

en 5 familias [36—40] (Figura 11):
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Canales 2 Segmentos de Transmembrana - 1 dominio formador de Poro
(2TMS-1P): el canal se forma como tetrdmero y corresponde a la familia de

canales K (del inglés, inward retifiying K* channels).

Canales 4 Segmentos de Transmembrana - 2 dominios formadores de Poro
(4TMS-2P): el canal se forma como dimero y corresponde a la familia de

canales Kyp (del inglés, two pore domain K* channels).

Canales 6 Segmentos de Transmembrana - 1 dominio formador de Poro
(6TMS-1P): incluye a tres familias y es el grupo mas numeroso de canales de K.
Estdn formados por tetrdmeros cuyas subunidades, como su nombre lo indica,
poseen seis segmentos de transmembrana (S1-S6), siendo los ultimos dos los
que conforman un dominio formador del poro. Dentro de este grupo se
encuentra la familia de canales de K' operados por voltaje (Ky), cuya
caracteristica estructural es la presencia de una regién en el segmento de
transmembrana S4 que presenta 4 aminoacidos cargados positivamente y que
funciona como sensor de voltaje (altamente conservado en otras familias de
canales iénicos de K*, de Na* y de Ca®* que también presentan sensibilidad al
voltaje). Este grupo se completa con 2 familias de canales de K* sensibles a la
concentracion de Ca®' intracelular (Kca). La primera se denomina SK¢, (del
inglés, small conductance calcium sensitive K channel), y estd compuesta por
una serie de canales de K* de conductancia intermedia y baja con actividad
independiente del voltaje. Mientras que la segunda se denomina familia de los
Slo, cuyo miembro mas relevante es el canal de K* de alta conductancia
sensible al Ca* y al voltaje, conocido como Slo1, BK o BKc, (del inglés, big

conductance voltage- and calcium-dependent K channel).
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Figura 11. Familias de canales de K agrupados segun la estructura primaria de sus
subunidades. Los rectdngulos indican los dominios de transmembrana, las
interrupciones en la membrana indican los dominios formadores de poro y los signos +
sefialan la ubicacion del sensor de voltaje. Figura modificada de Gonzdlez C. y col. (2012)
[39].

Nuestro grupo ha realizado una extensa caracterizacion de los canales de K"
presentes en las CML de la AUH, encontrandose miembros de todas las familias
principales. Particularmente, hemos identificado la presencia del canal BK, de canales
Kv (al menos 4 isoformas) y al menos dos canales con un comportamiento compatible
con canales Kir 0 Kyp [41-43]. En este trabajo de Tesis nos focalizamos en el canal BK

cuyas caracteristicas principales describiremos a continuacion.

La familia de los canales de K* Slo y el canal BK

Esta familia de canales idnicos, constituida por proteinas codificadas por los
genes SLO (SLO1, SLO2.1, SLO2.2 y SLO3), tienen como caracteristicas distintiva su
valor elevado de conductancia idnica [44]. Ademas comparten la capacidad de sensar
el voltaje de la membrana y cambios en la concentracion intracelular de determinados
iones (H*, Ca**, CI y Na*, segun el subtipo), lo que les permite establecer un nexo entre
los cambios en las concentraciones idnicas que se generan en la sefalizacion
intracelular y la conductancia de la membrana celular [36,39]. El canal BK, codificado

por el gen SLO1 (o KCNMA1), es el miembro mas estudiado de esta familia, de
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expresion ubicua y de alta relevancia a nivel del musculo liso vascular. Fue clonado por
primera vez a partir del mutante de la Drosophila llamado “Slowpoke” [45], dando

origen al nombre de la familia Slo.

El canal BK posee una conductancia de entre 200-300 pS, dependiendo de las
condiciones de medida, entre 10-20 veces mayor que la mayoria de los canales de K".
Su probabilidad de apertura (Po) aumenta con la despolarizacién de la membrana y
con el incremento de la concentracion de calcio intracelular (Figura 12) [9,46-48].
Estas propiedades hacen que su principal funcidn, en los tejidos en los que se expresa,
sea la de constituir un mecanismo de retroalimentacidon negativa, atenuante de las
respuestas fisioldgicas excitatorias mediadas por calcio y/o despolarizacion, tales como
los procesos de exocitosis de neurotransmisores y hormonas, la excitabilidad neuronal,

la contraccidon muscular, etc.
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Figura 12. Activacién del canal BK por el Ca** intracelular. Registro de canal tnico
obtenido en nuestro laboratorio, en donde se observa la activacion de la corriente BK de
las CML de la AUH por incremento de la concentracidn de Ca®" intracelular de 3 nM a 1.2
UM. Figura perteneciente a la Tesis doctoral de Pedro Martin [49].

En el funcionamiento de las CMLV, en las cuales el canal BK se encuentra
altamente expresado, tiene una funcidon fisiolégica relevante asociada a la

vasorrelajacion de diferentes lechos vasculares, y por lo tanto, una relaciéon con la
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determinaciéon de la resistencia periférica y regulaciéon de la presién arterial
[9,31,50,51]. Tal como hemos esquematizado en la Figura 9, tanto la despolarizacion
como el aumento global de la concentracion de Ca”* intracelular incrementan la
actividad de los canales BK permitiendo un mayor eflujo de K" y por lo tanto la
hiperpolarizacién de la membrana celular, condicidon que contribuye con la relajaciéon
de la CML. Un aspecto clave para este mecanismo, es la cercania espacial con la que se
expresan el canal BK y los canales CCVO en algunos tejidos [52-54]. El canal BK es
también responsable de generar hiperpolarizacién en respuesta al incremento
localizado de la concentracién de Ca®* intracelular en pequefias areas debido a
liberaciones espontaneas de Ca®* desde el canal RyR del reticulo sarcoplasmico
(chispas, en inglés, sparcks), las cuales generan corrientes transitorias de K* (STOC, del
inglés spontaneous transient outward currents) a través de canales BK [18,55,56]. En la
Figura 13 se esquematizan los procesos mencionados. Ademas, existen evidencias que
indican que en las CMLV, este canal participa del mecanismo de hiperpolarizacion que

produce el endotelio vascular ante determinados estimulos [20,57].
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Figura 13. Regulacion de la respuesta contrdctil mediada por la activacion del canal BK
que induce hiperpolarizacion y relajacion vascular en CMLV. RS: reticulo sarcopldsmico;
BK: canal BK; B1: subunidad accesoria del canal BK (se mencionard mds adelante en esta
Introduccion); CCVO: canal de Ca’** voltaje operado; RyR: receptor de Rianodina; IPsR:
Receptor de IP;. Se simbolizan en azul los iones Ca”’y en verde los iones K'.
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El canal BK se compone de subunidades a formadoras del canal que se asocian
formando tetrameros. Como se menciond anteriormente, la subunidad a tiene una
topologia muy similar a la de los canales de K" operados por voltaje de tipo Kv ya que
posee los seis segmentos de transmembrana (S1-S6) con el segmento S4 cargado
positivamente. Se conserva también, en el dominio de poro, la secuencia TVGYGD que
le confiere selectividad al ién K y es tipica de canales selectivos a este idn. A diferencia
de los otros canales, posee un dominio transmembrana adicional denominado SO, que
orienta al extremo N-terminal hacia la cara extracelular, dando un total de siete
segmentos transmembrana. SO es requerido para la expresién funcional del canal y es
necesario para la interaccién del canal con sus subunidades accesorias B (ver mas
adelante) [9,58—60]. A diferencia de los canales Kv, en donde el sensor de voltaje estd
constituido solo por el segmento S4, el canal BK posee un sensor descentralizado, en
donde aproximadamente el 50% de las cargas del mismo se ubican en el S4 y el resto
se distribuyen entre el S2 y el S3 [61]. Actualmente, las evidencias biofisicas indican
que los primeros cinco segmentos S0-S4 forman el sensor de voltaje (VSD, del inglés
voltage sensor domain) del canal [61—63]. Los segmentos S5 y S6 de cada monémero a
contribuyen a la formacién del poro central de alta conductancia y selectivo al K* (PGD,
del inglés, pore-gate domain) [9,64]. Su segmento C-terminal, expuesto hacia el medio
intracelular, es muy voluminoso y posee dos dominios sensores de calcio, RCK1 y RCK2
(del inglés, regulating conductance of K* domains), que forman una superestructura
hetero-octamérica denominada gating ring [65—67] la cual también es capaz de sensar
otras moléculas intracelulares como Mg2+, H*, grupo hemo, CO, ROS, PIP,, etc. [8].
Cada dominio RCK posee un sitio de unién al calcio, el sitio de RCK1 es de menor
afinidad con una Kd de 3.5 uM vy el sitio de RCK2, de mayor afinidad, presenta una Kd
de 0.29 uM [68]. Las estructuras de la subunidad a y del canal BK se representan en las

Figuras 14 y 15, respetivamente.
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Figura 14. Esquema simplificado de la estructura de la subunidad a del canal BK. Los
cilindros representan los dominios transmembrana (S0-S6). El dibujo no estd en escala.
Figura modificada de Hoshi T. y col. (2013) [69].

Figura 15. Estructura del canal BK. Representacion 3D de la estructura del canal
obtenida por criomicroscopia electrénica por Tao y MacKinnon (2019) (PDB: 6V22). La
estructura del canal fue determinada en asociacion con subunidades accesorias B4 (no
mostradas) y corresponde al estado abierto del canal, con union de calcio. Vista lateral
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(izquierda), de solo 2 subunidades o (con el fin de simplificar la visualizacion) y vista
superior (derecha) del tetramero. Los segmentos transmembrana de a se muestran en
verde, mientras que el dominio C-terminal, que conforma el gating ring, se muestra en
magenta. Las esferas amarillas corresponden a iones K* en el filtro de selectividad del
poro del canal y las esferas turquesas a iones Ca”* en sus sitios en RCK1 y 2 [64].

El canal BK ademds puede asociarse a subunidades accesorias beta () y gamma
(y). Se conocen cuatro tipos de subunidades B (B1 a B4, codificadas por los genes
KCNMB1-4) [9,70-73], y su expresion difiere segun el tejido. Estas subunidades
accesorias poseen una estructura primaria similar, compuesta por 2 segmentos
transmembrana con un Joop extracelular extenso de 116-128 residuos y sus extremos
N y C-terminal orientados hacia el medio intracelular [9]. Cuando se asocian a las
subunidades a, se ubican entre las hélices que conforman el sensor de voltaje y en
contacto con el segmento S6 y la a-hélice del loop S5-56 [64,73], y modifican la cinética
y la sensibilidad aparente a la concentracién de Ca?* intracelular, entre otras
propiedades funcionales del canal. Ademas, las subunidades B pueden alterar el perfil
farmacoldégico del canal, permitiendo la accién de farmacos de manera tejido-

especifica [74,75].

Respecto a las subunidades v, su descubrimiento es mas reciente y se conocen
cuatro tipos (y1 a y4, codificadas por los genes LRRC26, LRRC52, LRRC55 y LRRC38) que
también tienen expresién diferencial segin el tejido. Poseen una estructura primaria
de un Unico segmento transmembrana, orientando su extremo N-terminal hacia el
medio extracelular y C-terminal hacia el medio intracelular. El dominio N-terminal es
extenso y se caracteriza por poseer motivos de residuos de leucina por lo que lleva el

nombre de dominio LRR (del inglés, leucine-rich repeat domain) [76].

En la Figura 16 se esquematizan las subunidades By vy, y en la Tabla 1 se
resumen los efectos que tiene cada subunidad accesoria sobre el canal BK y su

distribucién diferencial en los distintos tejidos.
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B1

B2

B3

B4

Y1

Y2

Y3

Y4

Aumenta

Aumenta

Sin efecto

Inhibe a bajo
Ca*, activa a
alto Ca™

Sin efecto

Sin efecto

Disminuye

Sin efecto

Disminuye

Sin efecto

Aumenta

(B3a),

disminuye

(B3b)

Disminuye

Aumenta

Aumenta

Aumenta

Aumenta

No presenta

Rdpida y
completa

Incompleta
(B3a,byc)

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

No presenta

Enlentece

Enlentece

Enlentece

(B3b)

Enlentece

Enlentece

Sin efecto

Enlentece

Sin efecto

[70,77-79]

[77,81-83]

[72,83-87]

[84,88-90]

[76,93]

[76]

[76]

[76]

Musculo liso, rifidon, vejiga,
cerebro y miometrio
[73,79,80].

Pdncreas, rifion, bazo,
ovario y cerebro [72,82].

Bazo, placenta, pdncreas,
rifién, corazén, pulman,
higado, préstata, testiculo,
ovario y cerebro [72,83,84]

Cerebro, rifion y musculo
liso de la vejiga [84,91,92].

Prostata, gldndula salival,
trdquea, tiroides, timo,
cerebelo, cerebro, aorta y
mucosa [76].

Testiculo, musculo
esquelético, placenta y
espermatozoides [76].

Cerebro, higado y bazo.
[76].

Gldndula suprarrenal,
musculo esquelético, timo,
cerebelo, cerebro, testiculo
y bazo [76].

Tabla 1. Efectos de las distintas subunidades accesorias sobre el canal BK y su distribucion en los

distintos tejidos. Datos recopilados por Torres y col. (2014) y

Li & Yan (2016) [74,94]. Las

modificaciones en la sensibilidad al calcio refieren a la sensibilidad aparente. La sensibilidad al voltaje

refiere al pardmetro z obtenido a partir de las curas G-V o Po-V.
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de una subunidad B (izquierda) y y (derecha). Los cilindros representan dominios
transmembrana (TM). El dibujo no estd en escala. Figura modificada de Hoshi T. y col.
(2013) [69].

A pesar de que el canal BK es el producto de un solo gen, las siguientes
propiedades amplian enormemente su diversidad funcional entre los distintos tejidos
en donde se expresa: posee once variantes de splicing alternativo [79], puede
expresarse junto a las distintas subunidades accesorias B y y (ocho en total), pudiendo
asociarse a éstas con distinta estequiometria [95] y simultaneamente a ambos tipos de
subunidades [96], y posee, en su estructura, sensores intracelulares que le confieren

una estrecha relacion con el estado metabdlico celular.

En las células de musculo liso se encuentra expresada la subunidad 1, la cual
incrementa significativamente la sensibilidad aparente al Ca”, disminuye la
dependencia del voltaje y enlentece la cinética de activacién y de deactivacion de la
corriente de K" mediada por el canal [9,60,97]. Por otro lado, la asociacién con B1 le
confiere a las CML un perfil farmacolégico distinto, ya que se ha demostrado que la
union de determinados moduladores del canal, tanto enddégenos como exdgenos,
requiere de la presencia de esta subunidad para ser efectivo. El 17- Bestradiol, el

tamoxifeno, el tungsteno y el acido litocdlico son sdélo algunos ejemplos [75,98—-100].
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En las CMLYV, la subunidad B1 es esencial para la aparicion de las corrientes transitorias
de tipo STOC, descriptas mds arriba. Esto fue evidenciado empleando un ratén
knockout para B1, en donde se comprobd la desaparicidon de las corrientes STOC y se
observé desarrollo de hipertension, poniendo en evidencia el importante rol del canal
BK asociado a la subunidad B1 en el control de la contractilidad vascular y la regulacién

de la presidn arterial [101,102].

Modelo alostérico del canal BK

Respecto al modo de activacién del canal BK, se postula que la energia eléctrica
(voltaje) y la energia quimica (de la unién del Ca**), sensadas a través de los dominios
sensor de voltaje y sensor de calcio, respectivamente, son transducidas a energia
mecadnica, induciendo un cambio conformacional en el dominio del poro, el cual oscila

entre los estados cerrado y abierto del canal [103,104].

Existen numerosos modelos cinéticos de variada complejidad para explicar la
activacion del canal BK, sin embargo, los estudios iniciales de la funcién del canal
realizados por el grupo de Magleby [105-107] y los del grupo de Aldrich [103,104,108]
generaron bases de conocimiento que permitieron llegar a una propuesta conocida
como Modelo alostérico de dos niveles o Modelo de Horrigan y Aldrich (HA) [104] que,
en forma sencilla y en concordancia con los datos experimentales, permite

parametrizar la modulacién de este canal por el calcio y por el voltaje.

Este modelo se basa en la existencia de tres mddulos funcionales dentro del
canal, el dominio del poro (PGD), cuatro dominios sensores de voltaje (VSDs) y cuatro
dominios sensores de calcio (CSDs), cada uno de los cuales esta en equilibrio entre dos
estados: cerrado/abierto (PGD), reposo/activo (VSDs), sin Ca®’/Ca?* unido (CSDs). Se
definen entonces tres constantes de equilibro, L para la transicion del PGD, J para cada
VSD y K para cada CSD. Cada mddulo VSD y CSD puede experimentar transiciones entre
sus estados de equilibrio de manera independiente y regulados por el voltaje y la
concentracion de calcio intracelular. Adicionalmente, pueden comunicarse de manera
alostérica, entre ellos y con el PGD [104,109], modificando el cambio de energia libre

(AG) necesario para la transicién entre los estados cerrado y abierto (y por lo tanto la
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probabilidad de apertura), de manera similar a lo descripto para la modulacién
alostérica de las enzimas [110]. De este modo, los dominios involucrados en el modelo
HA implican que el canal pueda transitar entre 70 posibles estados conformacionales
diferentes. El comportamiento del canal puede resumirse, entonces, como tres
procesos que constituyen equilibrios independientes pero que interactian
alostéricamente entre ellos. La comunicacién entre los distintos médulos puede
cuantificarse a través de factores alostéricos: C que caracteriza la transduccién entre
CSD y PDG, D que caracteriza el acoplamiento electromecanico entre VSD y PDG, y E
que caracteriza la comunicacién entre los sensores VSD y CSD. En la Figura 17 se

esquematiza el mecanismo propuesto por el modelo de HA.

G cerrado

(A

O abierto

D G
reposo R X sin Ca”
 bund @
activo A XCa Ca” unido
4 4

Figura 17. Esquema del Modelo de Horrigan y Aldrich de regulacion alostérica del
canal BK. L, J y K son constantes de equilibrio que describen los equilibrios para los
dominios del poro (PDG), sensores de voltaje (VSD) y sensores de Ca** (CSD),
respectivamente. D, C y E son los factores de interaccion alostérica.
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A continuacion se presenta la ecuacion propuesta por el modelo que describe la
probabilidad de apertura del canal (Po) en funcién de los parametros antes

presentados:

p - L(l+JD+KC +JKCDE)*
@ L(1+JD+KC+JKCDE)* +(14+J + K + JKE)*

en donde

[Ca™]
K,

J=J, e:'1p|F Z”;;V ‘ . K=

vy L=1L, e:v;p]f 2V ]
. RT )

donde F es la constante de Faraday, R es la constante de los gases y T la
temperatura. Como es de esperar, el equilibrio de los VSD (J) entre los estados de
reposo y activo, es una funcion del voltaje, definida por J, y z;, que representan la
constante de equilibrio para la activacién de cada VSD a potencial 0 y en ausencia de
calcio, y el niUmero aparente de cargas por cada VSD, respectivamente. Por su parte, la
union del Ca®* (K) depende exclusivamente de la concentracion del Ca®' intracelular y
de la constante de disociacion (Kq) de cada sensor de calcio. Por ultimo, en L,
parametro que representa el equilibrio entre los estados cerrado y abierto, vemos una
caracteristica particular de este canal, que es que existe una dependencia del voltaje
inclusive cuando todos los VSD estan en posicidon de reposo. Esta dependencia de
voltaje, definida por z; (numero aparente de cargas asociadas al proceso) es
significativamente menor a la observada en los VSD (z;). Ademas, L esta determinado
por L, que es la constante de equilibrio para la apertura del canal cuando los sensores

estdn en reposo, en ausencia de calcio y a potencial 0.

Entonces, cuando ambos tipos de sensores estan en reposo el canal tiene una
probabilidad de apertura basal con leve dependencia del voltaje, del orden de 10°,
denominada gating intrinseco. Segun este modelo, cuando cada sensor de voltaje o de
calcio se activa, la constante de equilibrio del PGD (L) se multiplica por el factor
alostérico correspondiente (D o C, respectivamente), favoreciendo la transicidn hacia

el estado abierto del canal. Por ejemplo, la activacion de un sensor de voltaje
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multiplica el valor de L por D, mientras que la activacion de los cuatro sensores de
voltaje multiplica L por D*. El modelo permite ver que la activacion de los VSDs del
canal puede llevar a la apertura del PGD aln en ausencia de Ca**y, a su vez, que el
aumento del Ca®* intracelular puede aumentar la probabilidad de apertura del canal en

ausencia de un estimulo de voltaje.

Diferentes enfoques experimentales han puesto en evidencia las interacciones
planteadas en dicho modelo funcional y han permitido responder numerosas
preguntas relacionadas al mecanismo de funcionamiento de este canal [9]. El modelo
alostérico ha sido extremadamente exitoso no solo para explicar las caracteristicas
biofisicas del canal BK originadas en cambios estructurales de la subunidad a, sino
también para explicar el funcionamiento del canal asociado a subunidades accesorias 8

[77].

CANAL BK Y ACIDOS GRASOS

Los acidos grasos (AGs) constituyen elementos integrales de las membranas
celulares en las cuales se insertan, entre otras, las proteinas que forman canales
idnicos. Muchos de estos AGs son liberados como mediadores quimicos ante la
presencia de un estimulo de sefializacién celular [111], por lo tanto, ademas de su rol
fundamental como componentes estructurales de la membrana celular son

importantes mensajeros en el proceso de sefializacion celular.

En relacién al canal BK, se ha reportado que diversos AGs, como los acidos
palmitoleico, oleico, linoleico, linolénico, eicosapentaenoico, docosahexaenoico (DHA)
y araquiddnico (AA), modulan este canal [112—-115]. Estos estudios, en conjunto, han
demostrado que los AGs son capaces de activar al canal BK cuando reudnen las
siguientes caracteristicas moleculares: una cadena de mdas de ocho atomos de

carbono, una o mas insaturaciones cis y una cabeza con carga negativa. Por el
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contrario, los AGs saturados y los insaturados trans, neutros o de cadena corta, no

tienen efecto sobre la actividad de este canal.

Otros estudios sobre los efectos de AGs sobre el canal BK han puesto en
evidencia la importancia de la presencia de las distintas subunidades B en la definicion
del perfil farmacoldgico del canal. Por ejemplo, se ha demostrado que el DHA potencia
la activacion del canal en presencia de la subunidad 1 o B4 [116,117] y que la acil-CoA
requiere de B2 [118]. Por otro lado, en distintos tipos de CML (bronquial, mesentérico,
coronario), pudo observarse la activacion del canal BK por los AGs utilizando la técnica
de patch-clamp en la configuracion Inside-Out (10), es decir en forma independiente de
la integridad celular ya que se registra la actividad del canal en una pequefia porcién

de membrana escindida del resto de la célula [112,119,120].

