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Resumen

TMEM16A (ANO1) y TMEM16B (ANO2) son unidades estructurales de los canales de
cloruro activados por calcio (CaCCs). EI movimiento del ion cloruro (CI") a través de
TMEM16A desempefia un papel importante en varias funciones celulares tales como: la
regulacién de la contraccion de musculos suaves, regulacion de la excitabilidad cardiaca y
neuronal, secrecion de saliva, influencia en el crecimiento y proliferacion de tumores en
muchos tipos de cancer. Se sabe que el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A es
regulado por la combinacion de factores como son cambios en el voltaje de membrana
positivos (Vm), cambios en la concentracién de calcio del medio intracelular ([Ca®']) vy
cambios en la concentracion de cloruro del medio extracelular ([Cl]¢). Para poder entender
el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A, en este trabajo se realizé un andlisis de la
cinética de la corriente de cloruro (lc)) generada por TMEM16A cuando se expresd en
células HEK?293. Esto permitid a su vez construir modelos de Estados Discretos de Markov
para describir y entender el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A debido al
acoplamiento de Vyn, [Ca*']i y [CI']e. De los distintos modelos probados, un modelo de 12
estados reprodujo exitosamente las propiedades de activacion de TMEM16A. Nuestro
modelo establece que para activarse, TMEM16A requiere de la union directa, secuencial y
modulada por el Vi, de dos iones de Ca** del medio intracelular. Por otra parte, el papel del
CI" extracelular sobre el mecanismo de apertura de TMEM16A es el de favorecer la
configuracién abierta que el canal logra por la unién del Ca?* y la accion del Vp.
Interesantes predicciones emanan del modelo de 12 estados; (1) el CI" extracelular no
cambia la sensibilidad por Ca** del canal, esto fue corroborado experimentalmente, y que
més bien el papel del CI" extracelular estabiliza la apertura del canal lograda por Ca®*, (2)
sugiere una participacion directa del ion CI" como responsable de propiciar la activacion
dependiente del voltaje del canal.



Abstract

TMEM16A (ANO1) and TMEM16B (ANO2) are structural components of calcium-
activated chloride channels. CI" movement through TMEMI16A regulates several
physiological and pathophysiological processes such as smooth muscle contraction, cardiac
and neuronal excitability, salivary secretion, tumour growth and cancer progression. Gating
of TMEM16A is complex because involves the interplay between increases in intracellular
calcium concentration ([Ca*'])), membrane depolarization, extracellular CI” or permeant
anions. Our goal here was to understand how these variables regulate TMEM16A gating.
For this purpose we developed different discrete states Markov models. We found that a
12-states Markov model explains correctly TMEM16A activation properties caused by the
coupling of changes on voltage membrane (Vi), [Ca**]i and [CI].. The 12-states model
stablishes that TMEM16A activation is achieved by as a sequential, direct and V-
dependent binding of two Ca®* ions coupled to a V,-dependent binding of an external CI°
ion, with V,-dependent transitions between states. Interestingly our model predicts that (1)
extracellular CI” does not alter the apparent Ca®* affinity of TMEM16A, which was
experimentally corroborated, instead extracellular CI" acts by stabilizing the open
configuration induced by Ca?* and (2) CI" ions contribute to the V, dependence of

activation.




Introduccion

Los canales ionicos de cloruro activados por calcio intracelular (CaCCs) son proteinas que
permiten el flujo del ion cloruro (CI) entre los medios intra y extracelulares. Desde su
descubrimiento (Miledi, 1982), se ha hecho un andlisis de su mecanismo de apertura y
cierre debido a variaciones en [Ca*']; y variaciones en V,, (Arreola et al., 1996; Nilius et
al., 1997; Kuruma & Hartzell, 2000). La importancia del estudio de estos canales radica en
el papel que tiene la corriente de CI" en diversas funciones celulares tales como:
transduccion sensorial (Kleene, 1997, Mckleskey & Gold, 1999) regulacion de la
excitabilidad cardiaca y neuronal (Frings et al., 2000; Hartzell et al., 2005), secrecién de
fluido epitelial (Duan et al., 2009; Romanenko et al., 2010), proliferacién celular y
tumorigénesis (Duvvurin et al., 2012; Qu et al., 2014). No obstante, la identidad molecular
de dichas proteinas permanecié desconocida hasta el afio 2008 cuando tres grupos de
investigadores (Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008), de manera
independiente, identificaron a una familia de proteinas (actualmente conocido como
TMEM16 o Anoctaminas), cuyos miembros nombrados como TMEM16A (ANO1) y
TMEM16B (ANO2) son componentes estructurales de los CaCCs. Cuando TMEM16A se
expresa en sistemas heterélogos por ejemplo, células HEK293, la I¢; que genera exhibe
todas las propiedades biofisicas mostradas por los CaCCs enddgenos. Es un rectificador
saliente de ¢, para bajas concentraciones de [Ca®*]; (Caputo et al., 2008; Schroeder et al.,
2008; Yang et al., 2008), y al igual que los CaCCs enddgenos, su corriente es abatida por
blogueadores como; &cido niflumico, 5-nitro-2-(-fenilpropilamino)-benzoato y acido 4,4"-

diisotiocianato-estibeno-2,2"-disulfonico.

TMEMZ16A es activada por la combinacién de estimulos de Vy, y [Ca®*]i (Caputo et al.,
2008; Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008; Xiao et al., 2011; Terashima et al., 2013).
No obstante, se ha demostrado que la activacién de TMEM16A en ausencia de Ca®*
intracelular es posible (Xiao et al., 2011). Este hecho abre la puerta a la posibilidad de que
la activacion de estos canales ante condiciones de [Ca®*]i=0 UM se deba a la existencia de
sensores intrinsecos de voltaje, lo cual explicaria la dependencia con el voltaje del

mecanismo de apertura y cierre de este canal. No obstante, nuestros datos experimentales



sugieren la posibilidad de que TMEMZ16A no posea sensores intrinsecos de voltaje y que la
dependencia con el voltaje este conferida por mecanismos diferentes. Por otro lado, las
dificultades en identificar los sitios de unién para el Ca?* aunado con la existencia de
varios sitios de union intrinsecos a calmodulina (CAM) sobre la secuencia de TMEM16A
ha llevado a pensar que la sensibilidad a Ca®* de este canal viene conferida de manera
extrinseca por CAM (Tian et al., 2011; Vocke et al., 2013). Esta hipdtesis se ha topado con
la evidencia de que para canales TMEM16A a los cuales se les han mutado los sitios de
unién a CAM, las corrientes generadas por estos canales mutantes no se ven afectadas (Yu
et al., 2012), lo cual fortalece la idea de que el sensado por el Ca?* en TMEM16A se
estarfa llevando a cabo por la unién directa del Ca*" Asimismo, en experimentos de
mutagénesis se ha logrado identificar a varios aminoacidos que son muy importantes en el
sensado del Ca** (Yu et al., 2012; Tien et al., 2014). Muy recientemente, la estructura
cristalografica de la escramblasa nhTMEM16, miembro de la familia de proteinas
TMEMZ16, revelé la existencia de un sitio de unién a Ca** en cada una de sus dos
subunidades (Brunner et al., 2014). Aunqgue las funciones de la escramblasa son muy
distintas a la de los canales iénicos de la familia (Picollo et al., 2014), la region donde se
encuentran los posibles sitios de unién a Ca®* estd altamente conservada entre los
miembros de la familia, lo cual sugiere entonces que estos sitios de unién a Ca** estarian
presentes también en TMEM16A. Todos estos elementos fortalecen ain mas el hecho de

que el sensado por el Ca?* en TMEM16A es debido a la unién directa del Ca®*.

Recientemente se ha encontrado que los cambios en [Cl]e también modifican las
propiedades de activacion de estos canales (Xiao et al., 2011) y que el efecto acoplado de
aplicaciones de V, de larga duracién (20 s) con altas concentraciones de ClI externo
inducen un segundo componente en la cinética de Iy generada por canales TMEM16A lo
cual esté asociado con un mecanismo dual de activacion (Cruz-Rangel et al., 2015).

Para poder entender el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A, en este trabajo fue
realizado un andlisis de la cinética de la I¢; generada por TMEM16A cuando se expreso en
células HEK293. Esto permitio construir modelos de Estados Discretos de Markov para
describir el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A ante el acoplamiento de Vp,
[Ca?*]i y [Cl]e. De los distintos modelos probados, un modelo de 12 estados reprodujo



exitosamente las propiedades de activacion de TMEM16A. ElI modelo establece que para
activarse, TMEM16A requiere de la unién directa, secuencial y modulada por el V, de dos
iones de Ca®* del medio intracelular. Por otra parte, el efecto del CI" extracelular sobre la
activacion de TMEM16A es el de favorecer la configuracion abierta que el canal logra por
la unién del Ca®*y la accién del V. Interesantes predicciones emanan del modelo: (1) el
Cl extracelular estabiliza la apertura del canal lograda por Ca®*, (2) sugiere una
participacion directa del ion CI° como responsable de propiciar la activacion voltaje

dependiente del canal.
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Capitulo 1. Fundamentos.

1.1 Canales ionicos.

Los canales ionicos son proteinas transmembranales que forman un poro que se abre y se
cierra en respuesta a estimulos tales como diferencias de voltaje a través de la membrana
celular (Vn), por la union o de alguna molécula en dominios especificos del canal
(activacion por ligandos), por efecto mecanico sobre la membrana, o por cambios en la
temperatura del ambiente celular. La Figura 1 muestra una representacién de un canal
i6nico cuya respuesta se debe a la unién de un ligando, en este caso un ion de Ca®". La
apertura del canal permite el flujo de iones (en color azul) a través de su poro el cual esta

representado por las barras color gris de la Figura.

900 9000 000 000
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Figura 1. Representacion de un canal i6nico activado por Ca®". El canal se ilustra por barras grises y se encuentra embebido en la
membrana plasmética representada por la franja horizontal color naranja. La regién que se encuentra entre las barras representa la via de
permeacion a través de la cual los iones (esferas azules) pasaran ya sea hacia el exterior o al interior de la célula. El sitio de unién del
Ca*" se ilustra con el circulo verde. Este sitio se encuentra localizado en una parte del canal que estarfa dentro de la membrana, por lo que
la probabilidad de ocupacién del sitio depende del voltaje de membrana. El primer caso muestra el canal cerrado sin Ca* unido. El
segundo caso muestra la unién del Ca?* sobre el canal cerrado. El tercer caso muestra un canal abierto con Ca?" unido y los iones
fluyendo de acuerdo al gradiente electroquimico.
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El intercambio de iones entre los medios intra y extracelular causado por la apertura de los
canales iénicos juega un importante papel en el proceso de sefializacion celular, pues la
capacidad de los canales para detectar estimulos de caréacter térmico, quimico, eléctrico y
mecanico se traduce en impulsos eléctricos (Hille, 1978). Otro aspecto relevante asociado
con los canales ionicos son las denominadas canalopatias, las cuales son enfermedades
causadas por mutaciones en los genes que codifican para estas proteinas (Ashcroft 2000;
Dworakowska & Dolowy, 2000; Graves, 2006; Kuo & Ehrlich, 2012). Por ejemplo, se ha
demostrado que mutaciones en los genes que codifican para el canal de cloruro CIC-1
presente en el musculo esquelético estan involucradas en dos formas de miotonia humana;
congénita y generalizada. Ambas miotonias se caracterizan por la dificultad en relajar los
musculos una vez que se ha llevado a cabo una contraccion. Es por este tipo de hechos que
resulta relevante el estudio de las propiedades estructurales y funcionales de los canales
ionicos. Una manera de llevar a cabo dicho estudio es mediante la corriente i6nica que

fluye a través de estas de proteinas.

La corriente iénica debida a un reducido nimero de canales embebidos en la membrana

celular, es denomina corriente unitaria, la cual se define como:
i =gPy(V,, —V,) Ecuacion 1

donde g es la conductancia de canal Unico, Py es la probabilidad de apertura del canal, ésta
dependera del tiempo y podria depender de factores tales como el voltaje, cambios en la
temperatura del ambiente celular, etc. V,, es el voltaje de membrana, V, es el voltaje de
equilibrio que estd determinado por el gradiente de concentraciones C de los iones
permeantes y esta dado por la ecuacion de Nernst:

_ BT g (1Cke i6
V, = = In ([C]i) Ecuacion 2

aqui z es la valencia del ion, F es la constante de Faraday, T es la temperatura y R es la

constante universal de los gases.

La corriente macroscopica se define como la resultante de la apertura de N canales y esta

dada como:
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I =NcPog(Vy, — Vo) Ecuacion 3

En el desarrollo de este trabajo fueron usados registros de corriente macroscopica, por lo
que de aqui en adelante solo se hara alusion a este tipo de corriente. En la gréfica de la
Figura 2 se muestra un ejemplo de un registro tipico de la corriente macroscépica generada
por canales idnicos que permiten el paso de ClI” a través de su poro. El protocolo usado para
generar la respuesta de los canales consta de escalones de voltaje de duracion variable
como aquel mostrado en la parte superior de la Figura. El protocolo comienza con la
aplicacion de un estimulo de V=0 mV con duracion de algunos cuantos mili segundos. En
esta etapa, no hay un flujo de iones a través de los canales, como lo indica el valor cero de
la Ic; en la gréfica. Posterior al estimulo de 0 mV, son aplicados escalones de voltaje que
abarcan un rango de -100 a +100 mV en pasos de 20 mV. Para este lapso del protocolo se
puede apreciar un flujo de corriente positiva y negativa. La corriente positiva se debe a la
entrada de los iones a la célula, mientras que la corriente negativa se debe a la salida de
iones de la célula (Sackmann et al., 1995). Noétese que para Vi, positivos la corriente se
sostiene mientras dura la aplicacion de los estimulos, pero para Vn, negativos la corriente
cae eventualmente a cero. Lo anterior es debido a que la apertura de los canales es
favorecida por los Vp, positivos, en tanto que el cierre es favorecido por Vn, negativos.
Finalmente es aplicada una repolarizacion a -100 mV para la cual se observa una corriente

negativa.
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Figura 2. Trazo promedio tipico de la corriente idnica obtenida usando la técnica experimental de “Patch-Clamp”. Corriente generada por
el ion de cloruro (CI) obtenida de una célula que expreso canales ionicos de cloruro activados por Vp, y calcio intracelular. El registro de
la corriente idnica se hizo bajo la configuracion de “whole cell” usando la técnica de “Patch-Clamp”. El protocolo usado para generar la
respuesta de los canales consta de escalones de voltaje de duracion variable como aquel mostrado en la parte superior de esta Figura. El
protocolo comienza con la aplicacion de un estimulo de V=0 mV con duracion de algunos cuantos mili segundos. En esta etapa, no hay
un flujo de iones a través de los canales, como puede observarse en la grafica. Posterior al estimulo de 0 mV, son aplicados escalones de
voltaje que abarcan un rango de -100 a +100 mV en pasos de 20 mV. Para este lapso del protocolo se puede apreciar un flujo de corriente
positiva y negativa. La corriente positiva se debe a la entrada de los iones a la célula, mientras que la corriente negativa se debe a la salida
de iones de la célula. Nétese que para Vi, positivos la corriente se sostiene mientras dura la aplicacion de los estimulos, pero para Vi
negativos la corriente cae eventualmente a cero. Lo anterior es debido a que la apertura de los canales es favorecida por los Vy, positivos,
en tanto que el cierre es favorecido por Vi, negativos. Finalmente es aplicada una repolarizacion a -100 mV para la cual se observa una
corriente negativa.

La corriente i6nica nos permite evaluar importantes propiedades de los canales tales como
su cinética de apertura y cierre, el proceso de permeacion de los iones a través de su poro,
asi como su probabilidad de apertura. En el desarrollo de este trabajo estamos interesados
particularmente en estudiar la probabilidad de apertura, ésta la podemos estimar con base a
la corriente de iones que fluyen a través del poro de los canales. l6nica mediante la

denominada conductancia macroscépica, la cual esta dada como:
G = NcgPo Ecuacion 4

14



Combinando la Ecuacion 4 con la 2 se tiene entonces que la corriente idnica en términos de

la conductancia macroscopica es:
I = (V,-V.)G Ecuacion 5

Entonces, G =1/(V,-V.), esto es, podemos determinar a G usando la corriente
macroscopica y ésta sera proporcional a P siempre y cuando g no cambie con el V,,. Estas
sencillas ecuaciones también nos dicen que el curso temporal de la conductancia
macroscopica, G(t), nos proporciona la informacién del curso temporal de Py a cada
voltaje. La conductancia dada por la Ecuacion 4 resulta muy atil para propositos
descriptivos, sin embargo, ésta al no ser derivada de algin modelo que tome en cuenta los
factores que la determinan, obviamente poco o nada de informacion nos proporcionard
respecto al mecanismo de activacion de los canales i6nicos. Es por esta razén que es
necesario buscar herramientas tedricas que nos puedan proporcionar informacion relativa a

es0s procesos que subyacen en el mecanismo de apertura y cierre de los canales ionicos.
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Capitulo 2. Los Canales de Cloruro
activados por Calcio (CaCCs)

2.1 Propiedades Generales de los CaCCs

Los canales iénicos de cloruro activados por calcio intracelular (CaCCs) son proteinas
transmembranales que permiten el flujo de CI” a través de su poro. Desde su descubrimiento
(Miledi, 1982; Miledi & Parker, 1984) , se han estudiado sus propiedades de activacion por
efecto de variar Vi, y la [Ca*]i (Arreola et al., 1996; Nilius et al., 1997; Kuruma &
Hartzell, 2000). La importancia del estudio de estos canales radica en el papel que juega la
corriente de CI" en diversas funciones celulares tales como: la transduccion sensorial,
(Kleene et al., 1997; McCleskey & Gold., 1999; Cia et al., 2005) regulacion de la
excitabilidad cardiaca y neuronal (Frings et al., 2000; Hartzell et al., 2005), secrecion de
fluido epitelial (Duan et al., 2009; Romanenko et al., 2010), proliferacion celular y
tumorigénesis (Duvvuri et al., 2012; Qu et al., 2014). No obstante, la identidad molecular
de dichas proteinas permanecié desconocida hasta que en el afio 2008 tres grupos de
investigadores, de manera independiente identificaron a una familia de proteinas
denominada Transmembrane member 16 que renombraron como TMEM16 o Anoctaminas
cuyos miembros TMEM16A (ANO1) y TMEM16B (ANO2) son CaCCs (Caputo et al.,
2008; Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008). Cuando TMEM16A se expresa en
sistemas heterélogos por ejemplo, células HEK293, la I¢; que genera exhibe todas las
propiedades de activacion mostradas por los CaCCs enddgenos. Su probabilidad de
apertura aumenta al incrementar la [Ca®*]i y por la aplicacién de pulsos positivos de Vi,
(Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008), y al igual que los CaCCs
enddgenos, su corriente es abatida por bloqueadores como; acido niflumico, 5-nitro-2-(-

fenilpropilamino)-benzoato y acido 4,4 -diisotiocianato-estibeno-2,2"-disulfonico.
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2.11 Estructura de TMEM16A.

Algunas investigaciones enfocadas en determinar la arquitectura de TMEM16A han
establecido que su forma es la de un homodimero (Sheridan et al., 2011; Malvezzi et al.,
2013; Terashima et al., 2013). No obstante, la posibilidad de que pueda ser un heterodimero
no ha sido descartada. Existen al menos cuatro isoformas de TMEM16A que pueden poseer
un numero de entre 712 y 1004 residuos aminoécidos dependiendo del nimero de exones
(a, b, c y d) presentes (Hartzell et al., 2009). La topologia méas reciente de TMEM16A
propuesta con base a su estructura secundaria se ilustra en la Figura 3. Esta topologia
predice la existencia de ocho segmentos transmembranales (TM’s) y que los extremos
amino (N) y carboxy (C) terminal se encuentran del lado citosolico (Das et al., 2008; Yang
et al., 2008; Yu et al., 2012). En la Figura también se ha sefialado con circulos color verde
la ubicacion de algunos residuos que se ha demostrado son importantes en la sensibilidad
por Ca?* del canal tales como: residuos E705 y E702 (Yu et al., 2012), E734 y D738 (Tien
et al., 2014), asi como 1735, V752 y A754 (Scudieri et al., 2013). Asimismo, se ha indicado
la ubicacion de la secuencia de residuos 44sEEEEEAVK,s; en la primera asa intracelular, la
cual llamo la atencién por su semejanza con los dominios especificos de sensado a Ca®* de
otros canales activados por calcio como es el caso de los BK o los Bestl (Xiao et al., 2011,
Cui et al., 2009). En la Figura también se muestra la probable horquilla formada por los
extremos amino y carboxy terminal de TM7a ubicada en la region citosdlica, la cual podria

albergar iones de Ca®* como se muestra en la Figura.
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144EEEEEAVK o,

Figura 3. Modelo topolégico de TMEM16A. Este modelo fue dibujado de acuerdo a la topologia propuesta por (Tien et al. 2014). La
estructura secundaria de TMEM16A predice la existencia de ocho segmentos transmembranales (TM’s). En esta topologia los extremos
amino (N) y carboxy (C) terminal se encuentran del lado citosdlico. En el modelo se indican sobre la primera asa intracelular con dos
barras los residuos s4EEEEEAVK,s;, mientras que con esferas color verde los residuos E702, E705, E734, 1735, D738, V752 y A754 que
son importantes en el sensado del Ca?*, el cual es representado por la esfera azul.

