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Resumen

Introduccion: Los venenos producidos por animales son mezclas complejas de
proteinas, péptidos, carbohidratos y otras biomoléculas, que en conjunto alteran
procesos fisiologicos y bioquimicos sobre el individuo inoculado. Las toxinas, usualmente
péptidos de bajo peso molecular, son los componentes activos del veneno. Estas han
sido herramientas de investigacion invaluables que han servido para explicar diversos
procesos fisioldgicos como la coagulacion o las propiedades eléctricas de células
excitables. Muchas toxinas provenientes de arafias son péptidos de menos de 10 kDa
con puentes disulfuro (DBP, por sus siglas en inglés “disulfide bridged peptides”). Los
DBP tienen alta resistencia a proteasas, pH acido y altas temperaturas y gran afinidad
por canales como: TRP (transient receptor potential channel), ASIC (acid-sensing ionic
channel), receptores de glutamato, y canales iénicos dependientes de voltaje. Analisis
bioinformaticos del transcriptoma de la glandula venenosa de la arafia Pamphobeteus
verdolaga han mostrado la presencia de DBP, para los cuales no se ha establecido su
potencial efecto sobre corrientes idnicas de Ca?* (Ica) y K* (Ik) en células excitables.
Objetivo general: Evaluar el efecto de DBP provenientes del transcriptoma de la
glandula venenosa de la arafia P. verdolaga sobre Ica e Ik en células excitables de un
modelo murino. Metodologia: Se estandariz6 el aislamiento de cardiomiocitos y
neuronas del ganglio espinal (DRG) por medio del sistema de perfusion inversa de
Langendorff y métodos enzimaticos (colagenasa y proteasa), de ratones adultos,
machos, de la cepa Swiss Webster. El aislamiento exitoso de los cardiomiocitos se
comprobd mediante la determinacion de las caracteristicas morfoldgicas y la respuesta

a estimulos eléctricos. La obtencion de neuronas del DRG fue validada por medio de



inmunofluorescencia indirecta con los marcadores del citoesqueleto neuronal NF-200 y
B-lll-tubulina, la viabilidad celular fue comprobada usando el indicador fluorescente de
Ca?* Mag-Fluo-4. Las imagenes de campo claro y fluorescencia se adquirieron mediante
una cdmara acoplada a un microscopio invertido, equipado con los filtros adecuados. Se
evaluo6 el efecto de 5 DBP y 1 péptido sin puentes disulfuro (NDBP) sobre Ica e Ik en
cardiomiocitos mediante la técnica de patch-clamp, en configuracién whole cell, a partir
de sellos de alta resistencia (>1x10° Q). Las pipetas se fabricaron puliendo capilares de
borosilicato hasta obtener resistencias en el bafio entre 1.6-2.6 MQ y se utilizaron
soluciones internas y externas especificas para aislar las corrientes de interés. Los
péptidos fueron suministrados por un grupo colaborador. Para todos los experimentos se
hicieron entre 3y 6 réplicas independientes. Resultados: De cada corazdn se obtuvieron
abundantes cardiomiocitos intactos, con membrana brillante, forma alargada, extremos
irregulares, estriaciones transversales, contraccién ante el estimulo y presencia de
corrientes idnicas. Las neuronas del DRG fueron positivas para los marcadores NF-200
y B-lll-tubulina, y se cargaron con el indicador fluorescente Mag-Fluo-4, demostrando una
intensidad y homogeneidad de fluorescencia esperables para células vivas. Se
obtuvieron de manera exitosa corrientes iénicas de Ca?* tipo L (IcaL) € Ik, con cinéticas y
curvas corriente-voltaje similares a las descritas en la literatura. Se logré evaluar el efecto
de los 6 péptidos de interés sobre Ica e Ik en cardiomiocitos de raton. Los péptidos
vrdg69 y vrdgl77 poseen un efecto inhibitorio mayor al 40% tanto sobre Ica. como Ik, lo
cual los hace péptidos poco selectivos. vrdg183 mostré un efecto inhibitorio mayor al
66% sobre IcaL, pero despreciable sobre Ik. vrdg164 tuvo un efecto inhibitorio menor al

25% sobre IcaL € Ik, pero retraso el tiempo de activacion de Ica. Esto puede indicar que
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el péptido interacciona con el dominio sensor de voltaje. vrdg66, el inico NDBP, inhibio
16% IcaL Y 24% Ik. Discusion y conclusiones: La caracterizacion de los modelos
celulares basada en técnicas morfologicas, moleculares, y electrofisiolégicas, asi como
la cinética de las corrientes obtenidas, permiten asegurar que los resultados son
confiables. vrdg183 y vrdg164 muestran resultados promisorios por su efecto especifico
sobre lca.. Esto podria darles potencial uso como antihipertensivos, herramientas
biotecnoldgicas o moduladores de canales para investigacion. De otro lado, los péptidos
gue no mostraron efecto sobre canales exhibieron potencial actividad antimicrobiana.
Nuestros resultados sugieren que pueden ser cardioseguros, permitiéndoles continuar
su desarrollo como potenciales medicamentos. El mecanismo mas probable para
explicar la inhibicion de las corrientes es la interaccién directa del péptido con el canal,
algo que debe verificarse en futuros ensayos utilizando otras técnicas de estudio. Este
trabajo de grado se convierte en el primero de un estudiante de la CCBB utilizando
técnicas de electrofisiologia celular dentro de la Universidad de Antioquia (UdeA). Se
abre la puerta para futuros proyectos, publicaciones y colaboraciones entre Grupos de

investigacion en Ciencias Biomédicas. Proyecto 111577757673, Minciencias.

11



Abstract

Introduction: Animal venoms are complex mixtures of proteins, peptides, carbohydrates
and other biomolecules, which together alter physiological and biochemical processes on
the inoculated individual. Toxins, usually low molecular weight peptides, are the active
components of the venoms. Toxins have been invaluable research tools that have helped
to explain various physiological processes such as coagulation or the electrical properties
of excitable cells. Many spider toxins are disulfide bridged peptides (DBP) of less than 10
kDa. DBP have high resistance to proteases, acid pH and high temperatures, as well as
great affinity for channels such as: TRP (transient receptor potential channels), ASIC
(acid-sensing ionic channels), glutamate receptors, and voltage-dependent ion channels.
Bioinformatic analyzes of the transcriptome of the venom gland of the spider
Pamphobeteus verdolaga have shown the presence of DBP, for which its potential effect
on ionic currents of Ca?* (Ica) and K* (Ik) in excitable cells has not been studied. General
objective: To evaluate the effect of DBP from the transcriptome of the venom gland of the
spider P. verdolaga on ICa and IK in excitable cells of a murine model. Methodology:
The isolation of cardiomyocytes and neurons of the dorsal root ganglion (DRG) was
standardized by means of the Langendorff inverse perfusion system and enzymatic
methods (collagenase and protease), from adult male mice of the Swiss Webster strain.
The successful isolation of cardiomyocytes was verified by determining the morphological
characteristics and the response to electrical stimuli. DRG neurons were validated by
means of indirect immunofluorescence with the markers of the neuronal cytoskeleton NF-
200 and B-lll-tubulin. Cell viability was verified using the fluorescent indicator of Ca?* Mag-

Fluo-4. Brightfield and fluorescence images were acquired using a camera attached to
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an inverted microscope, equipped with the appropriate filters. The effect of 5 DBP and 1
peptide without disulfide bridges (NDBP) on Ica and Ik in cardiomyocytes was evaluated
using the patch-clamp technique, in whole cell configuration, from high-resistance seals
(>1x109 Q). Micropipettes were fabricated by polishing borosilicate capillaries to bath
resistances between 1.6-2.6 MQ and specific internal and external solutions were used
to isolate the currents of interest. Peptides were supplied by a collaborating research
group. For all experiments, between 3 and 6 independent replicates were made. Results:
Abundant intact cardiomyocytes were obtained from each heart, with a shiny membrane,
elongated shape, irregular ends, transverse striations, contraction to the electrical
stimulus and the presence of ionic currents. Neurons from the DRG were positive for the
NF-200 and B-lll-tubulin markers. When loaded with the fluorescent indicator Mag-Fluo-
4, showed an intensity and homogeneity of fluorescence expected for living cells. Type L
Ca?* ionic currents (IcaL) and Ik were successfully obtained, with kinetics and current-
voltage curves like those described in the literature. It was possible to evaluate the effect
of the 6 peptides of interest on Ica. and Ik in mouse cardiomyocytes. Peptides vrdg69 and
vrdgl77 had an inhibitory effect greater than 40% on both Ica. and Ik, which makes them
less selective peptides. vrdg183 showed an inhibitory effect greater than 66% on IcaL, but
negligible on Ik. vrdg164 had less than 25% inhibitory effect on lca. and Ik, but delayed
IcaL activation time. This may indicate that the peptide interacts with the voltage sensing
domain. vrdg66, the only NDBP, inhibited 16% Ica. and 24% Ik. Discussion and
conclusions: The characterization of cell models based on morphological, molecular,
and electrophysiological techniques, as well as the kinetics of the currents obtained,

sugest that the results are reliable. vrdg183 and vrdg164 show promising results due to
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their specific effect on Ica.. This could give them potential use as antihypertensives,
biotechnological tools or ion channel modulators. On the other hand, the peptides that
showed no effect on channels exhibited potential antimicrobial activity. Our results
suggest that they may be safe to heart, allowing them to continue their development as
potential drugs. The most probable mechanism to explain the inhibition of the currents is
the direct interaction of the peptide with the channel, something that must be verified in

future tests using other study techniques. 111577757673, Minciencias.
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1. Introduccién

Los venenos animales son mezclas complejas de biomoléculas que incluyen enzimas,
péptidos, proteinas y otras moléculas como aminas biogénicas, alcaloides y terpenos,
gue en conjunto generan una respuesta fisioldgica sobre el individuo inoculado (E.
Hodgson, 2012). Su composicion varia enormemente entre especies y es influenciada
por factores ecoldgicos complejos como el tipo de alimento disponible o depredadores

de la especie en cuestion; a este fendmeno se le conoce como presion de seleccion.

En el caso de las serpientes, el efecto de su veneno es causado por péptidos de 60 a 70
aminoacidos, con efectos diversos (e.g. cardiotoxico, hemotdxico, miotdxico o
neurotoxico), los cuales se ven acentuados por enzimas como fosfolipasas, peptidasas
y proteasas. Los conidos (moluscos gasterépodos) producen una mezcla de péptidos
conocidos como conotoxinas, los cuales estdn compuestos usualmente de 10 a 40
aminoacidos, son ricos en puentes disulfuro y poseen gran afinidad por diferentes tipos
de canales i6nicos (Biass et al., 2009). El veneno de diferentes tipos de artropodos, como
escorpiones y arafias, ademas de poseer péptidos ricos en puentes disulfuro, también
posee péptidos lineales sin puentes disulfuro, con diferentes propiedades como
antibacterianos, antivirales, citoliticos e inmunomoduladores (Almaaytah & Albalas,

2014).