El mecanismo de accién de estos AGs a nivel molecular es un aspecto
interesante de estudio ya que existen varias hipdtesis de trabajo que presentan
controversias aun no dilucidadas. La naturaleza lipofilica de los AGs les confiere la
propiedad de disolverse en la membrana celular y de este modo podrian ejercer una
accién inespecifica sobre proteinas de transmembrana como los canales idnicos.
Ademads, la posibilidad de que los AGs sufran modificaciones enzimaticas y/o
modificacion por especiaes reactivas del oxigeno también fue planteada como
mecanismos de modulacién indirecta por los productos de dichas reacciones. Por otro
lado, las bajas concentraciones necesarias para ver activacion del canal (del orden 1-10
KMM) junto a las evidencias antes mencionadas sobre el requerimiento estructural de
los AGs, la selectividad de distintos AGs por las subunidades B1-4 del canal BK y la
persistencia de su efecto en la configuraidn 10, llevaron a proponer mecanismos de
accién especificos y directos. En este sentido, en los ultimos afios han sido reportadas
evidencias tedricas y experimentales en distintos tipos de canales idnicos que sugieren
la existencia de sitios de unién especificos para los acidos grasos y otros lipidos
[100,121-123]. La hipdtesis de un mecanismo de accién directo que implica la unién
de un lipido como ligando a un sitio especifico del canal BK fue confirmada para el
acido litocdlico (LTA), un lipido de estructura esteroidea, por Bukiya y col., quienes
pudieron identificar que el LTA interactia con el segmento transmembrana TM2 de la

subunidad B1 [75,122,124].
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ACIDO ARAQUIDONICO, CANAL BK Y FACTORES ENDOTELIALES

El acido araquiddnico (AA), también denominado d4cido eicosatetraenoico es
un acido graso poliinsaturado de la serie omega-6, formado por una cadena de 20
carbonos con cuatro dobles enlaces cis en las posiciones 5, 8, 11 y 14, como se puede
observar en la Figura 18. Es el acido eicosaenoico mds abundante en el hombre y
pertenece a la familia de 4acidos grasos poliinsaturados (PUFAs, del inglés
polyunsaturated fatty acids) esenciales en la estructura fosfolipidica de la membrana
celular, asi como en numerosos procesos de regulacién génica, senalizacion mediada

por receptores, sustrato de enzimas intracelulares, entre otros [111].

Figura 18. Molécula de dcido araquidodnico. Estructura 3D obtenida por cristalografia de
rayos X (PDB: 1ADL; el cristal se generd con una proteina unidora de lipidos complejada
con AA; CITA). En gris se muestran los dtomos de Cy en rojo los de O (los dtomos de H no
se muestran). En las posiciones de C 5, 8, 11 y 14 se encuentran los dobles enlaces cis
[125].

El mismo se obtiene a partir de la dieta y también puede sintetizarse a partir
del acido linoléico por elongacion y desaminacion en el higado. La concentracion de AA
libre en plasma esta en el rango de 5.8 a 49.3 uM en humanos [126,127], pero puede

encontrarse aumentada en condiciones patolégicas como la preeclampsia [127].
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A nivel celular, el AA puede encontrarse formando parte del fosfatidilinositol y
de otros fosfolipidos en las membranas celulares, esterificando al C, del glicerol, y
puede ser liberado gracias a la accion de fosfolipasas como PLA1, 2, Cy D [111]. El AA
libre puede reincorporarse a los fosfolipidos, difundir al exterior celular o ser
metabolizado por distintas enzimas. Dicho metabolismo puede producirse por tres
vias, cuyas enzimas son las ciclooxigenasas (COX), las lipooxigenasas (LOX) y las
epoxigenasas (pertenecientes al citocromo P450, CYP), generandose una gran variedad
de metabolitos de actividad relevante (prostaciclinas, leucotrienos y acidos
epoxieicosatrienoicos, respectivamente) [111,128] (Figura 19). Los metabolitos del AA
han sido ampliamente estudiados dada su participacion en diversos procesos
fisioldgicos, como la vasorrelajacion dependiente de endotelio [20,128,129], la
agregacion plaquetaria, la contraccién bronquial, el flujo sanguineo renal y la secrecién
estomacal de mucus [111]. Ademas, muchos de ellos juegan un rol importante en los

procesos inflamatorios [130].

Fosfolipasa
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Figura 19. Principales vias de metabolizacion del AA. Se muestran las tres vias de
metabolizacion, las enzimas involucradas y los productos obtenidos. En verde se
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mencionan los procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos en los que estos ultimos estdn
involucrados. Figura modifica de Panigrahy D. y col. (2010) [134].

A nivel vascular, se ha descripto que diversos agonistas como acetilcolina,
histamina y bradiquinina (segun el vaso sanguineo) inducen la generacion de AA a nivel
endotelial mediante la activacion de las fosfolipasas A2, Cy D. Luego, al igual que en
otros tejidos, el mismo puede utilizarse como sustrato para generar sus metabolitos
activos. Entre ellos, el primero en ser descripto fue la prostaciclina (PGl,), con
importante accidon vasodilatadora y antiagregante plaquetaria, actuando de manera
paracrina en las CMLV [131]. Posteriormente, se publicaron numerosos reportes que
muestran efectos vasodilatadores mediados por distintos metabolitos del AA

[128,132,133].

Ademas, la accion directa de este acido graso fue tempranamente propuesta
por Lonigro y col. en 1994 [135], quienes demostraron acciones vasodilatadoras del AA
gue permanecen cuando se inhiben las tres vias metabdlicas. Adicionalmente, el grupo
de Gutterman [136] demostrd en un tejido vascular humano (arterias coronarias) que
el AA es capaz de inducir relajaciéon vascular e hiperpolarizacion de la membrana
celular, en presencia de inhibidores de las enzimas COX, LOX y CYP. Si bien
encontraron evidencias de que mas de un canal de K* podria estar implicado, no se
indagd profundamente el mecanismo por el cual se produce la hiperpolarizacion,

pudiendo ser el canal BK un candidato posible a estar involucrado en este efecto.

Respecto a la accion del AA sobre canales idnicos, actualmente se conoce que
el mismo modula en forma directa diferentes tipos de canales idnicos de K (Kv, K2P,
BK), Na*(Nav) y Ca®" (Cav) [113,137-141]. Su efecto sobre el canal BK fue estudiado
mediante la técnica de patch-clamp en diversos trabajos, los cuales muestran
evidencias de que el AA puede activar este canal en forma directa. Los trabajos de
Kirber y col. y Ahn y col. observaron la activaciéon del canal BK por AA como un
aumento en la probabilidad de apertura en corrientes de canal Unico, en CML de
arterias pulmonar y coronaria de conejo, respectivamente, y propusieron que su
accién es directa basandose en que la misma ocurre en la configuracién Inside-Out,

libre del entorno celular e independiente de la maquinaria intracelular [112,120].
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Denson y cols. descartaron que el AA actle a través de cambios en la curvatura y
fluidez de la membrana en el entorno del canal BK, ya que las mismas ocurren a
concentraciones superiores a la necesarias para activar el canal [113]. Ademas,
descartaron la participacidon de especies reactivas del oxigeno, dado que la activacién
persiste en presencia de scavengers de dichas moléculas [113]. Por otro lado, la
posibilidad de que el AA genere un cambio en el campo eléctrico de la membrana,
causado por su incorporacién en la misma, y de que active indirectamente al canal BK
por movilizacién de calcio (en Inside-Out) o por modulacién de kinasas o fosfatasas que
pudieran estar ancladas en el parche de membrana, fue descartada en el trabajo de

Clarke y col. [119].

Respecto al efecto del AA en funcién de la composicién del canal BK, Sun y col.
han demostrado que la activacién depende de la subunidad B que estd siendo
expresada en ovocitos de Xenopus laevis. Estos autores examinaron la accion del AA
sobre los canales BK expresados con o sin las subunidades 2, B3 y B4, observando una
activacion significativa del canal solo en presencia de las subunidades B2 o B3 [142].

Sin embargo, no analizaron qué ocurria con el canal BK co-expresado con B1.

Por lo tanto, si bien se conoce que el AA activa al canal BK, el mecanismo
biofisico por el cual produce un aumento en la probabilidad de apertura y su
correlacién con cambios en los dominios funcionales del canal, como son el sensor de
voltaje, los sitios de unién a calcio y la regidn del poro, y el rol de la subunidad 1,

entre otras posibilidades, no han sido explorados.

En este trabajo de Tesis doctoral investigamos en profundidad el mecanismo de
accién del mencionado efecto. Demostramos que el AA es capaz de activar al canal BK
solo cuando el mismo se encuentra asociado a la subunidad 1y que su mecanismo de
accién involucra una estabilizacién del sensor de voltaje en el estado activado y un
aumento en el gating intrinseco del canal, sin modificar su dependencia de Ia
concentracién de Ca®' Esta activacion fue también observada en CMLV de origen
humano, donde promovié a la hiperpolarizacién de la membrana. Finalmente,
observamos que el AA tiene un rol vasorrelajante sobre la arteria mesentérica de rata

ex vivo, que disminuye cuando los canales BK no son funcionales.
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Objetivos



OBIJETIVOS GENERALES

El objetivo general de este trabajo de Tesis doctoral es contribuir al
conocimiento y desarrollo de un drea de base, de importante impacto sobre la salud
humana como lo es la fisiologia vascular. En particular nos interesa aportar al
conocimiento de los mecanismos vasodilatadores mediados por la activaciéon de
canales de K*. En este caso planteamos abordar el estudio molecular del mecanismo de
accion de activacién de canales de tipo BK inducido por el acido araquiddnico (AA), una
sustancia endégena capaz de ser liberada por el endotelio vascular. El AA participa
directa o indirectamente, a través de sus metabolitos, en la regulacién de numerosas y
diversas funciones celulares. A nivel del musculo liso de los vasos sanguineos , los
metabolitos del AA poseen un rol modulador del estado contractil del musculo liso que
puede involucrar la activacion de canales de tipo BK [20,128,143]. Mediante la
activacion de esta via es posible generar vasodilatacion de determinados lechos
vasculares entre otros efectos posibles de relevancia fisioldgica y fisiopatoldgica que
involucren la funcién del musculo liso [128]. Teniendo en cuenta la relevante funcién
que tiene el canal BK en el musculo liso, especialmente en la regulacién del potencial
de membrana celular en funcion de la concentracion intracelular de calcio [9], el
objetivo general de este plan es estudiar, a nivel molecular y funcional, el mecanismo
de accién del AA sobre el canal de K* de tipo BK, focalizado en su posible accién directa
AAy el rol de la subunidad accesoria 1, altamente expresada en el musculo liso. Por lo
tanto, el estudio del mecanismo de accion molecular del AA sobre este canal,
contribuye a la generacién de conocimiento en el campo de la fisiologia y fisiopatologia
del musculo liso y asienta las bases para el desarrollo de moléculas con actividad sobre

este canal idnico.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos estan dirigidos al estudio del impacto fisioldgico de los
efectos del AA en sistemas nativos (células de musculo liso disociadas de la arteria
umbilical humana y lecho vascular mesentérico de rata aislado) y al estudio del
mecanismo de acciéon molecular directo del AA sobre el canal BK, en un sistema de
expresion heterdlogo (células HEK293T, HEK293 y ovocitos de Xenopus laevis). En

particular nos proponemos:

1. Estudiar la relevancia de los efectos del AA sobre las propiedades funcionales
del canal BK en un sistema nativo, tomando la célula de musculo liso vascular

de la arteria umbilical humana como objeto de estudio.

2. Analizar si el AA tiene efectos moduladores de la presion arterial en el lecho

mesentérico completo de rata, utilizado como modelo de resistencia periférica.

3. Caracterizar el mecanismo molecular de accion del AA sobre el canal BK
expresado en un sistema de expresién heterdlogo. En este sentido

proponemos:

a) Analizar del rol de la subunidad B1 en el mecanismo de accién del AA.

b) Estudiar de la dependencia del metabolismo del AA para la activacion del

canal BK.

c) En el marco del modelo de regulacién alostérica del canal BK [104], analizar si
el efecto activador del AA sobre el canal BK se logra a través de modificaciones
en la actividad de alguno de sus dominios funcionales. Para ello estudiaremos
el efecto del AA sobre los sensores de voltaje, los sensores de Ca?* intracelular

y el dominio del poro del canal.
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Materiales y
Métodos



REGRISTROS ELECTROFISIOLOGICOS MEDIANTE LA TECNICA DE PATCH-

CLAMP: GENERALIDADES

La técnica de patch-clamp fue la principal técnica utilizada para el desarrollo de

esta Tesis doctoral. La misma permite medir corrientes idnicas de transmembrana

manteniendo el potencial de la misma en valores controlados (en inglés, voltage-

clamp) o medir la variacién del potencial de membrana ante un estimulo de corriente

(en inglés, current-clamp). Es por lo tanto, la técnica ideal para estudiar el

funcionamiento en tiempo real de los canales idnicos, pudiendo identificar los iones

qgue transportan la corriente, la magnitud de las mismas, su sensibilidad al voltaje, a

drogas y a estimulos de diferente tipo [144]. En la Figura 1 se presenta un esquema

basico de esta técnica.

electrodo
Ag/AgCl

micropipeta

—Celtla

W\~

",

Arﬁpﬁﬁcador

Figura 1. Esquema bdsico la técnica de patch-clamp. Mediante el circuito eléctrico

empleado, en el modo voltaje-clamp, el amplificador operacional permite controlar el

voltaje aplicado y registrar la corriente que circula entre los electrodos de la pipeta y del

barfio (electrodo de tierra).
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La técnica se inicia con la aproximacién de una micropipeta de vidrio, por
medio de un micromanipulador, a la superficie de la membrana de la célula elegida
bajo el microscopio invertido. Para ello, la micropipeta se coloca en un dispositivo
(conocido como holder) montado sobre el micromanipulador y que sostiene un
electrodo de Ag/AgCl, el cual queda sumergido en la solucion que contiene la

micropipeta, como se muestra en la Figura 1.

Una vez establecido el primer contacto entre la micropipeta y la membrana
celular, se aplica una suave succién desde la micropipeta que permite establecer un
sello de alta resistencia (en inglés, Giga-seal), de aproximadamente 10 GQ, entre el
vidrio de la misma y la membrana celular. A esta condicién, esquematizada en la Figura

2, se la denomina configuracion Cell-Attached (CA).

Configuracion
Cell-Attached

Figura 2. Esquema de la configuracion Cell-Attached.

En CA tanto la solucion de la micropipeta (SP) como la del bafio (SB) estan en
contacto con la cara externa de la membrana celular, de manera que se mantiene la
integridad de la célula y se conservan todas las interacciones y regulaciones
intracelulares de la célula sellada. Esta configuracion permite registrar las corrientes de
los canales idnicos presentes en la porcion de membrana, que se invagina en la punta
de la micropipeta, llamada parche (en inglés, patch). De esta manera, se pueden

registrar corrientes de canal Unico o corrientes macroscépicas, dependiendo de la
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densidad de canales idnicos presentes en el parche. Cuando el nivel de expresién de
canales iénicos es bajo o moderado, como ocurre en sistemas nativos, esta
configuracion permite registrar la corriente idnica durante las aperturas de los canales
idnicos en forma individual (corrientes unitarias o de canal Unico), las cuales se
observan como saltos discretos en el nivel de corriente registrada. Sin embargo, si en
el parche de membrana coexisten un gran nimero de canales idnicos, como puede
ocurrir en sistemas de expresidn heterdloga, se generan corrientes macroscépicas aun
en esta configuracidn. Registros tipicos de estos dos tipos de corrientes se pueden

observar mas adelante en la Figura 4.

A partir de la configuracién de CA, se puede lograr el pasaje a las dos
configuraciones utilizadas en este trabajo de Tesis: Inside-Out (10) y Whole-Cell (WC).
En la configuracion 10 se escinde la porcién de membrana sellada del resto celular,

mediante el desplazamiento de la micropipeta con el micromanipulador (Figura 3).

Configuracion
Inside-Out

Figura 3. Esquema de la configuracion Inside-Out.

De esta manera, la punta de la misma mantiene adherida la porcion de
membrana celular sellada, y su cara intracelular esta ahora en contacto con la solucién
del bafio donde se encontraba la célula. Esta configuracion, al igual que la anterior y
como se esquematiza en la Figura 4, permite el registro tanto de corrientes de canales

idnicos individuales (cuando el numero de canales es bajo) como de corrientes
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macroscopicas (cuando el nimero de canales es elevado). La configuracién 10 tiene la
ventaja de que nos permite controlar en forma precisa la composiciéon de las
soluciones que se ponen en contacto con ambos lados de la membrana celular, asi
como independizarnos de los efectos de las regulaciones intracelulares sobre el canal

de interés.

b \ Bajo nivel de expresion
‘ de canales

/

pulso de voltaje

Corriente de
canal unico

Alto nivel de expresion
de canales

pulso de voltaje

Corriente
macroscopica

Figura 4. Esquema de los distintos tipos de registros de corrientes que se obtienen al
aplicar un pulso de voltaje en dos niveles diferentes de expresion de canales ionicos.
Panel superior: muestra una corriente de canal unico obtenida cuando el nivel de
expresion de canales es bajo. Panel inferior: muestra una corriente macroscopica
obtenida cuando el nivel de expresion de canales es alto. En ambos casos se esquematiza
un parche en configuracion 10, pero las corrientes podrian obtenerse también en la
configuracion CA.

Para obtener la configuracion WC también es necesario partir de la

configuracion CA, solo que en este caso se realiza una segunda presion negativa desde
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la micropipeta, que logra retirar la pocion de membrana bajo el area de la misma
manteniendo el sello de alta resistencia (Figura 5). De esta manera, la SP dializa la
célula y se establece una conexidn eléctrica entre el electrodo (en contacto con la SP) y
el interior intracelular. En WC es posible registrar corrientes macroscépicas mediadas
por la totalidad de los canales idnicos presentes en la membrana celular. Esta
configuracion representa un buen modelo para el estudio de canales idnicos en
condiciones cercanas a las fisioldgicas, dado que permite mantener intactas gran parte
de las estructuras intracelulares y, respetando los gradientes de los distintos iones a
ambos lados de la membrana, permite registrar las corrientes que mantienen el

potencial de membrana en reposo.

Configuracion
Whole-Cell

Figura 5. Esquema de la configuracion Whole-Cell.

En todas las configuraciones, las células se observaron con un microscopio
invertido de epifluorescencia (Arcano; China) estabilizado mecanicamente sobre una
mesa antivibratoria (Newport) recubierto con una caja de Faraday para filtrar los
ruidos eléctricos del ambiente. La sefial de corriente idnica fue registrada en funcion
del tiempo, con un amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, Foster City, CA), se
filtré adecuadamente con un filtro de tipo Bessel de 8 polos a una frecuencia de 2 kHz
y se digitalizé (Digidata 1440 Molecular Devices, San José, CA, USA) con una frecuencia
de muestreo de 16 kHz. Todos los registros fueron analizados con el software Clampfit
10.3 (Molecular Devices, San José, CA, USA).
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Las micropipetas fueron fabricadas en el momento de su uso empleando vidrio
WPI PG52165-4 (World Precision Instruments) y un equipo de calentamiento y
estiramiento controlado (Micropipette puller PP-83, Narishige Scientific Instrument). La
punta de cada micropipeta fue pulida para mejorar la calidad de los sellos utilizando
una forja MF-83 (Microforja Narishige Scientific Instrument). En nuestro caso
utilizamos micropipetas de una resistencia de entre 2 y 4 MQ, cuya punta tiene un area

de aproximadamente 1.5 pum?.

Las diferentes SB utilizadas fueron perfundidas con una pipeta multivias
colocada en la proximidad de la célula investigada. Luego de ensayar un protocolo en
una célula, se reemplazé la cdmara experimental por otra conteniendo una nueva
muestra de células. Las distintas drogas ensayadas fueron agregadas sobre las
soluciones estandares utilizadas y, en el caso que correspondiera, los controles fueron
realizados en presencia del solvente en el cual se disolvié la droga. Todos los

experimentos se realizaron a temperatura ambiente 20-22 2C.

El acido araquiddnico (AA; Sigma Aldrich) fue disuelto en DMSO (Sigma Aldrich)
y almacenado a -20 °C protegido de la luz, en atmdsfera de nitrégeno y fraccionado en
alicuotas listas para su uso, con el fin de evitar su degradacién por oxidacién. En el
momento del experimento se agregd una alicuota a la SB y se utilizé la solucidn
preparada con AA solo durante ese dia, desechando lo que pudiera quedar sobrante

luego de concluido el dia experimental.

ESTUDIOS EN CELULAS DE MUSCULO LISO DE ARTERIA UMBILICAL
HUMANA

Para abordar el estudio fisioldgico de la modulacién del canal BK por AA en
células de musculo liso vascular (CMLV), utilizamos la arteria umbilical humana (AUH),
uno de los vasos sanguineos del cordén umbilical fundamental en la circulacién feto-

placentaria durante la vida intrauterina. EI mismo tiene origen en la aorta fetal y su
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funcion es transportar la sangre fetal desoxigenada hacia la placenta donde se produce
su oxigenacion. Tomando un segmento del cordon umbilical en el momento del parto
es posible aislar esta arteria, obteniendo asi una muestra de tejido vascular humano a
partir de la cual podemos obtener células musculares lisas (CML) aisladas para el
estudio del canal idnico de interés. Cabe destacar que esta arteria constituye un
modelo experimental muy interesante para el estudio de la fisiologia vascular, dado
gue permite abordar, en un tejido humano sano, el estudio de estructuras celulares
que participan en la regulacién de la concentracion de Ca* intracelular y por ende en

el grado de contraccion de la arteria y resistencia al flujo sanguineo.

Obtencion de la muestra y disociacion celular

Utilizamos segmentos vasculares de la AUH obtenidos a partir de muestras de
cordones umbilicales provistos por el servicio de obstetricia del Instituto Central de
Medicina y del Hospital Gutiérrez, de La Plata. Luego del parto se obtiene un segmento
de 10-15 centimetros de la parte medial del cordén umbilical (Figura 6.a y b), el cual se
introduce en una solucién de Krebs Ringer Bicarbonato (KRB, con la siguiente
composicion en mM: NaCl 130, KCl 4.7, Na,HPO, 1.17, MgS0,4 1.16, NaHCO; 24, CaCl,
2.5, pH ajustado a 7.4 con carbdgeno) sin glucosa y se conserva a 4 2C hasta su
utilizacidn (dentro de las siguientes 24 horas). A partir del mismo, en el laboratorio se
procede a la diseccidon de la arteria umbilical, aislandola completamente del tejido
circundante (gelatina de Wharton), como se muestra en las Figuras 6.c y d. Los
segmentos arteriales aislados se utilizan inmediatamente para la disociacién de las
CML mediante un proceso enzimatico. La obtencién de las CML aisladas de la AUH se
realizdé a partir del protocolo de disociacién celular descripto por Klockner (1993) y
posteriormente modificado en nuestro laboratorio [43,145]. El método consiste en
colocar un segmento arterial de entre 20 y 40 mg cortado en piezas de
aproximadamente 2 x 2 mm en un medio con la siguiente composicién (en mM): CINa
140, KH,PO,4 4.7, CI;Mg 1.2, HEPES 5, glucosa 6, pH ajustado a 7.4 con NaOH (solucidn
de disociacion, SD). Luego de 30 minutos se transfiere el tejido a un tubo conteniendo

1 ml de la SD a la cual se le adiciona 2-3 mg de colagenasa tipo | (Sigma Aldrich). El
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tubo con el tejido se coloca en un bafio termostatizado a 35 2C con agitacién suave.
Cada 15-20 minutos, se realiza una dispersién mecdnica utilizando una pipeta Pasteur
y se hacen extracciones sucesivas de las células musculares aisladas resultantes, las
cuales se separan de la solucion por centrifugacion y se resuspenden en la SD libre de
enzimas. Las células musculares aisladas y resuspendidas en cada instancia se colocan
en una camara de Petri de 3 ml con fondo de vidrio, apta para microscopio invertido.
Las células disociadas se usan durante las 5 a 6 horas posteriores a la disociacion y en
cada camara se seleccionan por su aspecto ahusado y relajado (Figura 7) para intentar

obtener sellos con las micropipetas de vidrio de patch-clamp.