Estos modelos topoldgicos sirven como una buena referencia para tratar de entender el
papel que juegan ciertos elementos (tales como el grupo de residuos aminoacidos sefialados
arriba) en el mecanismo de apertura y cierre de los canales. Recientemente, la obtencion de
la estructura cristalografica de la escramblasa nhTMEM16, miembro de la familia de
proteinas TMEM6, ha sido un punto de partida importante para intentar elucidar la posible
estructura de TMEMI16A e intentar entender un poco mejor el funcionamiento de esta
proteina. En la Figura 4 se muestra el modelo estructural de TMEM16A obtenido por
homologia con la estructura cristalografica de la escramblasa N(hnTMEMZ16 (Cruz-Rangel et
al., 2015). La Figura 4-A muestra a los dos homodimeros en la representacion de listones
(colores cafe y gris metalico) vistos desde el centro de la bicapa lipidica. En la Figura
tambien se indica en color verde a los residuos aminoacidos que podrian formar el sitio de
union a Ca?*; E702, E705, E734, D738 (Yu et al., 2012; Tien et al., 2014). En la Figura 4-B
se muestra un monomero rotado 70 grados respecto al eje perpendicular a la bicapa lipidica.
En la estructura de TMEM16A se cree que hay una hendidura hidrofilica que se sugiere
podria ser la ruta de permeacion ya que el residuo K588 (indicado en color fucsia) que
participa en la selectividad ionica esta situado en medio de dicha hendidura (Yu et al.,
2012; Reyes et al., 2014). Ademas, los residuos ubicados en la parte superior de la
hendidura, los cuales se ha que forman un vestibulo; G628-M632 y 1636-Q637 (Yu et al.,

2012) mostrados en color rojo, aquellos residuos que contribuye a la selectividad ionica;
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R515, K603, R621, y R788 (Peters et al., 2015) en color azul celeste, ademas, en color
verde se distinguen los residuos E702, E705, E734, D738 relacionados con los posibles
sitios de union a Ca** (Yu et al. 2012; Tien et al. 2014). Finalmente en color café son
mostrados los residuos s4EEEEEAVK s, que regulan la sensibilidad con V, y Ca?* del
canal (Xiao et al. 2011).

Figura 4. Modelo estructural de TMEMZ16A construido por homologia con el modelo estructural de la escramblasa "(hnTEME16 (Brunner
et al. 2014) como se describe por Yu et al. 2015. (A) TMEM16A vista respecto al centro de la bicapa lipidica la cual se indica por las
lineas solidas horizontales color negro, ademas, tambien se indica con numeros a las alfa helices y los homodimeros aparecen en color
bronce y plata. (B) Uno de los monomeros de TMEM16A rotado 70 grados respecto al eje y y visto desde la bicapa lipidica. esta vista
muestra la hendidura hidrofilica descrita por Brunner et al. (2014). En rojo: vestibulo del canal constituido por los residuos G628-M632 y
1636-Q637 (Yu et al. 2012). Azul celeste: residuos relacionados con la selectividad ionica K603, R621, R787 (Peters et al. 2015). Fucsia:
residuo K588 asociado con la selectividad ionica (Yang et al. 2012). Verde: residuos E702, E705, E734, D738 relacionados con los
posibles sitios de union a Ca®* (Yu et al. 2012; Tien et al. 2014). Cafe: residuos 44EEEEEAVKs; (Xiao et al. 2011,). Figura tomada de
Cruz-Rangel et al., 2015.
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Aunque las funciones de la escramblasa son muy distintas a la de los canales idnicos de la
familia TMEM16A, la region donde se encuentran los posibles sitios de union a Ca** esta
altamente conservada entre los miembros de la familia. Todos estos elementos fortalecen la
idea de que el sensado por el Ca®* en TMEM16A se estaria llevando a cabo por la unién

directa del Ca®* a tales sitios.

2.111  Activacién de TMEM16A causada por cambios en Vi, [Ca®']iy
[ClTe.

Activacion en ausencia de Ca®' intracelular.

Como ya se ha mencionado, la activacion de TMEM16A responde a una combinacién de
cambios en Vi, [Ca®*]i y [CI']e. No obstante, se ha demostrado que el canal puede activarse
solo por Vi, en ausencia de Ca®" intracelular (Xiao et al., 2011). En la Figura 6-A se
muestran trazos representativos del comportamiento de la I la cual fue obtenida de
diferentes células HEK293 que expresaron canales TMEM16A y que fueron dializadas con
la [Ca®*]i =0 uM indicada y usando el protocolo de voltaje mostrado en la parte superior de
la Figura 7-A. En ausencia de Ca?* intracelular, el curso temporal de la I¢; es casi plano para
todo Vy, ademas, de que los canales solo muestran respuesta ante la aplicacion de Vp,
positivos mayores a +50 mV como lo indica la relacion I¢-Vr, en la Figura 7-B.

A TMEM16A B 4 5 [Ca™]=0

+160 mV i

-100 mV

INorm_120 mV

T T
-120 -60 O 60 120 180
V_(mV)

m

Figura 5. Activacion de TMEM16A causada por el V. y en ausencia de [Ca®"]i. (A) Trazos tipicos de la I obtenida de células HEK293
que expresaron canales TMEM16A y que fueron estimuladas con escalones de voltaje de -100, a +160 mV, en incrementos de 20 mV
como lo indica el protocolo de voltaje mostrado en la parte superior de los registros. La flecha negra a un costado de los registros indica
el valor cero de la corriente. (B) Curvas lci_Vn obtenidas para los Vi, indicados La figura fue construida con datos del Lab del Dr. Jorge
Arreola.
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La activacion en presencia de Ca®* depende del V.

Por otro lado, el incremento en la [Ca**]; provoca un aumento en la amplitud de la corriente
ionica para todo Vy,, asi como un cambio en la cinética de la I¢), Figura 8-A. Usando los
valores de la I de cada pulso de voltaje se puede determinar la dependencia con el Ca** de
la activacion de TMEML16A a diferentes V.. Estos datos son mostrados en la Figura 6-B en
términos de la densidad de corriente (simbolos) vs [Ca?*]; a los Vy, indicados. Se puede
observar que a bajas concentraciones de Ca”", la corriente es muy pequefia, y muy grande
para altas concentraciones. Este comportamiento es tipico de aquellos canales activados por
agonistas y puede representarse por el siguiente esquema:

Ke
Canal + nyCa?t « Canal

nyCa?t

donde ny es el probable nimero de iones de Ca®* que se unirfan al canal, K, es la constante
de equilibrio. Existe una expresion obtenida de manera empirica, llamada Ecuacién de Hill
(Hill, 1913), que describe que la respuesta R de los canales causada por agonistas esta dada

como:

R — Vmax

() )

Ecuacién 6

donde Vmax, ECso (valor de [Ca*]i para el que R=0.5) y ny (coeficiente de Hill) son
parametros por determinar en el ajuste. Ya que no se mide directamente la unién del Ca?*
sobre los canales y si su respuesta a causa del Ca**, la K, en realidad es la ECs,, esto es la
concentracién de Ca** necesaria para alcanzar el 50 % de la respuesta. Por otro parte, el
coeficiente de Hill proporciona una estimacion del probable niimero de iones de Ca** que se
unirian al canal para propiciar dicha respuesta. Las lineas solidas en color rojo, negro y azul
en la Figura 6-B son el resultado de un ajuste global a los datos experimentales usando la
Ecuacion 6. La Figura 6-C muestra los valores de ECsy Yy ny estimados del ajuste y
graficados en funcion del Vy,. Los datos muestran que un nimero aproximado de dos iones
se estarfan uniendo por canal para conferir su respuesta por efecto del Ca®* intracelular. Es

importante sefialar que ny es solo una estimacion y que de manera rigurosa no puede ser
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considerada como el numero real de iones que se unen al canal (Weiss, 1997). No obstante,

esta informacion esta de acuerdo con aquellos datos inferidos del modelo estructural de

TMEM16A obtenido por homologia con la escramblasa nhTMEM16, ver seccion 2.11.

Como lo indica la Figura 8-C,

A OomV
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Corriente (nA/pF)
o
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o
o
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Figura 6. Activacion de TMEM16A causada por el V,,. y cambios en la [Ca®'];. (A) Trazos tipicos de la I obtenida de células HEK293
que expresaron canales TMEM16A y que fueron estimuladas con escalones de voltaje de -100, 0 y +100 mV, dializadas con las [Ca®*];
indicadas. La flecha negra a un costado de los registros indica el valor cero de la corriente. (B) Curvas Dosis-Respuesta en funcion de
[Ca®']; (simbolos) para los V,, indicados y ajustadas por la Ecuacion de Hill (lineas solidas). (C) Valores de ECs; y ny estimados del
ajuste de Hill a los datos mostrados en C. Figura tomada de Xiao et al., 2011.

Por otro lado, el hecho de que la ECsp, muestre una dependencia con el Vi, y al ser ésta una

medida de la respuesta de los canales causada por los procesos de asociacién/disociacion

del Ca?*, entonces esto sugiere que dichos procesos de asociacién y disociacién pueden

tener dependencia con el V. Para evaluar esta posibilidad, el grupo del Dr. Criss Hartzell

llevo a cabo experimentos de perfusion rapida. En este tipo de experimentos, segmentos
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escindidos de membrana fueron expuestos a una rapida aplicacion y remocion
(aproximadamente 5 ms) de una alta concentracion de Ca®* (20 uM) bajo estimulos de Vp,
tipo escalon que comprendieron voltajes desde -120 a +120 mV en incrementos de 20 mV.
Estudiando la cinética de activacion y desactivacion de I¢; ante la La Figura 8-A muestra
trazos representativos del comportamiento de Ic ante la aplicacion (trazos de la izquierda) y
remocion (trazos de la derecha) de 20 uM de Ca?*. En la Figura 8-B muestran las
constantes de tiempo (t’s) tiempo de activacion (tact) y desactivacion (Tpeacr) de Icy en
funcién de V. Estas constantes de tiempo son estimadas al ajustar funciones mono
exponenciales a los trazos de ¢, durante las fases de aplicacién y remocién del Ca®* y estan
estrechamente relacionadas con los procesos de asociacion y disociacién del Ca** sobre el
canal (Xiao et al., 2011). Los resultados muestran que el proceso de disociacion elucidado
por Tact €S independiente de Vy,, mientras que el proceso de asociacion elucidado por Tpeact

es dependiente de V.

A [Ca*]=20uM

100 = 500 = ®
¢ TAct
80 ~ +120 mV o
60 4 400 ~ Theact
40 7 @ 300 - o
< 1S
<;§. 20 - =
- e
- 0 - 200 = s
-20 = ¢
100 - e o
-40 [}
* o o o * e o
-60 = 0 -
I L] L] L] 1 I L] L] L] L] L] L] 1
0 1000 2000 3000 4000 -160 -120 -80 -40 0 40 80 120
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Figura 7. Perfusion réapida. (A) Trazo tipico de ¢ en respuesta a la aplicacion y remocién (indicada por la barra negra) de 20 uM de Ca*
para diferentes pasos de Vi, que variaron en un rango de -120 a +120 mV en incrementos de 20 mV. (B) Constantes de tiempo estimadas
a partir de A. La taq fue estimada al ajustar funciones mono exponenciales a los trazos de I¢; durante la fase de aplicacion Ca®, en tanto
que Tpeacr S€ €stima al ajustar funciones mono exponenciales a trazos de en la etapa de remocion del Ca?".
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Altas concentraciones de cloruro extracelular facilitan la apertura de TMEM16A.

Para ilustrar el efecto sobre la probabilidad de apertura de TMEM16A que causan las
variaciones de la [Cl]e, en la Figura 8-A se muestran trazos promedio de la Ic| obtenida de
células que se expusieron secuencialmente a un cambio en la [Cl]e de un valor de 140 a 10
mM y usando el protocolo de voltaje que aparece en la parte superior de la Figura. Como
era de esperarse al disminuir la [CI]e habra una menor cantidad de iones de CI™ que fluyan a
través de los canales, por lo tanto la Iy disminuye considerablemente ante esta reduccion en
[CI]e, sin embargo, lo que no es obvio es que la probabilidad de apertura de los canales
cambie ante estas variaciones de CI” del medio extracelular. En la Figura 8-B se muestran
las curvas de conductancia normalizadas (Gnorm) como funcion de Vn, para las
concentraciones de CI” externo indicadas y con [Ca?']i=0.2 pM, las cuales fueron
construidas usando registros de Ic; como los mostrados en el panel A. De manera muy
similar a lo que ocurre con los incrementos en la [Ca®'];, se puede observar que la
probabilidad de apertura de los canales muestra un incremento ante la aplicacion de
estimulos de Vp, cada vez més positivos y al llevar la [CI]e de 10 a 140 mM. Estos datos
sugieren que el CI" extracelular contribuye en la dependencia con el V. dentro del

mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A.
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Figura 8. Dependencia con el V, y [Cl]. de la activacion de TMEM16A. (A) Trazos promedio normalizados de la l¢ obtenida para
células que fueron secuencialmente expuestas a las [Cl]. indicadas y usando el protocolo de voltaje indicado en la parte superior. (B)
Curvas de conductancia en funcién de V, para las [CIT, indicadas. La conductancia a cada V, fue normalizada al valor obtenido a +180
mV para la condicion [CI]e=140 mM. Las lineas solidas son ajustes individuales con funciones Boltzmann para cada conjunto de datos.
Los trazos fueron normalizados respecto al valor maximo de la g obtenida a la condicién de [CI],=140 mM. La figura fue construida
con datos del Lab del Dr. Jorge Arreola.
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La apertura de TMEM16A causada por despolarizaciones prolongadas muestra que
el curso temporal de la corriente tiene dos componentes, uno rapido y uno lento;

Mecanismo dual de activacion.

Recientemente se ha observado que la aplicacion de pulsos de Vy, de larga duracion (20 s)
inducen un interesante cambio en la cinética de I¢) obtenida de células expuestas a 140 mM
de CI" extracelular (Cruz- Rangel et al., 2015). En la Figura 9 se presentan trazos promedio
de la Ic) obtenidos de células HEK293 que fueron secuencialmente expuestas a pulsos de
Vnm de corta duracion (0.5 s) y larga duracion (20 s). El curso temporal de Ic; para pulsos
cortos de V, presenta un comportamiento que puede ser descrito por funciones mono-
exponenciales. Por ejemplo, la corriente medida a -100 mV después del pre-pulso de
voltaje a +140 mV, fue ajustada con una mono exponencial (linea solida color rojo, véase
trazo insertado al pie de la Figura 9-A) cuya constante de tiempo de decaimiento fue =46
ms. Sin embargo, después de 3 s, Ig modificd su tendencia, mantuvo un incremento
paulatino. Para este caso, la Ic; medida después del pre-pulso de voltaje a + 140 mV fue
ajustada con una funcién bi-exponencial caracterizada por constantes de tiempo lenta y
rapida (ts y tr) = 2.6 s 'y 150.7 ms, respectivamente (linea solida color rojo, véase trazo
insertado al pie de la Figura 9-A). Por lo tanto, la aplicacion de pulsos de larga duracion
induce un segundo componente en el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A. Pero
los estimulos de voltaje de larga duracion no solo inducen el mecanismo dual de activacién
en TMEM16A, sino que también provocan un incremento en su probabilidad de apertura.
En la Figura 9-B se muestra la dependencia con Vy, del cociente de valores de Ici2o/lcios
calculado al final de los estimulos de voltaje con duracién de 20 s y 0.5 s, respectivamente.
Este cociente Ic20/lcio5 €S proporcional al cociente de probabilidades de apertura, y como
se puede observar en la Figura, para Vp, > +80 mV el cociente comienza a incrementar por
arriba de 1 y llegando a alcanzar el valor de 2.8 para V,=+140 mV. Este mismo cambio lo
sufre la probabilidad de apertura de los canales, por lo tanto los pulsos de voltaje de larga
duracion provocan un incremento en la probabilidad de apertura del canal i6nico
TMEMI16A.
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Figura 9. Mecanismo dual de activaciéon de TMEM16A. (A) Trazos promedio de la Ic; obtenida de células HEK293 transfectadas con
TMEM16A, estimuladas con pulsos de voltaje con duracién de 0.5 s (izquierda) seguidos de pulsos con duracion de 20 s (derecha). La Ig
medida después del pre-pulso de voltaje a + 140 mV fue ajustada con una funcién bi-exponencial caracterizada por constantes de tiempo
lenta y rapida (ts y 1) = 2.6 s y 150.7 ms, respectivamente. Por lo tanto, la aplicacion de pulsos de larga duracién induce un segundo
componente en el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A (B) Cociente de valores de lcj 2o/ lcios tomados al final de los estimulos
de voltaje con duracién de 20 s y 0.5 s, respectivamente. El cociente Ici 20/lci0.5 €S proporcional al cociente de probabilidades de apertura y
por tanto refleja como la aplicacién pulsos de voltaje de larga duracién provoca un incremento en la probabilidad de apertura de
TMEM16A. Los trazos fueron normalizados respecto al valor de la ¢, obtenida a la condicion de [CI]e=140 mM y a +120 mV del pulso
con duracion de 0.5 s. Figura tomada de Cruz-Rangel- et al., 2015.

La informacion hasta ahora presentada muestra las propiedades bésicas de activacion de
TMEMZ16A por efecto de Vpm, [Ca®*]i y [ClTe, que son fundamentales en el desarrollo de

éste trabajo.
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Capitulo 3. Modelos de Estados
Discretos de Markov

3.1 Estados conformacionales de los canales.

El mecanismo de apertura y cierre de los canales idnicos es de naturaleza aleatoria. Se ha
demostrado que esta importante caracteristica de estas proteinas puede ser descrita de
manera exitosa usando el enfoque tedrico de los procesos homogéneos de Markov
(Colguhoun & Hawkes, 1977; Hille, 1978; Korn & Horn, 1988; Sansom et al., 1989). No
obstante, existen algunos enfoques tedricos alternativos tales como los modelos fractales,
difusion, exponenciales (Korn & Horn, 1988) que han sido tiles para intentar describir y
entender el mecanismo de apertura y cierre de los canales idnicos. Sin embargo, los que
mejor han ajustado a los datos experimentales han sido los modelos de procesos de Markov
(Colquhoun & Hawkes, 1977; Hille, 1978; Korn & Horn, 1988; Sansom et al., 1989).
Ademas, de que algunas evidencias experimentales respaldan el uso de ésta teoria
(Sakkman et al., 1989). A continuacion se presentan de manera muy breve los elementos

béasicos de la teoria de los procesos de Markov.

Sea X(t) un proceso estocastico en el tiempo, el cual toma valores en un espacio de estados
€ que puede ser discreto o continuo. El proceso estocastico X(t) se dice que es un proceso
de Markov si para t; <t; < -+ <ty < tyq, la distribucidn asociada a (X(t1), X(to)...., X(tn),

X(tn+1)) €s tal que:

P[X(tn+1) = Jjn+1 1 X(ty) = ji, X(t2) = j2, . X(tn) = ju)] Ecuacion 7

donde la barra vertical dentro del paréntesis significa “condicionado a”. Un proceso de

Markov es homogéneo cuando su distribucién asociada P, no depende de t.

Se define la probabilidad de transicion entre el i-ésimo y j-ésimo estado del proceso como:
p(i,)) = P[X(the1) = 1 X(ty) =i] Ecuacion 8
Zjezp(i,j) =1 i€ Ecuacién 9
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La definicion muestra que para procesos markovianos la probabilidad de transicion hacia
algin estado serd posible solo a partir de sus estados vecinos. Asi mismo, usando la
expresion 8 se puede definir la tasa de transicion o frecuencia de transicién entre los

estados i-ésimo y j-ésimo como:

P[X(t+T)=j | X(t)=i])
T

kij = limHO( j#1i Ecuacion 10

donde por conveniencia se define k;; = 0.

Con estas bases se pueden formar cadenas de estados que representen y describan el
mecanismo de apertura y cierre de los canales ionicos. Las frecuencias de transicion en
general dependeran de los factores que propicien la transicion hacia uno u otro estado
conformacional del canal o canales, estos factores pueden ser Vp concentracion de

ligandos, cambios en la temperatura del ambiente celular, entre otros.

3.11 Las frecuencias de transicion dependen de la energia de

activacion.

La forma de las frecuencias de transicidn que se usan en este trabajo provienen de la Teoria
de Transicion de Estados (TST por sus siglas en Inglés Transition State Theory) propuesta
por Henry Eyring (Eyring, 1935a, 1935b). Dicha teoria establece que la tasa de conversion
de un complejo molecular en su fase denominada reactante (R) a aquella denominada como
activa (A) es posible cuando el reactante logra adquirir una energia suficiente como para
vencer la llamada barrera energética (B) que separa al complejo de las fases R y A. De
acuerdo a Eyring, la diferencia entre los complejos activados y los no activados es la
existencia de un grado de libertad traslacional adicional a los tres que posee un complejo
“ordinario”. Dicho grado de libertad adicional determina la proximidad que tendra el
complejo molecular para acercarse a la barrera energética, cruzarla, y entonces adquirir su
fase activa. La tasa de conversion krs, estara dada por la constante de equilibrio (Kyst) de
la reaccion entre los complejos reactantes y los activados por longitud de proximidad

multiplicada por la frecuencia (frst) con la cual cruce la barrera B:

krst = Krsrfrst = KTST% Ecuacion 11
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aqui v es la velocidad promedio con la que los complejos reactantes cruzan la barrera

energética B y & es longitud de proximidad a dicha barrera.

La probabilidad de ocurrencia del complejo activado en la cima de la barrera energética
estd dada por la funcion de particion del grado de libertad traslacional adicional (Eyring,
1935), esto es:

1
§(2nmkgT) /2 .,
ZA_tras = (—”th ) Ecuacion 12

donde m es la masa efectiva del complejo molecular, kg es la constante de Boltzmann, T es

la temperatura y h es la constante de Planck.