Algunas de las caracteristicas mencionadas les han conferido a los venenos animales
gran relevancia en la historia de las ciencias biomédicas. Estos inicialmente fueron
estudiados con el interés de entender el mecanismo de accion de los envenenamientos
en humanos; sin embargo, la gran diversidad de compuestos en dichos venenos ha
generado gran expectativa por su utilidad para entender diversos procesos fisiologicos y
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por la posibilidad de desarrollar farmacos (Bosmans, et al., 2008; Changeux, 2018;
Hodgson & Isbister, 2009). Como ejemplo clésico, el estudio del veneno de la serpiente
Bothrops jararaca llevo al descubrimiento de la Bradiquinina, un péptido que cumple un
rol fundamental en la inflamacién y que, en conjunto con la histamina, son mediadores
de la vasodilatacion (Silva et al., 1949). Este descubrimiento permitié el disefio de los
primeros inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (Cushman et al., 1977),
gue posteriormente llevaron al desarrollo del Captopril en 1981, el primer farmaco de
este tipo aprobado para uso humano. Otro ejemplo ocurre con las exendinas, las cuales
son péptidos aislados del veneno de lagartos del género Heloderma, que han
demostrado un potente efecto agonista sobre el receptor del péptido similar al glucagon
(GLP-1, por sus siglas en inglés) (Goke et al., 1993). GLP-1 es una hormona que estimula
la secrecidn de insulina y suprime la secrecion de glucagon, por esta razon las exendinas
son consideradas como agentes antidiabéticos. A partir de la exendina-4 se disefo el
péptido Exenatida, un farmaco aprobado por la agencia estadounidense FDA (Food and
drug administration) para el tratamiento de la Diabetes mellitus tipo 2. Otros farmacos

derivados de venenos animales se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Farmacos derivados de venenos aprobados por la FDA? para el tratamiento de
enfermedades humanas

Farmaco Indicacion Especie Blanco molecular
. . Inhibidor de la enzima
. Falla cardiaca congestiva . . : .
Captopril : - Bothrops jararaca convertidora de angiotensina
e hipertension
(IECA)
Eptifibatide Sindrome coronario agudo Sistrurus miliarius barbouri  Receptor allb3
Tirofiban Sindrome coronario agudo Echis carinatus Receptor allb3
Ziconotide  Dolor crénico severo Conus magus Cay tipo-N
Exenatide Diabetes tipo 2 Heloderma suspectum Receptor GLP-1

aFDA: food and drug administration
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Las toxinas pueden ser clasificadas segun su estructura, en péptidos lineales sin
residuos de cisteina (NDBP, por sus siglas en inglés) y péptidos con puentes disulfuro
(DBP, por sus siglas en inglés). Los NDBP usualmente constan de residuos cationicos
con afinidad por membranas lipidicas, poseen estructura anfipatica y pueden generar
poros en dichas membranas. En solucion acuosa no presentan una estructura
secundaria definida, pero en condiciones hidrofobicas presentan estructura de a-hélice
(Corzo & Escoubas, 2003; Kuhn-Nentwig, et al., 2011). Los DBP poseen dos propiedades
importantes: i) gran estabilidad (i.e. resistencia a proteasas, a pH &cido y a altas
temperaturas), lo cual es deseable para el desarrollo de farmacos (Pineda et al., 2014),
y ii) gran afinidad por canales i6nicos de membrana, como canales TRP (transient
receptor potential channel), ASIC (acid-sensing ionic channel), receptores de glutamato,
y canales idnicos dependientes de voltaje de Na* (Nav), K* (Kv) y Ca?* (Cav) (King &
Hardy, 2013; Pineda et al., 2014). A pesar de dichas caracteristicas, la poca cantidad de
veneno que se puede obtener de algunos animales, como las arafias, ha limitado su
estudio. Sin embargo, el reciente desarrollo de nuevas tecnologias transcriptomicas y
proteémicas ha facilitado la sintesis de sus toxinas y ha permitido su caracterizacion

molecular y fisiolégica.

Con mas de 39.000 especies descritas a la fecha, las arafias son los animales venenosos
mas diversos del planeta, y son el centro de interés de este trabajo de grado. Se
distribuyen en todos los ecosistemas de la Tierra excepto en la Antartida (Escoubas et
al., 2006). La gran complejidad de sus venenos y la presencia de ligandos de alta afinidad
con diversas propiedades farmacologicas permiten estudiar la localizaciéon y la funcion

de diferentes componentes celulares tales como los canales idnicos de membrana. En
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los ultimos afios han tomado gran relevancia para el desarrollo de diferentes tipos de
farmacos, tales como: antimicrobianos (Ayroza et al., 2012; Wang et al., 2016; Yan &
Adams, 1998; Zhao et al., 2011), antineoplasicos (Z. Liu et al., 2012; Nicoletti et al., 2017),
analgésicos (Deuis et al., 2017; Rigo et al., 2013), entre otros. A su vez, algunas toxinas
han demostrado potencial utilidad en otros campos como el sector agricola en el disefio

de bioinsecticidas (Bomgardner, 2017; D. Li et al., 2003).

En 2016 se report6 en el Valle de Aburra, Colombia, una nueva especie de tarantula,
nombrada Pamphobeteus verdolaga (Cifuentes et al.,, 2016). El estudio de la
composicion del veneno de esta nueva especie representa grandes oportunidades para
la identificacion de toxinas con potenciales utilidades en el futuro. A partir del
transcriptoma de la glandula venenosa de P. verdolaga, los Grupos Malaria, Biofisica y
PHYSIS identificaron 180 secuencias peptidicas con posible efecto antibacteriano, de las
cuales 16 poseen estructura DBP. Dada esta caracteristica, hipotetizamos que dichos
péptidos deben poseer gran afinidad y efecto modulador sobre Cav y Ky, y por lo tanto
sobre las corrientes ibnicas mediadas por estos canales. Para evaluar esta hipétesis es
fundamental realizar estudios electrofisiolégicos de células excitables, utilizando la
técnica de patch-clamp, la cual permite evaluar las propiedades eléctricas celulares, tales
como el potencial de membrana, el flujo de corrientes ibnicas y la cinética de
activacion/desactivacion de los canales idnicos en ausencia y presencia de las moléculas
de interés. En Colombia, el uso de esta técnica se ha visto limitado por la poca
infraestructura y la falta de investigadores capacitados. Recientemente los Grupos de
investigacion PHYSIS, de la Facultad de Medicina, y Biofisica de la Facultad de Ciencias

Exactas, de la Universidad de Antioquia, realizaron la adquisicion y montaje de los
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equipos del laboratorio de electrofisiologia celular, haciendo factible el desarrollo de este
trabajo, el cual a su vez es el cimiento para posteriores proyectos en vendmica y otras

areas del conocimiento relacionadas.
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2. Marco teérico

2.1 Potencial de membranay potencial de accién en células excitables

La caracteristica que define a una célula excitable es su capacidad de generar y conducir
potenciales de accion. Ese cambio transitorio de potencial de membrana cumple dos
funciones importantes: transmitir informacion o iniciar eventos celulares como la
contraccion muscular (Fry & Jabr, 2010). El potencial de accion posee 3 propiedades
claves: i) es un evento todo o nada, mas que una respuesta graduada, ii) es
autopropagable a través de la membrana, y iii) es transitorio, pues la excitabilidad

membranal es rapidamente restaurada (Fletcher, 2019).

Cuando las células excitables estan en reposo, la diferencia de concentraciones ionicas
entre el interior y el exterior celular, asi como la permeabilidad diferencial para los iones
en la membrana, crea una diferencia de potencial electroquimico. Este fendmeno en gran
medida se da por la presencia de bombas y de canales i6nicos transmembrana. Los
principales iones involucrados en esta diferencia de potencial son Na* y K*. En células
excitables, dicho potencial de membrana en reposo es de aproximadamente -80 mV,
muy cercano al potencial de equilibrio iénico para K*. El valor negativo revela que el

interior celular es negativo en relacidén con el exterior.

El potencial de accion inicia cuando la despolarizacién de la membrana alcanza el valor
del potencial umbral relativo al potencial de membrana en reposo. Este estimulo inicial
(quimico, eléctrico, etc) activa los canales dependientes de voltaje aumentando
rapidamente la permeabilidad de la membrana para los iones de Na* y mas tarde de K*,

principalmente. Cuando la despolarizacién supera el potencial umbral (aproximadamente
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-65 mV), inicia la fase ascendente del potencial de accion. Los iones de Na* ingresan
rapidamente a la célula durante el potencial de accion gracias al gradiente electroquimico
gue se genera por la mayor concentracion extracelular de iones de Na* y la carga
negativa relativa al interior celular (Meriney & Fanselow, 2019). Posteriormente, el poro
del canal se cierra a pesar de que el estimulo que inici6 su apertura siga presente (Deuis
et al., 2017; Xu et al., 2019), en el fendbmeno conocido como inactivacién. En el caso de
los Nav la inactivacién impide el flujo de corriente a través de estos, lo que en conjunto
con la activacion de los Kv permite la repolarizacién de la célula. Los Kv también
responden al potencial de despolarizacién de membrana, pero su activacion es mas lenta
en comparacion a los Nav; la apertura de éstos coincide con la fase de repolarizacion y
posterior hiperpolarizacién del potencial de accion, en la cual de manera transitoria el
potencial de membrana toma valores mas negativos que el potencial de reposo. Este
periodo dura hasta que los Kv se inactivan. La desactivacion ocurre cuando el canal
adopta la conformacion cerrada del canal, una vez el estimulo que inici6 la apertura del
canal desaparece (Oudit & Backx, 2017). Es importante entender que el comportamiento
de las corrientes iénicas de K* (Ik) durante el potencial de accién es el resultado de la
mezcla de varios tipos de corrientes en las que estan involucradas diferentes isoformas.
La expresion de estas varia segun el tipo celular. En el presente trabajo de grado son de
interés las Ik en células cardiacas (cardiomiocitos), las cuales incluyen: lo, Ikur, lkr, Iks €

Ik (Fig. 1).
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Figura 1. Potencial de accion
cardiaco y corrientes ionicas
involucradas. En el panel
superior se presentan el
potencial de accion atrial
(izquierda) y el ventricular
(derecha). 0, representa la fase
de inicio del potencial de accién
y despolarizacion de la
membrana; 1, repolarizacién
inicial; 2, fase de plateau; 3,
fase de repolarizacion tardia; 4,
fase de reposo o diastélica. En
los demas paneles se presenta
la cinética de activacion de las
corrientes iénicas (I) durante el
potencial de acci6on. Las
corrientes de entrada (azules)
despolarizan la membrana,
mientras las corrientes de
salida (rojas) la repolarizan.
Tomado de (Oudit & Backx,
2017)

En los cardiomiocitos, ademas de los Nav y los Ky, son importantes los Cay,

particularmente los que generan corrientes de Ca?* tipo L (IcaL). Existen otras isoformas

Cayv, en el tejido cardiaco, especificamente los que generan las corrientes de calcio tipo

T (Icar), pero estas se expresan en células del nodo sino atrial y atrio ventricular pero no

en cardiomiocitos de individuos adultos (Kumari et al., 2018). Los Cav tipo L se abren

lento después de la fase de despolarizacion rapida, pero se mantienen abiertos por un

tiempo largo (200-400 ms). La apertura de éstos genera el influjo de Ca?* al citoplasma

celular y media el acoplamiento excitacion-contraccion cardiaco. El balance entre el

influjo de Ca?* y el bajo eflujo de K* es el responsable del potencial de membrana

observado en la fase 2, de plateau, del potencial de accion cardiaco (Feher, 2012; Kumari
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et al., 2018). En otras células excitables, como las neuronas, los Cav cumplen un papel
importante en la liberacion de neurotransmisores en uniones sinapticas y contribuyen al
potencial de accién dendritico (Berridge, 1998). Las Ica. son las segundas corrientes
relevantes para este trabajo, debido a que su magnitud las hace medibles de manera
confiable en cardiomiocitos. En conjunto, Ica € Ik tienen importantes implicaciones en
biomedicina pues sus alteraciones pueden llevar a arritmias o hipotension. Asi mismo, si
no hay efectos sobre estas corrientes es factible descartar preliminarmente la

cardiotoxicidad de una nueva molécula, haciendo aplicables nuestros hallazgos.

2.2 Canales idnicos

Los canales ionicos en general son proteinas multiméricas transmembrana, con alta
selectividad al paso de iones, y por lo tanto son las entidades moleculares responsables
de las corrientes idnicas celulares. Estan presentes tanto en la membrana celular
externa, como en los diferentes sistemas de endomembranas. Median funciones
celulares importantes como la excitacion nerviosa y muscular, la secrecion hormonal, la
proliferacion celular, la regulacion de la presion arterial y el balance hidrico (Lier, 2019).
Pueden ser activados por diferentes estimulos como el voltaje, presion, iones,
neurotransmisores, entre otros (Weir, 2016). Aunque reconocemos la importancia de los
canales de Na* en las células excitables, y de los otros tipos de canales no dependientes
de voltaje, por las razones mencionadas arriba, este escrito esta especificamente
enfocado en los Cav y los Ky, responsables de las Ica € Ik, respectivamente, como sujetos

experimentales de este trabajo.
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2.3 Canales i6nicos dependientes de voltaje

Los canales ionicos dependientes de voltaje (VGIC, por sus siglas en inglés) son las
principales proteinas que definen a las células excitables: neuronas, células musculares
y células secretoras. En estas células, los potenciales de accion, mediados por canales
iGnicos, inician diversos eventos como la neurotransmision, la contraccion muscular y la
exocitosis de vesiculas secretoras (Lipscombe & Toro, 2014). Estos canales son capaces
de medir pequefios cambios en el potencial de membrana y desencadenar la rapida
apertura y cierre del poro i6nico. Son altamente selectivos a diferentes tipos de iones,
dada su secuencia Unica y bien conservada del filtro de selectividad (SF) dentro del
dominio del poro (PD). Los Cav estan formados por un Unico polipéptido compuesto de 4
dominios homoélogos, mientras los Ky estan formados por 4 subunidades separadas no

necesariamente idénticas (heterotetrameros) (Elinder et al., 2007).