Figura 6. Fotografias del cordon umbilical tomadas en el quirdfano y de la arteria aislada
en nuestro laboratorio. a: seleccion de un segmento de 10-15 cm de la porcién medio del
cordén umbilical. b: corte transversal donde pueden distinguirse las dos arterias
umbilicales. ¢, d: procedimiento de diseccion de una arteria umbilical.
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Figura 7. Imagen de las células de musculo liso de la arteria umbilical humana
aisladas en nuestro laboratorio (microscopio dptico objetivo de 40X).

Estudio del efecto del AA en corrientes macroscopicas medidas en

configuracion Whole-Cell

Como mencionamos anteriormente, la configuracién WC permite registrar las
corrientes idnicas mediadas por todos los canales presentes en la membrana, en
respuesta a un pulso de voltaje (modo voltage-clamp). Durante el desarrollo de esta
serie experimental se registrd la corriente macroscépica evocada mediante la
aplicacién de protocolos de voltaje en forma de un pulso rectangular. Estos pulsos
consisten en un cambio instantdneo del valor de potencial de clamp desde un valor
determinado (potencial de mantenimiento) a otro valor de potencial que se mantiene
constante durante el tiempo deseado y luego retorna en forma instantanea al valor

inicial de mantenimiento.

Las corrientes macroscoépicas se registraron en condiciones control y luego del
agregado de AA, y el efecto del AA fue analizado a partir de las relaciones corriente (1)
vs. voltaje (V) (curvas I-V). Para construir estas curvas, la corriente macroscopica fue
evocada por un protocolo de sucesivos pulsos de voltaje de 500 ms de duracién en el
rango de -70 a +60 mV, con incrementos de 10 mV, a partir de un potencial de

mantenimiento de -50 mV (Figura 8.a). El valor medio de la corriente evocada a cada
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potencial fue medido entre los 400 y 450 ms desde el inicio del pulso (momento en el
cual la corriente alcanzé el estado estacionario, Figura 8.b) y fue normalizado por la
capacitancia de la célula (parametro proporcional a la superficie de la membrana), con
el fin de reducir la variabilidad debida al tamafio de las CML. Para ello, el valor de la
corriente a cada potencial (medido en amperes, A) fue dividido por el valor de la
capacitancia de la membrana celular (medido en faradios F, calculado a partir de la
corriente capacitiva obtenida desde un registro de un solo pulso hiperpolarizante de
10 mV). Finalmente, los valores de corriente, expresados en pA/pF, fueron graficados
en funcién del voltaje aplicado (curva I-V) y se estimd el valor del potencial de
membrana en el reposo como el valor en que la corriente macroscdpica se hace nula

(potencial de reversion, Ee,) (Figura 8.c).

a b ms C  ipamR)
pA
+60 mV/ R
WW
I
-50 mV Erev p
-70mv 500 ms o0& - -20 20 40 60
vV (mV)

Figura 8. Construccion de curvas I-V. a: Esquema del protocolo de voltaje aplicado. b:
Registro tipico de las corrientes obtenidas tras la aplicacion del protocolo de voltaje
mostrado en a. La medida de corriente se realiza en el dltimo tramo del pulso en donde
se alcanza el estado estacionario (zona sombreada en amarillo). c: Curva |-V obtenida de
un registro de corriente como el mostrado en b, normalizada por la capacitancia. El valor
en el cual la corriente es cero coincide con el E,., (punto rojo).

Para garantizar que las medidas de corriente se obtuvieran en condiciones
estables, la misma fue monitoreada a través de un uUnico pulso de voltaje desde un
potencial de mantenimiento de -50 mV hasta un potencial de +40 mV durante todo el
experimento, con el fin de registrar los cambios temporales de la misma en cada
condicion ensayada (Figura 9). Una vez alcanzado el efecto estable en cada condicién
(varios pulsos sin cambios en el valor de corriente de estado estacionario) se realizo el

protocolo de curvas |-V antes descripto.
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Figura 9. Control de la estabilidad de la corriente. a: Esquema del protocolo de voltaje
aplicado. b: Registro tipico de la corriente obtenida tras la aplicacion del protocolo de
voltaje mostrado en a. La medida de corriente se realiza en el estado estacionario (zona
sombreada en amarillo). c: Grdfico de Corriente vs. tiempo obtenido de registros de
corriente como el mostrado en b.

Por otro lado, a partir de los registros de corriente con los que se construyeron
las curvas I-V, fue posible analizar los efectos del AA sobre la cinética de activacién de
la misma a cada uno de los voltajes aplicados. La constante temporal de activacion
(Tact), €n cada condicion, fue obtenida a partir del ajuste con una funcién exponencial
de primer orden de los trazos de corriente correspondientes a cada valor de potencial,

segln la siguiente ecuacion:
t
I, = Ae [t

donde 7, es la constante temporal de activacion de la corriente evocada (I,) por un
pulso de voltaje a x mV y t es el tiempo que transcurre desde el inicio del pulso de

voltaje.

Se utilizaron tres soluciones estandares para los registros en WC:

e Solucion intracelular de la micropipeta (SI), con la siguiente composiciéon en
mM: KCl 130, MgCl, 1, HEPES 10, EGTA 0.1, CaCl, 0.1, Na,ATP 5, llevada a pH
7.3 con KOH.

e Solucion extracelular del bafio (SE) 4-AP 5 mM, con la siguiente composicién
en mM: NaCl 130, KCI 5.4, MgCl, 1.2, CaCl, 2.5, HEPES 5, Glucosa 6, 4-AP 5,
llevada a pH 7.4 con HCI.
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e Solucion extracelular del bafio (SE) paxilina 500 nM, con la siguiente
composicién en mM: NaCl 130, KCI 5.4, MgCl, 1.2, CaCl, 2.5, HEPES 5, Glucosa
6, Paxilina 500 nM, llevada a pH 7.4 con NaOH.

La 4-AP (4-aminopiridina, Sigma Aldrich) y la paxilina (Sigma Aldrich) fueron utilizadas
como inhibidores selectivos de los canales de tipo Ky y BK, respectivamente. La 4-AP se
agrego directamente en el momento de la preparacion de la solucidén SE, mientras que
la paxilina fue agregada a la SE desde una solucién madre en DMSO en el momento de

Su uso.

Analisis del efecto del AA en las curvas de activacion por voltaje del canal

BK, a nivel de canal unico en configuracion Inside-Out

Para evaluar si el AA afecta la relacién que tiene la probabilidad de apertura
(Po) del canal BK con el voltaje, es necesario construir curvas Po-V. En este trabajo de
Tesis, para obtener las mismas utilizamos un protocolo de rampa de voltaje basado en
el descripto por Carl y Sanders [146], ya que permite medir rapidamente la activacién
del canal y provee una lectura continua de la NPo (donde N es el nimero de canales) a
través de un amplio rango de voltaje. Los datos de Po obtenidos con este protocolo
son consistentes con los obtenidos a partir de la relacion entre el tiempo que el canal
pasa en el estado abierto dividido por el tiempo total de registro de la actividad del
canal a potenciales constantes. Esta definicidn es valida unicamente para el calculo de
Po en el estado estacionario y requiere de registros temporalmente extensos a cada
voltaje evaluado. En cambio, cuando se utilizan rampas de voltaje, al no tratarse de
una medida en estado estacionario, es necesario pensar el calculo de la Po de otra

manera.

Para poder explicar esta metodologia debemos introducir antes algunos
conceptos bdsicos. Como ya adelantamos, en la configuracién 10 es posible obtener
registros de corrientes de canal Unico (a través de canales individuales) en funcién del
tiempo, donde las aperturas del canal se observan como saltos discretos de corriente.

La amplitud de la corriente de un canal Unico (ix) es siempre idéntica para una dada
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condicion experimental y esta determinada por la diferencia entre el valor de potencial
de membrana (V) y el gradiente de concentraciéon del ion permeante (E,), y por la
conductancia unitaria del canal (yy), que es una propiedad intrinseca de cada tipo de
canal idnico. Por lo tanto, a partir de registros de corriente de canal Unico se pueden
medir los valores de amplitud de corriente (i,) para cada valor de potencial aplicado
(V) y construir un grafico iy vs. V (i-V), que relaciona estos parametros segun la

siguiente expresion:

Iy = 7x(V —Ey)

La conductancia unitaria del canal y la fuerza impulsora (V-E4x) determinan la
magnitud de la corriente que fluye a través del canal cada vez que este se abre,
mientras que la chance de encontrar al canal en el estado abierto esta determinada

por la probabilidad de apertura (Po).

Podemos decir que si uno repite n veces un protocolo de estimulacién por
voltaje del canal, la Po del mismo puede obtenerse como el nimero de veces en las
gue, a un determinado tiempo y voltaje, se observa al canal abierto, divido n. Si
tenemos que cuenta que cuando un canal se halla en estado cerrado la corriente es
nula y que cuando estd abierto a un mismo voltaje la magnitud de corriente es siempre
i, la Po es equivalente a hacer la relacién entre la corriente obtenida al promediar
todos los registros (1) y la corriente unitaria (i). Adema3s, teniendo en cuenta que en la
porcidn de membrana bajo el drea de la pipeta puede haber mas de un canal, la
probabilidad de encontrar un canal (el que sea) abierto es la sumatoria de las Po
individuales de cada canal, y dado que la apertura de un canal es independiente del
estado de los otros canales, este valor obtenido es NPo, donde N es el nimero de
copias de canal presentes en la membrana. Por lo tanto, la corriente promedio en

dicha condicion sera:

I=NP, Xi.

El protocolo de rampa de voltaje consiste en aplicar reiteradas veces una rampa

de voltaje a un parche de membrana en configuracién 10, en el cual se ha observado al
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menos una copia del canal BK (identificado por su conductancia unitaria caracteristica).
Luego, al promediar las corrientes evocadas por todas las rampas en una misma
condicidn, es posible obtener una relacion de corriente promedio de canal Unico (7) en
funcién del voltaje aplicado (curva i-V). Teniendo en cuenta los explicado mas arriba, la
relacion Po vs. voltaje se puede obtener dividiendo la curva -V por los valores de N X i
en cada potencial (Figura 10). N se estima para cada parche como el mayor nimero de
aperturas simultaneas visualizadas en la condicion de mayor activaciéon (+80 mV en

presencia de AA).

+80 mVv
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Figura 10. Construccion de curvas Po-V mediante protocolo de rampa. a: Esquema del
protocolo de rampa de voltaje elegido tras su puesta a punto. b: Registro tipico de la
corriente obtenida tras la aplicacion del protocolo de voltaje mostrado en a. c: Curva -V
obtenida al promediar numerosos registros de corriente como el mostrado en b. d: Curva
Po-V obtenida al dividir la corriente promedio por (N. i), a cada potencial.

Antes de probar los efectos del AA, pusimos a punto este protocolo para
obtener la rampa adecuada para poder construir las curvas Po-V de los canales BK de
las CML de la AUH. Primero, realizamos las rampas de voltaje utilizando diferentes
concentraciones de Ca** (100 nM, 50 nM vy libre de Calcio) en la solucidn de bafio (en

contacto con la cara intracelular) para poder elegir una condicidon control donde la
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actividad basal del canal sea significativa y poder ver aperturas en un rango de voltaje
considerable poniendo en evidencia el nUmero de copias del canal en el parche y que a
su vez permita estudiar un efecto activador del AA (datos no mostrados). Luego,
probamos los protocolos de rampa de voltaje en sentido despolarizante e
hiperpolarizante a diferentes velocidades de cambio del potencial aplicado (0.02, 0.04,
0.08 0 0.16 mV/ms), para seleccionar un protocolo lo suficientemente lento que evite
la distorsion de las curvas Po-V que puede ocurrir cuando la velocidad del cambio de
voltaje de las rampas despolarizantes e hiperpolarizantes es mds rdpida que la cinética
de activacion y deactivacién del canal, respectivamente. Esta distorsién se observa
como una histéresis entre las curvas Po-V obtenidas con rampas despolarizantes e
hiperpolarizantes, y se profundiza al aumentar la velocidad de cambio del potencial
aplicado (Figura 11). El criterio para la eleccidén de la velocidad de cambio del voltaje
fue la méxima velocidad a partir de la cual la curva Po-V se superpone con la curva
obtenida para una velocidad menor. Como era de esperar, la rampa hiperpolarizante
admitié una mayor velocidad de cambio del voltaje, en concordancia con la mayor
velocidad con la que ocurre el proceso de deactivacion respecto al de activacién en el

canal BK (Figura 12).

a b _

NPo NPo
2 -
W H 0.16 mVims W H 0.08 mVims
MW DO016mVims | | M D 0.08 mVims <
‘| -
- -y T 1 = e A T 1
-50 0 50 100 =50 0 50 100
V (mV) V (mV)
NPo 2 4 NPo 5 |
M H0.04 mVims - H 0.02 mV/ms _
W D 0.04 mV/ms D 0.02 mV/ms
1 - 1
‘Q-*F*“"Qﬂt' T 1 - T ——TTTT T 1
-50 0 50 100 -50 0 50 100
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Figura 11. Histéresis entre las curvas NPo-V. Se muestran superpuestas las curvas NPo
vs. V tipicas obtenidas empleando rampas hiperpolarizantes (H, azul) y despolarizantes
(D, roja) a distintas velocidades de cambio de voltaje: 0.16 mV/ms (a), 0.08 mV/ms (b),
0.04 mV/ms (c) y 0.02 mV/ms (d). La histéresis se profundiza cuanto mayor es la
velocidad de cambio del potencial aplicado (a). La probabilidad de apertura se expresa
como NPo dado que en condiciones control la actividad del canal no es suficiente como
para hacer una estimacion adecuada de N.

a NPo b NPo 2
W HO0.16 mVims | 2 HDO016mV/ms |
W H0.08 mv/ims W D 0.08 mV/ms
M H0.04 mVims W DO0.04mVims |

H 0.02 mVims ; D 0.02 mV/ms

T e e

-50 -50 0

Figura 12. Eleccion del protocolo de rampa. Se muestran superpuestas las curvas NPo
vs. V tipicas obtenidas empleando (a) rampas hiperpolarizantes (H) y (b) despolarizantes
(D) a todas las velocidades de cambio de voltaje ensayadas. Se seleccioné aquella rampa
con la mdxima velocidad a partir de la cual la curva NPo-V se superpone con la curva
obtenida para una velocidad menor (H 0.08 mV/ms).

Con la informacidn proporcionada por estos experimentos, elegimos aplicar el
protocolo de rampa en el sentido hiperpolarizante (desde +80 hasta -80 mV) a una
velocidad de cambio de 0.08 mV/ms (Figura 10.a) utilizando una SB con una
concentracién de Ca®" libre de 50 nM en ausencia (control) y presencia de AA 10 uM.
La rampa fue precedida por un pulso de 500 ms a +80 para inducir la activacion del
canal hasta el estado estacionario. La misma se aplicd entre 15 y 75 veces en cada
condicion y luego se construyeron las curvas -V y Po-V para ambas condiciones.
Finalmente, las curvas Po-V se ajustaron con una relacidon de Boltzmann, utilizando el
programa GraphPad Prism (version 5.01), suponiendo una probabilidad de apertura

maxima (Pomay) de 1, ya que los parches de membrana no soportaban potenciales mas
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despolarizados, donde se podria registrar la Pomax empirica. La ecuacion utilizada para

ajustar estas curvas fue:

1
ZF(V1/2—V)
14+e RT

Po =

donde V1/2 es el potencial en el que la Po es 0.5, z es un valor constante que describe

la sensibilidad al voltaje (pendiente de la curva), F es la constante de Faraday (96500
C/mol), R es la constante de los gases (8.314 J/(mol.K)), y T es la temperatura ambiente

(aproximadamente 295 K).

Se utilizaron las siguientes soluciones para los registros en la configuracién 10:

e Solucion extracelular de la micropipeta (SP), con la siguiente composicién en
mM: KCI 140, MgCl, 0.5, HEPES 10, Glucosa 6, CaCl, 1, llevada a pH 7.4 con
KOH.

e Solucion intracelular del bafio (SB), con la siguiente composicién en mM: KCl

140, MgCl, 0.5, HEPES 10, Glucosa 6, EGTA 1, llevada a pH 7.4 con KOH.

Las SB con diferentes concentraciones de CaCl, se obtuvieron mediante agregados de

volimenes adecuados de una solucién madre acuosa 1M de Ca** (Lab. Olivieri). El
, . 2+ 4. .

célculo para obtener las concentraciones de Ca*" libre ensayadas se realizé usando el

programa: Maxchelator de Stanford University: http://maxchelator.stanford.edu.

Modificacion de la cinética de activacion por voltaje del canal BK por AA,

medida a nivel de canal Unico en configuracion de Inside-Out

Para estudiar el efecto del AA en la cinética de activacién de las corrientes
mediadas por el canal BK en la configuracion 10, evaluamos el cambio en la constante
temporal de activacién (t,.:) obtenida a partir de un protocolo de medida de la
latencia a la primer apertura del canal después de un pulso de voltaje despolarizante.

Para ello, adaptamos el protocolo establecido por Aldrich y cols. [147], aplicando de
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manera repetida un pulso de voltaje de 500 ms desde un potencial de mantenimiento
de -80 mV hasta un valor despolarizado de +80 mV (Figura 13.a), utilizando las mismas
soluciones descriptas en el inciso anterior. Sélo se utilizaron parches con menos de 4
copias del canal BK, y el protocolo de voltaje se repitié al menos 50 veces para cada
parche, con y sin AA 10 uM. Luego, las latencias se midieron en cada pulso como el
tiempo necesario para observar la primera apertura de canal desde el inicio del pulso
de voltaje (Figura 13.b). Con estos datos construimos un histograma acumulativo con
las latencias medidas en ambas condiciones, obteniendo una funciéon de densidad
acumulada (cdf, del inglés cummulative density function) (Figura 13.c). El recuento de
eventos en el histograma se expresd en probabilidades y, para los parches que
presentaban mds de un solo canal, se obtuvo la distribucién de latencia verdadera
aplicando la raiz enésima de la cdf aparente, donde N es el niumero de canales
presentes en el parche [147]. Finalmente, las distribuciones de densidad se ajustaron
con el software GraphPad Prism con la siguiente funcién de decaimiento exponencial

de primer orden:
-t
cdf = Ae [tact

donde 7,4 €s la constante temporal de activacion por voltaje.

d b ms C <
PA 3
80 mV ?ﬂ
80 m i | S e | A W 4
= 3 8
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500 ms — - o
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Uy J ! sy
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Figura 13. Medida de latencia y constante temporal de activacion. a: Esquema del
protocolo de voltaje aplicado. b: Registros tipico de la corriente obtenida tras la
aplicacion reiterada del protocolo de voltaje mostrado en a. La medida de la latencia a la
primera apertura se marca en amarillo a modo de ejemplo. c: cdf construida a partir de
las medidas de latencia. Del ajuste de esta curva se obtiene la constante temporal de
activacion.
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ANALISIS DEL MECANISMO DE ACCION MOLECULAR DEL AA SOBRE EL
CANAL BK, ESTUDIADO EN SISTEMA DE EXPRESION HETEROLOGO

La expresion de canales idnicos recombinantes en sistemas de expresion
heterdlogo es una herramienta invaluable para el andlisis detallado de sus propiedades
biofisicas. Esta estrategia ofrece un enfoque complementario al andlisis de canales
enddgenos en su contexto fisioldgico en las células nativas, brindando la oportunidad
de estudiarlos y manipularlos en un entorno celular definido en ausencia de otros
canales iénicos. Esto es ventajoso para muchos estudios, en particular para la
definicion detallada de las propiedades biofisicas y farmacoldgicas, para analizar las
relaciones estructura-funcién y para caracterizar el papel de los subtipos individuales
de canales y/o subunidades que los componen. Ademas, los sistemas de expresion
heterdlogos son particularmente utiles en la correlacién de la estructura molecular con
la funcion electrofisiolégica de un canal especifico, dado que permiten expresar la
proteina con mutaciones puntuales asi como moléculas quiméricas entre dos canales o
subunidades estrechamente relacionadas. La mayoria de los sistemas tienen las
ventajas de ser faciles de manipular, proporcionan una expresion de la proteina de
interés robusta y los registros electrofisioldgicos son estables para la mayoria de los

canales idnicos [148].

Células, clones y transfeccion

En base al nivel de expresion requerida se utilizaron células HEK293T, HEK293 y

ovocitos de Xenopus laevis.

Las células HEK293 y 293T se cultivaron en DMEM con alto contenido de
glucosa (EMEVE medios, Lab. Microvet) y suero bovino fetal (Internegocios) al 10% y se
dividieron cuando alcanzaron una confluencia del 70-80%. La subunidad a humana del
canal BK (Slo1, KCNMA1, U11058), la subunidad auxiliar 1 wild-type (wt) (KCNMBI1,
AF035046) o las subunidades B1 mutantes (Y74A, S104A) y el ADNc de la proteina
fluorescente verde (eGFP), se transfectaron transitoriamente en células HEK usando

FuGene 6 (Promega). Las subunidades a y B1 se utilizaron en relaciones molares de 1:3
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o 1:6, para asegurar un exceso de subunidad B1 sobre la subunidad a, y se usé eGFP
como indicador de la transfeccién. En los experimentos donde la transfeccidén se
realizd sin subunidades accesorias, se reemplazé la masa de ADN de las mismas por el
vector plasmidico vacio (pcDNA3). Después de la transfeccion, las células se
mantuvieron en cultivo durante 18 horas (Figura 14), luego de las cuales se realizaron
las medidas electrofisiolégicas. Los clones wt de las subunidades a y B1 fueron
provistos por el Dr. Carlos Gonzalez (CINV, Chile), los mutantes de la subunidad B1 por
el Dr. José Manuel Fernandez-Fernandez (Universidad Pompeu Fabra, Espaia),
mientras que el vector vacio y el clon de eGFP fueron proporcionados por la Dra. Jesica

Raingo (IMBICE, Argentina).