Por otro lado, la velocidad promedio con la que los complejos reactantes cruzan la barrera

energética esta dada por:

kgT .y
v = [=2~ Ecuacion 13
2mm

Usando las Ecuaciones 17 y 18 en 16, la tasa de conversion krst queda dada como:

1/ L
krst = K §(2mmkpT) 2 /RBT 1= K*k"% Ecuacion 14

h 2mtm &

donde K* es la constante de equilibrio de una molécula hipotética a la cual se le ha
reemplazado un grado de libertad vibracional por el grado de libertad traslacional adicional

relacionado con la proximidad a la barrera energética B.

La constante de equilibrio K* se puede expresar en términos de las funciones de particion
de los complejos moleculares en sus fases o estados R y A (Eyring, 1935a, 1935b) del

siguiente modo:

1 (=AE) ’ (=AE)

. ) .
K*=A¢ kT = ——A o kgT Ecuacion 15
Zr ZRZR vib

con AE la energia de activacion, Z, es la funcion de particion del complejo activado y

denotada con una el signo primado (‘) para indicar que falta la componente Zp tr,5. D€
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manera anéloga, Zg es la funcion de particion del complejo reactante y denotada con una el

signo primado (‘) para indicar la falta de la componente Zg ;, que aparece justo a un lado.

La componente Zg y;, puede ser estimada (Eyring, 1935a, 1935b) y esta dada como:

2mkgT -z
IR vib = :w’; Ecuacion 16

donde wy, es la frecuencia de oscilacion del complejo molecular en la fase R.

Por otro lado, al tomar en consideracion que la entropia de activacion estd dada como
AS = kgIn(Z,/Zg), asi como las Ecuaciones 20 y 21, se tiene que la tasa de conversion

krst dada por la Ecuacién 19 adquiere la forma:

(=46)
kTST = (:—:_fe kT Ecuacion 17

con AG = AH — AS la anergia de activacion de Gibbs. Cualquier otra contribucién a la
energia de activacion tal como efectos de voltaje V o potencial quimico u debe ser sumado
a AG. Con estas consideraciones se tendra entonces que la energia de activacion puede
escribirse como: AW = AG + AqV + Anu, donde Aq es la carga, An el nimero de ligandos,

IV es voltaje y u es el potencial quimico.

Eyring reconocié que la tasa de conversion podia verse afectada por fluctuaciones térmicas
del entorno del complejo molecular reactante, lo cual podria generar una reduccién en la
tasa de conversion. Para resolver este problema Eyring introdujo el “coeficiente de
transmision k” que considera la probabilidad de que los complejos que logren alcanzar la
barrera y por tanto la conversion no regresen a la fase reactante. Asi las frecuencias de
transicién quedan del siguiente modo;

(—aw)
k = kkpsr = K%e kT Ecuacion 18

Por lo tanto para aquellos casos, como en los canales ionicos, en los que la tasa de
transicion o frecuencia de transicion entre dos estados i, j dependa solo del voltaje, se

tendré que:
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kij = koe *BT Ecuacion 19

(-46)
y con el factor pre-exponencial dado por k, = K%e keT donde es posible ver que k = k,

cuando V=0.

En el desarrollo de este trabajo, la dependencia con el voltaje en las frecuencias de

transicion estaran dadas como lo indica la Ecuacioén 19.

3.111 Modelo de dos estados.

Los modelos de estados discretos de Markov o cadenas de Markov (también conocidos
como modelos cinéticos) son constructos donde cada uno de sus componentes o estados
representan a los posibles estados conformacionales que el canal posee y que pueden ser
visitados en el proceso de apertura y cierre. El modelo mas sencillo que se puede construir
para describir el mecanismo de apertura y cierre de un canal es aquel que estd compuesto
por solo dos estados, uno cerrado representado por C y otro abierto representado por O. En
el Esquema 1 se muestra una representacion de las configuraciones cerrada y abierta de un
canal. Las transiciones entre C y O estan representadas para este caso por a y B las cuales

estan definidas de manera general por la Ec. 10.

i (E

Esquema 1

A partir de este sencillo esquema es posible construir las ecuaciones que gobiernan el
comportamiento temporal de las probabilidades de ocurrencia Pc y Po de los estados C y O,
respectivamente, y dadas como:

dPo(t)

= —BPo(t) +aPc(t)  Ecuacion 20
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dPc(t)

at BPo(t) — aPc(t) Ecuacion 21

Las ecuaciones 11 y 12 forman un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias de primer
orden acoplado. Es posible representar este sistema de ecuaciones en forma matricial. La
representacion matricial resulta mas conveniente para describir la situacion general, en la

cual el sistema bajo estudio pueda poseer un gran numero de estados. Entonces se tiene

que:
dP(D)a "
ap®) _ | ar | _ (=B a)(&,t)_ 3
ac |\ ap(o)c | ( g —a)\p(t)) T SP(t) Ecuacion 22
dt

donde P(t) es el vector de probabilidades y S es la matriz de coeficientes.

Al resolver para la probabilidad de apertura del canal de dos estados, se tiene que P, estd

dada como:
[ a a (-9 -
Po(t) = (m) “\ap ™ Py(0) |e\"©/ Ecuacién 23
donde t = ﬁ , €s la constante de tiempo de activacion.

En este sencillo ejemplo resulta facil encontrar una solucion explicita para las
probabilidades de ocupacién de los dos estados. Sin embargo, cuando los sistemas bajo
estudio suponen la presencia de méas estados resulta cada vez mas complicado encontrar
soluciones explicitas. De hecho, para sistemas que requieran ser modelados por mas de
cuatro estados solo es posible resolver las ecuaciones diferenciales de manera numérica
(Blanchard et al., 2011).
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3.1V Modelo de m estados.

En general, si se considera que los canales pueden transitar por un nimero m de estados,
entonces tendremos un sistema de m ecuaciones diferenciales lineales acopladas dado

como:

dPy(t)

dt Air - Qum\ /Pi(t)
: = : : Ecuacion 24
de(t) aml amm Pm(t)

dt

donde las a; con i,j =1,2,...,m son las frecuencias de transicion asociadas a las distintas
transiciones. De manera compacta, el conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias

acopladas se puede denotar de forma vectorial como:

%(tt) = AP(t) Ecuacion 25

donde P(t) es el vector de probabilidades, A es la matriz de coeficientes dada por:
a11 ) alm
A= ( P : > Ecuacion 26
An1 - Amm

La solucidn general del sistema de ecuaciones dado por la Ecuacion 11 puede determinarse
al estimar los eigenvalores de A y luego sus eigenvectores asociados. Si A1, Ap,..., Ay SON
eigenvalores reales y distintos, cuyos eigenvectores respectivos son Qi, Qa,..., Qm,

entonces las soluciones:

P(t); = eM'Q,
: Ecuacion 27
P(t)m = elthm
son linealmente independientes y la solucion general estara dada como:

P(t) = kyP(t); + - + kyyP(t)y = X7, ket Q, Ecuacion 28

donde ki, ...., ky SOn constantes que dependen de la condicion inicial del sistema.
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Cuando los modelos contienen mas de cuatro estados, para el polinomio caracteristico
asociado a la matriz de coeficientes A, solo es posible encontrar soluciones de manera

numerica, no se tiene una expresion analitica como (9) (Blanchard et al., 2011).
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Capitulo 4. Planteamiento del Problema.

TMEM16A (ANO1) es constituyente molecular de los canales de cloruro activados por
calcio intracelular (CaCCs) (Caputo et al., 2008; Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008).
El movimiento del ion cloruro (CI') a través del poro de TMEM16A desempefia un papel
importante en diversas funciones celulares (Hartzell et al., 2005; Duvvuri et al., 2012; Qu
et al., 2014). El mecanismo de activacion que permite el flujo de CI" a través de TMEM16A
es regulado por un acoplamiento de estimulos de voltaje de la membrana celular (Vp),
cambios en la concentracion de calcio del medio intracelular ([Ca**];) y cambios en la
concentracion de cloruro del medio extracelular ([Cl]e). Se ha sugerido que TMEM16A
requiere la unién directa y secuencial de al menos dos iones de Ca®* para lograr activarse
(refs). La unién de los iones de Ca®* sobre el canal puede estar o no regulada por el V. No
obstante, en la actualidad es desconocido el modo en el que el acoplamiento de Vp,
cambios en [Ca®']; y [CI]e causan la apertura y cierre del canal i6nico TMEM16A. Para
tratar de entender el mecanismo de apertura y cierre de estos canales se requiere de un
modelo que pueda integrar las variables conocidas que participan en la activacion.
Actualmente solo existen algunos modelos que consideran el efecto del V,, y Ca®" para
intentar describir dicho mecanismo, pero esos modelos no contemplan los cambios en [Cl]e
ni tampoco consideran que TMEM16A puede activarse solo por Vn, bajo condiciones de
[Ca?*]i=0 uM. En la siguiente seccién se presentan y discuten brevemente los modelos
existentes para describir el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A causado solo por
variaciones en V, y cambios en [Ca*'];.

4.1 Limitaciones de los modelos previamente propuestos para

describir el mecanismo de aperturay cierre de los CaCCs.

En la literatura cientifica son pocos los ejemplos que ilustran la busqueda de enfoques

cuantitativos y en especial de modelos markovianos para la descripcion del mecanismo de
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apertura y cierre de los CaCCs y particularmente para TMEM16A. En este apartado
presentamos algunos de los modelos existentes propuestos para describir el mecanismo de
apertura y cierre de los CaCCs. Uno de los primeros modelos fue el de Arreola et al., 1996,
quienes basandose en sus estudios sobre la activacién dependiente de Vi, y Ca** de los
CaCCs enddgenos de celulas acinares de la glandula pardtida de raton propusieron un
modelo que constaba de cuatro estados; tres estados cerrados (C) y uno abierto (O). El
Esquema 2 ilustra los estados conformacionales que los CaCCs podrian visitar en su

proceso de apertura y cierre.

- [Ca®t]a, == /"— [Ca%*];a, e G, =
G (B— G (B— C3 <B_ 0

Esquema 2

aqui ay, ay, B1 y B2 son las frecuencias de transicion y de acuerdo con Arreola et al., 1996,
algunas o todas pueden tener una dependencia con V. ElI mecanismo de activacion
propuesto en este modelo establece que debe suscitarse una unién secuencial y tal vez
modulada por el Vi, de dos iones de Ca®* sobre el canal en su conformacién cerrada (C, y
C; ). Bajo la condicion previamente sefialada, el canal podré ser capaz de transitar a la
configuracién abierta (O). Este modelo puede reproducir varias propiedades de activacién
de los CaCCs, tales como curvas dosis-respuesta y cinética de activacion y desactivacion de
la I para bajas concentraciones de Ca®* (0.1 uM-0.25 uM). Sin embargo, este modelo falla
al predecir las cinéticas de activacion y desactivacion de la ¢, para altas concentraciones de
ca?’.

Posteriormente, Kuruma and Hartzell., 2000, propondrian un modelo un poco mas extenso
para intentar describir las propiedades de activacion de los CaCCs de ovocitos de Xenopus.
El modelo propuesto consta de siete estados, de los cuales cuatro son cerrados (C) y tres

abiertos (O) como se ilustra en el Esquema 3.
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— [Ca**]ia, [Ca?t]a, — [Ca’*],a, e
D (I (=

Esquema 3

aqui o; y Bj con j=1,2,3 son las frecuencias de transicion que no dependen del voltaje, en
cambio k; coni=1,2,3,4,5y 6 son dependientes del V..

En este caso el mecanismo de activacion propuesto considera que se necesita la union
secuencial de tres iones de Ca®* sobre el canal en su conformacion cerrada. A diferencia del
modelo anterior, la asociacién o disociacion del Ca** al canal no se considera como un
proceso que pueda ser dependiente del V.. Ademas, es permitida la transicion dependiente
del V, a configuraciones abiertas a partir de aquellas cerradas con un la unién de un ion de
Ca®* sobre el canal. Este modelo fue capaz de reproducir correctamente muchas
propiedades de activacion del canal para concentraciones de Ca®* > 0.5 pM. Los autores
admiten no haber probado su modelo a bajas concentraciones, aunque en una revision
posterior (Hartzell et al., 2005) se afirma que este modelo no era capaz de reproducir la
cinética de desactivacion de I¢; a bajas concentraciones de Ca**.

Otro modelo existente fue aquel propuesto por Haase et al., 2006. Este modelo es muy
similar al de Arreola et al., 1996. Posee tres estados cerrados (C) y uno abierto (O) y en él
también se considera la unién secuencial de dos iones de Ca®* sobre el canal. La diferencia
radica en que en este modelo se incluyd un estado méas denotado por | para tomar en cuenta
lo que los autores afirman se trata de una etapa inactiva del canal, la cual es observada en
la cinética de la I que ellos reportaron. EI Esquema 4 ilustra el modelo de Haase et al.,
2006.
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Esquema 4

Para este caso la dependencia con el V, esta incluida en las frecuencias de transicion ay, as,
B1 y P3, en tanto que las constantes a, y P, Sse consideraron independientes del Vy,. El
modelo propuesto por Haase et al., 2006, satisfactoriamente reproduce muchos de sus datos
tales como curvas dosis-respuesta y cinética de activacion de la Ic para algunas
condiciones de [Ca®*];. No obstante, no muestran ni hacen sefialamiento respecto a como se
comporta su modelo para la fase de desactivacion de la I para diferentes condiciones

experimentales.

Un aspecto relevante que tienen en comun los modelos anteriores es que en ellos postulan,
con base a informacién experimental, como mecanismo de activacién la unién secuencial
de dos iones de Ca®" sobre el canal. En el caso de los modelos de Arreola et al., 1996 y
Haase et al., 2006, dicha unién o asociacién puede estar regulado por el V. Por otro lado,
Kuruma and Hartzell, 2000 con base a sus experimentos de perfusion rapida establecieron
que la unién de los iones de Ca®* al canal es un procesos independiente del Vy, pero que las
transiciones directas de los estados cerrados-abiertos tendrian dependencia con el V.

Recientemente, se ha sido descrito que la activacion de TMEM16A por efectos de Vi, en
ausencia de Ca®" intracelular (ver Figura 6-A) (Xiao et al., 2011). Esto trae consigo
relevantes implicaciones en la busqueda de modelos validos para describir el mecanismo de
apertura y cierre de los CaCCs. Primero se establece que es necesario incluir elementos
que consideren la apertura del canal en ausencia de Ca** intracelular. Por otro lado, el
hecho de que el canal se pueda abrir solo a causa de V, hace suponer: (1) La posible
existencia de un sensor intrinseco de voltaje 0 un mecanismo no convencional mediante el
cual el canal pudiera adquirir la dependencia con V. (2) Cualquier modelo que se
proponga explicar la apertura y cierre de los CaCCs debe contemplar una via de activacion
gue tome en cuenta la apertura del canal en ausencia de Ca®" intracelular. (3) Cualquier

modelo debera ser capaz de explicar las propiedades de activacion descritas en la seccion
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Activacion de TMEM16A causada por cambios en Vi, [Ca?*i y [Cl]e. Lo expuesto en este
capitulo nos lleva a plantear nuestro objetivo de proyecto de tesis.
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Capitulo 5 Objetivos

5.1 Objetivo General

Con base a las propiedades de la cinética de activacion y desactivacion de la Ic; generada
por canales de cloruro TMEM16A, se desea construir un modelo matematico usando un
enfoque de procesos homogéneos de Markov (cadenas de Markov) que nos permita
entender y describir el mecanismo de apertura y cierre de estos canales causado por el

acoplamiento de Vy,, cambios en [Ca®*]; y [CI]e.

5.11 Objetivos especificos.

e Hacer una seleccién de registros de la I¢; ante diferentes condiciones de Vo, [Ca?'];
y [CI]e, ¥ que a partir de esos registros nos sea posible estudiar las propiedades de
activacion y desactivacion de dichos canales.

e De cada conjunto de registros se obtuvo un trazo promedio. Estos trazos promedio
reflejaran de mejor manera el comportamiento de la activacion y desactivacion de
los canales i6nicos bajo estudio.

e Con los trazos promedio de cada conjunto de datos considerado se formé una
plantilla representativa de las propiedades de activacion y desactivacion de los
canales TMEM16A (ver seccion 7.11).

e Con base a las propiedades de la cinética de activacion y desactivacion de la Ig,
diseflamos varios modelos matematicos (ver seccion de metodologia, capitulo 7)
para evaluar su capacidad para describir las propiedades de activacion de los canales
ionicos TMEM16A.
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Capitulo 6. Metodologia.

6.1 Analisis y Modelado.

Diferentes modelos fueron construidos usando el enfoque tedrico de Estados Discretos de
Markov. Cada modelo tenia S distintos estados cerrados y abiertos conectados por

_Aqv
frecuencias de transicion dadas como: k =k, * e *8T, donde k,y g los parametros por

determinar. Para extraer el valor mas 6ptimo de los distintos parametros asociados con las
frecuencias de transicion asociadas con un modelo dado, realizamos ajustes globales de
conjuntos de datos experimentales usando el software especializado IChMASCOT
(Covarrubias et al., 2008; Doughertyr et al., 2008; Sanchez Rodriguez et al., 2012). El
conjunto de datos incluyo un amplio rango de condiciones experimentales para tener una
muestra representativa de dichos datos que nos permitiera obtener valores numéricos
representativos de los pardmetros de las diferentes frecuencias de transiciéon. EI programa
IChMASCOT fue alimentado directamente con datos experimentales y el modelo que se
desea poner a prueba, asi como también con variables experimentales tales como: [Ca®'];,
[CI]e, [CI'];, protocolos de Vi, y temperatura (la cual se mantuvo constante para todas los
ajustes), como es ilustrado en la Figura 10. Ya construido el modelo, declarados sus
parametros asociados por determinar e incluido el conjunto de datos experimentales, el
programa provee de una respuesta del modelo para las condiciones iniciales que hemos
establecido mediante valores numéricos de partida en los diferentes parametros asociados al
modelo. En esta etapa, el programa realiza un proceso de minimizacion y? entre los datos
experimentales y la respuesta del modelo para poder estimar los valores numéricos de los
pardmetros que mejor ajusten de manera simultanea a los datos experimentales. La calidad
de los ajustes hechos por algiin modelo dado se indica por el coeficiente de regresién R?, el

cual es una medida cuantitativa de la bondad del ajuste a los datos experimentales.
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Figura 10. Estimacion de los valores numéricos de los pardametros asociados a los modelos. Esquematizacion del proceso de ajuste de
datos experimentales realizado con el software IChMASCOT para lograr determinar los pardmetros asociados a las frecuencias de

transicion de cada uno de los modelos probados.

Los datos experimentales fueron proporcionados por el Lab. del Dr. Jorge Arreola Gomez

del Instituto de Fisica de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi y por el Lab. del Dr.

Criss Hartzell del Depto. de Biologia Celular de la Universidad de Emory, Atlanta, USA.

Cada ajuste global fue repetido (15 veces) y el valor numérico obtenido para los pardmetros

de las frecuencias de transiciéon fue promediado. Los valores promedio fueron usados para

reproducir las propiedades de activacion de TMEM16A con el software lonChannelLab

(Santiago-Castillo et al., 2010) con cada modelo.

Las Figuras y ajustes fueron hechos usando el software Origin (Origin Lab, Northampton,

MA).
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6.11 Metodologia para obtener los datos experimentales. La técnica de

experimental “Patch Clamp”.