2.4 Canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cav)

Los Cav estdn compuestos por una subunidad o de aproximadamente 2000 aminoéacidos
gue se pliega en 4 dominios homologos (DI-DIV) que forman el canal i6nico. Cada
dominio se organiza en 6 segmentos transmembrana con estructura a-hélice (SI-S6). El
segmento S4 es el sensor de voltaje (VSD), el cual posee una secuencia de aminoacidos
cargados positivamente. S4 es esencial para detectar el cambio de voltaje
transmembrana e iniciar la activacion o inactivacion del canal. DI, DIl y DIl estan
relacionados con la apertura del canal mientras que S4 en DIV participa en la
inactivacion. Durante la despolarizacion el S4 se mueve hacia el espacio extracelular,

generando un cambio conformacional en el PD a través de las asas intracelulares y
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permitiendo el paso de iones (Lipscombe & Toro, 2014). Los segmentos S5-S6 y el asa

extracelular S5-S6 (P-Loop) forman el PD (Fig. 2A).

Y ot w2
+HN

outside

inside

Figura 2. Estructura general de los
Cay. A. | a IV indican dominios
homologos que forman la subunidad
a1 del canal. Los S4 (en amarillo) de
cada dominio forman el VSD; el PD
esta formado por las asas
extracelulares de S5-S6 (en verde) y
las asas intracelulares que unen
cada dominio. Subunidades
accesorias: a2 la cual se encuentra
en el espacio extracelular, B se
encuentra en el espacio citoplasmico,
Yy es una proteina integral de
membrana y 6 se une a la membrana
por un ancla de
glicosilfosfatidilinositol (Catterall,
2011). B. Estructura de Cay 1.1 de
conejo en microscopia
crioelectronica, modelada y refinada
a una resolucion de 3.6 A. Los 4
dominios homoélogos (DI-DIV) se
presentan de colores verde y gris. En
color cian y en el espacio extracelular
se presenta la subunidad a2 unida a
01, en el espacio intracelular y en
color lila se presenta la subunidad
B1a. y se observa en amarillo. En
color café se presenta el dominio
carboxi-terminal (CTD) (Wu et al.,
2016).

Cada VSD esta conectado con el PD por un asa intracelular S4-S5, la cual posee

secuencias, conformaciones y roles diferentes en la modulacion de la apertura del poro

ionico (Kushnir & Marx, 2018; Lipscombe & Toro, 2014). La region externa del poro

contiene un par de residuos de glutamato en cada dominio, lo cual es requerido para la

selectividad del paso de iones de Ca?*, una caracteristica estructural Ginica para este tipo

de canales. El poro interno es formado por los S6 de cada uno de los cuatro dominios,
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los cuales son sitios de unidn para diversos antagonistas de los Cav. En el 2016 se
establecié la estructura tridimensional del canal Cavl.1 de conejo, por medio de
microscopia crioelectrénica, con una resolucion refinada a 3.6 A (Fig. 2B). La region
interna de al se encontro en estado cerrado mientras que los 4 VSD se encontraron en

estado abierto, lo cual sugiere que el canal se encontraba inactivado (Wu et al., 2016).

Existen otras subunidades como a2, 3, y y 6. Las cuales apenas comienza a entenderse

su funcién sobre la expresion y regulacion de la apertura y cierre del canal (Fig. 2A-B).

2.4.1 Activacién, desactivacion e inactivacion de Cav

Los Cav son estructuras dinamicas cuyas conformaciones pueden ser clasificadas segun
permitan o no el paso de iones: un estado de reposo cerrado (desactivado), un estado
conductor o abierto (activado) y un estado no conductor o inactivo. Durante la
despolarizacién, VSD presenta un cambio conformacional que a su vez incluye los S5y
S6, los cuales se mueven hacia el espacio extracelular permitiendo la entrada de iones
de Ca? a la célula, después de lo cual el canal se inactiva, con el VSD auln en
conformacién abierta, pero en un estado no conductor mediado por la compuerta de
inactivacion. La rapidez de este fendbmeno varia ampliamente dependiendo de la
isoforma involucrada. Ocurre de dos maneras: inactivacion dependiente del voltaje (VDI
por sus siglas en inglés) e inactivacion dependiente de Ca?* (CDI). Algunos canales de
Ca?* como los tipo L poseen CDI, que funciona como un mecanismo de retroalimentacion
negativa que ayuda a limitar la entrada de Ca?* a la célula, de manera que el influjo de
Ca?* de un canal puede promover la inactivaciéon de otro adyacente, evitando que se

alcancen concentraciones altas de Ca?* que puedan llegar a ser deletéreas para la célula.
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La desactivacion ocurre durante la repolarizacion, en esta fase del potencial de accion el

canal adquiere la configuracion cerrada (Piedras-Renteria, Barrett, Cao, & Tsien, 2007).

2.4.2 Isoformas de Cav

Los diferentes tipos de Ica son definidos principalmente por los diferentes tipos de
subunidades al, las cuales son divididas estructural y funcionalmente en 3 familias: Cav
1, Cav 2y Cav 3. Cav 1 se asocia a las corrientes tipo L (Cav 1.1 a 1.4), Cav 2 a corrientes
tipo N (Cav 2.1), tipo P/Q (Cav 2.2) y tipo R (Cav 2.3) y Cav 3 a corrientes tipo T (Cav 3.1
a 3.3). En la Tabla 2 se presentan las isoformas aisladas de Cav, su funcion y los tejidos

donde se expresan.

Las corrientes tipo T pueden distinguirse de la tipo L por poseer un potencial de activacion
mas negativo (-70 mV vs -40 mV), conductancia baja de un unico canal y sensibilidad
baja a los bloqueantes clasicos de los canales tipo L (Dihidropiridinas) (Kushnir & Marx,
2018). En cardiomiocitos ventriculares, Cav 1.2 es abundante, alcanza la amplitud pico a
potenciales entre 0 y +10 mV y es activado a potenciales superiores a los -40 mV. En
mamiferos el tiempo de inactivacion en cardiomiocitos ventriculares es bifasico,
presentan inactivacion rapida (tr) e inactivacion lenta (ts); la primera con leve
dependencia del voltaje y valores de t: entre 12 y 16 ms (-20 a +25mV), la segunda con
fuerte dependencia de voltaje y valores de ts entre 133 y 577 ms (+10 a +25 mV) (Mewes
& Ravens, 1994). Comparada con Cav 1.2, Cav 1.3 presenta un umbral de activacion mas
negativo y una tasa mas lenta de inactivacion. Estas propiedades permiten un influjo de
Ca?* mas prolongado que contribuye a la actividad marcapasos del nodo sino atrial

(Kushnir & Marx, 2018).
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Tabla 2. Tipos de corrientes de Ca?*, Cay y su funcién.

Tipo de Isoforma
corriente (Cav)

1.1
1.2

L
1.3
1.4
N 2.1
P/Q 2.2
R 2.3
3.1
T 3.2
3.3

Bloqueante

Dihidropiridinas
Fenilalkilaminas
Benzodiacepinas
Dihidropiridinas
Calciseptina

w-Agatoxinas IVA & B
w-Conotoxinas MVIIC &
D

w-Agatoxinas CVIA & B

SNX-482

(+)-ECN (Kurtoxina)

Funcién

AEC?2 en musculo esquelético
AEC en musculo cardiaco y liso, secrecion endocrina,
transitorios de Ca?* en cuerpos neuronales y dendritas

Secrecion endocrina, marcapasos cardiaco,
transitorios de Ca?* en cuerpos neuronales y dendritas
Transduccion visual

Liberacion de neurotransmisores, transitorios de Ca?*
dendriticos

Liberaciéon neurotransmisores, transitorios de Ca?*
dendriticos
Liberacién neurotransmisores, transitorios de Ca?*
dendriticos
Marcapasos

Marcapasos

Marcapasos

aAEC: acoplamiento excitacién-contraccién. Tomado de: (Catterall, 2011; Kushnir & Marx, 2018)

2.5 Canales de K* dependientes de voltaje (Kv)

Los Kv poseen 4 subunidades a, cada una compuesta por seis segmentos

transmembrana con terminales intracelulares amino y carboxilo (Fig. 3). En general, al

igual que los Cav, poseen dominios VSD, PD y SF. El SF esta formado por residuos de

glicina (G)-tirosina (Y)-glicina (G) mas los oxigenos de la cadena lateral de la treonina

formando la secuencia TXGYG, en donde X representa un residuo variable.

Los oxigenos estan organizados simétrica y rigidamente para garantizar la interaccién

Optima con los iones de K* (Oudit & Backx, 2017).

HN

Figura 3. Estructura general de los
Kv. Las subunidades a de K, son
proteinas integrales de membrana
con seis segmentos transmembrana
(izquierda). Las 4 subunidades a se
ensamblan como tetrdmeros
(derecha) con un poro central (Oudit
& Backx, 2017).
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Estos canales poseen gran variedad de subunidades accesorias, con funciones
regulatorias diferentes segun el tipo de canal. Las subunidades (3 fueron las primeras
estudiadas y a la fecha se han descrito 4 (Kv[1-4), las cuales poseen multiples variantes
por splicing alternativo (Pongs et al., 1999). Cada subunidad 3 contiene un nucleo
conservado y un péptido N-terminal variable; éstas se expresan de forma diferencial
segun el tejido. Otras proteinas reguladoras incluyen al KChAP (Kv channel-associated
protein), un miembro de la familia de factores de transcripcién de unién a proteinas, que
se unen a la regién citoplasmatica N-terminal de Kv incrementando la expresion del canal
(Kuryshev et al., 2000). Otras subunidades, como KChIP, KCNE, NCS, and DPPX,
regulan la actividad de la subunidad a a través de diferentes mecanismos (Oudit & Backx,

2017).

2.5.1 Activacion, desactivacion e inactivacion del canal de Ky

La activacion del canal involucra cambios conformacionales del VSD dentro de cada uno
de los monGmeros en respuesta a la despolarizacion de la membrana, que finalmente
lleva a la apertura del canal. Los movimientos de S4 hacia el espacio extracelular
(despolarizacion) inducen cambios conformacionales de S5-S6 (PD) a través del asa S4-
S5, que finalmente permiten el paso de iones a través del canal. EI mecanismo de
inactivacion en Ky es complejo y ocurre tanto a nivel funcional como estructural, pero en
cualquier caso la recuperacion de la inactivacion usualmente ocurre cuando el potencial
de membrana regresa a su valor inicial (repolarizacion). Varios mecanismos de
inactivacion han sido descritos: tipo-N, tipo-C/P, tipo-AG Yy tipo-U, pero su discusion va
mas alla de objetivo del presente escrito. Estos se describen en la revision realizada por

Oudit y colaboradores (Oudit & Backx, 2017).
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2.5.2 Isoformas de Ky

Segun la homologia de sus subunidades a se han descrito 40 diferentes miembros
agrupados en 12 subfamilias (Kv 1x-Kv 12.x). Los Kv 5, Kv 6, Kv 8, y Kv 9 son canales
silentes que no producen entidades funcionales cuando forman homotetrameros.
Algunas clases de estos canales contienen un solo miembro y la mayoria de los genes
que los codifican surgen de splicing alternativo. Las clases silentes son mas promiscuas
y pueden co-ensamblarse con K2, de esta manera se modifican sus propiedades
biofisicas y se crean una gran variedad de canales heteroméricos (Grandi et al., 2017;
Gutman et al., 2005). En el Anexo 1 se presentan las diferentes isoformas de Ky y en qué

tejidos se expresan.