Figura 14. Células HEK293T. Fotos tomadas en nuestro laboratorio al microscopio
Optico con luz blanca (a) y con luz azul (b), 18 horas post-transfeccion, empleando
eGFP como gen reportero.

Las medidas de corrientes de compuerta (gating currents) se realizaron en el
Centro Interdisciplinario de Neurociencias de Valparaiso (CINV, Chile) utilizando
ovocitos de Xenopus laevis como sistema de expresion. Se realizd transcripcién in vitro
(MMESSAGE mMACHINE, Ambion) para obtener el ARNm de ambas subunidades. Los
ovocitos fueron inyectados en una proporcién molar de 1:3 de a: B1 con 0.5 pg/ul del
ARNmM respectivo. Los ovocitos de Xenopus laevis se incubaron en una solucién ND96
(con la siguiente composicion en mM: 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCl,, 1 MgCl,, 5 HEPES, pH

7.4) a 18 ° C durante 4-8 dias antes de realizar los registros electrofisiolégicos.
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Estudio de las propiedades de canal tnico del canal BK expresado con y

sin la subunidad accesoria B1 en células HEK y efecto del AA

Para la validar la expresion funcional de la subunidad a del canal BK con o sin la
subunidad accesoria Pl en células HEK293T transfectadas, realizamos una
caracterizacion del canal en este sistema a nivel de canal Unico, donde posteriormente
evaluamos el efecto del AA. Para ello medimos: la conductancia unitaria, la
probabilidad de apertura en estado estacionario, la sensibilidad al voltaje y a la
concentracién de Ca®* intracelular y los tiempos medios de permanencia en el estado
abierto, tanto para el canal homotetramero de subunidades a (canal BK a), como para

el complejo formado por a+B1 (canal BK a+f1).

Para obtener estos parametros, se realizaron registros de corriente de al menos
un minuto de duracién a los potenciales de -20, +20, +40 y +60 mV (donde la corriente
presentaba definicién de canal Unico) en condiciones control (a las 2 concentraciones
de Ca’" testeadas) y luego de la perfusién de AA 10 puM. Se utilizaron las mismas
soluciones especificadas para los experimentos de sistema nativo en configuracién 10,

con concentraciones de Ca®' libre intracelular de 0.3 y 3 uM.

Cdlculo de la conductancia idnica

La conductancia i6nica de los canales BK expresados en células HEK fue
calculada a partir de los registros de corriente de canal Unico en funcién del potencial
aplicado (curva i-V). Teniendo en cuenta que i,= 7V«(V-Ex), y que en nuestras
condiciones de registro (K" simétrico, Ex~0) la fuerza impulsora es igual al potencial
aplicado a la membrana, la ecuacidn anterior se simplifica a i y= yx.V. Una vez medida y
construida la curva i -V, calculamos el valor de la conductancia de canal uUnico y, como

el valor de la pendiente de la recta ajustada por el método de cuadrados minimos.
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Andlisis de estado estacionario: idealizacion de registros por el criterio

del 50% de la amplitud como valor umbral

Para la obtencidon del resto de los pardmetros evaluados, realizamos la
idealizacion de los registros con el programa Clampfit 10.3 (Molecular Devices, San
José, CA, USA). La creacion de registros idealizados a partir de los registros de canal
Unico constituye un herramienta poderosa de andlisis, dado que permite obtener los
valores de amplitud y de tiempo de permanencia (en inglés, dwell time) de cada
evento de apertura o cierre de los canales presentes en el registro de corriente, a
partir de los cuales se pueden desarrollar numerosos estudios de las propiedades de la

actividad de un canal unico.

Basicamente, la construccion de un registro idealizado consiste en transformar
un registro de canal Unico en una serie de lineas rectas que representan los estados
cerrado y abierto del canal. Dicho proceso se sintetiza en la Figura 15, en donde
podemos observar un registro crudo de canal Unico que presenta aperturas de un
canal idnico en el panel de la izquierda, mientras que a la derecha se esquematiza

superpuesto el registro idealizado.

Registro crudo Registro idealizado

c Ipy—

Figura 15. Esquema de la idealizacion de registros de canal unico. Corriente tipica de
canal unico (panel de la izquierda) y el esquema de su registro idealizado (a la derecha).
Las lineas azules y rojas representan la idealizacion del estado cerrado y abierto,
respectivamente.

Para realizar el registro idealizado se debe indicar, por medio de cursores, los
niveles de corriente correspondientes al estado cerrado y al estado abierto del canal,
estableciéndose de esta manera dos estados posibles: nivel 0 (cerrado) y nivel 1

(abierto). Se considera que un “evento” comienza cuando el valor de la corriente pasa
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del nivel 0 al 1 para una apertura del canal (o del 1 al 0 para un cierre), y finaliza
cuando la corriente vuelve a pasar del 1 al 0 en el caso de la apertura (o del 0 al 1 para
el caso del cierre). Teniendo en cuenta que no todas las aperturas y cierres coindicen
exactamente con los valores de corriente definidos para los niveles 0 y 1, el criterio
que se emplea para determinar cuando ha ocurrido un cambio de estado (del abierto
al cerrado o viceversa) es utilizar como valor umbral al valor del 50% de la amplitud
entre los niveles 0 y 1. Esto ultimo se denomina “criterio del 50% de la amplitud de

IlI

corriente como valor umbral” (en inglés half-amplitude threshold criterion). Una vez
establecidos los pardmetros de inicio, el programa comienza a clasificar (automatica o
manualmente) los eventos dentro de cada uno de los niveles. Para ello realiza un
barrido del registro de corriente vs. tiempo detectando los distintos eventos vy
almacenando en una planilla de hoja de cdlculo los siguientes datos para cada evento

detectado:

e Nivel(100)

e Tiempo de inicio del evento (en el registro)

e Tiempo de fin del evento (en el registro)

e Amplitud media (valor medio de corriente de todos los puntos que estan
dentro del evento) * desviacion estandar.

e Tiempo de permanencia (dwell time) calculado como la diferencia entre el

tiempo de inicio y el tiempo de fin de evento.

De esta manera se obtiene un listado de datos que describe completamente al
registro de canal Unico, cuya utilizacion detallaremos a en las siguientes secciones.
Cabe aclarar que dicha idealizacién puede realizarse con hasta ocho niveles de
corriente (ademas del correspondiente al estado cerrado), de manera que permite
trabajar con registros con mas de un tipo canal o con mas de una copia del mismo.
Como ultima generalizacién de este punto, debemos mencionar que en el analisis de
nuestros registros fueron desestimados aquellos eventos con una duracién menor a
0.25 ms para evitar la deteccidn de falsos eventos generados por ruido eléctrico del

registro o de cierres veloces e incompletos dentro de las aperturas de los canales.

60



La elevada conductancia caracteristica del canal BK permite diferenciar
facilmente entre los niveles de corriente correspondientes a los estados cerrado y
abierto, lo cual posibilitd la utilizacidon de la idealizacién automatica en la mayoria de
los casos. Sin embargo, en los casos en que la idealizacion automatica fue utilizada,
posteriormente se verificd que la misma coincidiera con el registro crudo de corriente

[149].

Andlisis de estado estacionario: cdlculo de la probabilidad de apertura

Como adelantamos previamente, en los registros de corriente donde el canal
llega a una Po de estado estacionario, su valor se puede calcular mediante la relaciéon
del tiempo en la cual el canal pasa en el estado abierto dividido por el tiempo total de
registro (tiempo en el estado abierto mas tiempo en el estado cerrado). En nuestros
experimentos la probabilidad de apertura se estima con el pardmetro NPo, donde N es
el numero total de canales (de igual valor de amplitud) presentes en el parche, y Po es
la probabilidad de apertura individual del canal. Para calcular este parametro se
idealizaron registros de corriente de canal Unico de una duracién de al menos 30

segundos y a partir de ellos se obtuvo el valor de NPo, segun la siguiente férmula:

j=1Jt

NPo =
0 T

donde T es la duracion del registro, t; es el tiempo de permanencia con j=1, 2, 3..n

canales abiertos.

Este valor debe ser calculado una vez que la Po del canal alcanzd el estado
estacionario. Para confirmar este requisito se generaron graficos de estabilidad de NPo
en los cuales se representan los valores de NPo calculados en intervalos de 5 segundos
en funcion del tiempo del registro de canal Unico. A partir de los mismos podemos
confirmar que la actividad del canal no estd variando en el tiempo de registro (en
condiciones control), como también detectar a partir de qué punto se llega a un nuevo

estado estacionario al someter al canal a un estimulo o una inhibicion.
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Andlisis de estado estacionario: cdlculo del tiempo de permanencia medio

El tiempo de permanencia del canal en el estado abierto (o cerrado) cuantifica
al fendmeno temporal de apertura (o cierre) estocastico caracteristico de cada canal.
Permite estudiar por ejemplo, si la actividad de un canal se manifiesta como pocas
aperturas pero de larga duraciéon, o muchas de duracion menor. Justamente, la
expresion efectiva de la subunidad B1 puede confirmarse con este parametro, dado
que la misma prolonga el tiempo de permanencia del canal BK en el estado abierto [9].
Para ello calculamos el tiempo de permanencia medio del estado abierto como el
promedio de los valores de tiempo de permanencia de todas las aperturas del canal
detectadas en el registro idealizado en condiciones de estado estacionario, a un

determinado voltaje en cada condicién de transfeccion (ay a+B1).

Andlisis de corrientes macroscopicas del canal BK expresado con y sin la

subunidad accesoria B1 en células HEK y caracterizacion del efecto del AA

Como explicitamos en las generalidades de esta seccidén, cuando se aplican
potenciales despolarizados en configuracién IO en el sistema de expresidon heterdélogo,
es posible obtener corrientes macroscépicas, generadas por el alto nimero de canales
presentes en la porcién de membrana de la micropipeta (Figura 4). Para caracterizar el
efecto del AA sobre el canal BK en corrientes macroscopicas trabajamos con células
HEK293T transfectadas con las subunidades de interés. Se utilizaron las mismas
soluciones de registro que en los experimentos de sistema nativo en configuracién 10,
sin agregado de Ca®" a la solucién intracelular. En las series experimentales que se
describen a continuacién, trabajamos en ausencia de calcio intracelular (excepto en
experimentos en donde lo que estudiamos es rol del dominio sensor de calcio) ya que
esta condicién, nos otorga varias ventajas experimentales. En primer lugar, permite
analizar por separado el rol de los distintos dominios del canal en el mecanismo de
accion del AA. Adicionalmente, permite disminuir la variabilidad de la corriente BK
debida a su gran sensibilidad al calcio (introducida por las posibles variaciones en la
concentracion de calcio de las soluciones, parte del error experimental). En este
sentido, trabajar en condiciones en la que todos los sitios de unidn al calcio del canal
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estan libres, disminuye la dispersién de la corriente. Por otro lado, para poder
caracterizar el efecto del AA, buscamos construir las curvas G-V completas, para lo cual
fue necesario trabajar en condiciones de menor activacién basal, de modo de poder
obtener la curva G-V en un rango de potenciales compatibles con la estabilidad el sello

y el limite de deteccion de corriente de nuestro amplificador.

En estas condiciones, la estabilidad de la corriente se monitored aplicando
periddicamente pulsos de voltaje de 180 ms desde un potencial de mantenimiento de
0 mV a un potencial de testeo de +110 mV, descartando las células donde la amplitud
de la corriente no permanecid constante en el tiempo. Este protocolo también fue
utilizado para seguir el curso temporal del efecto del AA sobre la corriente del canal
BK. Después de la estabilizacién de la corriente en cada condicidn (control y AA), se
aplicé el protocolo de voltaje consistente en una familia de pulsos de voltaje de 180 ms
desde un potencial de mantenimiento de 0 mV hasta potenciales entre -50 y +190 mV,
con incrementos de 20 mV, seguido de un pulso de voltaje de 50 ms a -50 mV (Figura
16.a). Este ultimo pulso tuvo por objetivo registrar las corrientes de cola (lco1a ), €S decir
las corrientes que fluyen en el instante previo a la deactivacion del canal. De esta
manera, las la estan determinadas por la Po del canal en el pulso de voltaje que le
antecede, manteniendo la conductancia unitaria y fuerza impulsora correspondiente a
-50mV. Con estos registros obtuvimos la relacién entre la corriente de cola
correspondiente a un dado potencial (/,x) ¥ la corriente de cola maxima (/max),
observada como la saturacién de la magnitud de la corriente en al menos dos pulsos
sucesivos en ese parche, ambas corrientes medidas al pico. En los casos en los que la
Imax NO se alcanzdé experimentalmente en condiciones de control, utilizamos 1a /ey
correspondiente al valor observado para el AA en el mismo parche. Teniendo en

cuenta que para las ., la fuerza impulsora es constante y que:

Ieotax = NPOVX(V —Ey)

de lo anterior deduce que |/lnax = G/Gmax, por lo tanto utilizando los valores de
corrientes de cola construimos las curvas de conductancia normalizada G/G.x versus
voltaje (Figuras 16.b y c).
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Estas curvas se ajustaron con la siguiente relacion de Boltzmann utilizando GraphPad
Prism (versiéon 5.03):
G 1

ZF(V1 /Z—V)
14+e RT

Gm ax

donde V1/2 es el potencial en el que G/Gmax es la mitad de la Gnax, z describe la

sensibilidad del voltaje (pendiente de la curva en la zona variable), F es la constante de
Faraday (96500 C/mol), R es la constante de los gases (8.314 J/(mol.K)), y T es la

temperatura ambiente en Kelvin (aproximadamente 295 K).

a b ms C
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Figura 16. Construccion de curvas G/G,.:-V. a: Esquema del protocolo de voltaje

aplicado. b: Registro tipico de las corrientes obtenidas tras la aplicacion del protocolo de
voltaje mostrado en a. La medida se realiza en las corrientes de cola (zona sombreada en
amarillo). c: Curva G/G,.-V obtenida de un registro de corriente como el mostrado en b,
al dividir la corriente de cola al pico por la corriente de cola mdxima (l/l..) para cada
voltaje. Del ajuste de esta curva se obtienen los pardmetros Vy,, y z.

En las células transfectadas unicamente con la subunidad a del canal BK no fue
posible observar la I, de cola tanto en las corrientes control como en las tratadas con
AA 10 uM. Dado que en esta condicidén no se alcanzé G, NO es adecuado ajustar las
curvas G-V con la relacidon de Boltzmann, y en su lugar, los efectos del AA fueron
evaluados comparando la conductancia obtenida para cada voltaje en cada condicidn.
El valor de la conductancia macroscépica (G) se calculd dividiendo la corriente de cola

al pico por la fuerza impulsora del pulso en la cola (a -50 mV).

Para estudiar la dependencia de la concentracién de AA en la activacion del
canal BK a+B1, se utilizd el mismo protocolo de voltaje descripto al principio de esta
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seccion (Figura 16.a) ensayando distintas concentraciones del acido graso (0.1, 0.3, 1,
3, 10 y 30 uM). Construimos las curvas de concentracidn-respuesta (CCR) del efecto
activador del AA sobre las corrientes BK para cada potencial donde la activacién fue
significativa (a partir de +70 mV). Luego, las curvas obtenidas para cada voltaje se
ajustaron con una relacién de Hill, a fin de obtener la concentracion efectiva 50 (ECsg) y

el Hill Slope (). El ajuste se realizé utilizando GraphPad Prism con la siguiente féormula:

IAA — 1+ (Emax - 1) X [AA]Y
Icontrol ECSOV + [AA]Y

donde E,,,,, representa la maxima activacion generada por el AA.

Para confirmar que la activacion del AA sobre el canal es directa e
independiente de los metabolitos del AA, evaluamos el efecto del AA sobre el canal BK
a+B1 en presencia de inhibidores de las enzimas capaces de metabolizar este PUFA: las
enzimas ciclooxigenasas (COX), lipooxigenasas (LOX) y citocromo P450 (CYP) [111]. Las
enzimas COX y LOX se inhibieron con 10 uM de indometacina (Sigma Aldrich) y 5 uM
de cinnamil-3,4-dihidroxi-a-cianocinamato (CDC, Santa Cruz Biotechnology),
respectivamente, que se aplicaron a las soluciones de bafo durante todo el
experimento. Las enzimas CYP se inhibieron irreversiblemente mediante una
incubacién de 30 minutos en presencia de acido 17-octadecindico 5 UM (17-ODYA,
Santa Cruz Biotechnology) antes del registro de las corrientes. Las concentraciones
empleadas para cada bloqueante se basaron en datos presentes en la bibliografia
[150-154]. Dado que el CDC es un modulador del canal BK, el tiempo requerido para
obtener la estabilidad de la corriente en condiciones de control fue de al menos 30
minutos y las curvas G-V se desplazaron a la derecha con respecto a la condicién de
control sin el bloqueante. Debido a esto ultimo, en la mayoria de los parches probados
la corriente no alcanzé G, para esta condicién experimental. Ademas, la condicién
control presentd registros con replicados muy dispersos en sus valores de corriente y
dado que no pudimos normalizar por Gy, los valores corrientes se normalizaron con

los valores de control obtenidos a +170 mV para reducir el error en las curvas G-V.

65



Estudio del gating intrinseco del canal BK a+B1 y su modificacion por AA

El gating intrinseco se evalué midiendo la actividad del canal BK en la
configuracion 10 a -120 mV en una solucidn libre de Ca** intracelular [104]. Se trabajé
en células HEK293 transfectadas con las subunidades a y B1, con las mismas soluciones
utilizadas en apartado anterior. En estas condiciones la Po del canal es tan baja, que la
actividad se define con aperturas de canal Unico, por lo tanto se requirieron registros
de entre 30 y 60 segundos en ausencia y presencia de AA para poder obtener la
probabilidad de apertura intrinseca del canal (NPoi). La identificacién del canal BK en el
parche se realizd en base al valor de conductancia unitaria. La probabilidad de
apertura intrinseca, en cada condicién, se calculd tal como fue descripto
anteriormente para la NPo el estado estacionario. La estabilidad del control y la
activacion por AA fue monitoreada aplicando en forma alternada pulsos de voltaje

despolarizantes, como fue descripto anteriormente.

Dependencia de la concentracion de Ca?* intracelular en la activacién del

canal BK a+B1 inducida por AA

Para estudiar la relacién entre la concentracién de Ca®* intracelular y la
activacion del canal BK por AA, se obtuvieron las curvas G-V del canal expresado en
células HEK293, en una solucién libre de Ca** intracelular y en una solucién con una
concentracién de 1.2 uM de Ca’' libre. La solucién libre de Ca®' intracelular fue la
descripta para la configuracién 10 en el sistema nativo, sin agregado de CaCl, a la
solucién intracelular, mientras que la solucién de 1.2 uM de Ca** libre se obtuvo con el
agregado de volumenes adecuados de una solucion madre acuosa 1M de CaCl,. El
calculo para obtener la concentracién de Ca®* libre ensayada se realizé usando el
programa: Maxchelator de Stanford University: http://maxchelator.stanford.edu.
Elegimos utilizar la concentracién de 1.2 uM de Ca** libre teniendo en cuenta que la
activacion del canal BK a+B1 por este i6n se observa claramente a concentraciones
superiores a 1 uM [77]. Para la condicién libre de Ca®* se empled el protocolo de
voltaje descripto en la Figura 16.a, mientras que para 1.2 pM de Ca*' libre se adapté

dicho protocolo a voltajes mas negativos en funcidén al desplazamiento de la curva G-V
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en esta condicion. Finalmente, las curvas G-V obtenidas se ajustaron con una relacién
de Boltzmann, y se compararon los desplazamientos de los V1/2 (AVl/2 = V{}A —
2

Vf/ozntml) y los cambios en z producidos por el AA 10 uM en cada concentracién de Ca**

intracelular.

Necesidad de acople funcional entre las subunidades aa y B1 del canal BK

para la activacion del canal por AA

En el afio 2012, Gruslova y cols. demostraron la presencia de dos dominios
funcionales en la subunidad B1 (segmento A y B), ambos localizados en el loop
extracelular, que estrian involucrados en la modulacién de la funcién del canal BK por
esta subunidad accesoria [155]. Para evaluar si este acoplamiento funcional entre la
subunidad a y B1 podria ser necesario en la activacidon del canal BK inducida por AA,
medimos su efecto sobre las corrientes del canal expresado en células HEK293T con la
subunidad B1wt y sus mutantes Y74A y S104A (correspondientes a los segmentos A y
B, respectivamente). Se trabajoé con los protocolos experimentales mostrados en la
Figura 16, y el peso de cada segmento en la activacion del canal por AA se ponderd a

partir de los cambios en los desplazamientos de los V1/2 (AVl/2 = V{Z1 - f/oznm’l) y en

z de las curvas G-V producidos por el AA 10 uM en cada condicién de transfeccion.

Efecto del AA en las corrientes de compuerta (gating) del canal BK a+B1

Esta serie experimental buscd evaluar el efecto del AA sobre la dindmica del
dominio sensor de voltaje del canal BK. Como se menciond anteriormente, la misma se
realizé en el CINV (Chile) y se utilizaron ovocitos de Xenopus laevis como sistema de
expresion. Los registros de las corrientes de gating (lg) se adquirieron en configuracién
de 10 con un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices, San José, CA, USA) y se
digitalizaron con una Digidata 1550B (Molecular Devices, San José, CA, USA) utilizando
una frecuencia de muestreo de 500 kHz. Se registraron las corriente en macroparches

utilizando micropipetas con resistencias de entre 0.5y 1 MQ.

67



Las Ig se evocaron por pulsos de voltaje de 1 ms de duracion entre =100 y 350 mV con
incrementos de 10 mV desde un potencial de mantenimiento de -100 mV (Figura 17.a).
Tanto el comando de voltaje como la salida de corriente se filtraron a 20 kHz utilizando
un filtro de paso bajo Bessel de 8 polos. La correccidon de la capacitancia lineal de
membrana y las corrientes de fuga (leak) fueron corregidas con el protocolo de

sustraccion P/4 [156].

Se utilizaron las siguientes soluciones de registro:

e Solucion extracelular de pipeta (en mM): tetraetilamonio (TEA)-MeSOs; 110,
HEPES 10, MgCl, 2, ajustada a un pH de 7.0.
e Solucién intracelular de bafio (en mM): N-metil-D-glucamina (NMDG) -MeSO3

110, HEPES 10, EGTA 5, ajustada a un pH de 7.0.

Un puente de agar que contenia NaMES 1 M conectd la solucion del bafio a un
reservorio de la solucidn de pipeta conectada a tierra con un electrodo Ag/AgCl. Todos

los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20-22 ° C).

Las corrientes de compuerta obtenidas en ausencia y en presencia de AA 10 uM
se integraron entre 0 y 400 ps después del pulso de voltaje para obtener el
movimiento de carga neta (Q) del componente “ON” de los registros (Figuras 17.b y c).
La Q observada a cada valor de potencial se normalizé con la carga neta maxima (Qmax)
observada en cada parche y con ellas se graficaron las relaciones Q-V, que luego se

ajustaron con una funcién de Boltzmann:

Q B 1
zF (V1) =V)
1+e RT

Qmax
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donde z es la dependencia del voltaje de activacion, V1/2 es el voltaje correspondiente

a una Q/Quax de 0.5; T es la temperatura absoluta (tipicamente 295 K), F es la
constante de Faraday y R es la constante de los gases. Los curvas Q-V se alinearon
desplazandolas a lo largo del eje x de voltaje en base al V1/2 medio de los replicados

(desplazamiento: AV1/2 = (V1/2) - V1/2), luego se graficd un punto cada 25 mV para

generar la curva Q-V media para cada condicidon sin modificar la dependencia del

voltaje [97,103].