Una de las técnicas mas populares y eficientes para estudiar a los canales ionicos es la
técnica de “Patch Clamp” que fue desarrollada por Erwin Neher y Bert Sakmann en 1976
(Sakmann et al., 1995). Es con el uso de esta técnica que se puede registrar el flujo de iones
a traves de canales i6nicos embebidos en la membrana celular. Esto se logra mediante el
uso de micropipetas de vidrio con finos cuellos que se ponen en contacto con la membrana
celular (Figura 11-A) para lograr un sello de alta resistencia (1-5 GQ) entre el cuello de la
micropipeta y la superficie de la membrana celular. Aplicando una leve succion sobre la
membrana a través de la micropipeta se logra la configuracion denomina “cell-attached”
(Figura 11-B). Partiendo de la configuracion de “cell-attached” es posible obtener otras
configuraciones. Al romper mediante otra leve succion el pedazo de membrana contenido
en la boca de la micropipeta se logra la configuracion denominada “whole-cell” (Figura 11-
C). Esta configuracion nos permite registrar la actividad de los canales presentes en toda la
superficie de la membrana. Otras variantes pueden ser logradas. Por ejemplo, partiendo de
la configuracion de “cell-attached” y con un movimiento repentino para alejar la
micropipeta de la superficie de membrana se consigue un parche aislado por la boca de la

pipeta. A esta configuracion se le llama “inside-out-patch” (Figura 11-D).
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Figura 11. La técnica de Patch Clamp. Esta técnica consiste basicamente en imponer diferencias de voltaje a través de la membrana con
el uso de dos electrodos. Uno de ellos esta en el bafio y aterriza el medio extracelular o bafio. El otro electrodo se encuentra dentro de
micropipetas de vidrio y es por donde se aplican las variaciones del voltaje deseados. Las micropipetas de vidrio con finos cuellos que se
ponen en contacto con la membrana celular y forman un sello de alta resistencia. (A) Preparacion de la célula. (B) Configuracion de
“cell-attached”, la cual permite el registro de corrientes de un pequefio numero de canales. (C) Configuracion denominada “whole-cell”
lograda después de romper mediante una leve succion el pedazo de membrana contenido en la boca de la micropipeta. (D) Configuracion
de “inside-out-patch” lograda mediante la escision de segmentos de membrana con un movimiento repentino para alejar la micropipeta de
la superficie

La técnica experimental de “Patch-Clamp” permite el registro de corrientes de un reducido
ndmero o un gran numero de canales presentes la membrana celular. El flujo idnico es
registrado por dos electrodos, uno de ellos se encuentra dentro de la micropipeta y es con el
que se aplican las variaciones de voltaje deseado. El otro electrodo se encuentra en el medio
extracelular aterrizado como lo ilustra la Figura 12. Los electrodos estan conectados a un
set electronico que registra, amplifica y digitaliza la sefial para eventualmente visualizarla
en una computadora a través de un software especializado. La corriente idnica registrada
estd determinada por los elementos del sistema que forman el circuito, tales como el
namero de canales presentes en la membrana, su resistencia al flujo de iones a través de su

poro y por supuesto la diferencia de potencial o voltaje que induce el flujo de los iones.
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Electrodo

Figura 12. La técnica de Patch Clamp. Esta técnica consiste basicamente en imponer diferencias de voltaje a través de la membrana con
el uso de dos electrodos. Uno de ellos esta en el bafio y aterriza el medio extracelular o bafio. El otro electrodo se encuentra dentro de
micropipetas de vidrio y es por donde se aplican las variaciones del voltaje deseados. Las micropipetas de vidrio con finos cuellos que se
ponen en contacto con la membrana celular y forman un sello de alta resistencia. (A) Preparacion de la célula. (B) Configuracion de
“cell-attached”, la cual permite el registro de corrientes de un pequefio nimero de canales. (C) Configuracion denominada “whole-cell”
lograda después de romper mediante una leve succidn el pedazo de membrana contenido en la boca de la micropipeta. (D) Configuracion
de “inside-out-patch” lograda mediante la escision de segmentos de membrana con un movimiento repentino para alejar la micropipeta de
la superficie

6.111  Seleccion de los datos experimentales usados

El conjunto de datos experimentales que gentilmente fueron proporcionaron por los grupos
del Dr. Jorge Arreola Gémez y el Dr. Criss H. Hartzell para la realizacion de este trabajo

tienen como caracteristicas principales lo siguiente:

e Son el resultado de promedios de n experimentos (con n > 5), lo cual es un importante
aspecto de los datos, pues reflejan las caracteristicas de interés en nuestro analisis de la

cinética de apertura y cierre del canal.
e Abarcan un amplio rango de condiciones experimentales, lo cual es importante para que

la descripcion de la apertura y cierre del canal sea mas completa. Los datos usados se

enlistan enseguida:
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. Trazos promedio de ¢ registrada a diferentes [Ca®*]; (0, 0.2 y 1 puM) obtenidos
usando protocolos de escalones de voltaje que comprendieron un rango de entre -
100 a +160 mV en incrementos de 20 mV con duracién de 0.5 s sobre células
expuestas a condiciones de CI” ([CI']¢/[CI]i =140 mM /40 mM) para [Ca®*]=0, 0.2
UM y ([CI'T/[CI]i =140 mM /140 mM) para [Ca®*]i=1 uM.

. Trazo representativo de la I obtenida por perfusion rapida de 20 uM Ca®" sobre
parches de membrana en la configuracion “inside out” sujetos a Vi, en el rango de -
100 y +100 mV bajo condiciones simétricas de CI" (J[CI']¢/[CI']; =140 mM /140
mM).

. Trazos promedio de la I registrada a [Ca?*]i = 0.2 uM obtenidos usando estimulos
de Vn, de 3 s para células expuestas a diferentes [Cl]e (1, 10 y 140 mM)
manteniendo la [Cl]ja un valor de 40 mM

. Trazos promedio de la Ic registrada ante la aplicacion de pulsos de Vi, de larga
duracién (20 s) que comprendieron un rango de entre -20 a +140 mV para
condiciones de [Ca?*]; = 0.2 uM y [CI']/[CI]i =30 0 140 mM /40 mM.

. Trazos promedio de las relaciones Ic—Vn, obtenidas del estado estacionario para las
condiciones de [Ca?*]; = 0 uM y [CI'/[CI']i =30 0 140 mM /40 mM.
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Capitulo 7. Resultados.

7.1 Analisis cinético de la aperturay cierre de TMEMI16A.

En esta seccion se presenta la manera en la que se construyd el modelo que proponemos
para describir el mecanismo de apertura y cierre TMEM16A basado en un anélisis cinético

de I¢,. Para este cometido fueron consideradas las siguientes observaciones y suposiciones:

a. El Canal se abre en ausencia de Ca" intracelular

b. La probabilidad de apertura del canal aumenta al incrementar el Ca** intracelular

c. El voltaje disminuye la concentracién de Ca”* necesario para obtener el 50% de la
respuesta maxima

d. Se requiere al menos la unién de dos iones de Ca* para activar el canal

e. La apertura de los canales aumenta al incrementar la concentracién extracelular de
cloruro.

f. Los iones de CI" extracelular participan en la regulacion del mecanismo de apertura
y cierre del canal. En este trabajo se considera solo un ion de CI" extracelular dentro
del andlisis.

g. Es de importancia mencionar que en nuestros modelos no se considera el efecto del
CI" de medio intracelular sobre el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A,

esta suposicion se justifica por la limitada informacion relativa a este hecho.

Se disefiaron varios modelos para describir el mecanismo de apertura de TMEMI16A,
algunos de ellos se exponen brevemente a continuacion. Aunque muchos de estos modelos
son capaces de describir algunos aspectos importantes de la activacion de TMEM16A, la
mayoria de ellos no tienen un grado de validez suficiente para ser considerado como una
opcidn fiable en la descripcion de los datos. No obstante, pueden llegar a ser Utiles para la
descripcion de nuestra légica de construccion y nos condujeron eventualmente a desarrollar
un modelo de 12 estados, el cual satisfactoriamente reprodujo las propiedades de activacion
de TMEM16A por el acoplamiento de Vi, Ca?*y CI".
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7.11 TMEMZ16A se activa por V,, en ausencia de Ca®* intracelular.

Como ya se ha sefialado, cualquier propuesta de modelo que tengamos en mente para
describir el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A debe contemplar una via que
represente su activacién en ausencia de Ca®* intracelular. Este hecho puede ser
representado por un modelo de 2 estados, como aquel representado por el Esquema 1. Para

este caso, las frecuencias de transicion son ag Y .

La solucion para la probabilidad Po de encontrar a los canales en el estado abierto para la
condicion de estado estable esta dada por la ecuacion 29 considerando que t tiende a
infinito:

p,=—% _—_ 1 Ecuacion 29
O™ ap+Bo 1+B°/a0

De la Ec. 29 es posible notar que para que la Po del canal pueda ser dependiente del voltaje,
a, 0 By 0 ambas tiene que ser dependientes del V.. Para este caso se asume que la forma de
las frecuencias de transicién es de caracter exponencial con Vp, como lo expresa la
Ecuacion 24 (Eyring, 1935a, 1935b), esto es:

zFvm _zrFVm .
Opg =a*e RT y Bo=bx*xe rT Ecuacion 30
donde a y b son los valores de o, y By 2 Vm=0, z, z, son las cargas aparentes asociadas con
las transiciones dadas, F es la constante de Faraday, R es la constante de los gases y T es la

temperatura.

Puesto que la probabilidad de apertura es una propiedad intrinseca del canal, el hecho de
que el canal se pueda abrir en ausencia de Ca®*" sugiere que el canal podria tener un
mecanismo de sensado intrinseco de voltaje, mismo que se ve reflejado en la dependencia
con Vp, de las frecuencias de transicion. Como se ha mostrado arriba, la apertura de los
canales incrementa ante el aumento de Ca*" intracelular, por lo tanto, el efecto del Ca®*
sobre las configuraciones cerrada y abierta del canal, ilustradas en el Esquema 4, puede ser
tomado en cuenta en distintas formas. En la Tabla 1 se presentan algunos modelos que son

el resultado de considerar la unién del Ca** ya sea sobre el estado cerrado (C), el abierto
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(O) o en ambos. A pesar de que estos modelos son inconsistentes con la evidencia
experimental que establece que al menos dos iones de Ca®* serfan requeridos para propiciar
la respuesta de los canales (Arreola et al., 1996; Niliusr et al., 1997; Kuruma & Hartzell,
2000; Haase & Hartung, 2006; Brunner et al., 2014), la mayoria de estos modelos son
capaces de reproducir muchas de las propiedades de activacion de TMEM16A causadas por
efecto de V,, y Ca®* (Tabla 1). Es importante hacer notar que los modelos ilustrados por los
Esquemas 5, 6 y 7 de la Tabla 1 representan propuestas aceptables y funcionales para
intentar describir el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A, pero estas propuestas
no poseen una validez que permita tomarlas como una buena propuesta. Para ilustrar de
manera mas clara la Gltima afirmacién tomemos como ejemplo el Esquema 7. Este
Esquema consta de dos estados cerrados y dos abiertos que estdn conectados por las
frecuencias de transicion a;, B con i =1, 2, 3, donde todas poseen una dependencia con Vp,
y ademés también o, = a, ([Ca®'];). Este esquema establece que el mecanismo de apertura y
cierre del canal puede darse en dos modos independientes. Aquel en el que estimulos de Vi,
propicien su transicion directa del estado cerrado (C) al abierto (O) y viceversa, y en el que
a la configuracién cerrada se una un ion de Ca** (Cc,) de manera dependiente del \V,, para
eventualmente alcanzar una configuracion abierta (Oc,) que también es dependiente del V.
Pero dentro de este mecanismo, ¢qué hay de distinto entre el estado cerrado (C) y el estado
abierto (O) tal que para esta propuesta, la union del Ca** es preferencial para el estado
cerrado? y ¢Por qué no es posible en el Esquema 7 establecer una transicion del estado O al
estado Oc,?. No tenemos algo que nos impida considerar o no la existencia de los eventos
antes indicados, pero descartarlos con antelacion resulta en un marco probabilistico menos
completo y como consecuencia con menor validez para intentar resolver nuestro problema.
Precisamente el Esquema 8 de la Tabla 1 refleja lo que en las lineas anteriores se expuso.
Este Esquema (al igual que los demas en la Tabla 1) es también inconsistente con la
evidencia experimental que indica la unién de dos iones de Ca** al canal para inducir su
respuesta. Sin embargo, este modelo puede ser capaz de reproducir varias de las
propiedades de activacién de TMEM16A por efecto de V,, y Ca®* intracelular. Para cerrar
la discusion relativa a la validez de algin modelo propuesto, es importante sefialar que los
esquemas propuestos por Arreola et al., 1996, Haase et al., 2006, y Kuruma and Hartzell.,

2000 son perfectamente aceptables y consistentes con las bases experimentales, no obstante
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como puede notarse contienen elementos (mas alla de aquellos como el no tomar en cuenta

factores importantes en el mecanismo de apertura y cierre y las fallas inherentes a cualquier

propuesta tedrica) que limita su validez.

Esquema Limitaciones Alcances
5 No reproduce la | Reproduce
perfusion rapida | propiedades
para Vp tales como:
a «, negativos y el cinética de
C I’ | <_—>[3 ] IE <_—>B ] ECa comportamiento lcia
1 z ¢ de ECx e diferentes
sobreestimado. Vmy
[Ca*]s.,
apertura del
canal en
ausencia de
Ca?".
6 La apertura del | Reproduce la

=gl = ]
4

canal es muy
rapida y los
valores de ECsg
estan

sobrestimados.

cinética de
I a
condiciones
de bajo
[Ca®™];,
apertura del
canal en
ausencia de
Ca’'yla
perfusion

rapida.
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Ca’*. La
cinética de
Ici es buena
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[Ca™]i> 10
HM.
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cinética de I cinética de
para [Ca®"]>1 | activaciony
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es buena
para [Ca®"];
<1 uM.

Tabla 1. Modelos propuestos para describir el mecanismo de apertura y cierre de TMEMZ16A regulado por cambios en el V, y cambios
en la [Ca®"],.

El mecanismo de apertura y cierre de los CaCCs es complejo como para pretender
describirlo con los sencillos Esquemas mostrados en la Tabla 1. Sin embargo, es partiendo
de sencillos Esquemas que se pueden construir buenas propuestas. Por ejemplo, el modelo
representado por el Esquema 1 establece que en ausencia de CI" y Ca®* intracelular,
TMEML16A podria estar en alguno de los dos estados C y O para el cual las frecuencias de
transicion o, y B, 0 ambas tienen que ser dependientes del V.. En condiciones
experimentales donde se encuentran los iones Ca*" y CI°, ambos estados conformacionales
son susceptibles de interactuar con los iones de Ca?* y CI". Debido a la imposibilidad en
determinar que ion puede unirse primero al canal se consideran las dos posibilidades como

se describe enseguida.
7.111 Union del ion de CI” desde el medio extracelular

Dado que los experimentos fueron hechos ante soluciones externas e internas que contenian

CI, en ausencia o presencia de Ca?* intracelular podriamos pensar que los estados
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conformaciones C y O podrian ser susceptibles de aceptar primero a un ion de CI". Asi que,
cuando [Ca®*]i= 0 uM y haya presencia de iones de CI" en ambos lados de la membrana,
para un canal que este experimentando transiciones entre los estados C y O podria unirse un
ion de CI" y adquirir las configuraciones C¢y ¢c/O como se representa en el Esquema de la
Figura 13. Las reacciones de asociacion y disociacion del CI” en el estado cerrado (C s C¢y)
estardn controladas por las frecuencias de transicion [Cl]ekcein Y Kecz, mientras que
aquellas del estado abierto (O s ¢O) por [Cl]ekoci Y Kociz, respectivamente. Por otro lado,
aciy Y Beir son las frecuencias de transicion que controlan las conversiones Cey s ¢O. y
todas las frecuencias de transicion dependeran de Vn, ElI Esquema mostrado en la Figura
13describira el mecanismo de apertura y cierre del canal a causa del Vi, y el CI” extracelular

en ausencia de Ca?" intracelular.

®
R+ ++++ TP+ ++++
[CF ]ekcu kCIZ [CF ]ekou k0|z
++++ 0 ++++ ++++@ ++++

]/E ]E

Figura 13. Representacion de las configuraciones logradas por la unién de un ion de CI” sobre los estados cerrado y abierto del canal. En
ausencia de Ca?* intracelular y CI" externo la activacion de TMEM16A dependiente de Vy, fue representada como una reaccion cinética
entre dos estados; cerrado C y abierto O. Las transiciones entre C y O estan controladas por las frecuencias oz y B, las cuales tienen
dependencia exponencial con V.. Si se considera que el CI™ externo se une primero al canal, como es representado por la esfera color

verde, se induciran dos estados conformacionales mas; Cei y Oc. Las transiciones C$ Ce estan controladas por las frecuencias [ClTekcen
y kcciz , mientras que las transiciones 0% ¢0 por [Cllekoci: Y Kociz - Finalmente aciy y Pen son las frecuencias de transicion que
controlan la reaccién Cey S Oc.

7.1V Union de los iones de Ca?" desde el medio intracelular

Por otro lado, si ocurriera primero la unién de un ion de Ca?* sobre cualquiera de las

configuraciones cerrada o abierta del canal, entonces podria adquirir las configuraciones
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Ccay Oca cOMO se representa en el Esquema de la Figura 14. La afinidad del Ca** por sus
sitios de unién sobre el canal es dependiente del Vr,, entonces los procesos de asociacion y
disociacién del Ca?* deben o pueden tener dependencia con V. Consideramos que las
frecuencias de transicion Koz y ke que estan involucradas en la asociacion del Ca?* sobre
las configuraciones abierta y cerrada, respectivamente, son independientes del V. Esta
suposicion se justifica por la observacion experimental de que la constante de tiempo de
activacion de los CaCCs es independiente de Vp, (Kuruma & Hartzell, 2000; Xiao et al.,
2011). Por otra parte, la constante de tiempo de cierre de los CaCCs presenta un
comportamiento que es dependiente de V.. Por lo tanto, se considero6 que las frecuencias de
transicion ko Yy kez que estan involucradas en la disociacion del Ca®* son dependientes del
V.

B.

R+ T+t +HiR+

[Ca2+]ikml T Kes [Ca2+]ik011 (1

++++07 +i+4+ ++++ ++++
— (xl —
—
Ca D me— OCa
B,
— ':—--
g C

Figura 14. Representacion de las configuraciones logradas por la union de un ion de Ca?* sobre los estados cerrado y abierto del canal. Si
se considera que el Ca®* intracelular se une primero al canal, como es representado por la esfera color azul, se induciran dos estados

conformacionales mas; Cc, Y Oca. Las transiciones C5Cc, estan controladas por las frecuencias [Ca*Jike; y Kca, mientras que las
transiciones 05 Oc, por [Ca®']; Koy Y Ko, ademés, o y B2son las frecuencias de transicion que controlan la reaccion Ce, S Oca.

Los esquemas mostrados en las Figura 13 y Figura 14 representarian la condicion donde se
han unido un ion de CI" 0 un ion de Ca?* de manera dependiente con V. Por lo tanto, estos
Esquemas en principio ya incluyen la dependencia con Vn, y CI" (Figura 13) o la
dependencia con V,, y Ca** (Figura 14). Sin embargo, los factores Ca** y CI" no son
independientes sobre el mecanismo de apertura y cierre de los canales. Por lo tanto, estos

Esquemas pueden extenderse para considerar la unién conjunta de Ca?* y CI". Por ejemplo,
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si iones de Ca®" intracelular se agregan, como sucede en los experimentos de perfusion
rapida o son liberados de fuentes intracelulares como el reticulo endoplédsmico, el canal
podria visitar estados adicionales cerrados y/o abiertos inducidos por la asociacion de iones
de Ca®* més iones de CI". Estos pasos se ilustran en el Esquema de la Figura 15. En este
caso las frecuencias de transicion que controlan las reacciones caC s ¢iCca SON [Clekceis ¥
Kccis, mientras que aquellas que determinan c,0 S ¢Oc, estan controladas por [Clekocis Y
kocs. Por otra parte, [Ca**]iko1, [Ca®*likoici, [Ca* Tikcict Y [Ca* ke son las frecuencias de
transicion de asociacién del Ca?*, mientras que Koa, koacr, Keoer Y kei son las frecuencias de
transicion que controlan la disociacién del Ca?*. Los subindices CI” indican estados
ocupados por el ion de CI o las frecuencias de transicion involucradas con la unién del CI'.
Finalmente aj, Bi, oci, Bci con i=1,2 son las frecuencias de transicion que controlan las

reacciones C s O sin'y con CI', respectivamente.
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Figura 15. Representacion de las configuraciones logradas por la unién conjunta de un ion de Ca?* y un ion de CI" sobre los estados
cerrado y abierto del canal. Si se asume que el CI extracelular se ha unido al canal y enseguida ocurre la unién del Ca*" como es
representado por la esfera color azul, se inducirdn cuatro estados conformacionales més; Cca, Oca, ciCca Y ciOca. Las frecuencias de
transicion que controlan las reacciones c.C S ciCea Son [Cllekceis Y Kec, Mientras que aquellas que determinan c,05¢Oc, estan
controladas por [Clekocis Y Kocu. Por otra parte, [Ca®*Tikos, [Ca*TiKoici, [Ca®*likeiar Y [Ca®*like: son las frecuencias de transicion de
asociacion del Ca®, en tanto que Kop, Koz Kcaci Y Ker son las frecuencias de transicion que controlan la disociacion del Ca®*. Los
subindices CI" indican estados ocupados por el ion de CI o las frecuencias de transicion involucradas con la unién del CI. Finalmente o,

Bi, acii, Beii con i=1,2 son las frecuencias de transicion que controlan las reacciones C S O sin'y con CI', respectivamente. Aquellos ciclos
enmarcados por las lineas punteadas color verde no satisfacen la reversibilidad microscopica (Tolmann, 1979). .
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IAY Puede el modelo de 8 estados explicar la activacion de
TMEM16A?