2.5.3 Corrientes i6nicas de K* (Ik) en el corazén

En cardiomiocitos existen dos tipos de Ik: transitorias de salida (lwo) y rectificadoras
retrasadas (Ik1). lo Se activa rapidamente y contribuye a la fase 1 del potencial de accion.
A su vez lo es separada en liorf € lios, ambas con tiempos de activacion similar, pero con
diferentes tiempos de inactivacion (t inact = 25-80 ms para lwor y 80-200 ms para ltos) y
recuperacion de la inactivacion (t rec = 25-80 ms para lor y 1-2 s para lwof) (Oudit et al.,
2001). Las Ik1 son importantes en las fases posteriores del potencial de accion (fases 3
y 4), al asegurar repolarizacién hasta el potencial de reposo. Puede ser separada en mas
corrientes como: Ikur, Ikr € Iks, las cuales son generadas por diferentes subunidades a de
Kv. En la Tabla 3 se presentan los diferentes tipos de Ik en el corazén y la fase del

potencial de accion en donde intervienen.
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Tabla 3. Principales isoformas involucradas en los tipos de corrientes de K* en el corazén

Corrientes Expresién en Fase del Potencial Isoformas
tejido de Accion
ltof Atrios, ventriculos, fibras Purkinje Fase 1 Kv 4.2/4.3
ltos Ventriculos Fase 1 Kv1.4/1.7/3.4
Ikur Atrios Fase 2 Kv1.5/3.1
Ikr Ventriculos Fase 3 Kv 11.x (hERG)
Iks Ventriculos Fase 3 Kv 7.1

Tomado de: (Gutman et al., 2005).

2.5.3.1. Corriente transitoria de salida de K* (lo): Se caracteriza por ser sensible a 4-
aminopirimidina (4-AP). Contribuye a la fase 1 de repolarizacion. La densidad de esta
corriente es mayor en atrios que ventriculos y 3-4 veces mayor en células de miocardio
medio y subepicéardicas que en células subendocardicas (Li & Dong, 2010). Posee una
influencia importante sobre las IcaL, por lo tanto, modula el acoplamiento excitacion-
contraccion del musculo cardiaco. Alteraciones en lo pueden generar cambios en la
duracion del potencial de accion y favorecer la aparicion de arritmias (Oudit et al., 2001).
En ratones, la densidad de lwof en miocitos es mayor en el ventriculo derecho que en el

izquierdo, mientras que lws SOlo se detecta en septum (Brunet et al., 2004).

2.5.3.2. Corriente rectificadora retrasada (Ik1): Esta corriente cumple un rol importante en
la repolarizacion e inicio del potencial de accion. Puede ser separada en 3 componentes
con cinéticas y caracteristicas farmacoldgicas definidas: corrientes rectificadoras

ultrarrapida (Ikur), rapida (Ikr), y lenta (Iks).

lkur también es conocida como Iss 0 Isus, S€ caracteriza por activarse rapido e inactivarse
lento, ademas de ser sensible a inhibicion por 4-AP pero no a tetraetilamonio (TEA). En
humanos y ratones la isoforma involucrada es KCNA5S (Kv 1.5) mientras que en caninos
es la isoforma KCNC1 (Kyv 3.1). En humanos se expresa Unicamente en atrios, mientras
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qgue en ratones tanto en atrios como en ventriculos y de forma predominante en atrio
izquierdo (Nakamura et al., 2010).

lkr S€ caracteriza por una rapida activacion a -30 mV y rapida inactivacion. La isoforma
involucrada en este tipo de corriente es la hERG (Kv 11.1), en humanos se expresa tanto
en atrios como en ventriculos. Contribuye principalmente a la fase 3 de repolarizacion
del potencial de accién. El bloqueo de esta corriente prolonga la duracién del potencial
de accibn atrial y ventricular (Prolongacion del intervalo QT). Este fendmeno ocurre en
mayor medida en células miocardicas en comparacién a células subendocardicas y
subepicardicas, lo que genera pérdida en la homogeneidad en la repolarizacién de la
pared ventricular, y promueve la aparicion de taquicardias ventriculares e incluso
fibrilacién ventricular (Raschi et al., 2009; Tamargo et al., 2004).

Iks Se activa lentamente casi sin inactivacion, contribuye a la fase 2 de repolarizacion del
potencial de accion. En ausencia de estimulacién adrenérgica juega un papel importante
en aumentar la duracion del potencial de accién en cardiomiocitos ventriculares (Jost et
al., 2005). Se activa a potenciales positivos a -30 mV, con una relacion corriente-voltaje
lineal, alcanzando la mitad de la maxima activacién a +20 mV. Las corrientes de Iks son
generadas por canales conformados por 4 subunidades de KCNQ1 (Kv 7.1) y dos
subunidades B KCNE1. Se ha observado disminucion en la expresiéon de estos canales
en corazones con falla cardiaca de caninos y humanos (Li & Dong, 2010).

El estudio de canales i6nicos incluye: purificarlo, caracterizar su estructura y peso
molecular, caracterizar su funcion y sus mecanismos de activacion e inactivacion.
Técnicas como la cromatografia, espectrometria de masas, microscopia electrénica,

cristalografia de rayos X y la bioinformatica de proteinas, han sido esenciales para

32



entender la biologia estructural de estos macrocomplejos proteicos (Levinson & Sather,
2012; Martinez-Ortiz & Cardozo, 2018; Wisedchaisri et al.,, 2019). Sin embargo,
funcionalmente son las técnicas electrofisiologicas las que han permitido entender como
se transmiten los impulsos eléctricos en células excitables y cuéles son los mecanismos
de activacion e inactivacion de los canales idnicos. Entre ellas patch-clamp es la de
mayor importancia y la que se usara en este trabajo, por lo cual sera descrita a

continuacion.

2.6 Latécnica de patch-clamp

Esta técnica permite la medicidbn de corrientes i6nicas a través de la membrana
plasmatica. La técnica se basoé en los trabajos pioneros realizados por Alan Hodgkin y
Andrew Huxley en 1950, quienes lograron registrar corrientes macroscopicas en axones
de calamar gigante, controlando el voltaje de la membrana (Hodgkin & Huxley, 1952).
Sin embargo, estos trabajos tenian la limitante de ser incapaces de estimar corrientes
iGnicas a través de un tipo de canal o de un Unico canal. Esto no fue posible hasta 1976,
cuando Neher y Sakmann desarrollaron la técnica del patch-clamp, la cual permitié
registrar por primera vez en un area muy pequefia de la membrana de una célula
muscular de rana un canal activado por acetilcolina (ACh) (Neher & Sakmann, 1976).
Posteriormente en 1981, los mismos autores en conjunto con otros investigadores
publicaron en la revista Pfligers Archiv el protocolo refinado de la técnica que se utiliza
actualmente, el cual mejor6 de manera importante su resolucién. Describieron los
diferentes tipos de ruido presentes, ademas de las diferentes configuraciones de registro

de corrientes y sus potenciales aplicaciones en diversos tipos celulares (Hamill et al.,
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1981). Por sus descubrimientos en torno a la funcién de canales i6nicos en células
recibieron el premio Nobel en 1991 (The Nobel Prize, 1991).

Patch-clamp permite medir corrientes de membrana de toda la célula (llamadas
corrientes macroscopicas), pero también cambios en la actividad de un Unico canal
(corrientes microscépicas), asi como las propiedades cinéticas de los canales ionicos
(rapidez con la que se abren y cierran) (Conforti, 2012; Sachs & Auerbach, 1983). Esta
técnica ha permitido el descubrimiento de activadores e inhibidores de diversos tipos de
canales (Gualdani et al, 2017; Larsson et al, 2000; Sun et al, 2019; van der Peet et al,
2019), predecir su comportamiento (Metri et al, 2019) e incluso caracterizar canales
i6nicos, no solo en la membrana plasmatica sino en otras endomembranas como los
endolisosomas (Chen et al., 2017). Con esta técnica es posible medir corrientes idnicas
a través de la membrana cuando el voltaje se mantiene constante. Dichas corrientes
derivan del movimiento de cargas generado a su vez por el movimiento de los iones a
través de los canales. Este principio provee las bases biofisicas de patch-clamp
(Kornreich, 2007).

La corriente total medida en la membrana depende de las propiedades capacitivas de la

membrana y de las corrientes idnicas.

It=IC+ZIx

Con IC la corriente capacitiva, e Ix la corriente generada por cada ion. A su vez, la IC

depende de la capacitancia de membrana (Cm)

Cm= €A/d
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Donde ¢ es la constante dieléctrica, A es el d&rea de membrana y d el grosor de la
membrana. La corriente ionica depende de la conductancia (gx) y de la diferencia entre

el voltaje de membrana (Vm) y el potencial de reversion (Vx) para cada ion.
Ix = gx (Vm —Vx)

Las magnitudes de Vm y Vx se pueden modular experimentalmente mediante el control
de voltaje aplicado por la técnica de patch-clamp, y de las concentraciones de iones en
los espacios intra y extracelular (Carter et al. 2015). Para mayor detalle de los principios
biofisicos y las ecuaciones que aplican se remite al lector a otras fuentes (Conforti, 2012;

Hamill et al., 1981; Polder et al., 2005).

Para medir las corrientes generadas por el flujo de iones a través de toda la membrana,
se utiliza la configuracion whole-cell y se fijan potenciales predeterminados a partir de un
potencial de reposo conocido como holding potential. Los datos obtenidos en estos
experimentos pueden graficarse en curvas de corriente vs voltaje (I-V), las cuales
muestran los cambios de corriente registrados a un voltaje determinado durante un
periodo de tiempo. Por convencion, para cationes como el Na* y el Ca?*, corrientes con
un valor negativo se refieren a corrientes de entrada (inward), mientras que aquellas con
valor positivo, como suelen ser la de K*, son conocidas como corrientes de salida
(outward). La pendiente de la curva I-V refleja la conductancia de la membrana/canal
para el ion que se esta midiendo. Los resultados de Ix se normalizan con respecto a los
valores de Cm, para corregir por el tamafio celular. Si se desea medir la conductancia de
un ion especifico, deben usarse agentes farmacologicos para aislar canales especificos

o hacer mediciones utilizando otras configuraciones.
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2.6.1 Descripcion de la técnicay configuraciones de registro

La técnica convencional consiste en crear un sello entre una micropipeta y una pequefia
porcion de la membrana plasmética aislando dicha porcion (patch o en espafiol, parche)
del resto de la membrana. De esta manera se logra controlar el voltaje y realizar
mediciones de las corrientes idnicas a través de los canales en el sello. Si el sello se
rompe, entonces se establece una configuracion que permite controlar el voltaje en toda
la célula, conocida como whole-cell. Las micropipetas son usualmente de vidrio de
borosilicato con una punta de un diametro de 1-5 um, y contienen una solucion salina
conductora en contacto con un electrodo de registro (cable Ag/AgCl), lo cual les confiere
una resistencia en el bafio, o solucion extracelular, tipicamente entre 1.5-5 MQ. Una vez

obtenidas las corrientes estas se amplifican y se digitalizan (Fig. 4).

Las configuraciones mas conocidas, que permiten realizar diferentes tipos de mediciones

de las corrientes iénicas (Fig. 4), son:

2.6.1.1. Cell-attached: consiste en posicionar la pipeta sobre la célula con ayuda de un
micromanipulador, seguido de la aplicacién de una leve presion negativa (succién) para
formar un sello, que se traduce en una resistencia muy alta, tipicamente de 1-2 GQ,
llamado gigasello (Fig. 4A). Con esta configuracion es posible realizar la medicion de
corrientes ibnicas provenientes de un unico canal (corrientes microscopicas). Su principal
desventaja consiste en que no es posible estimar el potencial de reposo, el cual se suma
al potencial aplicado por la pipeta (Rycroft et al., 2006).

2.6.1.2. Inside-out: partiendo de la configuracion cell-attached, el “parche” de la
membrana puede ser desprendido manteniendo el gigasello, de esta manera se expone

el interior de la célula a la solucion del bafio y el exterior de la membrana a la solucion
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de la pipeta (Fig. 4B). Ha demostrado ser util para evaluar el efecto de constituyentes
citoplasmaticos y segundos mensajeros sobre la actividad de un canal determinado
(Conforti, 2012; Rycroft et al., 2006).