+350 mV ms

-100 mV

1ms

Figura 17. Construccion de curvas Q/Qp..-V. a: Esquema del protocolo de voltaje
aplicado. b: Registro tipico de las corrientes de compuerta obtenidas tras la aplicacion
del protocolo de voltaje mostrado en a. La medida se realiza integrando el componente
ON (zona sombreada en amarillo). ¢: Curva Q/Q,.-V obtenida de un registro de
corriente como el mostrado en b. Del ajuste de esta curva se obtienen los pardmetros
Vipyz

EFECTO DEL AA EN UN LECHO VASCULAR DE RESISTENCIA

Realizamos medidas de presidn en el lecho vascular mesentérico de ratas
Sprague-Dawley hembras. Las mismas fueron criadas en un bioterio climatizado, bajo
ciclos de 12 horas de luz-oscuridad, alimentadas con alimento balanceado estandar
para ratas y agua ad libitum. lLas ratas fueron provistas por la Facultad de Cs.

Veterinarias de la Universidad de Buenos Aires. Todos los animales recibieron atencion
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humana y los protocolos del estudio cumplieron con las pautas locales para el
bienestar de los animales vertebrados.

Las ratas fueron anestesiadas con isofluorano y se aislé el intestino delgado
(yeyuno e ileon) junto con su lecho vascular mesentérico intacto, el cual se colocd
inmediatamente en en una solucién de Krebs Ringer Bicarbonato (KRB) refrigerada y se
procedid a canular la arteria mesentérica superior y la vena porta. Esta cirugia requiere
de mucho entrenamiento y destreza, por lo cual fue realizada por los médicos
veterinarios Dr. Pablo Stringa y Med. Vet. Leandro Vecchio, ya entrenados en este tipo
de practica. Una vez en nuestro laboratorio, el preparado fue colocado en una capsula
de Petri, conteniendo solucién KRB (Figura 18). La misma fue adaptada para permitir la
perfusidon del preparado con influjo por la arteria mesentérica y eflujo por la vena
porta, a través una bomba peristaltica (Model E50, Elmeco Laboratory Instruments). El
preparado fue perfundido con KRB (termostatizada a 37 °C y burbujeada con
carbogeno) a velocidad de 1 ml/min y las drogas empleadas (noradrenalina, paxilina,
AA) fueron agregadas a la solucién KRB previo a su uso. La presion rio arriba del lecho
mesentérico fue medida en forma continua por un transductor de presién conectado a
la linea de influjo arterial. En la Figura 19 se muestra un esquema simplificado del

equipo empleado.
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Figura 18. Preparado de lecho mesentérico intacto. Fotografia
tomada en nuestro laboratorio.

bomba

peristaltica transductor

- de presion registro

- - = -
- - -
- - =

- -

A

Presion

tiempo

influjo
por arteria
mesentérica

soluciones
de perfusion

1

bario fermositatico

“ preparado de lecho
mesentérico intacto

Figura 19. Esquema bdsico del equipo empleado para la determinacion de presion del
lecho mesentérico. La solucion de perfusion fue termostatizada y perfundida en el
preparado ingresando por la arteria mesentérica y egresando por la vena porta. La
presion de perfusion arterial fue determinada empleando un transductor de presion
conectado a la via de ingreso. Se obtuvieron registros de presion vs. tiempo.
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Para estudiar el potencial efecto vasorrelajante del AA sobre la presion de
perfusién arterial del lecho mesentérico, luego de la estabilizacién del preparado
mediante perfusion de soluciéon KRB, se estimuld con noradrenalina (NA) 1 uM (Sigma
Aldrich) para inducir la contraccidn vascular medida como un aumento en la presion de
perfusion. A los 20 min, se agregd AA 10 uM manteniendo la NA en la solucion de
perfusién. Luego de 20 min se lavé el preparado y se repitié el ensayo en presencia de
paxilina 500 nM.

Dado que trabajamos a flujo constante, los cambios en la presidn de perfusion
de este sistema reflejan los cambios en la resistencia vascular del lecho mesentérico.
Por lo tanto, los datos fueron expresados como porcentaje de disminucion de la
resistencia vascular (%DRV). El %DRV fue calculado como el porcentaje de disminucidn
de la presidon de perfusion en presencia de AA, respecto a la presion correspondiente a

la precontraccién con NA.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron expresados como la media * error estandar de la
misma. Se realizaron test t de Student apareados para comparar entre 2 grupos
(control versus tratamiento en la misma célula), mientras que la comparacion entre
varios grupos se realizé mediante el andlisis de varianza de una via (ANOVA seguido de
un test de Holm-Sidack). En la comparacion de tiempos de latencia en CML de AUH, en
los experimentos de corrientes de gating y en la serie de dependencia de ca*
intracelular, se utilizé el test t de Student no apareado. En todos los casos se utilizé el
SigmaStat v3 para realizar el analisis estadistico. Por ultimo, el analisis estadistico
comparativo de las ECsg y los Hill Slope de las curvas dosis respuesta se llevé a cabo
mediante el extra sum of squares F test (GraphPad Prism v5). Las diferencias fueron
consideradas estadisticamente significativas en los casos en que el valor de p fue

menor a 0.05.
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Resultados



Con anterioridad al inicio de este trabajo de Tesis, nuestro grupo ya habia
comenzado con el estudio del efecto del acido araquiddnico (AA) sobre la corriente
mediada por canales de K" de tipo BK [49]. En particular, habiamos estudiado mediante
la técnica de patch-clamp, el efecto del AA 10 uM en los canales BK presentes en
células de musculo liso (CML) disociadas frescas de la arteria umbilical humana (AUH).
Midiendo las corrientes de canal Unico mediadas por el canal BK, en estado
estacionario y en configuracién Inside-Out (10), observamos que el AA activa dicho
canal produciendo un aumento de su probabilidad de apertura (NPo), sin modificar su
conductancia unitaria (Figura 1.a y b). La activacién del canal inicia luego de
aproximadamente 3 minutos de perfusién de AA, alcanzando un estado estacionario
luego de aproximadamente 5 minutos. El andlisis de los tiempos medios de
permanencia en el estado cerrado y en el estado abierto mostré que el cambio en la
NPo involucra la sumatoria de dos efectos: una marcada disminucién en el tiempo
medio de permanencia en el estado cerrado y un aumento en el tiempo medio de

permanencia en el estado abierto (Figura 1.cy d) [157].
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Figura 1. Activacion del canal BK inducida por AA 10 uM en CML aisladas de la AUH en
configuracion 10. a: Registro tipico de la actividad de un unico canal BK registrado a un
potencial de membrana de +40 mV, en condiciones control, durante la perfusion con AA
10 uM y luego de 4 minutos de lavado. El nivel de corriente indicado con una “c”
corresponde al estado cerrado del canal. b, ¢, d: Probabilidad de apertura media (NPo)
(n=6), tiempo de permanencia medio en el estado cerrado (n=4) y tiempo de
permanencia medio en el estado abierto (n=4), respectivamente. Parches provenientes
de tres muestras de cordon umbilical. El asterisco indica diferencia significativa respecto
del control (p<0.05; test t de Student apareado). Figura modificada de la Tesis Doctoral

del Dr. Pedro Martin [49].

75



Estos primeros resultados constituyeron el punto de partida de este trabajo de
Tesis Doctoral, permitiéndonos generar nuevas hipodtesis de trabajo, enfocadas al
estudio detallado del mecanismo de accién molecular del AA sobre el canal BK con el
objetivo de contribuir al conocimiento general de los efectos que los acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) inducen sobre diferentes tipos de canales idnicos. A

continuacion se presentan los resultados obtenidos.

ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO SOBRE LAS
PROPIEDADES FUNCIONALES DEL CANAL BK EN CELULAS DE MUSCULO
LISO VASCULAR HUMANO.

Cuando las CML de la AUH son estimuladas con pulsos de voltaje
despolarizantes, evocan predominantemente dos tipos de corrientes de K*
dependientes de voltaje: una mediada por canales de K" de tipo Kv y otra, mediada por
canales de tipo BK. Las propiedades electrofisioldgicas de estas dos corrientes fueron
descriptas en profundidad por nuestro grupo de investigacién en trabajos previos [43].
En particular, sabemos que la corriente macroscépica de K* dependiente de voltaje es
completamente inhibida al utilizar una combinacién de los blogueantes paxilina 500
nM (un inhibidor especifico del canal BK) y 4-aminopiridina (4-AP) 5 mM (un inhibidor

ampliamente usado para suprimir la actividad de canales de K* de tipo Kv) [41].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, para estudiar el efecto del AA sobre la
corriente macroscépica de K mediada por los canales de tipo BK, utilizamos la técnica
de patch-clamp en la configuracion Whole-Cell (WC) y ensayamos el efecto del AA 10
UM sobre las corrientes evocadas por pulsos de voltaje en presencia de 4-AP 5 mM. El
AA fue agregado mediante perfusiéon constante de solucidn extracelular y, en
concordancia con lo observado a nivel de canal Unico, induce un aumento significativo
y reversible de la magnitud de la corriente (Figura 2.a). La activacidn corresponde a

una corriente saliente rectificante, sensible al voltaje, que en nuestras condiciones de
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registro solo puede ocurrir a través de canales BK. Los graficos de corriente (l), medida

en el estado estacionario y expresada como densidad de corriente macroscépica

media, en funcion del voltaje (V) (curvas I-V) muestran que el aumento en la corriente

es estadisticamente significativo a los potenciales de membrana entre -30 y +50 mV

(p<0.05, test t de Student apareado; Figura 2.b).
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Figura 2. Efecto del AA 10 uM sobre la corriente macroscopica mediada por canales BK
en CML de la AUH (en presencia de 4-AP 5 mM). a: Registros tipicos superpuestos
obtenidos en la configuracion WC tras aplicar una serie de pulsos de voltaje crecientes de
a 10 mV entre -70 y +60 mV, con una duracion de 500 ms partiendo de un potencial de
mantenimiento de -50 mV, en condiciones control, a los 3 y 5 minutos luego del agregado
de AA 10 uM y luego del lavado. b: Curvas |-V medias obtenidas a partir de las corrientes
como las mostradas en a, en estado estacionario. La corriente fue normalizada por el
valor de la capacitancia de la membrana para cada célula (n=11 células provenientes de
dos muestras de cordon umbilical). c: Valores medios de E,., obtenidos a partir de las
curvas I-V. d: Registros tipicos de la corriente evocada por un pulso desde -50 hasta +60
mV en cada condicion (superpuestos). e: Valores medios de las constantes temporales de
activacion (t,.) calculadas a partir de las corrientes evocadas por pulsos de voltaje desde
-50 mV hasta potenciales entre +10 y +60 mV. Todos los experimentos fueron realizados
en presencia de 4-AP 5 mM con el fin de inhibir los canales Kv. El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05, test t de Student apareado).

La activacion de la corriente generada por el AA provoca un desplazamiento de
la curva I-V hacia la izquierda, acompanado de un cambio significativo en el valor del
potencial de reversidon de la corriente (E.,) de -18.1 mV respecto de la condicién
control (Erev control: -26.4 £ 8.8 mV; Erey an: -44.5 + 3.3 mV; p<0.05; Figura 2.c). Este
resultado indica que el AA induce una hiperpolarizacién del V,, celular, dado que el E,qy,

es equivalente al V,, de la célula en estas condiciones experimentales.

Ademads del efecto activador observado en el estado estacionario de las
corrientes macroscépicas mediadas por el canal BK, resultd llamativo el cambio que
produce el AA sobre la cinética de activacion de la corriente evocada por el pulso de
voltaje. En los registros de corriente puede observarse que, luego de 3 minutos de
perfusion con AA 10 uM, la corriente presenta una cinética de activacion mas
acelerada que en la condicion control y, que a los 5 minutos, la corriente adquiere una
cinética instantanea en los pulsos correspondientes a los potenciales mas
despolarizados (Figura 2.a y 2.d). Para realizar un estudio cuantitativo de este efecto,
analizamos las constantes temporales de activacion (t,) antes y después del agregado
del AA. La T, Se obtuvo ajustando las corrientes evocadas por cada pulso de voltaje
con una funcion exponencial de primer orden. Dado que a los 5 minutos de perfusiéon

de AA la cinética se hizo instantanea en la mayoria de las células, y que esto
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imposibilita el ajuste con la funcién exponencial, utilizamos Unicamente los datos
obtenidos a los 3 minutos de actividad de AA en 7 de las 11 células, en las que a ese
tiempo la cinética aun muestra un efecto temporal. Observamos que el AA produce
una disminucidn significativa en la T, respecto a la condicién control (Figura 2.e), lo
gue muestra cuantitativamente que este acido graso acelera la cinética de activacién
de la corriente mediada por canales BK. Ademas, luego de 5 minutos de perfusidon de
AA, 9 de las 11 células ensayadas modificaron significativamente su cinética

dependiente del tiempo hacia una cinética instantdnea (test de Chi cuadrado, p<0.05).

Con el fin de evaluar si en las CML de la AUH el AA afecta solo los canales BK,
ensayamos el efecto del AA sobre las corrientes macroscépicas remanentes cuando se
inhibe farmacolégicamente este canal con su blogueante selectivo paxilina a una
concentracion de 500 nM. En primer lugar y como era de esperar, observamos que la
paxilina inhibe gran parte de la corriente macroscépica evocada por voltaje debido al
blogueo selectivo de la componente BK, dejando aislado el resto de los canales
presentes en este tipo celular. El agregado de AA 10 uM en estas condiciones, no
produce ningun efecto significativo sobre la cinética ni la magnitud de la corriente
remanente (Figura 3), indicando que el AA produce un efecto selectivo sobre los

canales de tipo BK en este tipo celular.

a +e0mv Configuracion b I (pA/pF) 507
-50mV Whole-Cell
-omv 500ms 40
n=10
Control
—— Control 304

—@— AA 10 pM (5 min)

50 ms

Figura 3. Efecto del AA 10 uM sobre la corriente macroscopica en CML de la AUH en
presencia de paxilina 500 nM. a: Registros tipicos superpuestos obtenidos en la
configuracion WC tras aplicar una serie de pulsos de voltaje crecientes de a 10 mV entre -
70 y +60 mV, de 500 ms de duracion, partiendo de un potencial de mantenimiento de -50
mV, en condiciones control y luego de 5 minutos del agregado de AA 10 uM. b: Curvas I-V
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medias obtenidas a partir de corrientes como las mostradas en a, en estado estacionario.
La corriente fue normalizada por el valor de la capacitancia de la membrana para cada
célula (n=10 células provenientes de seis muestras de corddén umbilical). Todos los
experimentos fueron realizados en presencia de paxilina 500 nM con el fin de inhibir los
canales BK. No se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05, test t
de Student apareado).

Estos datos en su conjunto, permiten concluir que en las CML de la AUH el AA
aumenta la magnitud y la cinética de la corriente macroscdpica mediada por canales
BK sin afectar al resto de los canales de K'. Ademas, se pone en evidencia que la
activacion de los canales BK genera un claro efecto hiperpolarizante sobre el potencial
de membrana celular. Este efecto podria generar una vasodilatacion en la AUH debido
a una reduccién en el influjo de Ca®* mediado por canales de Ca’* sensibles al voltaje

(CaV) presentes en esta arteria [28].

La configuracién WC de la técnica de patch-clamp presenta la ventaja de
permitir la evaluacidn de un efecto farmacolégico y su impacto en la fisiologia celular
en condiciones mas cercanas a las fisioldgicas. Sin embargo, a la hora de estudiar en
detalle los mecanismos de accién a nivel molecular, tiene la desventaja de que todos
los efectos se evalian sobre la corriente macroscépica, compuesta por la sumatoria de
las corrientes de todos los canales idnicos presentes en la membrana celular y, por lo
tanto, obliga a disociar farmacoldégicamente la corriente de interés. En particular la 4-
AP es un excelente inhibidor para eliminar las corrientes Ky (con 40 miembros posibles
en su familia), sin embargo se ha descripto que puede modificar el pH y la
concentraciéon de Ca®* intracelular [158-160]. Por otro lado, en las CML de origen
vascular se ha descripto la presencia de enzimas citoplasmaticas capaces de
metabolizar el AA generando una amplia variedad de metabolitos (prostaglandinas,
leucotrienos y acidos epoxieicosatrienoicos). Estos metabolitos pueden modular al
canal BK vy, por lo tanto, el efecto directo del AA podria verse contaminado por la
accién conjunta de los mismos [55,143,161]. Por lo tanto, para confirmar los efectos
observados en la configuracion mds fisioldgica, realizamos la siguiente serie
experimental en la configuracién Inside-Out (10), que permite registrar al canal BK en

ausencia de inhibidores, sin contaminacidn por corrientes idnicas mediadas por otros
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tipos de canales y en ausencia de las enzimas citoplasmaticas que puedan metabolizar
el AA. En estas condiciones experimentales (configuracion 10 en las CML aisladas de la
AUH) se obtienen corrientes de canal Unico debido a la baja densidad de canales
iénicos.

En primer lugar, analizamos si el AA modifica la dependencia del voltaje que
presenta la activacion del canal BK. Pera ello estudiamos el efecto del AA sobre la Po
del canal registrada a diferentes voltajes aplicando un protocolo de rampa de voltaje
similar al descripto por Carl y Sanders [146] que permite obtener la curva de activacion
(curva Po-V) en forma rapida y precisa. Los registros de corriente fueron llevados a
cabo en condiciones de concentracién simétrica de K* y con 50 nM de Ca* libre en la
solucion del bafo (en contacto con la cara intracelular de la membrana celular). El
protocolo de voltaje utilizado consistié en una rampa hiperpolarizante desde +80 a -80
mV con una velocidad de cambio de voltaje de 0.08 mV/ms, precedida de un pulso de
voltaje instantdaneo de 500 ms de duracién a +80 mV. La eleccién de la concentracién
de Ca®* intracelular, el sentido hiperpolarizante de la rampa y la velocidad de la misma,
fue realizada a partir de la puesta a punto del protocolo (ver Metodologia). El AA fue
agregado desde la solucién del bafio entrando asi en contacto con la cara intracelular

de la membrana.

En la Figura 4.a se muestran los registros tipicos superpuestos de las corrientes
de canal unico del canal BK evocadas por rampas de voltaje sucesivas, para la
condicidn control y en presencia de 10 uM de AA. La identificacion del canal BK se
realizé en base al valor de conductancia unitaria caracteristico de este canal (del orden
de los 250 pS). En la Figura 4.b se muestran las curvas de corriente promedio en
funcién del voltaje, obtenidas al promediar las corrientes evocadas en las repeticiones
de la rampa en cada condicidn, y en la Figura 4.c se representan las curvas medias de
activacion. Los resultados obtenidos mostraron, coherentemente con lo observado a
nivel de la corriente macroscdpica, que el AA induce un aumento en la probabilidad de
apertura del canal BK estadisticamente significativo a potenciales mayores a +23 mV
(p<0.05, test t de Student apareado). Ademads, produce un desplazamiento de la curva
de activacién hacia potenciales de membrana mas hiperpolarizados, cuantificado

mediante el parametro Vi, que surge del ajuste de las curvas Po-V con la funcion de
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Boltzmann. Observamos un desplazamiento del V;/, de aproximadamente -20 mV,

desde 104.7 £ 1.5 mV en la condicién control a 83.9 £ 0.5 mV en presencia de AA,

(p<0.05, test t de Student apareado), sin una modificacidn significativa del valor de z

(1.40 £ 0.06 y 1.29 £ 0.03 en condicidn control y en presencia de AA, respectivamente;

p>0.05, test t de Student apareado).

a b Corriente 451
Configuracion promedio 404 f
Inside-Out (pA) f
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|
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I\
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AA 10 uM

-860 60 40 -20 a

Figura 4. Efecto del AA 10 uM sobre la activacion por voltaje del canal BK, a nivel de
canal unico en CML de AUH. a: 30 registros representativos superpuestos,

correspondientes a corrientes de canal unico del canal BK en configuracion 10, obtenidos

al aplicar sucesivas rampas de voltaje hiperpolarizantes, desde +80 a -80 mV, en las

condiciones control y luego de perfundir AA 10 uM. En este caso el parche contiene

cuatro copias del canal BK. b: Curvas de corriente promedio vs. voltaje obtenidas a partir

de los registros mostrados en a. c: Curvas medias de activacion (Po vs. V) para cada

condicion (n=5 parches provenientes de dos muestras de cordon umbilical). La Po media

en presencia de AA muestra diferencias significativas respecto a la situacion control a

voltajes mayores a +23 mV (p<0.05, test t de Student apareado). Las curvas fueron

ajustadas con la funcion de Boltzmann (lineas continuas) tomando Po=1 como valor de

madxima activacion.
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A partir del analisis de estos resultados podemos decir que el efecto directo del
AA sobre el canal BK no sdélo potencia su actividad a los potenciales en donde el canal
ya tenia una actividad basal significativa (aperturas registradas en la condicién
control), sino que ademas se observa una actividad significativa del canal a potenciales
hiperpolarizados, en donde inicialmente |la probabilidad de apertura era tan baja que
no se registraban aperturas en la condicion control. Esto ultimo sugiere que el efecto
del AA como activador del canal BK en las células de musculo liso podria ser relevante
a nivel fisiolégico, posibilitando la apertura de este canal de K* a potenciales de
membrana mas cercanos al potencial de reposo de estas células. Por uUltimo, el hecho
de que el AA active al canal sin modificar la pendiente de la curva de activacién
(estimada a partir del valor z del ajuste) indica que el AA no modifica la sensibilidad al
voltaje del canal. En otras palabras, si bien el AA induce la activacién del canal a
potenciales de membrana mas negativos (desplazamiento hacia la izquierda de la
curva Po-V), no modifica la razén de cambio de la Po frente al cambio de potencial de

membrana (misma pendiente de la curva Po vs. V).