Por lo tanto, se puede ver ahora que el modelo de 8 estados de la Figura 15 contiene las tres
variables que se estan considerando en este trabajo; Vi, Ca** y CI'. En esta etapa decidimos
evaluar si el modelo de 8 estados que incluye la unién de un solo ion de Ca®* con
dependencia de Vy, y presencia de CI” podria servir para describir el mecanismo de apertura
y cierre de TMEM16A, ya que como se afirma en la Tabla 1, el sencillo modelo
representado por el Esquema 8 logré aproximar relativamente bien varias propiedades de
activacion del canal y posiblemente la accion del CI™ pueda ser cooperativa en la respuesta
del canal hacia su activaciéon. Entonces el modelo de 8 estados fue implementado en el
software IChMASCOT (Covarrubias et al., 2008; Dougherty et al., 2008; Séanchez-
Rodriguez et al., 2012) para realizar un ajuste global de los datos y asi extraer los valores
numéricos méas dptimos de los pardmetros asociados con las frecuencias de transicion del
modelo. Los datos usados en el procedimiento de ajuste fueron descritos en la seccion 5.11.
La Figura 16 muestra que el modelo de 8 estados (lineas gris) pudo reproducir la cinética de
activacion e inactivacion de la Ig generada por TMEM16A (lineas negras), para las
condiciones de [Ca?*]; 0, 0.2 y 1 uM vy para las condiciones de voltaje indicadas, Figura 16-
A, B, C. Sin embargo, no fue capaz de reproducir correctamente la cinética de activacion e
inactivacion de ¢, para altas [Ca®*]; tales como 20 uM (Figura 16-D). Ademas, éste modelo
logra describir con gran aproximacion la cinética de I generadas con pulsos de 3 s para
condiciones de [CI]e =1, 10 mM (Figura 16-A) y pulsos de 20 s de duracion ante
condiciones de [CI]¢=30, 140 mM (Figura 16-B). La Tabla 2 enlista los valores numéricos
de los parametros de las frecuencias de transicion usadas para realizar el ajuste global a los

datos experimentales.
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Frecuencia de

Valor del parametroa 0

transicion Expresion Parametro mv
010 (s-l) 0.0023
ZogFVm '
a a e BT (0.00191 + 0.0003)
7, 0.1064(0.1245 + 0.0064)
Bio (1 14676.0293(15176.28743 +
—2gFVm ’ 1160.7801)
ﬂl ﬁl o€ RT
' 25 0.084
(0.08787 +0.0013)
koq 0(5-1 Il-l) 118.733
z:FVm '
Kos koroe T (143.5514 + 24.8247)
7 0.0008
(0.00333 + 0.0024)
koz0 (s 0.0009
—Z,FVm
Koz kozoe KT (0.00137 + 0.0002)
2, 0.5346
(0.5671 + 0.0275)
kio (s 0.0287
Z;1FVvm '
aci kyge RT (0.02624 + 0.0046)
21 0.1817
(0.20718 + 0.0253)
kyo (59 60838.8
Ben kyoe T (67235.5963 + 6480.1665)
’ 0.7109
212
(0.7737 £ 0.0627)
k+Cl,0(5_1 M'l) 0.0064
ZyclFVm
Keein kicroe RT (0.0076 £ 0.0014)
Zog 0.0665
(0.0748 + 0.0052)
k—cz,oew Kcio (s 0.0008
Kceiz (0.0008 # 3.3X10°)
Zclo 0.1479
(0.19505 + 0.0488)
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kior0 (s* MY 0.0001
ZyolFVm
Kociy kior0€ BT (0.0003 * 0.0001)
Zio1 0.1795
(0.1939 + 0.0565)
k_o10 57 3366.6467
—Z_olFVm
Koctz k_oioe” RT (3819.5205 + 529.4714)
Z o1 0.1191
(0.12496 + 0.0024)
B
k1 = kos P ay = lay Br = LBy
cz = 7oz
h l Hml = hL
kcict = ﬁkm kcaci = zkoz Aciz = 70‘611 Pewz Pen

kociz = mkoci kocia = Mkociz koic = %km kozct = ko2
[ =8.8049 m=33.1978 h=0.0341
kCCl3 = hkCCll kCCl4 = HkCClZ (9.658511.1204) (36-486817.8644) (0.034610.0055)
L= 0.0006 . M= 1.0082 H=312.1575
(0.0006+5X10™) | (1.1194+0.1929) ((288.916+23.2829)

Tabla 2. Valores de los parametros asociados con las frecuencias de transicion del modelo de 8 estados obtenidos del ajuste global a los

datos de TMEM16A.
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[Ca*1=0.2uM

A [Ca”]=0uM

+160 mV +100 mV
[0.2
—
D 100ms  _100 mv
[Ca”]=1uM [Ca*']=20uM
+100 mV /
> 10.2
1 O'O_'ms -100 mV

Figura 16. Ajuste global del modelo de ocho 8 estados a registros promedio de la Ic; generada por TMEM16A y obtenidos ante diferentes
condiciones de V,, y [Ca?7];. Las lineas solidas color gris representan los ajustes hechos con IChMASCOT, mientras que las lineas en
color negro representan los datos experimentales.(A-C) Registros normalizados de la I, obtenidos en la configuracion de “whole cell”
para células dializadas con [Ca*']; de 0 uM, 0.2 uM, 1 uM y 20 uM usando un protocolo de escalones de voltaje en un rango de -100 a
+160 mV para el caso de 0 UM vy para el resto de los registros el voltaje vario en un rango de -100 a +100 mV, en todos los caso el
incremento de los escalones de voltaje fue de 20 mV. (D) Trazos representativo de la I¢; obtenida de segmentos escindidos de membrana
expuestos a la aplicacion y lavado rapido de 20 uM de Ca*. La barra color gris sobre los trazos de la I, indica el periodo de tiempo de
aplicacion del Ca®*. El coeficiente de regresion fue R?= 0.95 para el ajuste simultaneo. Los registros de I con [Ca*]i= 1y 20 uM se
obtuvieron de células expuestas a condiciones simétricas de 140mM de Cl"y el resto fueron de células expuestas a condiciones [CI¢/[CI
1 140/40 mM.
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Figura 17. Ajuste global del modelo de 8 estados a registros promedio de la Ic generada por TMEM16A obtenidos usando la
configuracion de “whole cell” ante diferentes condiciones de Vi, y [Cle. Las lineas solidas color gris representan los ajustes hechos con
IChMASCOT, mientras que las lineas en color negro representan los datos experimentales. (A, B) Registros de I¢ obtenida de células
expuestas a [Cl7.=1 y 10 mM y dializadas [Ca*];=0.2 uM; usando un protocolo de voltajes como el mostrado en la Figura 8. (C, D)
Registros de I¢; obtenida con pulsos de 20 s sobre células expuestas a [CI']:=30 y 140 mM vy dializadas [Ca?*];=0.2 uM usando un
protocolo de escalones de voltaje en un rango de -20 a 120 mV con pasos de 20 mV. El valor del coeficiente de regresion en este caso fue
de R?= 0.95 para el ajuste global simultaneo.

7.Vl  El modelo de 12 estados explica la activacion de TMEM16A

Dado que el modelo de 8 estados no es capaz de reproducir los experimentos de perfusion
rapida, y al ser estos un distintivo importante que refleja las caracteristicas de los procesos
de asociacion y disociacion del Ca?* sobre el canal y esto a su vez de la mano con el hecho
sefialado anteriormente en el que se establece que para que TMEMI16A alcance una
activacion completa se requiere de que al menos dos iones de Ca** se unan por al canal.
Asi, cuando se considera la unién adicional y secuencial de un ion de Ca®* en la
configuracién de 8 estados, se tendra como resultado una configuracion con 12 estados,

como lo muestra el Esquema de la Figura 18. En este caso asumimos que para cada estado,
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ya sea abierto o cerrado, la unién del Ca** ocurre con la misma afinidad individual en cada
estado conformacional. Esto significa que las transiciones adicionales que conducen a los
estados cerrados y abiertos con dos iones de Ca’* son controladas por las mismas
frecuencias de transicion establecidas en los Esquemas mostrados en la Figura 13 y Figura
15, es decir; [Ca*'Tikoy Y [Ca*'Tike1 controlan la asociacion del Ca** en las reacciones O S
Oca y C 5 Cea, respectivamente, en ausencia de CI', mientras que [Ca?*]ikoic Y [Ca®*Tikeicy
son las frecuencias de transicion que controlan la asociacién del Ca®* en las reacciones ;O
S ¢ciOca Y ciIC S ¢iCca en presencia de ClI™, en tanto que Koz, Kc2, Kozcr Y Keacr son las
constantes de disociacién del Ca** en ausencia y presencia de CI', respectivamente. Por otra
parte, las frecuencias de transicion [Cl]ekocis, [Cl]ekocis, [Cl]ekecis Y [Cl]ekecis controlan
los procesos de asociacion del CI en las reacciones Oca S ciOca Y Cca S ciCca, Y 10
procesos de disociacion del CI” quedan determinados por las frecuencias de transicion Kocia,
Kocis, Kcciz Y Kecis, todos estos procesos ocurren en presencia de Ca?" intracelular.
Finalmente, las reacciones ciC s ¢iOca Y ciC S c102ca eStan reguladas por las frecuencias de

transicién acji, Bcii con i=1, 2, 3.
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Figura 18. Configuracion lograda por la unién de un ion de Ca* sobre la configuracion de 8 estados. Si se asume que el CI™ extracelular
se ha unido al canal y enseguida ocurre la unién del Ca® sobre una configuracion ya se induciran cuatro estados conformacionales mas;

Cca Ocar ciCca ¥ ciOca. Las frecuencias de transicion que controlan las reacciones c.C S ¢/Cca S0N [Cllekecis Y Kee, Mientras que

aquellas que determinan c,0%5 ¢/Oc. estan controladas por [Cl]ekocisY Kocis. POr otra parte, [Ca*Tikos, [Ca®TiKoicr, [Ca**Tikcicr Y [Ca® liker
son las frecuencias de transicién de asociacion del Ca?*, en tanto que Ko, Koaci, Keaai Y Ker Son las frecuencias de transicion que controlan
la disociacion del Ca®*. Los subindices CI indican estados ocupados por el ion de CI" o las frecuencias de transicion involucradas con la

unién del CI'. Finalmente, las reacciones ciC 5 ¢iOca Y ciC 5 ¢iOaca estan definidas por las frecuencias de transicion acji, Bci con i=2, 3..

Sin embargo, también cabe la posibilidad de que la unién de los dos iones Ca** puede
ocurrir antes de que el ion CI" se logre unir primero al canal. Por lo tanto, cuando ambos
iones, tanto el de Ca** como el de CI estan presentes, para un canal que transita entre los
estados C y O podria suceder que primero se le unan los dos iones de Ca®* de manera
secuencial y modulada por el V, en cada conformacion, como se muestra en el Esquema de

la Figura 19. Este Esquema representaria aquella condicion experimental usada para
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registrar lc; sobre células bafiadas en solucion sin CI" y dializadas con solucion que contenia
Ca®" y CI'. Las transiciones a los estados C y O con uno o dos iones de Ca** asociados son
controladas por las frecuencias de transicién [Ca®*]i kci, kca, [Ca?']i ko1 Y ko2 dado que

asumimos la misma afinidad individual del Ca?* para el estado C o para el estado O.
.
gL=Jl
— Bl
Zlcaz_]ikul T ke, Ko, TlZ[Caz‘]ikm
= @, 5
J L. B =
& ¢
[Ca* )ik, l T 2k, Zkole [Ca*)iko,

—_— a,
T
— 3
«®

oV

Figura 19. Configuracion lograda por la unién secuencial de dos iones de Ca?" en ausencia de CI'. En ausencia de Ca®* intracelular y CI
externo la activacion de TMEM16A dependiente de Vi, fue representada como una reaccién cinética entre dos estados; cerrado C y
abierto O. Las transiciones entre C y O estan controladas por las frecuencias a; y B1, las cuales tienen dependencia exponencial con Vi,
Si se considera que el Ca*" intracelular se une primero al canal, como es representado por la esfera color azul, se induciran dos estados

conformacionales mas; Cc, Y Oca. Las transiciones C5Cc, estan controladas por las frecuencias [Ca*Jike; y Kca, mientras que las
transiciones 05 O, por [Ca®']; Koy Y Ko, ademés, o y B2son las frecuencias de transicion que controlan la reaccion Ce, S Oca.

Entonces, la union adicional de un CI" externo sobre las conformaciones ilustradas en el
Esquema mostrado en la Figura 19 conducira también al modelo de 12 estados. El efecto de
la unién del Ca** sobre alguna transicién dada o sobre la asociacién del CI” en cualquier
estado conformacional esta explicitamente incluido en los casos apropiados por factores de
peso. Asi el parametro | se usé para pesar el efecto del Ca?* sobre la transicion Cca 5 Oca
mientras que L fue usado para la transicion inversa; h y H fueron usados para pesar el
efecto del Ca®* sobre la asociacién y disociacion del CI” en las transiciones Ccs SciCea; My
M fueron usados para una transicion similar a lo que ocurre entre los estados abiertos Oc, S
ciOca. Estos parametros de peso escalan las frecuencias de transicion apropiadas como es
indicado por las expresiones que describen cada transicién en las Tablas 2 y 3. Debido a

que el CI" permea, se espera que no todos los ciclos que se contemplan en el modelo de 12
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estados satisfagan el principio de reversibilidad microscopica (Tolmann, 1979). Los ciclos
concéntricos resaltados por las franjas grises no satisfacen la reversibilidad, el resto la
satisfacen.

Para probar el modelo de 12 estados, realizamos un ajuste global para el mismo conjunto de
datos probados con el modelo de 8 estados y asi poder obtener los valores numéricos de los
parametros asociados con las frecuencias de transicion del modelo de 12 estados. La Figura
20 muestra los resultados del ajuste global simultaneo (lineas solidas color gris) a los datos
experimentales (lineas solidas color negro) obtenidos para diferentes condiciones de Vp, y
con la [Ca?*]; de 0 uM (A), 0.2 uM (B), 1 uM (C) y 20 pM (D). A diferencia de lo que
ocurrio con el modelo de 8 estados, el modelo de 12 estados ajusto mucho mejor la cinética
de la I generada por los experimentos de perfusion rapida (Figura 20-D). Por otro lado, en
la Figura 21 se muestra como el modelo de 12 estados también logrd describir
correctamente la cinética de la I, obtenida para diferentes condiciones de Vn, y las
condiciones de [Cl]e= 1 mM (A), 10 mM (B) ante pulsos de voltaje con duracion de 3 s.
Asimismo, el modelo de 12 estados logra describir la cinética de Ic) ante la aplicacion de
voltajes de larga duracion para [Cl]e de 30 mM (C) y 140 mM (D). En ambos modelos,
tanto el de 8 como el de 12 estados, se presentan problemas en reproducir correctamente la
activacion de la I generada bajo condiciones de [CI]e=30 mM. El coeficiente de regresion
R? tuvo un valor de 0.98 comparada con 0.95 que se obtuvo con el modelo de 8 estados, lo
cual indica que el modelo de 12 estados ajusto de mejor manera el conjunto de datos

experimentales.
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Figura 20. Ajuste global del modelo de 12 estados a registros promedio de la I, generada por TMEM16A y obtenidos ante diferentes
condiciones de Vi, y [Ca?];. Las lineas solidas color gris representan los ajustes hechos con IChMASCOT, mientras que las lineas en
color negro representan los datos experimentales.(A-C) Registros normalizados de la I, obtenidos en la configuracion de “whole cell”
para células dializadas con [Ca*']; de 0 uM, 0.2 uM, 1 uM y 20 M usando un protocolo de escalones de voltaje en un rango de -100 a
+160 mV para el caso de 0 uM y para el resto de los registros el voltaje vario en un rango de -100 a +100 mV, en todos los caso el
incremento de los escalones de voltaje fue de 20 mV. (D) Trazos representativo de la I¢; obtenida de segmentos escindidos de membrana
expuestos a la aplicacion y lavado rapido de 20 pM de Ca?*. La barra color gris sobre los trazos de la I, indica el periodo de tiempo de
aplicacion del Ca?". El coeficiente de regresion fue R?= 0.98 para el ajuste simultaneo. Los registros de I con [Ca?l= 1y 20 uM se
obtuvieron de células expuestas a condiciones simétricas de 140mM de CI"y el resto fueron de células expuestas a condiciones [CI]¢/[CI
1i 140/40 mM. Figura tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016.
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A [CI1 =1 mM B [CI1=10 mM

C D

[CI1 =30 mM [CI1.=140 mM
+120 mV +120mv

-60 -60 mV

Figura 21. Ajuste global del modelo de 12 estados a registros promedio de la I¢; generada por TMEM16A obtenidos ante diferentes
condiciones de Vi, y [CI]e. Las lineas solidas color gris representan los ajustes hechos con IChMASCOT, mientras que las lineas en color
negro representan los datos experimentales. (A, B) Registros de ¢, obtenida de células expuestas a [Cl]e=1 y 10 mM Yy dializadas
[Ca?*i=0.2 uM; usando un protocolo de voltajes como el mostrado en la Figura 8. (C, D) Registros de l¢ obtenida con pulsos de 20 s
sobre células expuestas a [CI].=30 y 140 mM y dializadas [Ca®*];=0.2 uM; usando un protocolo de escalones de voltaje en un rango de -
20 a 120 mV con pasos de 20 mV. El valor del coeficiente de regresion en este caso fue de R?= 0.98 para el ajuste global simultaneo.
Figura tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016.

7.Vl El modelo de 12 estados y sus frecuencias de transicion predicen
propiedades estacionaras que son consistentes con los datos

experimentales

Los parametros estimados para cada frecuencia de transicion asociada al modelo de 12
estados se listan en la Tabla 3. Este conjunto de valores se usaron para reproducir
propiedades de activacion de TMEM16A en estado estacionario que clasicamente son
reportadas en la literatura cientifica tales como las relaciones Ig -V, las curvas dosis-
respuesta y la ECso vs Vm, Ya que estas propiedades son marcas caracteristicas de estos
canales ionicos. La Figura 22 muestra empalmados los valores estimados por el modelo de

12 estados (lineas solidas color gris) al conjuntos de datos experimentales (simbolos). Se
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muestran las relaciones de densidad de corriente vs V, a diferentes [Ca®*]; (A), las curvas
de densidad de corriente como funcién de [Ca*']; (curvas dosis-respuesta) para diferentes
Vnm (B), la dependencia con V,, de la ECs y del coeficiente de Hill (ny) (C). EI modelo
provee de valores muy cercanos a los valores de las curvas de densidad de corriente vs Vi, a
diferentes [Ca®*]i. Sin embargo, el modelo se desvia de los datos de las curvas dosis-
respuesta para los valores negativos de Vy,. Asimismo, los valores de la ECs, estimados por
el modelo son ligeramente diferentes a los datos experimentales.

A e B

A 0.18
4 0.36
o 1

Vm (mV) C

® +60 O -60

12004 m +100 O -100 9 -

@ EC,

|, (PA/PF)
o
3
]

= J -
o
: 0.
) T T T T T T T 1 mmm ) T T T T T T T 1
-100 -50 0 50 100 10* 10° 102 10" 10° 10 -100 -50 0 50 100

Vm (mV) [Ca™] (uM) Vm (mV)

Figura 22. El modelo de 12 estados reproduce las propiedades clasicas de activaciéon de TMEM16A causadas por V, y [Ca®]. (A)
Comparacion directa entre los valores obtenidos del modelo (lineas continuas color gris) vs los datos obtenidos a partir de los

experimentos (simbolos). (A) Relaciones Densidad de Corriente vs V,, para la [Ca*]; indicada. (B) Densidad de corriente como funcion
de [Ca]; (en escala logaritmica) para el V,, indicado. (C) ECs Vs V. R?= 0.98 para el ajuste simultaneo. La Tabla 3 enlista los valores
de cada parametro de las frecuencias de transicion y los pesos de los parametros h, H, I, L, m y M que resultaron del ajuste global y que
fueron usados para reproducir los datos mostrados en esta figura. Tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016.

A
Frecuencia de Expresion Parametro Valor del
transicion parametro a 0 mV
a1 (5-1) 0.0077
2gFVM (0.00803+0.00064)
a ap0e RT
7 0
‘ (0£0)
-1 917.1288
_2gFVm Pro &) (875.0751.77)
b fioe RT
25 0.0064
(0.01133+0.0021)
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1601,0(5_l UM_l)

597.9439

z,FVm (583.58+14.41)
kOl kOl,Oe RT
z; 0
(0£0)
k (sY 2.8530
- 020 (2.8547+0.0189)
Koz koz,oe RT
2 0.1684
(0.166+0.00118)
kyo (s 1.8872
z FVm ' (1.9349+0.0708)
aci k1,oe RT
Z 0.1111
(0.1141+0.00403)
ks o (5-1) 5955.783
-z, FVm ' (5769.96+207.83)
Pen k,oe RT
2 0.3291
(0.3272+0.00346)
14l 1.143x10°®
- Krcro™ MM (1 14x10°40.17x10
+civm 8
Kcen kicioe  RT Al
Zic 0.1986
(0.2112+0.0238)
—Z_ciFVvm 1 0.0009
k-cioe KT Keio (57) (8.52x10™+1.28x10
Keciz 5\
Zcio 0.0427
' (0.04847+0.0098)
k (st MY 1.1947
2eouFVm +oLo (1.1495+0.0459)
Kocn k+01,oe RT
Ziol 0.6485
(0.65+0.0026)
k_o10 3.4987
—Z_oiFVm ’ (3443101096)
kOCIZ k—oz,oe RT
Z_o1 0.0300
(0.0308+0.00054)
B
a; = lay a3 = lza1 B2 = Ly ps = L2ﬂ1
kccis = hkeen kcois = hzkccu kccia = Hkeerz kecie = szcczz
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kociz = mkocin

)
kocis = m*“kocia

kocia = Mkociz

— M2
kOCl6 =M kOClZ

h l m -
kcici = ﬁkm kcacr = Zkoz koict = MkOl Koact = ko2
Hml H lZ = = 2
@ =t | ags = 1\7/1”2 tont Beiz = hLBcu Beis = (RL)Ben
] 1=416411 m=0.0102 h=0.3367
kci = kot ke, = Zkoz (42.04+£1.7) [(0.010+0.00023)| (0.342+0.018)
L=0.1284 M= 0.0632 H= 14.2956
(0.134+0.004) | (0.064+0.001) | (14.2+0.70)

Tabla 3. Valores de cada parametro de las frecuencias de transicion asociados al modelo de 12 estados y obtenidos del ajuste global a los
datos experimentales de la activacion de TMEM16A. Los valores listados se obtuvieron al ajustar el modelo de 12 estados a los datos
promedio de TMEM16A. Tabla de valores tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016.
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Capitulo 8. Predicciones del modelo de
12 estados.