2.6.1.3. Perforated-patch: permite la medicion de corrientes macroscopicas. Esta técnica
se consigue a partir de la configuracion cell-attached, pero la pipeta contiene antibioticos
como la anfotericina B o nistatina, los cuales tienen la propiedad de generar poros en la
membrana, permitiendo de esta manera acceso eléctrico al interior celular (Fig. 4C).
Estos poros son permeables a iones, pero no a moléculas grandes, lo cual previene la
dialisis celular entre el contenido de la micropipeta y el interior celular. La principal
desventaja de esta configuracién es que la resistencia de acceso es usualmente mayor
en comparacion a whole-cell. Esto genera una disminucion del control del voltaje y en la
resolucion de la corriente, y por consiguiente una menor relacién sefal a ruido (Conforti,
2012; Rycroft et al., 2006).

2.6.1.4. Whole-cell: permite medir corrientes macroscépicas al igual que perforated-
patch, pero no se usan antibiéticos para generar poros en la membrana. Esta
configuracion se obtiene rompiendo la zona de la membrana que se encuentra en
contacto con la pipeta en la configuracién cell-attached, mediante una leve pero rapida
succion (Fig. 4D). Permite estimar el promedio de las propiedades eléctricas de la célula
(Cm, resistencia de membrana (Rm) y resistencia de acceso (Ra)). Ya que el interior
celular es perfundido con la solucion de la pipeta, tiene la desventaja de diluir algunos
moléculas intracelulares que pueden ser importantes para la regulacion de los canales

ionicos (Conforti, 2012; Kornreich, 2007).
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2.6.1.5. Outside-out: esta configuracion se obtiene a partir de whole-cell, en donde se
retira lentamente la pipeta de la célula, la membrana se estira y se pliega sobre si misma
exponiendo la cara interna de la membrana hacia la solucion interna en la pipeta y la
cara externa hacia la solucion de bafio (Fig. 4E). Esta configuracion permite realizar
registros de un unico canal (single-channel), y es util para evaluar el efecto de diferentes

farmacos sobre las proteinas en la cara interna de la membrana.
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-Leak substraction

= Computador
-Compensacion Rs

Digitalizador
Amplificador

Cell-attached

\'\0‘
o
Sy Whole-cell

l Pulling

Inside-out ) :

C
_ -
|

Outside-out

Sistema de
IEI presion
U Microscopio hidrostatica
invertido

Figura 4. Configuraciones de registro y setup de latécnica de patch-clamp. A. Cell-attached.
B. Inside-out. C. Perforated patch. D. Whole-cell. E. Outside-out (Conforti, 2012). Partiendo de la
configuracion Cell-attached se obtienen las demas. F. Setup de patch-clamp. Se observa una
pipeta haciendo sello sobre la membrana de un cardiomiocito. La sefal obtenida se amplifica y
digitaliza. El sistema de presion hidrostatica ayuda a conservar el sello por més tiempo. Ver el
texto para mavor detalle.

Pulling
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2.6.2 Aislamiento de corrientes idnicas

En la presente investigacion es de interés medir las corrientes idGnicas macroscopicas de
Ca?* y K* mediante patch-clamp en la configuraciéon whole-cell y en el modo voltage-
clamp. Sin embargo, cuando la membrana celular es despolarizada al imponer
determinado potencial de membrana, diferentes tipos de canales pueden ser activados
simultaneamente. Por esta razon es necesario utilizar técnicas para poder separar los
diferentes componentes de las corrientes que fueron activadas por el mismo pulso de

voltaje.

La primera de estas técnicas consiste en utilizar bloqueadores selectivos de corrientes
ionicas. Por ejemplo, si se deseara medir IcaL, podria usarse tetrodotoxina (TTX) para
bloguear corrientes de Na* (Ina) y TEA para bloquear Ik. Sin embargo, el uso de estos
agentes genera varios inconvenientes. Uno de ellos es que algunas de estas moléculas
afectan parcialmente las corrientes de interés, como sucede cuando se bloguea Ina, l0
cual influencia el intercambiador Na*/Ca?* (NCX). La disminucién de la actividad Ina/Ca
aumenta el valor de [Ca?*] en el citoplasma, lo cual afecta Icar (Polder, Weskamp, Linz,
& Meyer, 2005). Esta aproximacion sélo es posible si se conocen todas las corrientes

intervinientes y si existen bloqueantes para cada una de ellas.

La segunda manera es bloqueando de manera selectiva la corriente de interés. Esta
aproximacion se logra registrando la suma de todas las corrientes durante un protocolo
de voltage-clamp, luego se bloquea de manera selectiva la corriente de interés y se
ejecuta el mismo protocolo. De esta manera puede calcularse la diferencia punto por
punto entre ambas corrientes; el resultado correspondera a la corriente de interés. Este

procedimiento puede realizarse utilizando blogueantes selectivos de Ica,, como

39



nifedipina. Sin embargo este método también posee inconvenientes; al igual que en la
aproximacion anterior, la influencia del NCX al bloquear IcaL afectara de manera indirecta
dicha corriente (Polder et al., 2005). La principal ventaja es que la primera medicion sin

bloqueante se realiza bajo condiciones normales.

La tercera aproximacion consiste en la activacion selectiva de los canales idnicos. Debido
a que algunas corrientes tienen diferentes umbrales, pueden ser activadas con diferentes
protocolos de voltage-clamp. Este método es util si queremos medir corrientes diferentes
a Ina, Icat O lo, aprovechando que éstas ultimas se activan a potenciales mas negativos
a -35 mV. Un pre-clamp de -35 mV antes del test-clamp permitira inactivar estas
corrientes sin alterar las corrientes de interés (por ejemplo Iki1), que se activaran a

potenciales mas positivos a los -35 mV (Polder et al., 2005).

Algunos de los moduladores de canales idnicos mas relevantes tienen su origen en
venenos animales. Estos moduladores, conocidos como toxinas, se han evaluado
ampliamente con patch-clamp para estudiar el efecto electrofisiolégico sobre canales
i6nicos, lo cual no so6lo ha permitido el descubrimiento de nuevos tipos de canales
i6nicos, sino también los mecanismos fisioldgicos involucrados en su activacion y
desactivacion (Deuis et al., 2017; Levinson & Sather, 2012; van der Peet, Sandanayake,

Jarrott, & Williams, 2019).

2.7. Modelos celulares

2.7.1 Cardiomiocitos
Son las células funcionales del corazén, que a diferencia de las células musculares

esqueléticas que pueden decenas de nucleos, tienen entre 1 y 2 nucleos; en humanos
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aproximadamente el 50% de los cardiomiocitos son binucleados, mientras que en

roedores pueden serlo el 90% (Gerdes, 2012). La longitud media de un cardiomiocito

ventricular es de 120-150 uym (Fig. 5A).
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Figura 5. Caracterizacion morfolégica y electrofisiolégica de un cardiomiocito murino. A.
Fotografia en campo claro de cardiomiocito de rata. Barra de calibracion: 10 ym. B. Fotografia
de microscopia electronica de transmision (TEM) de corazon de rata, se observan las
mitocondrias (m) organizadas de forma lineal entre miofibrillas (f), nacleo (N) central y nucleolo
(n). Patrén sarcomérico estriado compuesto de bandas A (linea roja larga arriba a la izquierda,
B, 1.5 ym), bandas | (linea amarilla vertical) y discos Z (Z). Las flechas abajo a la derecha marcan
el sarcolema de dos cardiomiocitos adyacentes. Discos intercalados (ID) forman conexiones
entre dos células y sitio de insercion de los miofilamentos. En imagen inserta se observa Golgi
perinuclear (g), mitocondria (m) y miofibrillas adyacentes (Gerdes, 2012). C. Cinética de la Ik en
un cardiomiocito a potenciales desde -90 mV a +60 mV con aumento de +10 mV entre cada
potencial probado (Nesher et al., 2014). D. Cinética de la lca. en un cardiomiocito a potenciales
desde -40 mV a +70 mV con aumento de +10 mV entre cada potencial probado (Zhang et al.,

2011).

Estan conectadas entre si por uniones conocidas como discos intercalados. En

mamiferos, la principal diferencia subyace en el numero de células, mientras que su
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volumen y tamafio es muy similar. Las miofibrillas son las organelas mas abundantes en
el corazon (ocupa 50-60% del citoplasma), estdn compuestas de miofilamentos que se
superponen en unidades repetidas llamadas sarcOmeros. Discos compuestos
principalmente de a-actina, forman los limites del sarcomero y provee el anclaje a los
filamentos delgados (1 ym de longitud y 8 nm de grosor) (Gerdes, 2012) (Fig. 5B). Los
cardiomiocitos de murinos son un excelente modelo de célula excitable por ser ricos en
lcaL € Ik, lo cual justifica su eleccibn como modelo celular para este trabajo de grado. En
ellos se hizo la caracterizacién morfolégica, electrofisioldgica y la evaluacién del efecto
de las toxinas. En la Fig. 5C se observa una corriente macroscoépica de K* sin diferenciar
las diferentes corrientes intervinientes (liw, Ikur, Ikr, Iks), y €n el panel 5D se presenta una

lcaL en cardiomiocito de ratdn, similares a las publicadas en la literatura.

2.7.2 Neuronas del ganglio espinal (DRG)

Los ganglios espinales se encuentran localizados a lo largo de las raices dorsales de los
nervios espinales cervicales, toracicos, lumbares y sacros. En estos se encuentran
localizadas neuronas pseudo-unipolares de las cuales sale una neurita del soma que
luego se bifurca en un axon que se dirige al sistema nervioso central (SNC) y otro proceso
(dendrita) que inerva organos periféricos. La informacion sensitiva proviene de
estructuras somaticas (e.g. piel) y viscerales (e.g. 6rganos y cavidades). Estas células
son redondeadas, contienen un nucleo central y nucleolo prominentes, con abundantes
complejos de Golgi y cisternas de reticulo endoplasmico rugoso (RER), los cuales forman
agregados conocidos como cuerpos de Nissl (Haven, 2009; Marani, 2017). Estas células
son protegidas por células de soporte o satélites, equivalentes a la neuroglia en SNC, las

cuales son pequeias y firmemente asociadas al soma neuronal (Papka, 2009) (Fig. 6A).
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Figura 6. Caracterizacion morfolégicay electrofisiolégica de neuronas del ganglio
espinal (DRG) de ratdn. A. Corte histolégico de ganglio espinal. Se observan neuronas
pequefias (S), medianas (M) y grandes (L). Asociadas a las neuronas se observan células
satélites (S junto a flecha), las cuales aislan las neuronas del tejido conectivo extracelular y les
proveen soporte. Barra de calibracion: 25 um (Papka, 2009). B. Registro de patch-clamp de Ik
activados por voltaje (K,) y activados por Ca?* (BK) en neuronas del DRG. K, fue obtenida al
substraer la corriente obtenida por solucién externa convencional menos una soluciéon con 0 mM
Ca?*. Corriente evocada a partir de potenciales de despolarizacion de 0 mV y +80 mV desde un
potencial de reposo de -60 mV (Li et al., 2006). C. Registro de patch-clamp de Icaen neuronas
del DRG. Corriente evocada a partir de potenciales de despolarizacion de -30 mV y 0 mV desde
un potencial de reposo de -90 mV (Gandini, Sandoval, & Felix, 2018).

Las poblaciones neuronales en el DRG son heterogéneas y se clasifican en 3
poblaciones: pequefias (<20 pm), medianas (21-40 ym) y grandes (>40 pm). Las

pequefias carecen de mielina y tienen procesos no mielinizados (0.3-1.3 ym) y baja
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velocidad de conduccién (0.7-2.3 m/s) conocidas como fibras C. Las medianas tienen
procesos levemente mielinizados (1.7-7 ym) y velocidad moderada (3-15 m/s) conocidas
como fibras A-d. Las grandes tienen procesos fuertemente mielinizados (7-15 ym) y son
las mas rapidas (20-80 m/s), llamadas fibras A-B y Aa (Papka, 2009). Las Ik de estas
poblaciones celulares son diversas e intervienen tanto en la fase de despolarizacion
como repolarizacién del potencial de accidén (Tsantoulas & Mcmahon, 2014). En la Fig.
6B se presenta una Ik (Kv) y una corriente de K* activada por Ca?* (BK), las cuales se
pueden diferenciar por la presencia y ausencia de Ca?* en su soluciéon externa. Las
neuronas expresan lca tipo P/Q, N, Ry T de manera diferencial, dependiendo del tipo de
neurona y el estadio fisiolégico (Kushnir & Marx, 2018). En la Fig. 6C se observa una

tipica Ica en estas células.