Vista la aceleracion de la cinética de activacion generada por el AA en las
corrientes mediadas por el canal BK en la configuracién WC en las CML de la AUH, nos
planteamos estudiar este proceso cinético a nivel de canal Unico. Para ello, analizamos
el efecto del AA sobre la latencia a la primera apertura evocada por un pulso
despolarizante desde el potencial de mantenimiento de -80 mV hasta +80 mV, aplicado
al menos 50 veces, en la configuracion 0. Este andlisis, ademas de permitir la
evaluacion del efecto en la cinética Unicamente en el canal de interés, identificado
inequivocamente a través de su conductancia unitaria, otorga la posibilidad de
estudiar el fendmeno de activacion independientemente del proceso de inactivacion,
gue pueden presentar algunos tipos de canales idnicos. La latencia se calcula como el
tiempo transcurrido desde que se aplica un estimulo activador hasta que se produce la
primera apertura del canal. Debido al comportamiento estocastico de los canales
idnicos, la latencia medida para un mismo canal estimulado con el mismo pulso de
voltaje, aplicado varias veces, sera diferente en cada determinacion. Con estos valores
construimos para cada condicién (control y en presencia de AA) la funcion cdf (del

inglés, cumulative density function) que consiste en realizar un histograma acumulativo

83



de los tiempos medidos y representa la probabilidad que el canal ain no se haya
abierto por primera vez a los tiempos indicados. Para los parches con mas de una copia
del canal, la verdadera funcién cdf fue obtenida como la raiz enésima de la funcién cdf
aparente, donde N es el nimero de canales presentes en el parche. Luego, a partir del
ajuste de cada funcién cdf con una ecuacién de decaimiento exponencial se obtiene la

constante temporal de activacién por voltaje (Tact).

En la Figura 5.a se muestran 10 registros tipicos del protocolo de latencia para
cada condicién, control y luego de 5 minutos de perfusiéon con 10 uM de AA. Como
puede observarse a simple vista, el AA produce una clara disminucion en los tiempos
de latencia. Considerando el total de los pulsos, en la situacién control la actividad del
canal BK es baja y en el 25% de los pulsos no se registra ninguna apertura, mientras
gue, posterior al tratamiento con AA, se produce un claro aumento de la probabilidad
de apertura y solo en el 5% de los pulsos no se observa ninguna apertura del canal. En
la Figura 5.b se muestran las funciones cdf obtenidas para el mismo parche en ambas
condiciones y sus respectivos ajustes con una funcién de decaimiento exponencial. De
la observacién de estas curvas se desprende que el AA induce un desplazamiento de
las curvas cdf hacia valores menores de latencia, es decir que en presencia de AA la
activacion por voltaje del canal BK se produce a tiempos mas cortos. En ambas
condiciones, el ajuste de las cdf fue logrado con funciones exponenciales de primer
orden y, teniendo en cuenta que el nimero de componentes exponenciales necesarios
para obtener un buen ajuste refleja el nimero de estados conformacionales cerrados
con diferente cinética de transicién hacia el estado abierto, podemos decir que, en
estas condiciones, existe una Unica transicion desde el estado cerrado al abierto. De
esta forma descartamos la posibilidad de que en el proceso de activacion del canal
existan transiciones a través de distintos estados cerrados o, en el caso de existir, los
mismos no constituyen pasos limitantes en la cinética. El andlisis cuantitativo de la
aceleracién de la cinética de activacion (Figura 5.c) nos muestra que la T, media
disminuyd significativamente, desde un valor de 428.99 + 28.08 ms para la condicién
control a un valor de 78.58 + 3.29 ms con AA (p<0.05, test t de Student). Este resultado
indica que el cambio en la Po del canal en funcién del tiempo ante un estimulo

despolarizante se acelera en presencia de AA.
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Figura 5. Efecto del AA 10 uM sobre la latencia a la primera apertura evocada por
voltaje del canal BK, a nivel de canal unico en CML de AUH. a: 10 registros
representativos correspondientes a corrientes del canal BK en configuracion IO,
obtenidos al aplicar sucesivas pulsos de 500 ms desde -80 a +80 mV, en las condiciones
control y luego de 5 minutos de perfusion de AA 10 uM. En este caso el parche contiene
una unica copia del canal BK. b: Funciones cdf (histogramas acumulativos de latencias)
obtenidas a partir de los registros mostrados en a. La funcion cdf indica la probabilidad
de que el canal permanezca cerrado a un tiempo dado. Las lineas continuas
corresponden a ajustes con una funcion de decaimiento exponencial de primer orden, a
partir de los cuales obtuvimos las constantes temporales de activacion (T,.). €: Tyt
medias obtenidas para cada condicion (n= 3-5 parches provenientes de cinco muestras
de corddén umbilical). El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05, test t de Student).
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Estos resultados son consistentes con los obtenidos mediante el registro de
corrientes macroscopicas y muestran, a nivel de canal Unico, un aumento en la Po del
canal y un incremento en su cinética de activacién que podrian explicarse por una
desestabilizacidon del estado cerrado del canal inducida por el AA. Sin embargo, quedan
aun varias preguntas de interés acerca de en qué condiciones y de qué manera el AA
es capaz de producir dicho efecto, que seran abordadas especificamente mediante el
estudio del canal en sistemas de expresion heterdlogos, como se describird mas

adelante.

RELEVANCIA FISIOLOGICA DEL EFECTO DEL ACIDO ARAQUIDONICO EN
UN LECHO VASCULAR DE RESISTENCIA

Para estudiar el impacto fisiolégico de la activacion del canal BK inducida por el
AA en el musculo liso vascular y su efecto sobre la contractilidad, utilizamos
experimentos ex-vivo con tejido intacto. Si bien la propuesta para esta Tesis fue
realizar medidas de fuerza isométrica en anillos vasculares de AUH, esta serie
experimental no pudo ser concluida, ya que las muestras de cordédn umbilical humano
fueron discontinuadas. Como alternativa, realizamos medidas de presién en el lecho
vascular mesentérico de ratas Sprague-Dawley, que presenta la ventaja de ser un lecho
vascular de resistencia con un impacto relevante en la determinacién de la presién

arterial.

Estudiamos el efecto del AA sobre la presion de perfusién arterial del lecho
mesentérico precontraido con noradrenalina (NA) 1 uM, en ausencia y en presencia de
paxilina 500 nM (inhibidor especifico del canal BK), y medimos el porcentaje de
disminucion de la resistencia vascular (%DRV). Los resultados, presentados en la Figura
6, muestran que el AA 10 uM produce un descenso de la presién de perfusion por
disminucion de la resistencia vascular y que este efecto es significativamente menor

cuando el canal BK se encuentra inhibido por paxilina (AA: %DRV= 54.57 + 10.76;
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Presién (mmHg)

AA+paxilina: %DRV= 26.47 + 5.99; p<0.05, test t de Student apareado). Estos
resultados muestran en un entorno mas fisiolégico y complejo, que la activacion del
canal BK inducida por el AA es capaz de producir vasorrelajacion, lo que sugiere que
este acido graso podria tener un rol relevante en la regulacién de la resistencia

periférica y por lo tanto en la determinacién de la presién arterial.
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Figura 6. Efecto del AA 10 uM sobre la presion de perfusion arterial en el lecho
vascular mesentérico de rata. a: Registros representativos de la presion de perfusion
arterial del lecho mesentérico de rata sometido a un estimulo vasoconstrictor de NA 1
uM, y posteriormente al agregado de AA 10 uM, en ausencia (izquierda) o presencia
(derecha) de paxilina 500 nM. b: Porcentaje de disminucion de la resistencia vascular
(%DRV) medio para la situacion sin paxilina (barra gris) y con paxilina (barra azul). El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (n=5, p<0.05, test t de Student
apareado).
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ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION MOLECULAR DEL ACIDO
ARAQUIDONICO SOBRE EL CANAL BK ASOCIADO A LA SUBUNIDAD
ACCESORIA B1 ESPECIFICA DE LAS CELULAS DE MUSCULO LISO.

Rol de la subunidad accesoria B1 en la activacion del canal BK por el AA

Tal como se presentd en la Introduccion de esta Tesis, la presencia de alguna de
las distintas subunidades accesorias B1-4 modifica las propiedades biofisicas como la
cinética de activacion, la sensibilidad al calcio y la inactivacion del canal BK [9,51].
También se ha descripto que la presencia de estas subunidades puede modificar el
efecto de sustancias enddgenas y exdgenas sobre el canal. Inclusive, en algunos casos
la presencia de determinada subunidad B es necesaria para que dicha sustancia ejerza
su efecto sobre el canal [74,121]. Previo al desarrollo de esta Tesis, se reportd que el
efecto activador del AA es dependiente de la presencia de las subunidades accesorias
B2y B3 [142]. Sin embargo, el rol de la subunidad B1, expresada en el musculo liso, no
habia sido explorado, por lo tanto nos propusimos evaluar si la activacién del canal BK

observada en las CML de la AUH podia ser el reflejo de una activacidon dependiente de
B1.

Para esta serie experimental expresamos el canal BK en las células HEK293T
realizando transfecciones transientes de los genes que codifican para la subunidad a
formadora del canal (KCNMA1, U11058) y la subunidad accesoria Bl (KCNMBI,
AF035046), del canal BK humano. Se realizaron transfecciones con solo la subunidad a
y con a junto a Bl (a+B1). Luego de 16-24 horas de expresion pudimos evaluar el
efecto del AA sobre la corriente del canal BK utilizando la técnica de patch-clamp en la

configuracion 10.

En primer lugar, validamos que la expresion del canal BK con y sin la subunidad
accesoria B1 fuese efectiva. Con el objetivo de obtener la conductancia unitaria, la
relacion Po-V y el tiempo medio de permanencia en el estado abierto en las dos
condiciones de transfeccidn, registramos la actividad del canal a nivel de canal Unico
con una concentracién fisiolédgica de 0.3 uM de Ca?* intracelular, en estado
estacionario a distintos valores de potencial de membrana. En la Figura 7.a y b se
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muestran los registros tipicos de la actividad del canal BK como homotetramero de
subunidades a y complejos a+B1, respectivamente. Tanto la elevada conductancia
unitaria, obtenida a partir de las curvas de corriente unitaria vs. voltaje (Figuras 7.cy
d), como la dependencia del voltaje de la probabilidad de apertura del canal (Figuras
7.e y f) son completamente compatibles con las caracteristicas del canal BK en las dos
condiciones de transfeccion [117]. Ademas, la identidad de canal fue confirmada al
observar su activacion ante el incremento de la concentracién de Ca** intracelular a 3
KM, tal como se muestra en las Figuras 7.i y j. El agregado de Ca”* se realizé a distintos
voltajes en cada condicidn de transfeccién dado que la presencia de la subunidad B1
modifica la Po en las condiciones control (Figuras 7.e y f). No se calculé el cambio en la
Po al aumentar la concentracion de Ca?* intracelular ya que la corriente se hace
macroscopica debido a la alta expresidn y activacion del canal. Por su parte, la medida
del tiempo medio de permanencia en el estado abierto fue utilizada para confirmar la
expresion funcional de la subunidad accesoria B1, dado que la presencia de la misma
prolonga los tiempos de apertura del canal BK [162]. En las Figuras 7.g y h se muestran
los tiempos medios de permanencia en el estado abierto obtenidos en ambas
condiciones de transfeccion a los potenciales de -20 y +20 mV, respectivamente.
Observamos que las células transfectadas con el clon de la subunidad B1 presentan
tiempos de apertura significativamente mayores que aquellas en las que solo se
transfectd la subunidad a (p<0.05, test t de Student), confirmando de manera
funcional la expresién de la subunidad accesoria del canal BK. Por ultimo, realizamos el
protocolo en células no fluorescentes, sin expresidon del gen reportero, para descartar
la expresion enddgena del canal BK, cuya ausencia fue confirmada en todas las células

evaluadas (n=15).
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Figura 7. Validacion funcional de la expresion en células HEK293T del canal BK en
ausencia y en presencia de la subunidad B1. a, b: Registros tipicos de corriente de canal
unico del canal BK obtenidos en configuracion 10 a distintos voltajes y con una

concentracion de Ca**

intracelular de 0.3 uM en células HEK293T transfectadas con la
subunidad o (a) y con las subunidades a+B1 (b). c-f: Curvas de valores medios de
amplitud de corriente unitaria (c, d) vs. voltaje (i-V) y de probabilidad de apertura (e, f)
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vs. voltaje (NPo-V) obtenidas a partir de las condiciones evaluadas en a y b. Las curvas i-
V se ajustaron con una funcion lineal cuya pendiente indica la conductancia unitaria del
canal, informada en la figura. g, h: Valores medios de los tiempos de permanencia en el
estado abierto (TPA) del canal BK en cada condicion de transfeccion, registrados a -20
mV (g) y +20 mV (h). El asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (n= 4-
5, p<0.05, test t de Student). i, j: Trazos representativos de la activacion del canal BK a (i)
y a+B1 (j) por incremento de la concentracién de Ca”* intracelular de 0.3 a 3 uM.

Una vez validada la estrategia de transfeccidn, probamos el efecto del AA sobre
la actividad en estado estacionario del canal BK a y a+fB1, a +20 mV y a -20 mV,
respectivamente, con una concentracién de 0.3 uM de Ca®' intracelular. Utilizamos
estas condiciones experimentales ya que garantizan observar todos los efectos
posibles, dado que el canal presenta una Po basal que permite ver tanto inhibicidon
como activacién, sin que las corrientes se hagan macroscépicas debido a la
sobreexpresién del canal en el sistema de expresion heterdlogo. Esto ultimo es
esencial para poder evaluar posibles efectos sobre la conductancia unitaria del canal
gue se observan como cambios en la amplitud de la corriente de las aperturas de canal
dnico. Por ultimo, tanto el voltaje aplicado como la concentracién de Ca®" intracelular

utilizados son compatibles con los que presentan normalmente las CML en reposo.

En la Figura 8 se muestran los registros tipicos de la actividad de estado
estacionario del canal BK, formado por homotetrameros de subunidades a (Figura 8.a)
y por complejos a+B1 (Figura 8.b), antes y después de 4 minutos de perfusidon con AA
10 uM. Podemos observar que el acido graso genera un incremento significativo en la
probabilidad de apertura Unicamente cuando el canal BK esta expresado junto a la
subunidad B1 (Figuras 8.c y f), sin modificar la conductancia unitaria en ninguno de los
dos casos (Figuras 8.b y e). De esta manera, confirmamos que la activacién del canal BK
por AA requiere de la presencia de B1, y que por lo tanto el efecto observado
anteriormente en las CML es posible gracias a la expresidon constitutiva de esta

subunidad accesoria en este tipo celular.
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Figura 8. Efecto del AA 10 uM sobre la conductancia unitaria y la probabilidad de
apertura de canales BK expresados en ausencia y en presencia de la subunidad 31 en
sistema de expresion heterdlogo. a, d: Registros tipicos de corriente de canal Unico
obtenidos en configuracion 10 a +20 mV (a) y -20 mV (a+B1) y con una concentracion de
Ca” intracelular de 0.3 uM, en células HEK293T transfectadas con la subunidad a sin (a)
y con (d) la subunidad accesoria B1, antes y después del agregado de AA 10 uM. b, c, e,
f: Valores medios de amplitud de corriente unitaria (b y e) y de probabilidad de apertura
(c y f) obtenidos a partir de registros como los presentados en a y d. El asterisco indica
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control y tratado con AA (n=
5-6, p<0.05, test t de Student apareado).

Continuamos el estudio de la dependencia de la subunidad accesoria B1 del
efecto activador del AA sobre el canal BK en un rango mas amplio de voltajes,
analizando las corrientes macroscopicas que se generan a potenciales mas
despolarizados en el sistema de expresién heterdlogo. Debido a que el nivel de
expresion de los canales es elevado, el aumento de la Po producido por una mayor
despolarizacién evoca corrientes macroscopicas en lugar de corrientes de canal Unico,

en la configuracion 10. Por lo tanto, trabajando en condiciones similares a las

92



detalladas en la serie experimental anterior (en este caso se utilizd una solucién
intracelular libre de Ca%), la aplicacion de un protocolo de pulsos de voltaje desde un
potencial de mantenimiento de 0 mV hasta potenciales entre -50 y +190 mV, en
incrementos de 20 mV, seguido de un pulso de 50 ms a -50 mV, induce corrientes
macroscopicas como las que se observan en la Figura 9.a. Estos registros tipicos
muestran las corrientes mediadas por el canal BK, conformado como heteromultimero
o+B1, obtenidas antes y después de la perfusién con AA 10 uM, y su posterior lavado.
Como era de esperar, en concordancia con lo observado a nivel de canal Unico, el AA
produce un claro efecto activador reversible similar al observado y descripto en las
CML de la AUH. A partir de las corrientes macroscépicas de cola construimos las curvas
G/GmaxV de la condicidn control y en presencia de AA. Mediante el ajuste de las curvas
con la ecuacidén de Boltzmann obtuvimos los parametros caracteristicos, Vi, y z, de la
activacion por voltaje del canal (Figura 9.b). Observamos que la activacién por AA
consiste en un desplazamiento significativo de la curva G/Gnax-V hacia potenciales mas
negativos, cuantificado como un cambio en el valor de V;/; desde 129.8 + 3.9 mV en
condiciones control, a 79.3 + 5.3 mV en presencia de AA (p<0.05, test t de Student
apareado, Figura 9.c). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el
parametro z (z: 1.10 + 0.08 y 1.13 + 0.07 para las condiciones control y con AA,
respectivamente; p>0.05, test t de Student apareado), indicando que el AA no produce

cambios en la sensibilidad aparente del canal BK al voltaje.
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Figura 9. Efecto del AA 10 uM sobre canales BK expresados junto a B1 medido en la
corriente macroscopica en sistema de expresion heterdlogo. a: Registros tipicos
superpuestos de las corrientes macroscopicas del canal BK (a+B1) expresado en células
HEK293T, obtenidos en configuracion 10 tras aplicar una serie de pulsos de voltaje
crecientes de 20 mV entre -50 y +190 mV, partiendo de un potencial de mantenimiento
de 0 mV, sequido de un pulso de 50 ms a -50 mV, en un mismo parche en situacion
control, luego del agregado de AA 10 uM y posterior al lavado. b: Curvas de valores
medios de conductancia normalizada por la conductancia mdxima, en funcion del voltaje
aplicado (G/G,..x-V) construidas a partir de registros de corriente como los mostrados en
a. Las lineas continuas representan sus respectivos ajustes con la ecuacion de
Boltzmann. c: Pardmetros V % y z obtenidos de los ajustes mostrados en b. El asterisco
indica diferencias significativas (n=7, p<0.05, test t de Student apareado).

Por otro lado, cuando se aplicé este protocolo de voltaje en células
transfectadas Unicamente con la subunidad a del canal, la perfusion de AA 10 uM no
modificé la conductancia macroscdpica del canal BK a ninguno de los potenciales
evaluados (Figura 10), también en concordancia con los resultados de canal Unico.

Dado que en estas condiciones no pudimos obtener la G4, las curvas G-V no pudieron
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ser normalizadas por este valor, ni realizamos el ajuste de las mismas con la ecuacién

de Boltzmann (Figura 10.b).
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Figura 10. Efecto del AA 10 uM sobre canales BK expresados en ausencia de B1,
medido en la corriente macroscopica en sistema de expresion heterdlogo. a: Registros
tipicos superpuestos de las corrientes macroscépicas del canal BK (a) expresado en
células HEK293T, obtenidos en configuracion 10 tras aplicar una serie de pulsos de
voltaje crecientes de a 20 mV entre -50 y +190 mV, partiendo de un potencial de
mantenimiento de 0 mV, seguido de un pulso de 50 ms a -50 mV, en un mismo parche en
situacion control y luego del agregado de AA 10 uM. b: Curvas de valores medios de
conductancia en funcion del voltaje aplicado (G-V) construidas a partir de registros de
corriente como los mostrados en a. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (n=4, p>0.05, test t Student apareado).

Adicionalmente, para descartar la posibilidad de que el AA active corrientes
enddégenas de las células HEK293T, repetimos este ensayo sobre células no
transfectadas, en donde corroboramos que el AA no genera efectos sobre estas
corrientes (datos no mostrados). Este control negativo fue realizado ademas en células

HEK293, utilizadas también como sistema de expresién heterdlogo en esta Tesis. De

95



esta forma nos aseguramos de que todos los efectos observados en este sistema de

estudio se deben a la modulaciéon del canal BK expresado.

Caracterizacion del efecto de activacion del AA: dependencia de la

concentracion

En esta serie experimental evaluamos el efecto de diferentes concentraciones
de AA (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 uM) sobre las corrientes macroscopicas evocadas por
voltaje, mediadas por canales BK co-expresados con 1, en las mismas condiciones
experimentales que la serie anterior. En las Figuras 11.a-c se muestran registros tipicos
obtenidos para una misma célula, en situacién control y luego del agregado de 1y 10
MM de AA, y sus respectivas curvas |-V, observandose una clara dependencia de la
concentracion que se mantiene a voltajes superiores a +70 mV. En la Figura 11.d se
muestra el curso temporal del efecto activador que el AA produce sobre la corriente
medida a +110 mV, expresado como la corriente normalizada (I/lp) en funcion del

tiempo, siendo Iy el valor de la corriente en la situacidon control a +110 mV.

A partir de las curvas |-V obtenidas para las distintas concentraciones de AA,
construimos la curva concentracion-respuesta (CCR) para cada voltaje aplicado. En la
Figura 11.e se muestra, a modo ilustrativo, la CCR obtenida a +110 mV. A partir del
ajuste de estas curvas con la ecuacion de Hill, obtuvimos los pardmetros pD; (-logECsg)
y Hill Slope (pendiente) para los voltajes donde la activacién fue significativa.
Observamos que el AA presenta una ECsode 4.15 uM (pD,: 5.38 + 0.52) y un Hill Slope
de 0.73 * 0.35, para la corriente medida a +110 mV. Estos pardmetros no se
modificaron significativamente con el voltaje (Figura 11.f; p>0.05, extra sum of squares
F test). Esto ultimo indicaria que el potencial de la membrana en si mismo, no cumple

un rol importante en el mecanismo de accidn del AA sobre canal BK.
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Figura 11. Dependencia de la concentracion del efecto del AA sobre canal BK. Curva
Concentracion-Respuesta realizada en corrientes macroscopicas en sistema de
expresion heterdlogo. a: Registros tipicos superpuestos de las corrientes macroscopicas
del canal BK (a+B1) expresado en células HEK293T, obtenidos en configuracion 10 tras
aplicar una serie de pulsos de voltaje crecientes de a 20 mV entre -50 y +190 mV,
partiendo de un potencial de mantenimiento de 0 mV, seguido de un pulso de 50 ms a -
50 mV, en un mismo parche en situacion control y luego del agregado de 1 uM 'y 10 uM
de AA. b: Curvas de corriente vs. voltaje (I-V) construidas a partir de los registros
mostrados en a. c: Trazos representativos superpuestos de las corrientes
correspondientes al pulso de +110 mV, obtenido en un parche que se expuso
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secuencialmente a condiciones control y a 1 y 10 uM de AA. d: Curso temporal
representativo del efecto activador del AA sobre el canal BK, obtenido de los registros de
corriente a +110 mV que se muestran en c. e: Curva concentracion-respuesta media,
correspondiente a +110 mV. Los datos fueron ajustados con una funcion de Hill (linea
continua). f: Dependencia de voltaje de la ECs,, expresada como pD,, y del Hill Slope de la
activacion del canal BK por el AA. No se observan diferencias significativas en los valores
obtenidos a los distintos potenciales (n=7-10, p>0.05, ANOVA de una via, sequido del
post hoc test de Holm-Sidak).