8.1 Los cambios en [CI]. no regulan la sensibilidad por Ca* de
TMEMI16A.

Ha sido mostrado que aniones méas permeantes que el CI" modifican las propiedades de
apertura y cierre de los CaCCs (Perez-Cornejo et al., 2004; Xiao et al., 2011; Betto et al.,
2014). Por ejemplo el SCN" acelera el tiempo de apertura y hace mas lento el cierre de los
canales. Betto et al., 2014 encontraron que en TMEM16B (Ano2), los aniones mas
permeantes que el CI" no solo modificaban las propiedades de apertura y cierre de estos
canales, sino ademaés, encontraron cambios en su ECs, lo cual significa que aniones como
el SCN™ modifican la sensibilidad por Ca®* en los canales TMEM16B. Ya que nuestro
modelo de 12 estados describe correctamente las propiedades de activacion de TMEM16A
causada por el acoplamiento de Vi, cambios en [Ca®*]i y cambios en [CITe, decidimos
evaluar la sensibilidad a Ca?* de TMEM16A a través de la ECs pero ante un cambio en
[CI]e de un valor de 30 a 140 mM. Encontramos que el modelo pronosticd que para -60
mV, los valores de ECs, estimados fueron de 3.1 uM ([CI]¢=30 mM) y 3.5 uM ([CI]e=140
mM), mientras que a +60 mV se obtuvieron valores de ECs de 0.95 uM ([CI]e=30 mM) y
0.85 uM ([CI]e=140 mM). Con esta informacién decidimos verificar experimentalmente si
las predicciones del modelo eran correctas. Para llevar a cabo esto, el grupo del Dr. Jorge
Arreola realizo experimentos de perfusion rapida. En la Figura 23 se muestran trazos
representativos de la I, registrada en la configuracion “inside-out” sobre parches
escindidos expuestos a soluciones que contenian [Cl]e=140 mM (A) y [CI']e=30 mM (B)
sujetos a un voltaje de mantenimiento de 60 mV mientras la [Ca”"]; fue cambiada entre
cero y los valores indicados. Con base a los trazos de la I fueron construidas las curvas
dosis-respuesta mostradas en el panel C. Las lineas continuas sobrepuestas a los datos

(simbolos) corresponden a las predicciones hechas por el modelo de 12 estados. Como se
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puede observar, las predicciones del modelo caen practicamente sobre los datos obtenidos a
partir de los experimentos. Al realizar un ajuste con la ecuacion de Hill (no mostrado para
mayor claridad) a los datos obtenidos experimentalmente, se determinaron los valores de la
ECso, los cuales son mostrados en la Figura 23-D junto a aquellos valores que el modelo
pronostico (lineas continuas). Es posible ver que para V, negativo el pronostico se desvia
un poco respecto a los valores calculado a a partir de los experimentos, por ejemplo, a -60
mV y para la condicion [CI]e=30 mM, la ECs, tuvo un valor de 2.7 + 0.29 pM comparado
con 3.1 uM que predice el modelo, mientras que para a +60 mV los valores son mas
préximos entre si, donde la ECso fue de 0.85 + 0.7 uM y 0.95 uM para el dato experimental

y modelo, respectivamente.

A [CI']°= 140 mM B [CI']0= 30 mM
c d e

+60mV  p +60 mV

100 nAT a f ! l l ’ ‘ | ‘ 100 nAT a b f_JC [——!d r—-—-\e
I1 sl I 10s I_ )

40 ”AI a b \EJ-LdTU- 100 nAI a b
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Figura 23. Efecto sobre la sensibilidad con Ca?* de TMEM16A causada por cambios en la [CI].. (A-B) Registros caracteristicos de la I
obtenida en la configuracion “inside-out” sobre parches escindidos expuestos a soluciones que contenian [Cl]e=140 mM y [CI]e=30 mM
sujetos a un voltaje de mantenimiento de +60 mV mientras la [Ca®']; fue cambiada entre cero y los valores indicados en el recuadro al pie
de los registros. (C) Curvas dosis-respuesta obtenidas a partir de los registros mostrados en A y B. Los simbolos representan los valores
experimentales y las lineas continuas son las predicciones del modelo de 12 estados. (D) Valores de la ECs, estimados a partir de los
experimentos (simbolos) comparados directamente con aquellos valores estimados a partir del modelo de 12 estados (lineas solidas). Los
valores de la ECs, fueron calculados mediante el ajuste de la ecuacion de Hill (no mostrado) a los datos que aparecen en C. Figura
tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016.
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Capitulo 9. Rutas de activacion de
TMEMI16A.

9.1 Activacion dependiente de V,, en ausencia de Ca*" intracelular

Como se ha sefialado anteriormente, la activacion de TMEM16A por efectos de Vi, en
ausencia de Ca?* intracelular (ver Figura 6-A y 15-A) encierra interesantes aspectos
relacionados con la posibilidad de que exista de un sensor intrinseco de voltaje 0 un
mecanismo desconocido que sea el responsable de conferir la dependencia con Vn, a
TMEML16A. La evidencia experimental sugiere que en TMEM16A no existe complejo
molecular responsable de la dependencia con Vy, del canal, lo cual deja abierta la opcion de
que dicho procesos sea llevado a cabo de distinta manera. A este respecto, el modelo de 12
estados es capaz de proveer de una alternativa. EI mecanismo de apertura y cierre para esta
condicion estaria descrito por los estados C, O, C¢ y ¢iO. Al resolver las Ecuaciones
diferenciales A3, A4, A1l y Al2 (véase Apéndice), evaluamos la dependencia temporal de
la probabilidad de ocupacién de los estados C, O, Cc y ¢/O, y asi poder determinar la ruta o
rutas de activacion seguida por los canales. La Figura 24 muestra las probabilidades de
ocupacion Pc, Po, Pca Y Peio calculadas para las condiciones de [Cl]e =30 mM (color rojo),
140 mM (color negro), [CI]i =40 mM, para un estimulo de prueba V= +120 mV con
duracion de 1 s. Las graficas de la Figura 24 muestran que la dependencia temporal de Pc y
Pca Se comportan de un modo que es practicamente constante, alcanzando valores de 0.782
y 0.217, respectivamente. En tanto que Pqo parte de un valor de 0 cuando el V,=-100 mV
y cambia ante la aplicacion del pulso de V, de +120 mV a un valor de 0.0008, el cual se
mantiene hasta la repolarizacion a -100 mV donde nuevamente cae a 0. Por su parte, Po
mantiene un valor que es siempre 0 a cualquier voltaje. Cuando se redujo la concentracion
de CI" extracelular a un valor de 30 mM, el curso temporal de las probabilidades se
preserva, no obstante, se observo que Pc se incrementd a un valor de 0.941, mientras que
Pca Y Pcio cayeron a valores de 0.057 y 0.0002, respectivamente. Estos resultados muestran
que el modelo establece que en ausencia de Ca®* intracelular, la activacién de TMEM16A

estara determinada fundamentalmente por la ocupacion del estado ;O por parte de canales
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que previamente ocuparon el estado Cc;. Entonces, podemos establecer que la ruta de
activacion més probable de TMEM16A bajo condiciones de cero Ca®* est4 dada por
C—Cc—0O¢ como es indicado por las flechas color negro (140 mM) y rojo (30 mM) sobre

el esquema del centro en la Figura 24.
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Figura 24. Activacion de TMEM16A dependiente de V,, y en ausencia de Ca®* intracelular. Probabilidad de ocupacién como funcién del
tiempo para los estados C , C¢j, O y ¢/O. Las probabilidad de ocupacion de los estados Pc, Po, Pce y Pcio fueron calculados para [CI
1e=30 y 140 mM, [CI];=40 mM y [Ca*]i=0 usando un protocolo de escalones de V,, mostrado en la parte superior del panel. Cuando se
calcularon las probabilidades de ocupacion estados Pc, Po, Pco Y Pcio de canales sobre los estados C, O, C¢ y Ocipara la condicion de 140
mm de Cl- extracelular, sus valores fueron de 0.782, 0, 0.217 y 0.0008, respectivamente. Al reducir la concentracion de CI extracelular a
un valor de 30 mM, se observ6 que Pc se increment6 a un valor de 0.941, mientras que Pcc) Y Pclo cayeron a valores de 0.057 y 0.0002,
respectivamente. Lo anterior aunado con el hecho de que Po para el estado O siempre es cero demuestra que el modelo predice que para
lograr la activacién de TMEM16A bajo condiciones de cero Ca®*, es necesario que los iones de CI" se unan en algiin dominio especifico
del canal. Asimismo, podemos establecer que la ruta de activacién mas probable de TMEM16A bajo condiciones de cero Ca?*, est4 dada
por C—Cc—Oc¢ como es mostrado por las flechas color negro (140 mM) y rojo (30 mM) sobre el esquema del centro.

74



.11 Activacion dependiente de V., y en presencia de Ca’" intracelular

Para elucidar el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A en presencia de Ca’*
intracelular, realizamos nuevamente el ejercicio de calcular el curso temporal de la
probabilidad de ocupacion de los 12 estados del modelo. Calculamos las probabilidades
para las siguientes condiciones experimentales: [Cl]e =30 mM, 140 mM [CI']; =40 mM,
[Ca?*]; =0.2 uM, y un pulso de 20 s a +120 mV seguido de una repolarizacién a -60 mV.
Estas condiciones son similares a aquellas de los datos experimentales mostrados en la
Figura 9. Estas condiciones representan un caso general, pues el pulso largo contiene a los
pulsos de corta duracion que comunmente son usados en los reportes de la literatura
cientifica para evaluar las propiedades de activaciones de estos canales ionicos. En la
Figura 25- se muestra la dependencia temporal de la probabilidad de ocupacion para los
diferentes estados del modelo para [Cl]e =140 0 30 mM. Los estados cuyo curso temporal
de su la probabilidad de ocupacién fue mas sensible ante el cambio de [CI']¢ fueron C, Cg,
Cca ciOca, Coca Y ciO2ca. Por ejemplo, al inicio del protocolo de voltaje cuando el valor de
Vm=-60 mV y bajo una condicion de [CI]¢=140 mM, la probabilidad de ocupacion del
estado C fue de 0.65. Este fraccion cae de manera mondtona hasta un valor de 0.12 ante la
aplicacion de V,=+120 mV. Esto indica una desocupacién paulatina del estado C a causa
de la aplicacién de voltaje positivo. Posteriormente, ante la repolarizaciéon a Vi,=-60 mV, la
probabilidad de ocupacidn incrementa a 0.20 donde se mantiene el resto del tiempo de
estimulo. Cuando la [CI]e se redujo a 30 mM, se puede apreciar que en la etapa inicial del
protocolo de voltaje, la probabilidad de ocupacién del estado C fue de 0.79, lo cual
representa un incremento de casi un 15 % respecto a lo mostrado cuando [Cl]. fue de 140
mM. Por su parte, la probabilidad de desocupacion de C cuando el estimulo de voltaje se
fijo a +120 mV decrecidé gradualmente hasta 0.35 al final del pulso de voltaje. Esto
representa practicamente un 30 % menos en relacién a lo observado bajo la condicion de
[CI']e=140 mM. Asimismo, ante la repolarizacion de -60 mV, la probabilidad de ocupacion
de este estado llego a ser de 0.58, lo cual es casi un 30 % mas en relacion a lo que ocurre
con 140 mM. Importante es el hecho de que los estados O,c; Y ciO2ca Mostraron una notoria
sensibilidad ante el cambio de [CI]e cuando se redujo de 140 a 30 mM. Para [Cl]e= 140
mM, la probabilidad de ocupacion del estado »c,O llego a tener un valor de 0.038 a un
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tiempo de aproximadamente 0.2 s y después decayd lentamente a un valor de 0.012. En
contraste, el estado ,c,Oc; incremento en forma monotona alcanzando un valor maximo de
0.37 al final del estimulo positivo de voltaje con duracion de 20 s. Cuando [CI]e se fij6 a 30
mM, la probabilidad de ocupacion del estado »c,Oc; decrecio considerablemente a un valor
de 0.16, mientras que la del estado ,c,0 aumento ligeramente a valores de 0.049 después de
0.2 s para despues disminuir lentamente a 0.035. Estos calculos muestran que el efecto del
alto CI externo es la de incrementar la probabilidad de ocupacion del estado ,c,Oc, 10 cual
da origen al comportamiento dual de activacion, y cuando el CI” externo es bajo, el canal

permanece la mayor parte del tiempo ocupando el estado ,c,O.
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Figura 25. Activacién de TMEM16A dependiente de Vi, y en presencia de Ca?" intracelular. Probabilidad de ocupacién como funcién del
tiempo para los 12 estados del modelo. Las probabilidad de ocupacion de los estados fueron calculados para [CI]e=140 mM (A-C) y [CI
]e=30 mM (D-F). Las ecuaciones diferenciales 1 a 12 (Apéndice) fueron integradas numéricamente y los célculos se hicieron para las
condiciones de [Ca?*]; = 0.2 uM, y pulsos de 20 s a +120 mV seguidos por una repolarizacién a -60 mV. Los estados cuyo curso temporal
de su la probabilidad de ocupacion fue mas sensible ante el cambio de [Cl]e fueron C, Cci, Cca, ciOca Coca Y ciO2ca- Estos célculos
muestran que el efecto del alto CI” externo es la de incrementar la probabilidad de ocupacién del estado ,c,Oc (C, F), lo cual da origen al
comportamiento dual de activacion, y cuando el CI” externo es bajo, el canal permanece la mayor parte del tiempo ocupando el estado
OZCa-
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El calculo de las probabilidades de ocupacién de los distintos estados del modelo también
nos ayuda a establecer las rutas méas probables que sigue TMEM16A en su activacion,
como es ilustrado en el esquema de la Figura 26. El esquema muestra los diferentes estados
que podria visitar en canal en su proceso de apertura. La dependencia temporal de la
probabilidad de ocupacion de los diferentes estados fue usado para establecer las rutas de
activacion mas dominantes que se suceden. Particularmente, estamos interesados en
conocer como llegan los canales a ocupar el estado ,c,Oc;. Nuestro analisis indica que
ocurre a través de dos procesos; (1) Aquel determinado por la transicion OzcaS ¢iO2ca, €l
cual es dominante para tiempos menores a 5 s. En este proceso, el mecanismo de activacion
dominante es aquel en el que ocurre primero la unién secuencial y regulada por el Vy, de los
dos iones de Ca”* sobre el estado cerrado del canal. Una vez que se ha logrado la unién de
los iones de Ca®* ocurre la transicién hacia el estado abierto, y finalmente en la
configuracién abierta inducida por Vi, y Ca** ocurrira la unién del ion de CI’, esto es, se
sigue la ruta C—Cca—Coca— Ozca—ciO2ca asi es indicado por las flechas para las
condiciones de [CI]e=140 (flecha negra) y 30 mM (flecha roja) sobre el esquema de la
Figura 24. (2) El otro proceso es dominante para tiempos mayores a 5 s y para éste, el
mecanismo de activacion esta determinado por la union del CI” sobre la configuracion
cerrada del canal, enseguida ocurre la unién del primer ion de Ca?* sobre la misma
configuracién cerrada, en esta etapa ocurre la transicion hacia el estado abierto y aqui
finalmente ocurre la unién del segundo ion de Ca**, y todo el proceso es regulado por Vi
Este mecanismo estd comprendido en la ruta de activacion Cci—ciCca— ciOca—ciO2ca
como es indicado por las flechas para las condiciones de [CI']e=140 (flecha rosa) y 30 mM

(flecha gris).
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Figura 26. Rutas de activacion para TMEM16A. El esquema muestra los diferentes estados que podria visitar en canal en su proceso de
apertura. La dependencia temporal de la probabilidad de ocupacion de los diferentes estados fue usada para establecer las rutas de
activacion mas dominantes. Un aspecto importante que deriva del anlisis de ocupacién de los estados del modelo es el relativo a la
ocupacion del estado ,caOc lo cual ocurre a través de dos procesos. (1) El determinado por la transicion O,caS ciOzca, €l cual es
dominante para tiempos menores a 5 s. En este proceso, el mecanismo de activacién dominante es aquel en el que ocurre primero la unién
secuencial y regulada por el V,, de los dos iones de Ca®* sobre el estado cerrado del canal. Una vez que se ha logrado la unién de los
iones de Ca* ocurre la transicion hacia el estado abierto, y finalmente en la configuracion abierta inducida por V,, y Ca®" ocurrira la
union del ion de CI, esto es, se sigue la ruta C—Cca—Caca— O2ca—ciO2ca cOMO se indica por las flechas para las condiciones de [Cl]e
indicadas. (2) El otro proceso es dominante para tiempos mayores a 5 s y para éste, el mecanismo de activacion esta determinado por la
unién del CI- sobre la configuracion cerrada del canal, enseguida ocurre la unién del primer ion de Ca®" sobre la misma configuracion
cerrada, en esta etapa ocurre la transicion hacia el estado abierto y aqui finalmente ocurre la unién del segundo ion de Ca?, y todo el
proceso es regulado por V. Este mecanismo esta comprendido en la ruta de activacion Ce—ciCca— ciOca—ciOzca.-
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Capitulo 10. Discusion

Varios modelos cinéticos se han propuesto previamente para explicar la dependencia con
Vi y Ca”* de la apertura y cierre de los CaCCs. Sin embargo, estos modelos incluyeron
reacciones del tipo C SCc, que son dependientes del Ca?*, las cuales ocurren antes de la
apertura del canal sin considerar una transicion C50 en ausencia de Ca®* intracelular y
tampoco el papel del CI” externo. Asi, este tipo de modelos predicen que la probabilidad de
apertura sera siempre igual a cero para cualquier Vi, cuando [Ca?*]i= 0 uM. Esto no es el
caso de acuerdo a evidencia experimental y debe de tomarse en cuenta para explicar el
mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A en ausencia de Ca*" intracelular. En este
trabajo, proponemos un modelo de estados discretos de Markov alternativo que considera la
dependencia de Vi, Ca?* y CI sobre el mecanismo de apertura y cierre del canal. Nuestro
modelo propone que a cualquier V, TMEMI16A transita entre los estados C y O en
ausencia de Ca®* y CI". Posteriormente, un minimo de dos iones de Ca®* se unen
directamente a los estados C y O en un modo dependiente del V- seguido por la
interaccion de un ion externo de CI” para que la apertura y cierre ocurra. O de manera
alternativa, un ion externo de CI" podria unirse a C y O seguido de la unidn secuencial
dependiente del V., de dos iones de Ca®*. Cualquiera de los dos procesos conduce al
modelo de 12 estados, como se muestra en la Figura 19. Este modelo considera que la
durante la apertura y cierre, el canal puede visitar hasta doce estados conformacionales. Las
transiciones entre los estados son dependientes del Vy,, del Ca** y del CI'. La dependencia
con el Vp, se ha incluido de forma convencional, esto es, usando frecuencias de transicion

que son funciones exponenciales del V, tal como fue descrito por Eyring.

Este modelo no es perfecto, por simplicidad asumimos que el Ca®* se une a dos sitios en
cualquiera de las dos conformaciones cerrada (C) o abierta (O) y que la afinidad individual
por cada sitio serd la misma. Esto podria no ser el caso, como lo sugieren mutaciones
localizadas en diferentes partes de la proteina que alteran su sensibilidad por el Ca®*
(Ferrera et al., 2009; Xiao et al., 2011; Yu et al., 2012; Tien et al., 2014). Faltan
refinamientos del modelo tales como, la inclusion correcta del nimero de sitios de union a

Ca®* y sus correspondientes afinidades combinadas con interacciones alostéricas de
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procesos dependientes de Vi, Ca®* y CI” asi como datos estructurales. El hecho de contar
con un modelo nos permite explicar como las tres variables responsables de la apertura y
cierre del canal interaccionan para lograr que el canal llegue al estado abierto. A

continuacion se discuten estos aspectos.

10.1 Dependencia con el Vi,

Un elemento importante para entender el mecanismo de apertura y cierre del canal, es
descubrir su fuente de dependencia con el V. Hasta ahora no hay evidencia de la presencia
de corrientes generadas por algin sensor intrinseco de voltaje, esto sugeriria que la
dependencia con Vy, podria estar conferida de un modo distinto al que se ha reportado en
canales de K*, Na** o Ca*". En estos casos esta demostrado que el sensor intrinseco de Vi
es el responsable de la sensibilidad al potencial eléctrico. En la construccion del modelo de
12 estados, la activacién causada solo por Vy, y en ausencia de Ca?* fue contemplada en el
cicloC 5 0 5 C¢q S 0. Muy interesante fue que el ajuste global de todos los datos
incluidos en el modelo revelaron que es el ion CI" el que podria generar la respuesta
dependiente del V, al unirse a un dominio especifico del canal y asi propiciar su apertura.
Esto lo muestra el analisis de las probabilidades de ocupacion de los diferentes estados que
el canal o canales podrian visitar como lo muestra la Figura 24. En otros canales de CI, tal
como en el CIC-0 y el CIC-2 se ha propuesto que su dependencia con el Vi, es conferida
por el mismo anién permeante (Push et al., 1995; Chen & Miller, 1996; Engh et al., 2007;
Sanchez-Rodriguez et al., 2010), esto podria ser también el caso del canal de CI

TMEM16A como lo sugieren nuestros resultados.