2.7.2.1 Caracterizacion morfoldgica, identificacion y viabilidad celular de neuronas:
Debido a que los DRG incluyen diversas poblaciones celulares como: neuronas, células
satélites y células de tejido conectivo (Papka, 2009), es necesario realizar una
caracterizacion morfolégica e identificacion usando marcadores moleculares especificos
de estas células. Para ello se pueden realizar experimentos de inmunofluorescencia
indirecta con dos marcadores especificos: Neurofilamento 200 (NF-200) y B-lll-tubulina
(Tuj-1). El neurofilamento 200 pertenece a un grupo de filamentos intermedios de tipo IV,
constituyentes fundamentales del citoesqueleto neuronal y son particularmente
abundantes en los axones. DRG expresan principalmente NF de alto peso molecular
(200 kDa), en comparacion a los de medio (155 kDa) y bajo (68 kDa) peso molecular

(Gebhart, 2013). La disminucion de la expresion o mutaciones de esta proteina se han
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asociado a multiples enfermedades como esquizofrenia, esclerosis lateral amiotrofica,
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (Haven, 2009; Papka, 2009). El anticuerpo
monoclonal de raton Tuj-1, es ampliamente usado para identificar poblaciones celulares
de origen neuronal y reconoce tanto la forma fosforilada como no fosforilada de B-lll-
tubulina (Zuchero, 2014). Este isotipo de tubulina se expresa tanto en neuronas del
sistema nervioso periférico como central y contribuye a la estabilidad y transporte de los
microtibulos axonales. Tuj-1 no se expresa en células nerviosas embrionarias, pero si
en neuronas posterior a la mitosis terminal, por lo cual es considerada como uno de los
marcadores asociados al desarrollo completo del citoesqueleto neuronal (Katsetos,
Legido, Perentes, & Mork, 2003). Este fue el segundo modelo de interés en este trabajo
de grado. Sin embargo, para enmarcar los ensayos dentro del alcance experimental y de
duracion de un trabajo de grado de Maestria, se estandarizdé el aislamiento y la
caracterizacion molecular de las neuronas del DRG, pero no se hizo su descripcion

electrofisiolégica ni la evaluacion del efecto de las toxinas.

2.8 ¢, Qué son las toxinas?

En el reino animal existe gran variedad de venenos, los cuales permiten a los individuos
aumentar sus probabilidades de obtener alimento o de defenderse de depredadores. Sin
embargo, se sabe que algunos depredadores pueden desarrollar resistencia a algunos
de ellos a través de mutaciones en receptores o produciendo activamente antitoxinas.
Por esta razon, la presion selectiva mantenidas sobre las especies productoras de
venenos, permiten modificaciones permanentes en la composicion del mismo (Biardi &

Coss, 2011, Geffeney, 2002).
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Las toxinas son moléculas aisladas del veneno completo de cierta especie animal, las
cuales tiene efectos especificos sobre el individuo afectado. Estan compuestas de
cadenas polipeptidicas diversas, con gran variedad de tamafio, peso molecular y
selectividad a diferentes isoformas de canales i6nicos. Estas han sido de gran interés
cientifico por décadas, pues han permitido entender fendmenos biolégicos de adaptacion
y evolucién de diferentes especies. Las toxinas constituyen herramientas farmacoldgicas
importantes para la investigacion y el disefio de agentes terapéuticos de diversas
patologias, debido a su gran afinidad por diferentes tipos de receptores y canales iénicos
(Kozlov, 2018). Después de una corta contextualizaciébn sobre algunas toxinas de
diferentes fuentes animales, cuyo blanco principal son los canales iénicos, nos

enfocaremos en las toxinas provenientes de arafas.

2.8.1 Toxinas y canales idnicos

Algunas toxinas de diversas especies animales han permitido entender la estructura
tridimensional de ciertos canales iénicos. La toxina MitTx derivada del veneno completo
de la serpiente coral texana (Micrurus tener tener), se une de manera selectiva a los
canales catidnicos ASIC1a, los cuales se encuentran principalmente en células de tejido
nervioso central y periférico. Utilizando esa propiedad, se pudo definir la estructura

cristalina en estado abierto de ASIC1la (Baconguis et al., 2014).

Los caracoles marinos de la familia Conidea abarcan algunas de las especies animales
con mayor variedad de toxinas con afinidad por canales idnicos. Los venenos de estas
especies normalmente constan de péptidos lineales y proteinas pequefias plegadas con
un tamanfo relativo de 600-800 Da, los cuales son conocidos como conopéptidos o
conotoxinas (Favreau & Stocklin, 2009). Estos conopéptidos han demostrado gran
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versatilidad para la modulacion selectiva de diversos tipos de canales i6nicos, entre los

gue se incluyen Nav, Kvy Cav (Chen et al., 2021; Scanlon et al., 1997; Yang et al., 2017).

Los escorpiones son aracnidos pertenecientes al orden Scorpiones. Sus toxinas ejercen
un efecto principalmente neurotoxico por inhibicion de mdiltiples canales idnicos. Las
toxinas mas relevantes por su efecto sobre mamiferos son aquellas que generan
inhibicion de los Nav. Estas pueden ser clasificadas en dos tipos principales: a-toxinas
(retrasan la inactivacion de los Nav) y las 3-toxinas (desencadenan la apertura de los Nav
a potenciales de accion mas negativos que el valor fisioldégico) (Ortiz et al., 2015), sin
embargo existen otras toxinas que inhiben otro tipos de canales como CmERG1,
proveniente el escorpién colombiano Centruroides margaritatus, la cual demostro
recientemente, a una concentracion de 1 yM, un efecto inhibitorio completo sobre el canal
de K* hERG, sin afectar el tiempo de apertura o cierre del canal (Beltran-Vidal et al.,
2021). Otro ejemplo es la toxina IMKTx96, derivada del escorpion Isometrus maculates,
la cual demostré un potente efecto inhibitorio sobre Kv 1.2 mediante patch-clamp (Li et
al., 2019). Otras toxinas aisladas de escorpiones también tienen efecto sobre canales de

Ca?*y CI (Ortiz et al., 2015).

2.8.2 Toxinas provenientes de arafias

Las arafias son aracnidos pertenecientes al orden Araneae. Son especies ampliamente
diversas, se encuentran distribuidas en todos los continentes excepto en la Antartida y
pueden sobrevivir en gran variedad de ecosistemas que van desde los desiertos hasta
regiones alpinas, convirtiéndose en los invertebrados terrestres mas exitosos en el
planeta, después de los insectos. La gran mayoria usa veneno para matar o paralizar su
presa como proposito principal, pero este también puede tener efecto de predigestion.
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Sus toxinas pueden ser agrupadas, segun su peso molecular, en tres clases principales:
moléculas orgéanicas de bajo peso molecular (menor a 1 kDa), péptidos (entre 3-10 kDa)
y proteinas de alto peso molecular (> 10 kDa). El estudio de los péptidos es el de mayor
interés por su especificidad y selectividad, convirtiéndolos en potenciales moléculas para

el desarrollo farmacolégico (Israel et al., 2017).

Algunos péptidos de estos venenos tienen efectos sobre Nav, Kvy Cav, TRP, ASIC y

canales mecano-sensibles (Rash & Hodgson, 2002; Saez & Herzig, 2019).

2.8.3 Péptidos aislados de arafias con efecto sobre Cav

Los péptidos mejor caracterizados bloqueantes de Cav son las w-Agatoxinas,
provenientes de la arafia Agelenopsis spp, veneno que inhibe la liberacion de gran
variedad de neurotransmisores. Estas varian entre 5-10 kDa, se clasifican de acuerdo
con su homologia y espectro de actividad sobre insectos o vertebrados. Tipo | y Il w-
AGTX son selectivas para Cav de insectos, tipo lll son inactivas para insectos pero se

unen a todas las Cavl y Cav2 (Nicholson, 2013).

El péptido PhTx3-4 aislado de la tarantula Phoneutria nigriventer bloquea los Cav de alto
voltaje (HVA; canales de Ca?* Tipo L, N, P/Q y R) con baja especificidad. Este ha
demostrado efectos neuroprotectores y antinociceptivos en modelos de ratén de dolor
inflamatorio persistente, reversando el estado nociceptivo a una dosis de 30 pmol por
sitio de inyeccion intratecal, sin generar alteraciones motoras en los individuos tratados

(Da Silva et al., 2015).
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Otras toxinas provenientes de arafias moduladoras de Cav han sido descritas de
migalomorfos (w-TRTX-Grla y w-TRTX-Hgla) y araneomorfos (w-CNTX-Cs1a, w-

SGTX-Sf1a, w-FLTX-Kh1a, w-PLTX-Ptla) (Nicholson, 2013).

2.8.4 Péptidos aislados de arafias con efecto sobre Ky

La Hanatoxina (HaTx), proveniente de la Tarantula chilena (Grammostola spatulata), es
un péptido modificador de apertura (gating modifier en inglés) del canal Kv 1.2. Este se
une al canal en la regién S3b empujandolo hacia el N-terminal de S4, lo que genera
reduccion de libertad de movimiento de S4 e inhibicidn de la apertura del PD (Huang et
al., 2007; Swartz & MacKinnon, 1995). Otros péptidos aislados de las tarantulas africanas
Stromatopelma calceata (ScTx1) y Hetroscodra maculata (HmTx1, HmTx2) también
actuan como modificadores de apertura de Kv. HmTx1 demostro capacidad de inhibir los
canales Ky 2x, mientras que ScTx1 demostré capacidad de inhibir de forma selectiva
Kv2.1y Ky 2.2. HmTx2 fue el primer péptido descrito con la capacidad de inhibir Kv 4.1 de
forma selectiva (Escoubas et al., 2002). Se han descrito otras toxinas con capacidad de
modular los Ky, como las heteropodatoxinas (HpTx 1-3) provenientes de Heteropoda
venatoria, las cuales prolongan el potencial de accion de lw (Kv 4.2), disminuyendo la
velocidad de activacion del canal e inactivacion, a la vez de modificar la dependencia del

voltaje de la inactivacion a potenciales mas positivos (Sanguinetti et al., 1997).

2.8.5 Otras aplicaciones de toxinas de arafias

Entre las posibles aplicaciones del estudio de estas toxinas, el tratamiento anticancer es
una de las méas prometedoras. Licosina-1 aislado de la arafia Lycosa singoriensis ha
demostrado potente inhibicidén del crecimiento de células tumorales in vitro y la supresién

del crecimiento del tumor en modelos in vivo. El efecto de este péptido se asocio a dos
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mecanismos: la activacion de la via apoptoética mitocondrial y al aumento en la expresion
del p27, llevando de esta manera a la apoptosis y disminucién de la proliferacion de

células tumorales (Liu et al., 2012).

El fendmeno de la resistencia antimicrobiana es uno de los mayores problemas de salud
publica en la actualidad. Los péptidos antimicrobianos derivados de animales se han
convertido en una alternativa para esta problematica. El péptido Oh-defensina, aislado
de la arafia Ornithocnonus hainana, ha demostrado efecto antimicrobiano de amplio
espectro sobre bacterias gram-positivas, gram-negativas y levaduras (Zhao et al., 2011).
Juruina, derivado de Avicularia juruensis, demostré actividad antifingica contra
levaduras como Candida glabrata, un patégeno cominmente resistente a los azoles
(Ayroza et al., 2012). Licosina-l también ha sido evaluado por su potente efecto
antimicrobiano. In vitro se ha observado efecto contra bacterias Gram+, Gram- y algunas
especies de hongos. In vivo ha mostrado potente efecto bactericida en un modelo murino

de infeccién por S. aureus (Tan et al., 2013; Yan & Adams, 1998).