Caracterizacion del efecto de activacion del AA: dependencia del

metabolismo del AA

La activacion del canal BK en configuraciéon 10, tanto en CML de la AUH como
en las células HEK293T, refuerza nuestra hipdtesis que el AA ejerce su efecto de
manera directa sobre la proteina del canal. De lo contrario, el posible mediador de un
efecto indirecto del AA deberia estar presente en los parches de membrana a partir de
los cuales obtenemos los registros de corriente en configuracién 10. Si bien en esta
condicidn es poco probable que el efecto observado sea indirecto, existen en la
bibliografia algunos reportes que sugieren que algunas isoformas de las enzimas que
metabolizan el AA podrian estar presentes aun en la configuracién 10, ancladas en la
membrana del parche [163,164]. Por lo tanto, realizamos una serie experimental
donde evaluamos el efecto del AA en presencia de inhibidores de cada una de las
enzimas que pueden metabolizarlo, y asi poner a prueba la posibilidad de que la
activacion del canal BK esté causada por la génesis local de alguno de los metabolitos

del AA.

En la Figura 12 se muestra un esquema simplificado de las vias metabdlicas del AA,
las enzimas y los inhibidores que fueron utilizados en este trabajo, elegidos mediante

una minuciosa busqueda bibliografica, segun el siguiente detalle:

i) Indometacina 10 uM (Indo), como inhibidor de las enzimas ciclooxigenasas

(COX).
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ii) Cinamil-3 4-dihidroxi-a-ciano cinamato 5 uM (CDC), como inhibidor de las

enzimas lipooxigenasas (LOX).

iii) Acido 17-octadecindico 5 uM (17-ODYA), como inhibidor genérico de las
enzimas del Citocromo P450 (CYP).

AA
COX } LOX ) CYP
Indo —J. coc J . 17-ODYA J
v ¥ S
Prostaglandinas Leucotrienos EETs
Tomboxanos n-HETEs n-HETEs

Prostaciclinas

Figura 12. Esquema simplificado de las vias enzimdticas involucradas en la generacion
de los metabolitos del AA. En rojo se muestran los inhibidores utilizados para inhibir
cada una de las vias. Las enzimas de cada via se representan a través de sus
abreviaturas (COX: ciclooxigenasas; LOX: lipooxigenasas; CYP: citocromo P450). En la
parte inferior se mencionan resumidamente los metabolitos producidos en cada via.

Previo al registro de la corriente, las células se incubaron durante 30 minutos
con los tres inhibidores a fin de garantizar un bloqueo completo de las enzimas.
Ademads, Indometacina y CDC fueron adicionados a las soluciones control y de AA, y
perfundidos durante todo el experimento, debido a que su accién inhibitoria es
reversible. En la Figura 13.a se muestran los registros tipicos obtenidos en condiciones
control y con AA 10 uM, donde se puede observar que el efecto activador del AA
persiste aln en presencia de los inhibidores de las tres enzimas capaces de
metabolizarlo. Dado que el CDC es ademas un modulador de canal BK [152,165], el
tiempo requerido para obtener la estabilidad de la corriente en presencia de los
inhibidores fue de al menos 30 minutos y las curvas G-V se desplazaron a la derecha
con respecto a la condicién de control (sin los inhibidores). Este efecto hizo que, en la

mayoria de las células probadas, la corriente no alcanzara la Gnax ¥ por lo tanto, en
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este caso normalizamos los valores de conductancia para cada potencial utilizando el

valor de la conductancia control a +170 mV. A pesar de esta dificultad experimental,

los resultados mostraron que el efecto activador del AA persiste, dado que el acido

graso produce un aumento significativo de la magnitud de la conductancia evocada por

voltaje, como puede verse en la Figura 13.b (p<0.05, test t de Student apareado). Estos

resultados son consistentes con los observados previamente vy, si bien no permiten

descartar que los metabolitos del AA puedan ejercer alglin efecto, podemos afirmar

que el AA tiene un efecto activador directo sobre el canal BK.
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Figura 13. Efecto del AA 10 uM en presencia de inhibidores de las enzimas COX, LOX y
CYP, sobre la corriente macroscopica mediada por canales BK en sistema de expresion
heterdlogo. a: Registros tipicos superpuestos de las corrientes macroscopicas del canal

BK (a+B1) expresado en células HEK293T, obtenidos en configuracion IO tras aplicar una

serie de pulsos de voltaje crecientes de a 20 mV entre -50 y +190 mV, partiendo de un

potencial de mantenimiento de 0 mV, en un mismo parche en situacion control y luego

del agregado de AA 10 uM. b: Curvas de conductancia media, normalizada por la

conductancia del control a +170 mV, en funcién del voltaje (G/G17-V) construidas a

partir de registros como los mostrados en a. Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas (n= 8, p<0.05, test t de Student apareado).
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EFECTO DEL AA SOBRE LOS MODULOS FUNCIONALES DEL CANAL BK
ASOCIADO A LA SUBUNIDAD ACCESORIA B1.

A continuacion, se presentan los resultados de las series experimentales
dirigidas a indagar el mecanismo de accion molecular por el cual el AA activa el canal
BK en forma directa y dependiente de la subunidad accesoria B1. Para ello tomamos
como marco de analisis el modelo alostérico propuesto por Aldrich y Horrigan (HA),
detallado en la Introduccion de esta Tesis, que pondera el rol de cada uno de los

factores involucrados en el mecanismo de activacion del canal.

Como ya hemos mencionado, la probabilidad de apertura del canal BK depende
del funcionamiento modular de diferentes dominios fundamentales en la induccion de
las transiciones entre sus estados conformacionales. El modelo HA especifica que la
actividad del canal es determinada tanto por el movimiento del sensor de voltaje (VSD)
desde su conformacién de reposo (resting) a su forma activa, como por la unién del
Ca’* a los dominios intracelulares de unidn a este i6n (CSD). Ambos médulos se
comunican de manera alostérica entre si y con el dominio formador de poro del canal
(PGD) donde los cambios conformacionales en ambos sensores se transducen en
cambios en la probabilidad de apertura del canal [103,104]. Ademas, se ha descripto
gue en el canal BK se producen aperturas aun en ausencia de estimulos en los sensores
principales (VSD y CSD), fendmeno que se denomina gating intrinseco y constituye el

tercer médulo de regulacion de su actividad [103].

La subunidad accesoria f1 modifica la actividad de los tres mdédulos funcionales
del canal BK, ejerciendo una modulacidn positiva sobre los VSD y CSD, y negativa sobre
el gating intrinseco del canal [77]. El hecho de que el AA requiera de la presencia de
esta subunidad para ejercer su efecto, nos permite pensar en las posibilidades de que
el mismo pueda estar actuando sobre B1, interviniendo en la modulacidn que la misma
ejerce sobre los diferentes dominios del canal BK, o de que el AA pueda estar actuando
directamente sobre uno o mas dominios de o y que el rol de Bl sea otorgar un
requerimiento estructural para la accién del dcido graso. En este contexto, mediante

las diferentes estrategias experimentales que se describen a continuacién, evaluamos
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por separado el efecto del AA sobre el funcionamiento de cada uno de los tres

dominios proteicos involucrados en la activacidn del canal.

Efecto del AA sobre el dominio sensor de voltaje del canal BK a+B1.

En los canales voltaje operados, los sensores de voltaje propiamente dichos
consisten en residuos aminoacidicos con cargas positivas que permiten sensar cambios
en el campo eléctrico a los lados de la membrana. En esta dindmica, ademds existen
contracargas en la propia estructura del canal que estabilizan al sensor de voltaje en
sus estados de reposo y activo. Al cambiar el potencial de la membrana, los segmentos
transmembrana correspondientes al VSD se mueven traccionados por los residuos
cargados, y ese pequefio movimiento de cargas genera una corriente transitoria,
denominada corriente de gating (o de compuerta) que puede ser medida utilizando la
técnica de patch-clamp. Estas corrientes son de magnitud mucho menor que las
corrientes resistivas que transcurren a través del poro del canal y es necesario
determinarlas en un sistema de expresiéon heterdlogo que logre sobreexpresar
fuertemente el canal idnico. De esta manera, realizando las medidas de corriente en
ausencia del i6n (en este caso en ausencia de K'), es posible registrar las corrientes
resultantes del movimiento del VSD aisladas del resto de las corrientes iénicas. Por lo
tanto, el estudio de las corrientes de gating nos permite poner en evidencia si el efecto
activador del AA sobre el canal BK involucra una modificacion en el funcionamiento del

VSD.

Para evaluar esto, realizamos una serie de experimentos en el Centro
Interdisciplinario de Neurociencia de Valparaiso (CINV, Chile), utilizando ovocitos de
Xenopus laevis como sistema de expresion transiente del canal. Los mismos fueron
sometidos a microinyeccién de mRNA codificante de las subunidades a y B1. Las
mediciones electrofisioldgicas fueron realizadas 5 dias después de realizada la
microinyeccidn, utilizando macroparches en la configuracidon 10. Las corrientes de
gating fueron evocadas por pulsos de voltaje de 1 ms de duracién en incrementos de a
10 mV desde -100 mV hasta +350 mV, partiendo de un potencial de mantenimiento de

-100 mV. La carga efectiva asociada al movimiento del sensor de voltaje (Q) a cada
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potencial se calculé como el area bajo la curva de corriente al inicio del pulso (estado
ON de la corriente de gating). Con estos datos se construyeron las curvas Q/Qmax Vs.
voltaje (Q/Qmax-V) para cada condicién evaluada y se ajustaron con una ecuacion de

Boltzmann.

En las Figuras 14.a y b se presentan los registros tipicos de las corrientes de
gating correspondientes al canal BK asociado a B1, obtenidas en presencia y ausencia
de AA 10 uM, y sus respectivas curvas Q/Qumax -V. Observamos que en presencia de AA
hay un desplazamiento significativo de la curva hacia la izquierda respecto a la curva
control (Figura 14.c, Control: Vi, = 112 mV £ 5; AA: V;/; = 89 £ 4, p<0.05, test t de
Student), sin cambios apreciables en la carga aparente del VSD cuantificado con el
parametro z del ajuste (Figura 14.d, Control: z = 0.62 + 0.02; AA: z = 0.64 + 0.03;
p>0.05, test t de Student). Estos resultados muestran que el AA facilita la activacidon del
VSD, lo cual puede interpretarse como una estabilizacién del estado activo del mismo,
sin alterar su carga aparente. Justamente, este es uno de los efectos caracteristicos de

la subunidad B1 sobre el canal BK, y este resultado sugiere que el AA lo potencia.
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Figura 14. Efecto del AA 10 uM sobre las corrientes de gating del canal BK expresado
en sistema de expresion heterdlogo. a: Registros tipicos superpuestos de corrientes de
gating del canal BK (a+B1) expresado en ovocitos de Xenopus laevis, obtenidos en
configuracion 10 tras aplicar una serie de pulsos de voltaje crecientes de a 10 mV entre -
100 y +350 mV, con duracidn de 1 ms, partiendo de un potencial de mantenimiento de -
100 mV, en un mismo parche en situacion control y luego del agregado de AA 10 uM. b:
Curvas medias de carga en funcion del voltaje (Q/Q..x-V) construidas a partir de
registros como los mostrados en a. Las lineas continuas representan sus respectivos
ajustes con la ecuacion de Boltzmann. ¢, d: Valores medios de V, y z obtenidos de los
ajustes mostrados en b, para cada condicidn. El asterisco indica diferencias significativas
(n=4-7; p<0.05, test t de Student).

A continuacién nos preguntamos si este efecto del AA sobre el VSD podria
explicar por si solo el aumento de Po observado en los canales BK a+B1. Para
responder a esta pregunta, evaluamos si los cambios inducidos por el AA en las curvas
Q/Qmax-V explican completamente el cambio observado en las curvas G/Gnax-V
utilizando el modelo HA [100,103]. En este modelo, el equilibrio del VSD entre los
estados de reposo (R) y activo (A) viene dado por J, un pardmetro dependiente del

voltaje definido por la siguiente ecuacién:

ZiF(V=V1)
. ] =
Z]FV >

= — = "RT = ¢ RT
Ji R Joe e

donde ], es la constante de equilibrio a 0 mV, V el voltaje de membrana, z; es el

numero aparente de cargas de activacion por sensor de voltaje y Vi el voltaje de
2

activacion media de la curva Q/Quax -V. En nuestros resultados observamos que el AA
genera un desplazamiento de la curva Q-V hacia la izquierda sin modificar z; (z; es
equivalente a z del ajuste de las curvas Q/Qmax-V). Por lo tanto, inferimos que este
acido graso altera el equilibrio del VSD modificando el parametro J,. A partir de los

datos experimentales de Vi y z; de nuestras curvas Q/Qumax, antes y después de la
2
adicién de AA, obtuvimos los valores de Jo para cada condicidn (Tabla 1).

Teniendo en cuenta que nuestros registros de activacién del canal fueron
. . 2+ . . s
obtenidos en ausencia de Ca“" intracelular, la ecuacién del modelo HA que pondera la

participaciéon de cada modulo del canal en funcién del voltaje y la concentracion de
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calcio intracelular, presentada en la Introduccion, puede simplificarse ya que, al estar

los CSD desocupados, K tomara el valor de 0, quedando reducida a:

_ L(1 + JD + K€ + JKEDE)*
L(14+JD +KEC+JKEDE)* + (1 +] + K + JKE)*

Po

B L(1 + JD)*
LA+ D)4+ (14 )4

Po

donde L es la constante de equilibrio cerrado-abierto indicativa del estado del poro de
permeacion del canal y D es un factor alostérico que relaciona la activacion del sensor
de voltaje con la apertura del poro. Usando los valores de los pardmetros D y L
informados por Orio y Latorre [77] para el canal BK co-expresado con B1 y los valores
de J obtenidos a partir de nuestros datos experimentales, calculamos el valor tedrico

de la Po para cada potencial y ajustando dicha curva obtuvimos un valor de V1 a partir
2

de la curva Po -V tedrica en condiciones control y AA (Tablal). Teniendo en cuenta que
G =N.Po.y, donde N representa el niumero de canales en el parche y y la conductancia
unitaria, y sabiendo que N y y son constantes, podemos afirmar que las curvas Po-V y

G/Gmax-V son equivalentes y, por lo tanto, los valores de Vi de dichas curvas y los
2

cambios en este parametro también lo serdn. A partir del andlisis tedrico se predice

que el AA por su accién en el VSD induciria un AV1 de -11 mV en la curva P-V. Este valor
2

es claramente mas bajo que el observado experimentalmente (-50.5 mV, Figura 9.b) y
sugiere que el AA debe modificar otros médulos funcionales del canal BK para alcanzar

su efecto maximo.
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Z.
j
(obtenido de la Q-V) 0.63 0.63
Jo
(obtenido de la Q-V) 0.064 0.130
Zy
(de Orio y cols. [77]) 0.33 0.33
> 3.1x107 3.1x10”
(de Orio y cols. [77]) c c
D
(de Orio y cols. [77]) 24.4 24.4
Vi/2
(de curva Po-V, 203 mV 192 mV

obtenido del modelo)

Tabla 1. Pardmetros utilizados en las predicciones del modelo de HA y
valores del V1, obtenidos.

Efecto del AA sobre el dominio del poro del canal BK a+B1.

A continuacion, evaluamos el efecto del AA sobre el gating intrinseco del canal
BK asociado a la subunidad B1 expresado en células HEK293. Este fendmeno refleja la
capacidad del canal para abrirse cuando los otros dos estimulos fisioldgicos principales
(Ca** y despolarizacién) estdn ausentes. Para ello realizamos una serie experimental
donde medimos la corriente a nivel de canal Unico con un potencial de membrana
mantenido a -120 mV (sensores de voltaje en estado de reposo) y en una solucion libre
de Ca®". La Figura 15.a muestra registros representativos de la actividad de canal Unico
registrada en 10 en condiciones control y después de la perfusién de AA 10 uM. A
partir de los mismos calculamos la probabilidad de apertura intrinseca (NPoi) para
cada situaciéon y, como es posible observar en la Figura 15.b, el AA produce un
aumento de 20 veces en la NPoi del canal BK (control: NPoi = 0.0013 + 0.0008; AA:
NPoi = 0.0245 + 0.0051; p <0.05, test t de Student apareado). Esta serie experimental
muestra que el AA induce un potente efecto activador del dominio del poro del canal

reflejado en la modulacién del gating intrinseco, que se suma al efecto, también
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potenciador, observado sobre el VSD, dando sustento al efecto global observado
inicialmente sobre las curvas Po-V y G-V, en el sistema nativo y heterélogo,

respectivamente.

a @ p
_ Configuracion
G OH—Bl V=-120 mv Inside-Out
o o
B B 40 ms
Control 50 pA AA 10 uM
WW”‘“‘M
T | — A
he o T orrm—r —
YT - =Y o T o
a
T
et et I.,. T l. U—W*WW

0.03 /

“ 2

NPoi

Figura 15. Efecto del AA 10 uM sobre el gating intrinseco del canal BK expresado en
sistema de expresion heterdlogo. a: Registros tipicos de la corriente de canal unico del
canal BK (a+B1) expresado en células HEK293, obtenidos en configuracion 10 a -120 mV
en ausencia de Ca** intracelular, en el mismo parche antes y después del efecto del AA
10 uM. Las aperturas se observan como deflexiones de la corriente hacia abajo. b:
Valores medios de probabilidad de apertura intrinseca (NPoi) calculada a partir de
registros de corriente como los mostrados en a, en cada condicion. El asterisco indica
diferencias significativas (n = 4, p<0.05, test t de Student apareado).
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Efecto del AA sobre el dominio sensor de calcio del canal BK a+B1.

En tercer lugar, evaluamos si el AA también modifica el efecto activador que
tiene el Ca** sobre el canal BK acoplado a B1. El canal contiene dos sitios de unién de
Ca** en su regidn intracelular, los cuales promueven la activacién del canal cuando la
concentracion intracelular de Ca® ([Ca2+]i) aumenta [78]. La subunidad B1 aumenta la
sensibilidad aparente del canal BK al Ca**, generando una mayor activacién del canal
por el aumento de [Ca®']; a concentraciones superiores a 1 UM [77]. Por lo tanto, para
conocer si existe alguna relacion entre el efecto del AA y la activacién del canal BK por
[Ca®"];, se midié la actividad de los canales BK a+B1 expresados en las células HEK293
en la configuracidn |0, exponiendo la cara intracelular del canal a una solucion libre de
Ca® y @ una concentracion de Ca’* libre de 1.2 UM, en ausencia y en presencia de AA.
Las Figuras 16.a, b y ¢ muestran registros tipicos de las corrientes del canal BK
inducidas por AA 10 uM en ambas condiciones y las curvas G/Gax-V correspondientes.
El andlisis de estos datos nos permite observar, en primer lugar y como es de esperar
para este canal, que el aumento de la [Ca2+]i desplaza la curva G/Gnax-V control hacia
la izquierda (comparaciéon de las curvas en las condiciones control para ambas
concentraciones de Ca®). En segundo lugar, y como hemos descripto en las otras
series experimentales, el AA induce un desplazamiento de la curva hacia la izquierda
en la solucién libre de calcio, y también lo induce en presencia de Ca** 1.2 uM (Tabla
2). Sin embargo, la magnitud de este desplazamiento no presenta diferencias
significativas entre las dos condiciones (AVy; = -56.6 mV + 7.7 para la condicidn libre
de Ca** y -67.6 mV + 8.8 para la condicién de [Ca®]; libre = 1.2 uM) (Figura 16.d). Estos
resultados indican que el efecto de activacion de AA es independiente de la
concentracién intracelular de Ca®* y compatible con un efecto aditivo de ambos

activadores.
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Figura 16. Activacion por AA del canal BK, expresado en sistema de expresion
heterdlogo, en ausencia y presencia de Ca* intracelular. a, b: Registros tipicos de
corrientes macroscopicas del canal BK (a+B1) expresado en células HEK293, obtenidos
en configuracion 10 antes y después del efecto del AA 10 uM, en una solucion
intracelular libre de Ca®* (a) y en una concentracién intracelular de Ca®* libre de 1.2 uM
(b). c: Curvas medias de conductancia normalizada vs. voltaje (G/G.-V) construidas a
partir de registros como los mostrados en a y b. Las lineas continuas representan los
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ajustes con la ecuacion del Boltzmann. d: Valores medios del cambio en el V,,, entre las
condiciones de control y después de 10 uM de AA, obtenidos de los ajustes de cada una
de las curvas G/G.-V que se muestran en c¢. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas (n=5-6, p> 0.05; test t de Student).

Control AA 10 uM Control AA 10 uM

125.1+2.3 68.1+4.4 | 1.08+0.07 | 1.06 +0.06

-30.9+13.0 | -984+115| 1.30+0.14 | 1.17+£0.09

Tabla 2. Valores medios * error estdndar de los V,,, y z obtenidos del ajuste de las curvas
G/G,,"V en condiciones control y luego del agregado de AA 10 uM registradas en una
solucidn intracelular libre de Ca® y en una concentracion intracelular de Ca®* de 1.2 uM.

Activacion del canal BK por AA: requerimiento del acople funcional entre

la subunidad o 1.