10.11 Union del Caz+.

Debido a las dificultades en identificar a lo de sitios de unién para el Ca?* aunado con la

existencia de sitios intrinsecos de union a calmodulina (CAM) sobre la secuencia de
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TMEM16A, lo cual llevo a contemplar la posibilidad de que la sensibilidad a Ca** de
TMEMZ16A estuviera conferida de manera extrinseca por CAM (Tian et al., 2011; Vocke et
al., 2013). Empero, fue demostrado que para canales TMEM16A para los cuales fueron
mutados los sitios de union a CAM, las corrientes generadas por estos canales mutantes no
sufrieron cambios. Por otra parte, mediante experimentos de mutagénesis se ha logrado
identificar a varios aminoacidos que son muy importantes en el sensado del Ca?* (Yu et al.,
2012; Tien et al., 2014), ademas, de que recientemente la estructura cristalografica de la
escramblasa nhrTMEM16, miembro de la familia de proteinas TMEM16, reveld la
existencia de un sitio de unién a Ca®* en cada una de sus dos subunidades (Brunner et al.,
2014). Aunque las funciones de la escramblasa son muy distintas a la de los canales iénicos
de la familia, la regién donde se encuentran los posibles sitios de union a Ca*" esta
altamente conservada entre los miembros de la familia. Todos estos elementos apoyan el
hecho de que el sensado por el Ca** en TMEMZ16A se lleva a cabo por la unién directa del
Ca’" a tales sitios. En acuerdo con estas bases experimentales, el mecanismo de unién a
Ca®* propuesto por nuestro modelo de 12 estados considera que Se necesita la unién
secuencial y directa de dos iones de Ca** sobre el canal para propiciar su respuesta. Basados
en experimentos de perfusién rapida de Ca** para los cuales las constantes de tiempo de
activacion y desactivacion fueron independiente y dependiente de Vp, respectivamente, el
modelo de 12 estados establece que la unién o asociacion del Ca?*, la cual esta controlada
por las frecuencias de transicion [Ca®*]ikc: y [Ca*]i ko €s un proceso que no depende del
V. Por otro lado la disociacién del Ca®* esta dictado por las frecuencias de transicion ke, y
ko2 que son dependientes de Vp,. La constante de velocidad de cierre, de acuerdo al modelo,
pronostica que el Ca®" intracelular permanecera unido al canal a voltajes positivos. Esto
estd de acuerdo con los datos experimentales obtenidos del lavado rapido del Ca*
intracelular (Xiao et al., 2011; Yu et al., 2012). Estos datos muestran que a voltajes
positivos de membrana, el curso temporal de la disociacién del Ca®* es un proceso muy
lento. Ademas, a medida que la [Ca®"]; incrementa, el cierre del canal se vuelve mas lento a
Vn negativos (Arreola et al., 1996; Kuruma & Hartzell, 2000; Xiao et al., 2011; Yu et al.,

2012), sugiriendo que el estado abierto seria estabilizado cuando el Ca®* es muy alto.
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10.111 El efecto del CI" extracelular.

Cambio en la sensibilidad por Ca?* del canal. Se ha demostrado en TMEM16B (ANO2)
que la presencia de aniones més permeantes que el CI” modifica la sensibilidad por Ca®* en
este canal. Por ejemplo, al cambiar el CI" por SCN’, el valor de la ECsp a + 100 mV se
redujo aproximadamente 2 veces en ambas condiciones de voltaje. Una hipotesis sugerida
por Betto y colaboradores para explicar sus resultados es que el SCN™ podria unirse con
mayor afinidad que el CI" a un sitio de unién dentro o fuera del poro y asi modular el
mecanismo de apertura y cierre del canal de una manera alostérica. En este trabajo
evaluamos si el cambio de la [CI]e modificaba la sensibilidad por Ca** de TMEM16A, de
tal forma que su ECso se modificara ante variaciones de la [Cl]e. Los datos experimentales
indicaron que cuando se cambi6 la [Cl]e de un valor de 30 a 140 mM, la ECso no mostré
cambios significativos bajo variaciones en [Cl]e cuando se evaluo para las condiciones de +
60 mV. Esto significa que la sensibilidad por Ca?* de TMEM16A no es afectada por los

cambios en [Cl]e.

10.1V  Estabilizacion del estado abierto y mecanismo dual de activacion.

Basados en el calculo de la probabilidad de ocupacion de cada estado del modelo de 12
estados, se encontr6 que el incremento del CI" externo de 30 a 140 mM aumentd la
ocupacion del estado ,c,0c¢; implicando que el canal permanece mas tiempo en este estado.
De hecho al aumentar la [CI]e de 30 a 140 mM, la probabilidad de ocupacién de los estados
2caOcl + 2caO aumento de 0.21 a 0.39, lo cual implica en que el canal permanece mas
tiempo con Ca** unido. Esto implica que la apertura y cierre lento observado con largas
despolarizaciones en células bafiadas en un medio que contenia alto externo CI” se debe a la
ocupacion paulatina del estado ,c,Oc¢;. Importante es sefialar que la ocupacion del estado
2caOcy ocurre a través de dos procesos, aquel determinado por la transicion OucaS ¢iOaca, €l
cual es dominante para tiempos menores a 5 s. En este proceso, el mecanismo de activacion
dominante es aquel en el que ocurre primero la unién secuencial y regulada por el Vy, de los
dos iones de Ca®* sobre el estado cerrado del canal. Una vez que se ha logrado la unién de

los iones de Ca®* ocurre la transicion hacia el estado abierto, y finalmente en la
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configuracién abierta inducida por Vi, y Ca** ocurrira la unién del ion de CI’, esto es, se
sigue la ruta C—Cca—Coca— Ozca—ciO2ca cOMo se indica por las flechas sobre el
esquema de la Figura 26. El otro proceso es dominante para tiempos mayores a 5 s y para
éste, el mecanismo de activacion esta determinado por la union del CI- sobre la
configuracién cerrada del canal, enseguida ocurre la unién del primer ion de Ca®* sobre la
misma configuracion cerrada, en esta etapa ocurre la transicion hacia el estado abierto y
aqui finalmente ocurre la unién del segundo ion de Ca**, y todo el proceso es regulado por

V. Este mecanismo estd comprendido en la ruta de activacion Cc—¢iCca— ciOca—ciO2ca.

A pesar de que el modelo de 12 estados es capaz de reproducir correctamente las
propiedades de activacion de TMEM16A a causa de cambios en Vm, [Ca®'Ti y [CIT.,
presenta algunas limitaciones tales como el comportamiento de la ECso como funcién del
Vm para los valores mas negativos de Vp, (ver Figura ), asi como también la cinética de
activacion del canal para condiciones de [Cl]e=30 mM (ver Figura ). Una posibilidad para
explicar estas limitaciones se encuentra en las frecuencias de transicion, las cuales hemos
asumido con dependencias en V, y las concentraciones de iones relativamente simples. Por
ejemplo, las concentraciones de CI™ extracelular varian linealmente, esto podria no ser el
caso para condiciones bajas de CI". Asimismo, los factores de peso I, L, h, H, m, y M se han
considerado constantes, lo cual en general podria no ser asi. No obstante, al ser estos
factores los encargados de establecer las interacciones alostericas se requiere de mayor
informacion estructural de canal que nos permita establecer el origen de dichas
interaciones. Finalmente, el modelo contempla el papel de un solo ion sobre los efectos de
apertura y cierre del canal, sin embargo, se sabe de la existencia de al menos dos sitios de
unién para aniones dentro del poro de TMEM16A, por lo que podria haber al menos dos
iones mas que podrian estar regulando mecanismo de apertura y cierre de estos canales a

través del proceso de permeacion.
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Capitulo 11. Conclusiones

En este trabajo proponemos que las propiedades de activacion del canal de cloruro activado
por calcio intracelular TMEM16A causadas por el acoplamiento de V,, cambios en [Ca*'];
y [CI]e se pueden describir por un modelo cinético de 12 estados. Este modelo establece
que para que TMEM16A logre su apertura, se requiere de la union directa, secuencial y
modulada por el V, de dos iones de Ca?*, y que el efecto del CI" desde el lado extracelular
sobre activacion de TMEMU16A es la de favorecer la configuracion abierta del canal lograda
por la unién directa de los iones de Ca®*. EI modelo de 12 estados, ademas de reproducir las
propiedades basicas de activacion de TMEM16A clésicas causadas por el acoplamiento de
Vp, cambios en [Ca®*]i y [ClTe, es capaz de explicar el mecanismo de activacion dual
generado por el efecto conjunto de aplicaciones de voltaje de larga duracion y altas [Cl]e.
De acuerdo a nuestro modelo, el mecanismo de activacion dual es debido a la ocupacion
paulatina del estado conformacional ¢|Ozc, durante la transicion Ouc,S c1O2ca parat<5 sy a
través de la transicion ¢|Oc,S ¢102cq para t>5 s. Asi, el modelo de 12 estados establece que
en la activacion de TMEM16A para escalas de tiempo cortas, ocurre primero la asociacion
de los iones de Ca** seguida de la asociacién del CI", ambos procesos modulados por el V.
En cambio, en la activacién de TMEM16A para escalas de tiempo de larga duracién, ocurre

primero la asociacion del CI" y después la asociacion de los iones de Ca?*.

Una importante caracteristica del modelo de 12 estados es su capacidad predictiva, ya que
establece correctamente la consecuencia neta de los cambios de la [Cl]. sobre la
sensibilidad por Ca** de TMEM16A, esto es, la ECso no es afectada por las variaciones de
[CI']e. Este importante resultado fue corroborado experimentalmente por el grupo del Dr.

Jorge Arreola.
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Capitulo 12. Trabajo a Futuro

12.1 Origen de la dependencia con el V,, de TMEM16A

La prediccién del modelo de 12 estados relativa a que el origen de la dependencia con el
Vm de TMEM16A podria estar conferido directamente por el anion permeante constituye
un interesante tema por abordar. Como se mencioné en la seccion de discusion, en otros
canales de CI" como el CIC-0 y el CIC-2 se ha establecido con mucha fortaleza que el CI" al
situarse en probables sitios de union dentro del poro es quien confiere la dependencia con el
Vm en estos canales (Push et al., 1995; Chen & Miller, 1996; Engh et al., 2007; Sanchez-
Rodriguez et al., 2010; De JesUs-Pérez et al., 2015). En el caso de los CaCCs, estudios con
blogueadores han permitido generar hipétesis de la posible existencia de sitios de unién
dentro del poro en los cuales los aniones permeantes pudieran unirse en su viaje a través del
poro del canal (Qu & Hartzell, 2000; Reyes et al., 2014). Por tal motivo resulta de interés
proponer modelos que consideren el proceso de permeabilidad dentro del mecanismo de
apertura y cierre de TMEM16A.

12.11  Andlisis Cinético del mecanismo de apertura y cierre de
TMEM16B.

TMEML16B: Por otro lado, como fue sefialado al comienzo de este trabajo, se ha
identificado también a TMEM16B como componente estructural de los CaCCs. Al igual
que TMEMZ16A, el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16B es regulado por cambios
en la concentracion de [Ca?']; y variaciones de V, (Betto et al., 2014) y cambios en la [Cl].
(Cruz-Rangel et al., 2015). Sin embargo, existen diferencias en sus propiedades de
activacion. La cinética de activacién y desactivacion de las I, generadas por TMEM16B
son mas rapidas en comparacion a las de TMEM16A. Ademas, TMEM16B tiene menos
sensibilidad por el Ca**, esto es, requiere de mayor [Ca?*]; para su activacién(Scudieri et
al., 2013). Recientemente, se ha descrito que TMEM16B tiene un mecanismo dual de

apertura y cierre que es regulado por el CI" extracelular (Cruz-Rangel et al., 2015). Asi
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entonces, al igual que TMEM16A, el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16B esta
regulado por el acoplamiento de V,, Ca** y CI". Entonces, dadas las similitudes que existen
entre estos canales, es posible que el modelo de 12 estados que reproduce las propiedades
de apertura y cierre de TMEMI16A también deba ser capaz de reproducir aquellas
propiedades de apertura y cierre de TMEM16B. En una primera etapa, un ajuste parcial a
los datos experimentales de la activacion de TMEM16B ha mostrado ser muy alentadores.
La Figura 27 muestra sobrepuestos los trazos de I generadas por TMEM16B para distintas
condiciones de Vy, y bajo condiciones de [CI]e= 140 y 30 mM para [Ca®*]i= 2.5 uM. Como
puede observarse, el modelo (trazos color negro) ajusta bastante bien el comportamiento de
los datos experimentales (trazos color azul). No obstante, informacién adicional tal como
curvas dosis-respuesta, curvas de conductancia en funcion del Vp, y registros de I en
ausencia de Ca®" intracelular, es requerida para completar el analisis de las propiedades de
apertura y cierre de TMEM16B.

. exp
A [Ca™]=2.5uM B [Ca”]=2.5uM C [Ca™]=2.5uM sim
[CI]=40mM [CI1=40mM [CI1=40mM
[CIT,=140mM [CIT,=140mM [CI7,=30mM
109 +160 mV 109 +160mv 107 +160 mV
0.8 - 0.8 1 0.8 4
0.6 - 0.6 - 0.6 i
0.4 0.4 0.4 i
3 ]
2 o024 w2l 0.2
0.0 1 0.0 1 0.0 i
-0.2 1 -100 mV -0.2 1 -60 mV 0.2 -60 mV
-0.4 - -0.4 - -0.4 -
r T T T r T T T T T 1 r T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 26 25 30
Tiempo (s) Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 27. Ajuste global del modelo de 12 estados a trazos promedio de la Ic; obtenida de células que expresaron TMEM16B (Trazos
experimentales proporcionados por el grupo del Dr. Jorge Arreola). Las lineas solidas color negro son el resultado del ajuste hecho por
IChMASCOT a los datos experimentales que estan en color azul y que fueron obtenidos a [Ca®']; indicada. (A) Ajustes para los registros
normalizados de Ic; que se obtuvieron con pulsos de 0.5 s para Vi, que fueron desde -120 a -160 mV en incrementos de 20 mV. (B)
Ajuste para los registros normalizados de la I¢; inducidos por la aplicacién de pulsos de 20 s para [Cl]e=140y (C) 30 mM.
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Figuras

Figura 1. Representacion de un canal iénico activado por Ca®*. El canal se ilustra por barras grises y se
encuentra embebido en la membrana plasmatica representada por la franja horizontal color naranja. La
region que se encuentra entre las barras representa la via de permeacion a través de la cual los iones
(esferas azules) pasaran ya sea hacia el exterior o al interior de la célula. El sitio de unién del Ca®* se ilustra
con el circulo verde. Este sitio se encuentra localizado en una parte del canal que estaria dentro de la
membrana, por lo que la probabilidad de ocupacién del sitio depende del voltaje de membrana. El primer
caso muestra el canal cerrado sin Ca®* unido. El segundo caso muestra la unién del Ca?* sobre el canal
cerrado. El tercer caso muestra un canal abierto con Ca** unido y los iones fluyendo de acuerdo al gradiente

electroquimico. 11

Figura 2. Latécnica de Patch Clamp. La pipeta est4 conectada a la entrada negativa de un amplificador
cuya entrada positiva se conecta al voltaje de comando V, en su modalidad de “whole cell”. iError!
Marcador no definido.

Figura 3. Trazo promedio tipico de la corriente ionica obtenida usando la técnica experimental de “Patch-
Clamp”. Corriente generada por el ion de cloruro (CI') obtenida de una célula que expreso canales i6nicos
de cloruro activados por V,, y calcio intracelular. El registro de la corriente i6nica se hizo bajo la
configuracion de “whole cell” usando la técnica de “Patch-Clamp”. El protocolo usado para generar la
respuesta de los canales consta de escalones de voltaje de duracién variable como aquel mostrado en la
parte superior de esta Figura. El protocolo comienza con la aplicacion de un estimulo de V,,=0 mV con
duracion de algunos cuantos mili segundos. En esta etapa, no hay un flujo de iones a través de los canales,
como puede observarse en la grafica. Posterior al estimulo de 0 mV, son aplicados escalones de voltaje que
abarcan un rango de -100 a +100 mV en pasos de 20 mV. Para este lapso del protocolo se puede apreciar un
flujo de corriente positiva y negativa. La corriente positiva se debe a la entrada de los iones a la célula,
mientras que la corriente negativa se debe a la salida de iones de la célula. Notese que para V,, positivos la
corriente se sostiene mientras dura la aplicacion de los estimulos, pero para V,, negativos la corriente cae
eventualmente a cero. Lo anterior es debido a que la apertura de los canales es favorecida por los V,,
positivos, en tanto que el cierre es favorecido por V., negativos. Finalmente es aplicada una repolarizacion a

-100 mV para la cual se observa una corriente negativa. 14

Figura 4. Modelo topoldgico de TMEM16A. Este modelo fue dibujado de acuerdo a la topologia propuesta
por (Tien et al. 2014). La estructura secundaria de TMEM16A predice la existencia de ocho segmentos
transmembranales (TM’s). En esta topologia los extremos amino (N) y carboxy (C) terminal se encuentran
del lado citosolico. En el modelo se indican sobre la primera asa intracelular con dos barras los residuos
14EEEEEAVK 51, mientras que con esferas color verde los residuos E702, E705, E734, 1735, D738, V752 y
AT754 que son importantes en el sensado del Ca®*, el cual es representado por la esfera azul. 18
Figura 5. Modelo estructural de TMEM16A construido por homologia con el modelo estructural de la
escramblasa nhTEME16 (Brunner et al. 2014) como se describe por Yu et al. 2015. (A) TMEM16A vista

respecto al centro de la bicapa lipidica la cual se indica por las lineas solidas horizontales color negro,
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ademas, tambien se indica con numeros a las alfa helices y los homodimeros aparecen en color bronce y
plata. (B) Uno de los monomeros de TMEM16A rotado 70 grados respecto al eje y y visto desde la bicapa
lipidica. esta vista muestra la hendidura hidrofilica descrita por Brunner et al. (2014). En rojo: vestibulo del
canal constituido por los residuos G628-M632 y 1636-Q637 (Yu et al. 2012). Azul celeste: residuos
relacionados con la selectividad ionica K603, R621, R787 (Peters et al. 2015). Fucsia: residuo K588
asociado con la selectividad ionica (Yang et al. 2012). Verde: residuos E702, E705, E734, D738
relacionados con los posibles sitios de union a Ca?* (Yu et al. 2012; Tien et al. 2014). Cafe: residuos
14EEEEEAVK 5, (Xiao et al. 2011,). Figura tomada de Cruz-Rangel et al., 2015. 19
Figura 6. Activacion de TMEM16A causada por el V. y en ausencia de [Ca®'];. (A) Trazos tipicos de la I¢

obtenida de células HEK293 que expresaron canales TMEM16A y que fueron estimuladas con escalones de
voltaje de -100, a +160 mV, en incrementos de 20 mV como lo indica el protocolo de voltaje mostrado en la
parte superior de los registros. La flecha negra a un costado de los registros indica el valor cero de la
corriente. (B) Curvas I¢_V,, obtenidas para los V,, indicados La figura fue construida con datos del Lab del

Dr. Jorge Arreola. 20

Figura 7. Activacién de TMEM16A causada por el V,,. y cambios en la [Ca®'];. (A) Trazos tipicos de la I
obtenida de células HEK293 que expresaron canales TMEM16A y que fueron estimuladas con escalones de
voltaje de -100, 0 y +100 mV, dializadas con las [Ca®']; indicadas. La flecha negra a un costado de los
registros indica el valor cero de la corriente. (B) Curvas Dosis-Respuesta en funcién de [Ca®*]; (simbolos)
para los V,, indicados y ajustadas por la Ecuacidn de Hill (lineas solidas). (C) Valores de ECs y ny
estimados del ajuste de Hill a los datos mostrados en C. Figura tomada de Xiao et al., 2011. 22
Figura 8. Perfusion rapida. (A) Trazo tipico de I en respuesta a la aplicacion y remocién (indicada por la
barra negra) de 20 pM de Ca®" para diferentes pasos de V,, que variaron en un rango de -120 a +120 mV en
incrementos de 20 mV. (B) Constantes de tiempo estimadas a partir de A. La tay fue estimada al ajustar
funciones mono exponenciales a los trazos de ¢, durante la fase de aplicacién Ca®*, en tanto que Tpeact S€
estimé al ajustar funciones mono exponenciales a trazos de en la etapa de remocién del Ca**. 23
Figura 9. Dependencia con el V, y [CI]. de la activacion de TMEM16A. (A) Trazos promedio normalizados
de la I, obtenida para células que fueron secuencialmente expuestas a las [Cl]. indicadas y usando el
protocolo de voltaje indicado en la parte superior. (B) Curvas de conductancia en funcion de V,, para las [CI
]e indicadas. La conductancia a cada V,, fue normalizada al valor obtenido a +180 mV para la condicion [CI
]e=140 mM. Las lineas solidas son ajustes individuales con funciones Boltzmann para cada conjunto de
datos. Los trazos fueron normalizados respecto al valor maximo de la I obtenida a la condicién de [CI

]e=140 mM. La figura fue construida con datos del Lab del Dr. Jorge Arreola. 24

Figura 10. Mecanismo dual de activacién de TMEM16A. (A) Trazos promedio de la I, obtenida de células
HEK?293 transfectadas con TMEM16A, estimuladas con pulsos de voltaje con duracion de 0.5 s (izquierda)
seguidos de pulsos con duracidn de 20 s (derecha). La I¢; medida después del pre-pulso de voltaje a + 140

mV fue ajustada con una funcion bi-exponencial caracterizada por constantes de tiempo lenta y répida (zs y
71) = 2.6 sy 150.7 ms, respectivamente. Por lo tanto, la aplicacién de pulsos de larga duracién induce un

segundo componente en el mecanismo de apertura y cierre de TMEM16A (B) Cociente de valores de I¢; 2/
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lc10.5 tomados al final de los estimulos de voltaje con duracién de 20 sy 0.5 s, respectivamente. El cociente
lci20/lc10.5 €5 proporcional al cociente de probabilidades de apertura y por tanto refleja como la aplicacion
pulsos de voltaje de larga duracion provoca un incremento en la probabilidad de apertura de TMEM16A.
Los trazos fueron normalizados respecto al valor de la I, obtenida a la condicién de [CI'];=140 mM Yy a
+120 mV del pulso con duracién de 0.5 s. Figura tomada de Cruz-Rangel- et al., 2015. 26

Figura 11. Estimacion de los valores numéricos de los parametros asociados a los modelos. Esquematizacion
del proceso de ajuste de datos experimentales realizado con el software IChMASCOT para lograr determinar
los parametros asociados a las frecuencias de transicion de cada uno de los modelos probados. 42
Figura 12. La técnica de Patch Clamp. Esta técnica consiste basicamente en imponer diferencias de voltaje a
través de la membrana con el uso de dos electrodos. Uno de ellos esta en el bafio y aterriza el medio
extracelular o bafio. El otro electrodo se encuentra dentro de micropipetas de vidrio y es por donde se
aplican las variaciones del voltaje deseados. Las micropipetas de vidrio con finos cuellos que se ponen en
contacto con la membrana celular y forman un sello de alta resistencia. (A) Preparacion de la célula. (B)
Configuracion de “cell-attached”, la cual permite el registro de corrientes de un pequeiio niimero de canales.
(C) Configuracion denominada “whole-cell” lograda después de romper mediante una leve succion el
pedazo de membrana contenido en la boca de la micropipeta. (D) Configuracion de “inside-out-patch”
lograda mediante la escision de segmentos de membrana con un movimiento repentino para alejar la

micropipeta de la superficie 44

Figura 13. Representacion de las configuraciones logradas por la unién de un ion de CI™ sobre los estados
cerrado y abierto del canal. En ausencia de Ca** intracelular y CI externo la activacion de TMEM16A
dependiente de V., fue representada como una reaccion cinética entre dos estados; cerrado C y abierto O.