2.8.6 Péptidos con puentes disulfuro

Los DBP son los compuestos dominantes en los venenos de las arafias. Estos tienen en
comun el motivo estructural nudo inhibitorio de cisteina (ICK), el cual se forma por tres
laminas antiparalelas estabilizadas por puentes disulfuro. Los residuos de cisteina y
cadenas laterales forman un nucleo hidrofébico. Esta configuracion permite la maxima
presentacion de los aminoacidos al solvente. Péptidos de este tipo usualmente tienen en
su superficie areas con cargas positivas y negativas, los cuales interactian con su
receptor. Esta configuracién tridimensional en las que se exponen los aminoacidos

permite gran variabilidad de las propiedades farmacoldgicas de cada péptido (Escoubas,
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2000). Estos tienen gran afinidad por receptores postsinapticos y uniones periféricas
neuromusculares o en sinapsis del sistema nervioso central de insectos. Tienen la
capacidad de modular diferentes tipos de canales iénicos entre los que se incluyen
canales TRP, ASIC, receptores de glutamato, transportadores de glutamato, BK, Nav, Ky,

y Cav (King & Hardy, 2013).

2.8.7 Pamphobeteus verdolaga

El género Pamphobeteus incluye 12 especies de tarantulas distribuidas en el norte de
Sur América, principalmente en la region andina, aunque también pueden encontrarse
en el bosque lluvioso amazonico. A partir del estudio realizado por Estrada-Gomez y
colaboradores en el afio 2013 con especimenes de Pamphobeteus aff. nigricolor
tomados de Medellin, Colombia, se logré identificar posteriormente por analisis
taxonomicos detallados que dichos especimenes pertenecian a una especie no
identificada previamente. Esto se estableci6 comparando holotipos y especimenes
adicionales; la nueva especie fue designada recientemente como Pamphobeteus

verdolaga (Cifuentes et al., 2016).

A partir del transcriptoma de la glandula venenosa de P. verdolaga y de su analisis
bioinforméatico, los Grupos Malaria, Biofisica y PHYSIS identificaron por primera vez 180
secuencias peptidicas con posible efecto antibacteriano, de las cuales 16 poseen
estructura DBP. A lo largo de este documento presentamos abundante evidencia que
demuestra que multiples DBP provenientes de arafias y otros animales modulan canales
i6nicos, sin embargo, el potencial regulador de los DBP de P. verdolaga sobre canales
iGnicos y sus corrientes asociadas no se ha explorado. Nosotros proponemos que los
DBP de P. verdolaga pueden modular Cav y Ky, y por lo tanto las corrientes mediadas
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por estos canales, en mamiferos. El objetivo de nuestro trabajo experimental fue evaluar
el efecto de DBP seleccionados de P. verdolaga sobre IcaL € Ik en un modelo de célula
excitable de murino, mediante patch-clamp en modo voltage-clamp y en la configuracion

whole-cell.

3. Pregunta de investigacion

¢, Cual es el efecto de péptidos con estructura DBP derivados del transcriptoma de la

glandula venenosa de P. verdolaga sobre Ica. e Ik en células excitables de murinos?

4. Hipoétesis

Péptidos con estructura DBP derivados del transcriptoma de la glandula venenosa de la
arafna P. verdolaga poseen efecto modulador, ya sea activador o inhibidor, sobre Ica. €

Ik en células excitables de un modelo murino.

5. Objetivos

5.1 General

Evaluar el efecto de péptidos con estructura DBP provenientes del transcriptoma de la
glandula venenosa de la arafa P. verdolaga sobre Ica. e Ik en células excitables de un

modelo murino.
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5.2 Especificos

e Estandarizar la obtencion de cardiomiocitos y neuronas del ganglio de la raiz dorsal
espinal (DRG) de raton como modelos de células excitables.

e Estandarizar la técnica patch-clamp y caracterizar las IcaL y las Ik en cardiomiocitos
de raton.

e Evaluar mediante patch-clamp el efecto de 5 péptidos con estructura DBP
sintetizados a partir del transcriptoma de la glandula venenosa de la arafia P.

verdolaga sobre las IcaL y las Ik en cardiomiocitos de ratén.

6. Metodologia

6.1Animales y aspectos éticos

Se emplearon ratones macho Swiss Webster con edad entre 4-6 semanas y con un peso
entre 22-26 g. Los animales tuvieron ciclos de luz-oscuridad de 12:12 horas y acceso
libre a agua y comida, en cajas de polipropileno con cama de viruta, sin enriquecimiento
del medio. El sacrificio se realiz6 mediante la técnica de dislocacion cervical. Todos los
procedimientos con los animales fueron aprobados por el Comité de Etica para la
Experimentacion con animales de la Universidad de Antioquia (acta de la sesion 129 del

29 de octubre de 2019).
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6.2Disefio experimental

El disefio experimental del presente estudio consté de 3 fases claramente definidas (Fig.
7). La primera consistio en la estandarizacion del aislamiento de neuronas del ganglio
espinal (Fig. 7B-D) y cardiomiocitos (Fig. 7E-G), utilizando enzimas y técnicas de
fluorescencia, a partir de ratones Swiss Webster (Fig. 7A). La segunda fase consistio en
la preparacion de micropipetas con la resistencia en el bafio adecuada para patch-clamp
en configuracion whole-cell para cardiomiocitos (Fig. 7H-I). La tercera fase consistio en
los experimentos propios de patch-clamp, en donde se caracterizaron
electrofisiolégicamente y farmacologicamente las IcaL € Ik y se probo el efecto de péptidos
derivados del transcriptoma de la glandula venenosa de P. verdolaga sobre dichas
corrientes (Fig 7J-L). En las proximas secciones se explica con mas detalle cada una de
estas fases. En el caso de las neuronas solo se lleg6 a la fase de estandarizacién del
aislamiento, pues teniendo en cuenta el alcance de un trabajo de Maestria se decidio

continuar el trabajo electrofisiolégico sélo con cardiomiocitos.
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Figura 7. Resumen del disefio experimental. A. Raton Swiss Webster adulto como modelo
murino. B. Extraccién de columna vertebral. C. Ganglios espinales en soluciéon Tyrode 0 Ca?
y posterior tratamiento enzimatico. D. Identificacion y caracterizacion de neuronas mediante
inmunomarcaje con NF-200 y Tuj-1. E. Extraccion del corazon y posterior canulacion de la
aorta. F. Digestién enzimatica en sistema Langendorff. G. Disociacién mecanica del corazéon y
obtenciéon de cardiomiocitos en suspension en soluciéon Tyrode 0 Ca?". H. Fundido de
micropipetas. |. Pulido de micropipetas con filamento de microforja. J. Whole-cell patch-clamp
en modo voltage-clamp. K. Analisis de corrientes ionicas. En la imagen se observa una tipica
lcar. L. Andlisis de corrientes antes (negro) y después (rojo) de la aplicacion de péptidos a la
solucién externa.
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6.3 Soluciones y reactivos

6.3.1 Aislamiento de cardiomiocitos y neuronas

Para la diseccion, canulacion y posterior montaje en sistema de perfusion inversa
Langendorff de cardiomiocitos y para la diseccion, extraccion de ganglios espinales y
disociacion enzimatica de neuronas se utilizé soluciéon Tyrode 0 Ca?* (mM): 135 NaCl,

5.4 KCI, 1 MgClz, 10 Glucosa, 10 HEPES, 0.33 NaH2PO4, pH: 7.2 ajustado con NaOH.

6.3.2 Medicion de IcaL
Se utilizé como solucion externa (mM): 140 TEA-CI, 1 MgClz, 6 CsCl, 1 CaClz, 10 HEPES,
10 glucosa, pH: 7.4 ajustado con CsOH. Como solucién interna (mM): 125 CsCl, 10

EGTA, 11 HEPES, 5 MgATP, pH: 7.1 ajustado con CsOH.

6.3.3 Medicion de Ik
Se utilizé Tyrode 1 mM de Ca?* como solucién externa. Como solucién interna (mM): 140

KCI, 2 MgClz2, 4 MgATP, 5 EGTA, 10 HEPES, pH: 7.2 ajustado con KOH.

6.3.4 Enzimas y farmacos
Se utilizé Colagenasa tipo Il (Worthington, LS004176, USA), Proteasa tipo XIV (Sigma,
P5147, USA) y Tripsina (Sigma, T4174). Como anticoagulante se utilizO Enoxaparina

sodica (Clenox, 60 mg/0.6 ml).

6.3.5 Inmunofluorescencia en DRG
6.3.5.1 Solucién tampdn de fosfato (PBS) en mM: 137 NaCl, 4.3 NazHPO4, 1.4 KH2POa,

pH: 7.35 ajustado con NaOH.
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6.3.5.2 Solucion de permeabilizacion: 0.7% Triton X-100 (15 ml); 105 ul Triton X-100

diluidos en 15 ml de PBS.

6.3.5.3 Solucion de lavado: 0.04% Triton X-100, 0.2% albumina bovina (BSA, 30 ml);

0.06 g BSA, 12 pl Triton X-100, diluidos en 30 ml de PBS.

6.3.5.4 Solucién de bloqueo: 1-2% BSA, 2% suero de cabra, 0.4%Triton X-100 (15 ml);
0.15-0.3 g BSA, 12 pl Triton X-100, diluidos en 30 ml de PBS.
6.3.5.5 Solucién de bloqueo modificado: 0.2-2% BSA, 0.04%Triton X-100 (15 ml); 0.03-

0.15 g BSA, 6 pul Triton X-100, diluidos en 15 ml de PBS.

6.3.5.6 Anticuerpos: Primarios: Anti-Neurofilament heavy polypeptide antibody (NF-200)
(Abcam, ab8135, USA), producido en conejo. Anti-tubulin (B-111) (DSHB, 6G7), producido
en raton. Secundarios: AlexaFluor 488 goat anti-mouse 1gG (H+L) (Sigma, A11001).

AlexaFluor 594 goat anti-rabbit IgG H+L (Abcam, ab150080).

6.3.6 Experimentos de viabilidad neuronal

Se utiliz6 Mag-Fluo-4 AM (Thermo Fisher, M14206, USA)

6.4 Procedimientos experimentales

6.4.1 Aislamiento de cardiomiocitos

Con el objetivo de obtener cardiomiocitos aislados para experimentos de patch-clamp,
se utilizé el método de sistema de perfusidn inversa Langendorff, el cual permite
mantener el corazén en condiciones similares a las fisiolégicas, conservando la
integridad celular mientras se lleva a cabo una disociacién enzimatica de las uniones
intercelulares (Bell et al., 2011; Skrzypiec-Spring et al., 2007). A continuacion, se explica

la metodologia utilizada.
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6.4.1.1 Extraccion de corazdn y canulacion: posterior al sacrificio de los ratones se realiz
un corte a ambos lados de la parrilla costal, exponiendo la cavidad toracica (Fig. 8A). Se
fijo el corazdén y pulmones con pinzas curvas, se levantaron con cuidado hacia el
investigador y se realizd un corte en sentido caudo-craneal procurando dejar la aorta lo
mas larga posible. Una vez extraidos el corazén y los pulmones se suspendieron en un
beaker con 10 ml de solucién Tyrode 0 Ca?* fria y 0.1 ml de Enoxaparina sddica (1
mg/ml). Se agitaron delicadamente en dicho recipiente y posteriormente se llevaron a
una camara de diseccion con superficie de gel (Fig. 8B). Los pulmones se fijaron con
pines metalicos, exponiendo la cara ventral del corazon. Con ayuda de un
estereomicroscopio (STEMI 508, Carl Zeiss, Alemania) y precaucién para no seccionar
la aorta, se retir6 con tijeras la grasa pericardica que se encuentra alrededor de los
grandes vasos y la auricula izquierda. Una vez expuesta la aorta se realizdé un corte
transversal del cayado aértico justo encima del tronco braquiocefalico. Con dos pinzas
se tomaron los extremos de la aorta y se dirigieron hacia la canula (Fig. 8C), fabricada
con una aguja calibre 21G, previamente cortada a la mitad y pulida para evitar los bordes
filosos. Con una mano se sujetaron la aorta y la canula con una pinza, y con la otra se
perfundié el corazén con 1 ml de solucién Tyrode 0 Ca?*. Cuando la canula se encuentra
en la aorta es evidente cOmo las arterias coronarias son vaciadas de sangre por la
solucién y toman un color rosa palido. En este punto se fijo la aorta con la canula usando
un hilo encerado (hilo dental) y se procedi6é a pasar 4 ml mas de solucion y se verifico la
salida de la sangre restante presente en las camaras atriales y ventriculares. Finalmente
se retird la jeringa y se fijo la canula al sistema de perfusion inversa Langendorff (Fig.