Hasta aqui, nuestros resultados muestran que el efecto activador del AA
requiere la presencia de la subunidad accesoria Bl y que su efecto puede explicarse
por una estabilizacién del VSD en el estado activo y un aumento en el gating intrinseco
del canal BK. En el aifio 2012, Gruslova y col. reportaron que existen dos dominios
funcionales en B1 (segmentos A y B), localizados en su loop extracelular, responsables
de la modulacién que esta subunidad accesoria ejerce sobre la subunidad a que forma
el canal BK [155]. Estos autores demostraron que en particular, los residuos Y74 y
S$104, localizados respectivamente en los segmentos A y B, participan en la
estabilizacién del VSD y en la reduccién del gating intrinseco que ejerce B1 en el canal.
Por lo tanto, los mutantes puntuales Y74A y S104A de B1 constituyen una herramienta
valiosa para evaluar si ese acople funcional entre subunidades es necesario en el

mecanismo de accion del AA.
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Para probar esta hipdtesis, durante una estadia en el Laboratorio de Fisiologia
Molecular y Canalopatias de la Universidad Pompeu Fabra (Barcelona), realizamos una
serie experimental donde medimos el efecto del AA 10 uM sobre las corrientes
macroscopicas mediadas por el canal BK co-expresado con la subunidad 1 de tipo
salvaje (wt) y con cada uno de sus mutantes Y74A y S104A (Figura 17). Como se puede
observar, el AA mantiene la capacidad de activar la corriente en todos los casos,
produciendo el caracteristico desplazamiento de la curva G/Gnax -V hacia la izquierda.
Sin embargo, el cambio en el Vi, que produce el AA disminuye significativamente
cuando el canal BK se encuentra coexpresado con el mutante B1Y74A respecto a
cuando se expresa con Blwt, mientras que en la condicién de co-expresion con el
mutante B1S104A el efecto del AA se mantiene intacto (Blwt: AVy/, = -43.37 £ 5.75
mV; B1Y74A*: AVy/; = -22.56 mV + 2.7; B1S104A: AV,, = -43.77 mV £ 5.81; * p <0.05,
prueba de Holm-Sidak post hoc ANOVA). Estos resultados indican que los cambios en
la funcién del canal BK inducidos por el segmento A de la subunidad auxiliar f1 estdn

involucrados en el mecanismo de activacion del AA.
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Figura 17. Efecto del AA 10 uM sobre canales BK expresados junto a Biwt, 1S104A y
B1Y74A. a, c, e: Registros tipicos de corriente macroscopica del canal BK (a+B1), con
B1lwt, B1S104A y B1Y74A, obtenidos en configuracion 10 en células HEK293T. Se aplicd
una serie de pulsos de voltaje crecientes entre -50 y +190 mV, partiendo de un potencial
de mantenimiento de 0 mV, seguido de un pulso de 50 ms a -50 mV, en un mismo parche
en situacion control y luego del agregado de AA 10 uM. b, d, f: Curvas de valores medios
de conductancia normalizada en funcion del voltaje (G/G.cV) construidas a partir de
registros como los mostrados en a. Las lineas continuas representan el ajuste mediante
una ecuacion del Boltzmann. g: Pardmetro AV, obtenido de los ajustes, para la condicion
control respeto a con AA, correspondientes a cada condicion de expresion. El asterisco
indica diferencias significativas respecto a Blwt (n= 6-8; p<0.05, ANOVA de una via,
seguido del post hoc test de Holm-Sidak).
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En este trabajo de Tesis hemos demostrado que el AA, un lipido enddgeno
poliinsaturado de tipo omega 6, activa en forma directa a los canales BK dependiendo
de la presencia de la subunidad accesoria B1, caracteristica de las células de musculo
liso (CML). El AA esta involucrado en una via compleja de sefializacion celular presente
en multiples procesos fisiolégicos como la vasodilatacion mediada por endotelio, la
agregacion plaquetaria, la citoproteccidn gastrica y la regulacién del flujo renal, o en
procesos fisiopatoldgicos como inflamacién, algesia y fiebre, entre otros [111,130].
Inicialmente, los efectos bioldgicos del AA fueron atribuidos principalmente a sus
metabolitos (prostaglandinas, leucotrienos y dcidos epoxieicosatrienoicos), pero
estudios posteriores demostraron que el propio AA también es capaz de modular
varias proteinas, incluidos los canales iénicos [139]. En particular para el canal BK, los
trabajos de Ahn y col., Kirber y col., Clarke y col. y Denson y col. reportaron un efecto
directo del AA en canales BK presentes en arterias coronaria y pulmonar de conejo y
en células GH3, respectivamente [112,113,119,120]. Consistente con esto, en nuestro
trabajo observamos que este acido graso fue capaz de incrementar las corrientes
mediadas por el canal BK en las CML de la arteria umbilical humana (AUH), siendo el
primer reporte de este efecto en un tejido de origen humano. Esta activacion fue
registrada inicialmente en la configuracién Whole-Cell (WC) y permitio observar que el
efecto activador del AA genera una hiperpolarizacion de la membrana celular, la cual
puede inducir relajacién del musculo liso vascular debido a un menor influjo de Ca** a
través de los canales de Ca®* voltaje operados. Justamente la hiperpolarizacién de la
membrana de las CML constituye el efecto comun que poseen los Factores
hiperpolarizantes dependientes de endotelio, entre los cuales se encuentran
descriptos el propio AA y varios de sus metabolitos [128]. Este efecto fue confirmado
en nuestro trabajo, utilizando un lecho vascular de resistencia como lo es el arbol
mesentérico de rata, donde observamos que el AA induce una vasorrelajacion

dependiente de la funcidn de los canales BK [127].

Mostramos que el AA es capaz de activar estos canales en forma directa, sin
ninguna modificacion metabdlica. Si bien en la configuracion WC las tres vias
metabdlicas del AA permanecen intactas y podrian estar involucradas en la activacién

del canal BK, el efecto persiste en los registros electrofisiolégicos realizados en la
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configuracion 10 (independizados de mediadores y enzimas intracelulares) asi como en
presencia de los inhibidores de las vias metabdlicas que podrian convertir al AA en
diferentes tipos de metabolitos activos. Este efecto directo del AA, podria entonces
sumarse a los efectos de sus metabolitos, ya conocidos y reportados en otros tipos de

células de musculo liso vascular [20,112,119,120,166,167].

Se ha reportado que los niveles normales de AA libre en plasma humano se
encuentran en un rango de 5.8 a 49.3 uM [126,127], mientras que en determinados
estados patoldgicos, como la preeclampsia y la isquemia cerebral, pueden estar
aumentados [127,168]. En este sentido, un hallazgo interesante fue que el efecto
activador del AA tiene una ECsg de 4.15 uM para el canal BK a+B1, lo que sugiere que
este dcido graso endégeno podria cumplir un rol vasodilatador en condiciones
fisioldgicas y fisiopatoldgicas, sea por su liberacion a nivel local por el endotelio, o

mediante su llegada a través del torrente circulatorio.

Este trabajo estuvo centrado en el estudio del rol esencial que cumple la
subunidad accesoria Bl en el mecanismo de activacién que el AA produce sobre el
canal BK. Sun y col. en un trabajo previo [142], demostraron que el AA no afecta al
canal BK expresado como homotetrdmero de subunidades a pero si modifica su
actividad cuando el mismo se encuentra expresado conjuntamente con las
subunidades accesorias B2 o 3. Sin embargo, en dicho trabajo no se indagd el rol de la
subunidad B1. Teniendo en cuenta que esta subunidad accesoria se expresa
principalmente en el musculo liso, y que resultados previos de nuestro grupo y de
otros grupos mostraban activacién del canal BK en este tipo celular, postulamos que la
subunidad PB1 es esencial para la activacién del canal por el AA [49,112,119,120].
Nuestros experimentos realizados en el sistema de expresion heterélogo nos
permitieron completar los hallazgos de Sun y col. demostrando, en primer lugar, que el
AA activa de manera directa al canal BK expresado junto a la subunidad B1, y que la

misma es necesaria para que ocurra dicha activacion.

La modulacién farmacolégica dependiente de subunidades accesorias
constituye un campo de estudio de gran relevancia, dado que permite explicar efectos
tisulares selectivos, como también postular sitios y mecanismos de accién como punto

de partida para plantear nuevos blancos farmacoldgicos selectivos. Esto es critico para
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estructuras celulares de expresion ubicua como el canal BK, el cual presenta varios
ejemplos de modulaciones dependientes de sus subunidades accesorias [74]. Los
lipidos son un ejemplo de esto ultimo, destacdndose los trabajos realizados por los
laboratorios de Dopico y Hoshi con derivados del acido litocélico (LTA) y el acido
docosahexaenoico (DHA), respectivamente [121]. En particular, el LTA activa
Unicamente al canal BK acoplado con la subunidad 1, interactuando con su segmento
de transmembrana TM2 [75,122,124]. Dicha interaccién ha podido ser imitada por un
analogo sintético no esteroideo, constituyendo un claro ejemplo donde la actividad de
un mediador enddgeno puede ser utilizada como punto de partida para obtener un

nuevo farmacéforo con una actividad especifica [169,170].

Por otro lado, en los trabajos de Hoshi y col. se demuestra que el DHA, un acido
graso omega-3 poliinsaturado de 22 carbonos, es un activador del canal BK como
homotetrdamero de subunidades a y que el rol de las subunidades Bl y B4 es el de
potenciar significativamente este efecto [117,171]. Dado que tanto el DHA como el AA
son dacidos grasos poliinsaturados (PUFAs), se podria pensar que comparten sitio y
mecanismo de accién. Sin embargo, en base a la evidencia experimental,
parece improbable ya que estos acidos grasos no comparten el patrén de activacion:
el DHA es un activador del canal en ausencia de subunidades accesorias y potenciado
por B1y B4, mientras que, nuestros resultados junto con los de Sun y cols., muestran
gue el AA activa al canal Unicamente cuando estd co-expresado con las subunidades
B1, B2y PB3[117,142,171]. Por otro lado, Hoshi y col. mostraron que el mutante Y318S
de la subunidad a del canal BK es insensible al DHA, pero mantiene invariable la
activacion por AA, consistente con la presencia de sitios de accion diferentes para los

dos acidos grasos [172,173].

El estudio de Sun y cols.,, mencionado anteriormente, demostré que la
activacion del canal BK inducida por AA se debe a una disminucién en el proceso de
inactivacion que el canal BK adquiere cuando se encuentra expresado con las
subunidades B2 y B3 [142]. Teniendo en cuenta que la subunidad Bl no genera
inactivacion de la corriente BK, es de esperar que el mecanismo activador del AA sobre

los complejos a+P1 difiera del observado para a+B2 y a+B3. Por este motivo,

116



decidimos estudiar en detalle el mecanismo de activacion de este PUFA sobre el canal

BK expresado con la subunidad B1.

La primera aproximacién fue realizada trabajando a nivel de canal Unico en CML
de la AUH. En un trabajo de Tesis previo de nuestro grupo, habiamos observado que el
aumento en la probabilidad de apertura que induce el AA, se debe principalmente a
una disminucién en el tiempo de permanencia del canal en el estado cerrado vy, en
menor medida, a un aumento en los tiempos de permanencia del estado abierto [49].
Este resultado es compatible con una desestabilizacién del estado cerrado y una
estabilizacién del estado abierto, que se traduce en una reduccién en diferencia de
energia libre (AG) entre los estados cerrado y abierto del canal. Esto ultimo fue
confirmado en esta Tesis por el desplazamiento de la curva Po-V hacia valores mas
negativos, sin alterarse la pendiente de la misma. La AG del proceso de apertura de un
canal voltaje operado en una determinada condicién puede estimarse como AG =
z.F.Vy/;, empleando los valores z y V;, del ajuste de las curvas Po-V [174]. Realizando
el calculo con nuestros datos experimentales en CML, encontramos que el AA reduce
en 0.88 Kcal/mol la energia necesaria para promover el pasaje del estado cerrado al
abierto del canal BK a+B1l (AGcontro= 3.38 Kcal/mol vs AGaa= 2.38 Kcal/mol). Otra
propiedad interesante que observamos en este trabajo es la aceleracion que el AA
genera en la cinética de activacidn de las corrientes, efecto que podria interpretarse
como una reduccién en la barrera energética para la transicidon entre el estado cerrado
y abierto del canal. Este efecto fue muy significativo y se evidencié tanto en las
corrientes macroscépicas, donde el curso temporal de activaciéon de tipo exponencial
se convirtié en un proceso de activacidon instantdneo, como en el analisis de los
tiempos de latencia a la primera apertura del canal. La aceleracién en la cinética de
activacion que genera el AA también ha sido previamente observada en otros tipos de
canales de K* como los KV1.5, y hEAG1 y hEAG2 reportados por Gavrilova-Ruch y col.
[175] y los canales TREK-2 presentados por Ferroni y col. [176].

En concordancia con los resultados obtenidos en CML, el AA también reduce la
energia libre del proceso de pasaje del estado cerrado al abierto del canal BK a+p1
expresado en HEK293T, pero en este caso en un valor de 1.21 kcal/mol (calculado

empleando los valores z y Vy,, del ajuste de las curvas G-V). Este valor es mayor al
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observado en las CML y podria deberse a una distinta estequiometria de los
heteromultimeros a+B1 [95]. Conociendo que la estequiometria altera las propiedades
del canal y que B1 disminuye la sensibilidad al voltaje (z) [77], el hecho de que el valor
de z para las CML fue mayor que en las células HEK (1.40 + 0.06 en CML vs 1.10 £ 0.08
en HEK) es compatible con una menor proporcion de subunidades 1 en las CML. Por
lo tanto, y basandonos en la necesidad de B1 para la accién del AA, una menor
proporciéon de B1 también podria explicar el menor cambio en el AG observado en las

CML respecto del sistema de expresion heterdlogo.

Como describimos en la Introduccion de esta Tesis, el canal BK pertenece a la
familia de canales dependientes de voltaje que cuentan con la presencia un dominio
sensor de voltaje (VSD) cargado, el cual le confiere la propiedad de modificar su estado
conformacional y por lo tanto su actividad, dependiendo de la magnitud del campo
eléctrico a través de la membrana celular. A su vez, el canal presenta, en su extremo C-
terminal, un dominio sensor de Ca®" intracelular (CSD) que, mediante dos sitios de
unién de Ca** de diferente afinidad, induce un aumento en la probabilidad de apertura
del canal en funcién de los incrementos en la concentracion intracelular de este idn. Si
bien es posible que el canal se abra aun cuando dichos sensores se encuentran en
reposo, mediante una actividad intrinseca del poro del canal, un estimulo
despolarizante o un aumento en la concentracién de calcio son capaces de activar de
manera independiente la compuerta del dominio del poro del canal (PGD)
disminuyendo la energia libre necesaria para la transicion del estado cerrado al abierto
[9,104]. Ademas, existe una extensa evidencia que demuestra el caracter alostérico de
la comunicacién entre los sensores (CSD y VSD) y el dominio del poro del canal, asi
como entre los propios sensores [9,104]. Teniendo en cuenta esta naturaleza modular
gue determina la probabilidad de apertura del canal BK, es esperable que sus
activadores e inhibidores puedan ejercer sus efectos actuando tanto a nivel del poro,
como en los dominios VSD y CSD. Por lo tanto, trabajando con sistemas de expresién
heterdlogos, evaluamos el efecto del AA sobre cada uno de los dominios funcionales

del canal BK acoplado a la subunidad B1.

En primer lugar, mediante el registro y andlisis de las corrientes de gating

demostramos que el AA afecta al VSD. Especificamente, nuestros datos indican que el
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AA induce una estabilizacion del VSD en la configuracion activa sin modificar la carga
aparente que se mueve durante la activacion de cada sensor. La modulacion del VSD
por los PUFAs fue descripta anteriormente por el grupo de Elinder y col. demostrando
que el DHA interactua electrostaticamente con el VSD, afectando el equilibrio del
sensor de voltaje del canal de K' de tipo Shaker [123]. Este mecanismo fue
denominado "efecto lipoeléctrico" y postula que los acidos grasos actuan en la interfaz
entre la regidn extracelular del canal iénico y la cara externa de la bicapa lipidica,
estabilizando al sensor de voltaje en su conformaciéon activa y por ende facilitando la
apertura del canal. Diferentes canales idnicos activados por voltaje y modulados por
acidos grasos, como los canales Cav, Hvl y varios tipos de canales Kv, podrian
compartir este mecanismo [177]. Nuestros resultados, son los primeros que
demuestran en forma directa, mediante el registro de las corrientes de gating del

canal, que un PUFA produce un cambio en el dominio sensor de voltaje del canal BK.

La interpretacion de nuestros resultados en el marco del modelo alostérico de
Horrigan & Aldrich (HA) [104], evidencié que los cambios observados a nivel del VSD
no son suficientes para explicar completamente el desplazamiento de las curvas G-V
obtenidas a partir de las corrientes macroscépicas y que, por lo tanto, es esperable
qgue el AA genere una modificacién en al menos otro de los mddulos funcionales del
canal. Continuamos nuestro estudio analizando el efecto del AA sobre la probabilidad
de apertura intrinseca o gating intrinseco del canal BK a+B1. El incremento en la
probabilidad de apertura que produce el AA en ausencia de despolarizacién y calcio,
indica que el AA afecta al dominio del poro del canal, lo que significa que este acido
graso modifica las transiciones del canal entre los estados abierto y cerrado aun
cuando el VSD estd en estado de reposo y los CSD poseen sus sitios de unién a Ca®
desocupados. Si bien mencionamos que el AA y el DHA no parecen compartir un sitio
comun de interaccidn con el canal BK, es importante destacar que ambos PUFAs si
comparten este efecto sobre el gating intrinseco del canal [171]. Respecto a la accién
del AA sobre el mdédulo CSD, demostramos que la activacidon del canal BK a+B1
inducida por el AA no estd influenciada por la concentracion intracelular de Ca®". La
activacion por AA fue similar cuando los sitios de unién de Ca®* del canal estaban

desocupados (solucién libre de Ca**) y cuando los mismos estaban parcialmente

119



ocupados ([Ca%"] libre = 1.2 pM) [77]. La falta de un efecto sinérgico o antagonista
entre la activacién del canal BK inducida por AA y por la concentracién intracelular de
Ca®* implica que los mecanismos involucrados en ambas activaciones son
independientes. Este resultado estd de acuerdo con reportes anteriores que muestran
que los efectos activadores del AA sobre el canal BK fueron independientes de Ca®*,
tanto en células de musculo liso vascular, donde el canal estda expresado con la
subunidad B1, como en las células gliales de Miiller de la retina [112,113]. Esta
caracteristica también es compartida por el DHA en su mecanismo activador del canal

BK a+B1 expresado en células HEK293 [171].

En conjunto, estos resultados muestran que el efecto activador del AA, en el
contexto del modelo HA, puede explicarse como un aumento en los parametros Ly J
que reflejan el equilibrio entre los estados cerrado y abierto de la compuerta del poro
de conduccién del canal, y el equilibrio entre los estados de reposo y activo del sensor
de voltaje, respectivamente [104]. Estos cambios son consistentes con la disminucién
que produce el AA en la energia libre necesaria para abrir la compuerta del canal que
se observa como un desplazamiento a la izquierda en la curva G/Gma-V, con un

mecanismo independiente de la concentracién de Ca’*intracelular.

Teniendo en cuenta que la subunidad B1 es necesaria para la activaciéon del
canal BK por el AA, y que esta descripto que la misma produce una reduccién de Lo y
un aumento de Jg [77,78,155], el aumento de L y J generado por el AA podria
involucrar un cambio en la comunicacién entre las subunidades a y B1, que favorezca
el efecto de B1 sobre el equilibro del VSD (J) y disminuya su efecto sobre el equilibro
del PGD (L). Se han propuesto varios residuos de la subunidad B1 como responsables
de la modulacién del canal BK por esta subunidad accesoria [97,99,155,178]. Gruslova
y col. mostraron que las mutaciones puntuales localizadas en el loop extracelular de la
subunidad B1, en particular Y74 en el segmento A y S104A, Y105A e I106E en el
segmento B, reducen parcialmente los cambios inducidos por B1 en las curvas G/Gmax-
V del canal BK expresado en células HEK293 [155]. En esta Tesis, observamos que la
mutacion puntual Y74A en la subunidad B1 reduce significativamente la activacion del
canal por el AA, mientras que para el mutante S104A no se observaron diferencias

respecto al wt. Si bien Gruslova y col. propusieron que estos residuos estan
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involucrados en los cambios inducidos por la subunidad B1, tanto en la funcién del VSD
como en el PGD [155], la informacién estructural publicada recientemente por Tao y
MacKinnon [64] para el complejo BK o+p4, obtenida por crio-EM, no muestra
evidencia de interacciones directas entre el loop extracelular de la subunidad B4 vy las
subunidades a. Por lo tanto, el residuo Y74, conservado en las B e involucrado en la
regulacion de B1 sobre el canal BK, no participaria en forma directa en su interaccion
con a pero seria parte necesaria en el mecanismo de transduccién de los efectos de f1
sobre la misma. En este contexto, nuestro resultado con el mutante Y74A refuerza la
importancia del acoplamiento funcional entre ambas subunidades en el mecanismo de
accion del AA, donde el residuo Y74 participaria en la transduccion molecular del
efecto de este acido graso sobre el VSD, el poro del canal o el acoplamiento alostérico

entre estos dominios.

Dada la necesidad de la presencia de B1 en el efecto del AA, podemos proponer
gue el mismo interactia con algun sitio de B1 o de las interfases entre a y B1. La falta
de sensibilidad al voltaje en los valores de ECsq obtenidos en esta Tesis sugiere que la
afinidad por el AA no se ve modificada por el campo eléctrico, lo que hace poco
probable que el sitio de unién del AA se encuentre en dominios del canal que cambian
significativamente su conformacion en funcién del voltaje. En este sentido, la falta de
un efecto del voltaje en las curvas concentracion respuesta es compatible con la

hipdtesis de una interaccion directa con B1 o en la interfase entre a y 1.

Tao y MacKinnon demostraron que la hélice TM1 de B4 se asocia
principalmente con la subunidad a del canal a través de interacciones hidrofdbicas con
los segmentos S1 y con la a-hélice situada en la regién de poro del canal, y
encontraron moléculas lipidicas en las interfaces entre a y B4, tanto en la cara interna
como externa de la membrana celular [64]. La homologia de secuencia entre las
subunidades B1 y B4, especialmente en los segmentos transmembrana TM1 y TM2,
nos permite especular que estas interfaces lipidicas que se forman en el
heteromultimero a+B4 también existen en el complejo a+B1, constituyendo un posible
sitio de accidon para el AA y donde la presencia del mismo podria modificar la
comunicacidn entre ambas subunidades, afectando, en este caso, la modulacién de B1

sobre el PGD y el VSD.
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Conclusiones



En conclusion, los resultados de este trabajo de Tesis Doctoral contribuyen al
conocimiento del mecanismo de accién molecular especifico y directo por el cual el AA
puede modular la actividad del canal BK asociado a la subunidad B1, y cobran
relevancia en el contexto fisioldgico y fisiopatoldgico relacionado con la funcién de las
células musculares lisas (CML), donde el canal se asocia especificamente con esta
subunidad. Teniendo en cuenta que el AA es un PUFA involucrado en una via compleja
de sefializacidn celular, este trabajo demuestra que su accién directa podria sumarse
potenciado o modificando los efectos bioldgicos de sus metabolitos como las

prostaglandinas, leucotrienos y dcidos epoxieicosatrienoicos.

El anadlisis del efecto del AA sobre el dominio del poro del canal BK, permite
proponer que el AA (o un andlogo sintético) podria activar al canal cuando la célula se
encuentra en reposo, hiperpolarizando la membrana celular y reduciendo la
contractilidad celular aun en ausencia de estimulos excitatorios (despolarizaciéon y
aumento de la concentracion intracelular de Ca®). Ademas, este PUFA podria
aumentar la actividad del canal cuando las CML reciben estimulos excitatorios como la
despolarizacién que genera un potencial de accién (por ejemplo: musculo detrusor de
la vejiga y células del musculo liso uterino) o el aumento del Ca®" intracelular por
accién de un agonista (por ejemplo: angiotensina Il o norepinefrina en CMLV).
Finalmente, debido a que el efecto del AA es independiente de Ca®", no interferiria en
el efecto relajante inducido por las corrientes STOC, sino que podria generar un efecto

aditivo contribuyendo a la relajacidn del vaso sanguineo.

Finalmente, demostramos que el AA, mediante la activacién especifica del canal
BK, fue capaz de disminuir la resistencia del lecho vascular mesentérico de la rata, lo
cual tendria un efecto positivo sobre el sistema cardiovascular mediando una
reduccion de la presion arterial. Por lo tanto, el conocimiento del mecanismo
molecular del AA sobre el canal BK a+B1, y sus diferencias respecto a lo reportado para
el canal a+B2 y a+B3, podria ser util para la busqueda de compuestos con efecto
selectivo sobre el musculo liso vascular, posicionando a este canal como un blanco

terapéutico novedoso en el tratamiento antihipertensivo.
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