Las transiciones entre C y O estan controladas por las frecuencias oy y f1, 1as cuales tienen dependencia
exponencial con V. Si se considera que el CI” externo se une primero al canal, como es representado por la
esfera color verde, se induciran dos estados conformacionales mas; C¢, y Oc,. Las transiciones C 5C¢, estan
controladas por las frecuencias [Cl Jekcenn Y Keerz , mientras que las transiciones O 5¢ 0 por [Cl]ekocn Y
Kocr2. Finalmente ac)1 y Bein Son las frecuencias de transicion que controlan la reaccion C¢y 5 Og). 53
Figura 14. Representacion de las configuraciones logradas por la unién de un ion de Ca* sobre los estados
cerrado y abierto del canal. Si se considera que el Ca*" intracelular se une primero al canal, como es
representado por la esfera color azul, se inducirén dos estados conformacionales mas; Cc, Y Oca. Las
transiciones C 5Cc, estan controladas por las frecuencias [Ca”]ikm y Keo, mientras que las transiciones
050¢, por [Ca?*]; ko1 ¥ Koz, ademds a, y B, son las frecuencias de transicion que controlan la reaccion Cc,
% Oca 54

Figura 15. Representacion de las configuraciones logradas por la unién conjunta de un ion de Ca®* y un ion
de CI" sobre los estados cerrado y abierto del canal. Si se asume que el CI” extracelular se ha unido al canal y
enseguida ocurre la unién del Ca®* como es representado por la esfera color azul, se induciran cuatro
estados conformacionales mas; Cca, Oca, ciCca ¥ ciOca- Las frecuencias de transicién que controlan las
reacciones c,C 5 ¢/Cca 50N [Cl ] ekecis ¥ Keeis, mientras que aquellas que determinan ¢,O 5¢|0c, estan

controladas por [Cl]ckocis Y Kocia. Por otra parte, [Ca®*Tikor, [Ca?*Tikorcr, [Ca**Tikeiar Y [Ca?*]ikes son las
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frecuencias de transicion de asociacién del Ca®*, en tanto que kop, koaci, keacr Y Ker son las frecuencias de
transicion que controlan la disociacién del Ca®*. Los subindices CI” indican estados ocupados por el ion de
CI o las frecuencias de transicion involucradas con la unién del CI'. Finalmente o, 8, acyi, fci con i=1,2 son
las frecuencias de transicidn que controlan las reacciones C 5 O sin y con CI, respectivamente. Aquellos
ciclos enmarcados por las lineas punteadas color verde no satisfacen la reversibilidad microscopica
(Tolmann, 1979). . 56

Figura 16. Ajuste global del modelo de ocho 8 estados a registros promedio de la I generada por

TMEM16A y obtenidos ante diferentes condiciones de V,, y [Ca®*];. Las lineas solidas color gris representan
los ajustes hechos con IChMASCOT, mientras que las lineas en color negro representan los datos
experimentales.(A-C) Registros normalizados de la ¢y obtenidos en la configuracion de “whole cell” para
células dializadas con [Ca®*]; de O uM, 0.2 pM, 1 puM y 20 pM usando un protocolo de escalones de voltaje
en un rango de -100 a +160 mV para el caso de 0 UM y para el resto de los registros el voltaje vario en un
rango de -100 a +100 mV, en todos los caso el incremento de los escalones de voltaje fue de 20 mV. (D)
Trazos representativo de la I obtenida de segmentos escindidos de membrana expuestos a la aplicacion y
lavado rapido de 20 pM de Ca?". La barra color gris sobre los trazos de la I¢, indica el periodo de tiempo de
aplicacion del Ca®". El coeficiente de regresion fue R?= 0.95 para el ajuste simultaneo. Los registros de ¢
con [Ca?*)i= 1 y 20 uM se obtuvieron de células expuestas a condiciones simétricas de 140mM de CI"y el
resto fueron de células expuestas a condiciones [CI]/[CI7]; 140/40 mM. 60

Figura 17. Ajuste global del modelo de 8 estados a registros promedio de la I, generada por TMEM16A
obtenidos usando la configuracion de “whole cell” ante diferentes condiciones de V, y [Cl].. Las lineas
solidas color gris representan los ajustes hechos con IChRMASCOT, mientras que las lineas en color negro
representan los datos experimentales. (A, B) Registros de I, obtenida de células expuestas a [Cl].=1Yy 10
mM y dializadas [Ca**];=0.2 pM; usando un protocolo de voltajes como el mostrado en la Figura 9. (C, D)
Registros de I¢ obtenida con pulsos de 20 s sobre células expuestas a [Cl]e=30 y 140 mM y dializadas
[Ca?*];=0.2 uM usando un protocolo de escalones de voltaje en un rango de -20 a 120 mV con pasos de 20
mV. El valor del coeficiente de regresion en este caso fue de R?= 0.95 para el ajuste global simultaneo. __ 61
Figura 18. Configuracién lograda por la unién de un ion de Ca** sobre la configuracion de 8 estados. Si se
asume que el CI extracelular se ha unido al canal y enseguida ocurre la unién del Ca?* sobre una
configuracion ya se inducirdn cuatro estados conformacionales mas; Cca, Oca, ciCca Y c1Oca- Las frecuencias
de transicion que controlan las reacciones c,C 5 ¢/Cca son [Cl]ekeers Y Kecis, Mientras que aquellas que
determinan ¢,O $¢Oc. estan controladas por [Cl]ckocis Y kocia. POr otra parte, [Ca® Tikos, [Ca?*Tikozcr,
[Ca2+]ik01c. y [Ca2+]ikCl son las frecuencias de transicion de asociacion del Ca®*, en tanto que Koz, Koacrs Keac
y ke son las frecuencias de transicion que controlan la disociacion del Ca?*. Los subindices CI indican
estados ocupados por el ion de Cl" o las frecuencias de transicion involucradas con la unién del CI.
Finalmente, las reacciones ¢;C 5 ¢/Oca Y ciC 5 ¢Oxca estdn definidas por las frecuencias de transicion acy;,
Bei con i=2, 3. Todos los ciclos, excepto los que estan encerrados por la lineas puntadas en color verde,

satisfacen la reversibilidad microscépica (Tolman, 1979). 63
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Figura 19. Configuracién lograda por la unién secuencial de dos iones de Ca®* en ausencia de CI". En
ausencia de Ca®" intracelular y CI" externo la activacién de TMEM16A dependiente de V,, fue representada
COMO una reaccion cinética entre dos estados; cerrado C y abierto O. Las transiciones entre C y O estan
controladas por las frecuencias ay y By, 1as cuales tienen dependencia exponencial con Vy,. Si se considera
que el Ca®" intracelular se une primero al canal, como es representado por la esfera color azul, se induciran
dos estados conformacionales méas; Cc, y Oca. Las transiciones C5Cc, estan controladas por las frecuencias
[Ca2+]ik01 y Keo, mientras que las transiciones O 5O¢, por [Ca2+]i Ko1 Y Koz, @ademas a, y S, son las

frecuencias de transicion que controlan la reaccion Cc, 5 Oca. 64

Figura 20. Ajuste global del modelo de 12 estados a registros promedio de la I generada por TMEM16A y
obtenidos ante diferentes condiciones de V,, y [Ca**];. Las lineas solidas color gris representan los ajustes
hechos con IChMASCOT, mientras que las lineas en color negro representan los datos experimentales.(A-C)
Registros normalizados de la I¢; obtenidos en la configuracion de “whole cell” para células dializadas con
[Ca**];de O pM, 0.2 pM, 1 pM y 20 pM usando un protocolo de escalones de voltaje en un rango de -100 a
+160 mV para el caso de 0 UM y para el resto de los registros el voltaje vario en un rango de -100 a +100
mV, en todos los caso el incremento de los escalones de voltaje fue de 20 mV. (D) Trazos representativo de la
Ic) obtenida de segmentos escindidos de membrana expuestos a la aplicacion y lavado rapido de 20 uM de
Ca?*. La barra color gris sobre los trazos de la I¢, indica el periodo de tiempo de aplicacién del Ca®*. El
coeficiente de regresion fue R?= 0.98 para el ajuste simultaneo. Los registros de I con [Ca®*]i= 1 y 20 uM
se obtuvieron de células expuestas a condiciones simétricas de 140mM de ClI "y el resto fueron de células
expuestas a condiciones [CI]¢/[CI]; 140/40 mM. Figura tomada de Contreras-Vite JAetal., 2016. 66
Figura 21. Ajuste global del modelo de 12 estados a registros promedio de la I generada por TMEM16A
obtenidos ante diferentes condiciones de V., y [CI].. Las lineas solidas color gris representan los ajustes
hechos con IChMASCOT, mientras que las lineas en color negro representan los datos experimentales. (A, B)
Registros de I¢, obtenida de células expuestas a [CI]e=1y 10 mM y dializadas [Ca®'];=0.2 pM; usando un
protocolo de voltajes como el mostrado en la Figura 9. (C, D) Registros de I, obtenida con pulsos de 20 s
sobre células expuestas a [Cl']e=30 y 140 mM y dializadas [Ca®*];=0.2 pM; usando un protocolo de
escalones de voltaje en un rango de -20 a 120 mV con pasos de 20 mV. El valor del coeficiente de regresion
en este caso fue de R>= 0.98 para el ajuste global simultaneo. Figura tomada de Contreras-Vite JA et al.,
2016. 67

Figura 22. El modelo de 12 estados reproduce las propiedades clésicas de activacion de TMEM16A

causadas por V,, y [Ca®*];. (A) Comparacién directa entre los valores obtenidos del modelo (lineas continuas
color gris) vs los datos obtenidos a partir de los experimentos (simbolosl). (A) Relaciones Densidad de
Corriente vs V,, para la [Ca*']; indicada. (B) Densidad de corriente como funcién de [Ca®*]; (en escala
logaritmica) para el V,, indicado. (C) ECso vs V. R?= 0.98 para el ajuste simultaneo. La Tabla 3 enlista los
valores de cada parametro de las frecuencias de transicion y los pesos de los pardmetros h, H, I, L, my M
que resultaron del ajuste global y que fueron usados para reproducir los datos mostrados en esta figura.
Tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016. 68
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Figura 23. Efecto sobre la sensibilidad con Ca** de TMEM16A causada por cambios en la [Cl .. (A-B)
Registros caracteristicos de la ¢ obtenida en la configuracion “inside-out” sobre parches escindidos
expuestos a soluciones que contenian [CI]=140 mM y [CI'].=30 mM sujetos a un voltaje de mantenimiento
de +60 mV mientras la [Ca®*]; fue cambiada entre cero y los valores indicados en el recuadro al pie de los
registros. (C) Curvas dosis-respuesta obtenidas a partir de los registros mostrados en Ay B. Los simbolos
representan los valores experimentales y las lineas continuas son las predicciones del modelo de 12 estados.
(D) Valores de la ECs, estimados a partir de los experimentos (simbolos) comparados directamente con
aquellos valores estimados a partir del modelo de 12 estados (lineas solidas). Los valores de la ECs fueron
calculados mediante el ajuste de la ecuacion de Hill (no mostrado) a los datos que aparecen en C. Figura
tomada de Contreras-Vite JA et al., 2016. 72

Figura 24. Activacién de TMEM16A dependiente de V,, y en ausencia de Ca** intracelular. Probabilidad de
ocupacién como funcion del tiempo para los estados C, C¢j, Oy /0. Las probabilidad de ocupacion de los
estados PC, PO, PC¢ y PO fueron calculados para [C1'1.=30 y 140 mM, [CI];=40 mM y [Ca?*];=0 usando
un protocolo de escalones de V,,, mostrado en la parte superior del panel. Cuando se calcularon las
probabilidades de ocupacion estados Pc, Po, Pcci Y PciO de canales sobre los estados C, O, C¢; y Oc para la
condicién de 140 mm de Cl- extracelular, sus valores fueron de 0.782, 0, 0.217 y 0.0008, respectivamente. Al
reducir la concentracién de CI” extracelular a un valor de 30 mM, se observé que P se increment6 a un
valor de 0.941, mientras que Pcc Y Pcio cayeron a valores de 0.057 y 0.0002, respectivamente. Lo anterior
aunado con el hecho de que Po para el estado O siempre es cero demuestra que el modelo predice que para
lograr la activacion de TMEM16A bajo condiciones de cero Ca®", es necesario que los iones de Cl” se unan
en algun dominio especifico del canal. Asimismo, podemos establecer que la ruta de activacion mas probable
de TMEM16A bajo condiciones de cero Ca*", estd dada por C—Cc—Oc¢) como es mostrado por las flechas

color negro (140 mM) y rojo (30 mM) sobre el esquema del centro. 74

Figura 25. Activacién de TMEM16A dependiente de V,, y en presencia de Ca®" intracelular. Probabilidad de
ocupacién como funcion del tiempo para los 12 estados del modelo. Las probabilidad de ocupacion de los
estados fueron calculados para [Cl].=140 mM (A-C) y [CI']e=30 mM (D-F). Las ecuaciones diferenciales 1
a 12 (Apéndice) fueron integradas numéricamente y los célculos se hicieron para las condiciones de [Ca®*];
= 0.2 uM, y pulsos de 20 s a +120 mV seguidos por una repolarizacion a -60 mV. Los estados cuyo curso
temporal de su la probabilidad de ocupacién fue mas sensible ante el cambio de [CI'], fueron C, C¢, Cca,
ciOcar Coca ¥ ciO2ca. Estos célculos muestran que el efecto del alto CI” externo es la de incrementar la
probabilidad de ocupacidn del estado ,c,Oc; (C, F), lo cual da origen al comportamiento dual de activacion,
y cuando el CI externo es bajo, el canal permanece la mayor parte del tiempo ocupando el estado O,c,. 76
Figura 26. Rutas de activacion para TMEM16A. El esquema muestra los diferentes estados que podria visitar
en canal en su proceso de apertura. La dependencia temporal de la probabilidad de ocupacion de los
diferentes estados fue usada para establecer las rutas de activacion mas dominantes. Un aspecto importante
que deriva del analisis de ocupacién de los estados del modelo es el relativo a la ocupacién del estado ,c,0¢
lo cual ocurre a través de dos procesos. (1) El determinado por la transicién Osca 5 ¢c1Oaca, €l cual es

dominante para tiempos menores a 5 s. En este proceso, el mecanismo de activacién dominante es aquel en el
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que ocurre primero la union secuencial y regulada por el V,, de los dos iones de Ca?* sobre el estado cerrado
del canal. Una vez que se ha logrado la unién de los iones de Ca®* ocurre la transicion hacia el estado
abierto, y finalmente en la configuracién abierta inducida por V,, y Ca®* ocurrird la union del ion de CI', esto
es, se sigue la ruta C—Cca— Caca— Oaca—c1O2ca COMO se indica por las flechas para las condiciones de [CI
]e indicadas. (2) El otro proceso es dominante para tiempos mayores a 5 s y para éste, el mecanismo de
activacion esta determinado por la unién del CI- sobre la configuracién cerrada del canal, enseguida ocurre
la unién del primer ion de Ca?* sobre la misma configuracién cerrada, en esta etapa ocurre la transicion
hacia el estado abierto y aqui finalmente ocurre la unién del segundo ion de Ca®*, y todo el proceso es
regulado por V,,. Este mecanismo esta comprendido en la ruta de activacion Cci—¢/Cca— ciOca—ciOzca.. 78
Figura 27. Ajuste global del modelo de 12 estados a trazos promedio de la I, obtenida de células que
expresaron TMEM16B (Trazos experimentales proporcionados por el grupo del Dr. Jorge Arreola). Las
lineas solidas color negro son el resultado del ajuste hecho por IChMASCOT a los datos experimentales que
estan en color azul y que fueron obtenidos a [Ca?*]; indicada. (A) Ajustes para los registros normalizados de
Ic; que se obtuvieron con pulsos de 0.5 s para V, que fueron desde -120 a -160 mV en incrementos de 20 mV.
(B) Ajuste para los registros normalizados de la ¢, inducidos por la aplicacion de pulsos de 20 s para [CI
1e=140y (C) 30 mM. 86

101



Apéndice

A.1 Probabilidad de Ocupacion de los Estados del Modelo de 12

estados

El curso temporal de la probabilidad de ocupacion de cada uno de los 12 estados del
Esquema 7 est& dado por las siguientes ecuaciones diferenciales:

Ecuacion Al. Estado Cc,

dPc,,

dr —(kcy +ay + [Cl7 ]~ keeis + [Ca?t )i ker) = Peg, + B2 " Ppgo + 2 [Ca®T];

“kc1t Pe + Kecia* P + 2 kezt Peye,

ciCca

Ecuacion A2. Estado ¢,0

dP
—292 = — (ko + B2 + [CI7]e - kocis + [Ca?*]; - ko1) P oo + @+ Pegy + 2+ [Ca?*];

dt
ko1 Po + kocia" P + 2:kop P

caOci 2ca0

Ecuacion A3. Estado C

P,
dt

Ecuacion A4. Estado O

= —(ay +[Cl7]e “keern + 2 [Ca?*]; - key) - Pe + kea * Peg, + B Po + keciz - Py,

dP,
d_to = —(B1 +[Cl7]e - kocrn + 2 [Ca®*]; - ko1) - Po + Koz " P oo + a1 - Pe + kocia

“Pog,

Ecuaciéon A5. Estado ¢;,0c¢

P..0 _
% = —(kozc1 + Beiz + kocia + [Ca®* i - korc) * Poyog + [CU e~ kociz * Peyo
+2-[Ca**]; - koici* Po + ez - P +2-kozcr " P

ciCca 2caOci
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Ecuaciéon A6. Estado ¢/Cca

dPClCCa 2+ -
——== —(kcac1 + @ciz + ke + [Ca®T i~ keic) P oeey + [CU e kecs * Peg,

dt
+2-[Ca®*]; ~keicr Pegy + Beiz " Pogog + 2 kcact " Pocaca

Ecuacion A7. Estado Coca

dP. u
d—zc = =2 key +az +[Cl71e " keeis) * Peyey + B3 " Poggo + [Ca?F i+ key - Peg,
+ Kccis " P

ciCzca

Ecuacion A8. Estado Oaca

dPOZCa

o —(2koz + B3+ [Cl7]e " kocis) * P,pp0 + 3 Pe,p, + [Ca?*]i ko1 - P oo

+ Kocie " P

2¢aOci

Ecuacion A9. Estado ¢/Coca

dPaCzCa_ -2k + + kccie) - P + -P + [Ca?*]; - k
-, = c2ct T &ci3 cclé ciCz2ca Bcis 2ca0ct a” 1i* Kcict

dt
P o T CUT e " keeis * Peyy,

Ecuacion A10. Estado 5c,0¢)

M——(Z-k + + kocie) * P + P + [Ca?*]; - k
= ozct + Beis oclé 2ca0ct T Aci3 " T 1Caca a“"]i*Koict

dt
P oce +[CU7)e " kocis * Poye,

Ecuacion All. Estado C¢

dPc,,

- —(kcerz + acin +2-[€Ca”*];  keie) * Peg, + [CU 1o kecin * Pe + Ben * P oo

+ kcacr * P

ciCca

Ecuacion A12. Estado ¢,O
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dP 0
dt

= —(kociz + Bcn + 2 [Ca®*]; ~korc) * P o + [CUle " kocin - Po + aciy * Peg,

+ koaci * P

caOci

Para similar la probabilidad de ocupacién de un estado dado las ecuaciones diferenciales
fueron numéricamente integradas (DotNumerics: Ordinary Differential Equations for C#)
usando el método BDF de Gear (Formulas de diferenciacion de retroceso). La solucion para
la probabilidad de ocupacién fue hecha para un conjunto de condiciones experimentales
que inclufan voltaje, concentraciones intracelulares de Ca®*, concentraciones intracelulares
y extracelulares de [CI]. El conjunto de frecuencias de transicion junto con sus
correspondientes valores listados en la Tabla 3 fueron también incluidas para obtener la

probabilidad de ocupacion.
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