8D).
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Figura 8. Montaje experimental para el aislamiento de cardiomiocitos. A. Corazon expuesto
posterior a toracotomia. La flecha amarilla sefiala el corazon y las flechas azules sefialan los
pulmones B. Montaje para canulacion de corazdn con ayuda de estereomicroscopio. C. Corazon
canulado via aorta. La flecha azul sefiala la canula en la aorta, las flechas verdes sefialan la
circulacion coronaria previo a la perfusiéon con solucion Tyrode 0 Ca?*. La cabeza de flecha azul
sefiala el pin que sostiene fijos los pulmones. D. Sistema de perfusion inversa Langendorff: 1.
Sistema de tuberias de agua caliente proveniente de bafio de temperatura controlada (39.5 °C).
2. Circuito gaseoso O; (95%) y CO, (5%). 3. Corazén montado en el sistema. 4. Camara térmica
(temperatura de salida soluciones 37+0.3 °C). 5. Bomba de perfusiéon de dos canales. 6. 30 ml
solucién Tyrode 0 Ca?* (lavado 1). 7. 10 ml solucién Tyrode 0 Ca?* + 10 mg Colagenasa tipo Il y
1 mg de Proteasa tipo XIV. 8. 30 ml solucién Tyrode 0 Ca?* (lavado 2).

6.4.1.2 Disociacion enzimatica del corazon en el sistema Langendorff: durante el tiempo
de disociacion enzimatica es critico mantener condiciones estables como el pH, la
temperatura y la concentracion de Oz, para garantizar el mayor porcentaje de células
vivas al final del montaje experimental. La configuracién experimental se presenta en la
Fig. 8D. Antes de iniciar se verificO que la temperatura de salida del sistema se
encontrara en 37+0.3°C y que no hubiera burbujas en el sistema, pues pueden

comprometer la viabilidad celular al generar embolias gaseosas en la circulacién

coronaria.
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Una vez el corazén esté montado al sistema Langendorff se realiz6 un lavado durante 5
minutos con solucién Tyrode 0 Ca?* sin recircular la solucién, con el objetivo de limpiar
al maximo los restos de sangre que pudiesen quedar en las camaras cardiacas.
Posteriormente se perfundié el corazon durante 20 minutos recirculando 10 ml de una
solucién de Tyrode 0 Ca?* con 1 mg/ml de colagenasa tipo Il y 0.1 mg/ml de Proteasa
XIV. Una vez terminado este tiempo se cambié nuevamente a solucién Tyrode 0 Ca®*y
se realiz6 un nuevo lavado durante 5 minutos mas sin permitir que la solucion recirculara.
Al finalizar, se obtuvo un corazén con una consistencia blanda y eléstica, y fue retirado
del sistema Langendorff. Se removieron las auriculas con tijeras dejando sélo los
ventriculos, los cuales se cortaron a la mitad y cada una se suspendi6é en una caja de
Petri mediana con 7.5 ml de solucién Tyrode 0 Ca?*previamente calentada en el bafio de
temperatura controlada. Cada mitad se disocié con pinzas en la solucién y se esperé
aproximadamente 5 minutos a que las células cayeran al fondo de la caja de Petri para
luego ser observadas en el microscopio.

Finalmente se realizd la inspeccion visual de las células para verificar la morfologia e
integridad de las membranas celulares. Una célula viable presenta las estriaciones
tipicas del musculo cardiaco, membrana birrefringente, sin presencia de vacuolaciones.
Al contrario, al morir las células colapsan sobre si mismas formando “esferas oscuras”.
El uso de Tyrode 0 Ca?* es esencial para detener el ciclo cardiaco y obtener mayor
porcentaje de viabilidad celular, pero su posterior reincorporacion es indispensable para
garantizar la supervivencia de los cardiomiocitos posterior a la disociacion y la obtencion
de gigasellos duraderos en los experimentos de patch-clamp (Suchyna, Markin, & Sachs,

2009). La reincorporacién de Ca?* se hizo a partir de una segunda solucién preparada
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con Agua Milli-Q con 1 M CaCl.. Se agregaron de manera sucesiva 1,2, 3,4y 5uL ala
solucién con células, en intervalos de 5 minutos entre cada uno de ellos. De esta manera
se logra una concentracion final de 1 mM Ca?* de la solucién Tyrode. Un aumento
abrupto de la concentraciéon de Ca?* genera hipercontractilidad y muerte celular, por lo

gue este proceso debe ser lento y de manera progresiva (Ackers-johnson & Foo, 2019).

6.4.2 Aislamiento de neuronas

Las neuronas provenientes de DRG fueron obtenidas por disociacion enzimatica, el
protocolo presentado aqui fue realizado desde la modificacion de otros autores (Bradley
Zuchero, 2014; Lin & Chen, 2018; Roy & Narahashi, 1994). Posterior al sacrificio del
animal por dislocacién cervical, la piel fue removida de craneal a caudal, se realizé un
corte longitudinal en la regiébn abdominal y se removieron las visceras. Se realizan dos
cortes longitudinales a ambos lados de la columna vertebral y un corte transversal al
inicio de la region lumbosacra (L6). De esta manera logramos aislar la columna desde la
region cervical (C2) hasta la lumbar (Fig. 9A). Con tijeras se removieron los musculos
longissimus que se encuentran unidos a la regidon dorsal de la columna. Se realizaron
dos cortes transversales de la columna: C6-T1 y T13-L1, utilizando el inicio y final de la
parrilla costal como referencia. De esta manera obtuvimos tres porciones de columna
(cervical, toracica y lumbar) (Fig. 9B), las cuales se conservaron en Tyrode 0 Ca?* fria.
Tomamos la region cervical (C2-C6) y con tijeras (WP22202B, WPI, USA) siguiendo el
canal vertebral se realizO un corte sagital de la region dorsal de la columna, luego
realizamos el mismo corte en la region ventral, de esta manera quedamos con dos
porciones sagitales de la columna cervical (derecha e izquierda). Se retir6 la médula

espinal, exponiendo los ganglios asociados a cada cuerpo vertebral (Fig. 9C). Antes de

61



proceder a extraer los ganglios fue necesario remover con cuidado las meninges; si se
realiza excesiva traccion se corre el riesgo que todos los ganglios queden unidos a esta
membrana. Una vez removida, se extrajeron uno a uno los ganglios y se agregaron a un
beaker previamente preparado con 2 ml de soluciéon Tyrode 0 Ca?* en refrigeracion (Fig.
9C-D). Este proceso se repitio para las porciones toracica y lumbar. Cabe resaltar que el
grosor de las meninges es menor en estas Ultimas dos porciones, por lo que se pueden
remover mas facilmente. En la region lumbar comienza a notarse como disminuye el
diametro del canal vertebral. Con esta técnica se obtuvieron de cada ratén entre 35-40

ganglios aproximadamente.

6.4.2.1 Disociacion enzimética: una vez extraidos los ganglios, se diluyeron 10 mg de
Colagenasa tipo Il en 1 ml de Tyrode 0 Ca?*en tubo Falcon de 15 mly posteriormente se
adicionaron los 2 ml de Tyrode 0 Ca?* en donde se encontraban los ganglios para una
concentracion final de enzima de 3.3 mg/ml. Esta solucion se incub6 por 60 minutos en
bafio de temperatura controlada (Memmert, Alemania) a 37.5°C con agitacion leve (Fig.
9E). Una vez pasado este tiempo, se procedio a realizar el lavado de las enzimas, en un
procedimiento que consistié en ir reemplazando lenta y repetidamente 2 ml de solucion
por 2 ml de solucién Tyrode 0 Ca?* para no generar turbulencia en los ganglios; esta
solucién estaba precalentada a la misma temperatura que la solucién con enzimas.
Posteriormente los ganglios se incubaron en 3 ml de solucién Tyrode 0 Ca?* con Tripsina
2.5 mg/ml, a 37.5°C en bafio de temperatura controlada por 12 minutos. Las enzimas se
retiraron repitiendo el proceso de lavado descrito arriba. La disociacion mecanica de los

ganglios se realizé mediante succion lenta y repetida (~15 veces) con ayuda de una
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pipeta de vidrio pulida al fuego de didametro externo de 0.1 mm, sin permitir el ingreso de

burbujas.

Figura 9. Aislamiento de neuronas del DRG. A. Columna vertebral de raton, sefialadas con
flecha blanca la region cervical (C), torécica (T), lumbar (L) B. Porciones de columna vertebral
de raton C. Corte axial de columna cervical de ratén, las flechas azules sefialan los DRG. D.
Ganglios (flechas azules) en suspensién Tyrode 0 Ca?* vistos bajo el estereomicroscopio. E.
Ganglios en solucién con colagenasa previos a ser puestos en el bafio de temperatura
controlada. Barra de calibracion 2 cm.

Se obtuvo una solucién turbia, que fue centrifugada a 800 rpm (Labofuge, Heraeus
Sepatech, Alemania) por 1 minuto a temperatura ambiente. Luego se extrajo 1 ml del
sobrenadante y se reservo en un tubo Falcon. El pellet se resuspendid, se agito
nuevamente con 8 ciclos suaves de succion y se recentrifugd bajo las mismas

condiciones. Se tomaron 2 ml de sobrenadante y se mezclaron con el primer mililitro que
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habia sido reservado, para obtener un total de 3 ml de solucién Tyrode 0 Ca?" a

temperatura ambiente con neuronas resuspendidas.

6.4.2.2 Inmunofluorescencia de las neuronas del DRG: una vez disociadas, se tomaron
400 pL de la solucion con neuronas y se pusieron por 30 min sobre placas
electrocargadas (HDASOO01A, HUIDA Medical Instruments, China) para promover su
adhesion al fondo. Los bordes de la solucion con las células se rodearon con un marcador
hidrofobo para delimitarlos. Luego se realizaron 3 lavados, eliminando 150 uL de solucion
sobre la placa y adicionando 150 pL de soluciéon de lavado. Posteriormente se
adicionaron 200 pL de paraformaldehido al 1% durante 25 minutos. Se repitieron los
lavados y luego se adicioné solucién de permeabilizacion por 30 minutos. Después de
nuevos lavados, se adicion6 solucion de bloqueo por 45 minutos. El lavado final se realiz6
con PBS y se adicionaron 200 pL de una mezcla de los anticuerpos primarios Tuj-1 (4.6
pg/ml) y NF-200 (1:1000), los cuales se incubaron a temperatura ambiente y luego en
refrigeracién (~4 °C) por 12 horas. Transcurrido este tiempo, se realizaron 3 lavados con
PBS y se adicionaron 200 pL de solucién de bloqueo modificada con una mezcla de
AlexaFluor 488 Goat anti-mouse (1:1000) y AlexaFluor 594 Goat anti-rabbit (1:1000) por
2 horas a temperatura ambiente y en oscuridad. Finalmente, se realizaron 3 lavados con
solucion PBS y se aplicaron 50 pL de solucion de bloqueo modificado con Hoechst
(Thermo Fisher, USA) por 15 minutos, después de lo cual se elimino la solucion y se
aplicaron 20 uL del medio de montaje Mowiol (81381, SIGMA) sobre la placa, se cubrio
con lamina cubreobjetos y se dejo secar por al menos 2 horas antes de ser observada al

microscopio.
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6.4.2.3 Viabilidad celular de las neuronas del DRG: con el objetivo de evaluar la viabilidad
celular de las neuronas al terminar la disociacion, se realizaron experimentos con Mag-
Fluo-4. Este colorante es un indicador de Ca?* de baja afinidad, analogo de Fluo-4, capaz
de detectar niveles intracelulares de Ca?* entre 1 uM a 1 mM en diferentes tipos de
células excitables (Milan et al., 2021). Esto lo convierte en un indicador ideal para
detectar concentraciones de Ca?* en el reticulo endoplasmico y en neuronas. Neuronas
viables contienen niveles bajos de Ca?* intracelular, mientras que células deterioradas o
muertas pierden la integridad de su membrana, por lo que parte del colorante citosélico
escapa de la célula y el restante queda compartimentalizado en el reticulo endoplasmico
(Kasatkina, 2016). En estos experimentos se utiliz6 Mag-Fluo-4 en su forma AM, que es
permeable a la membrana celular. Los experimentos se realizaron con células cargadas
durante 15 minutos en solucién Tyrode 0 Ca?* con Mag-Fluo-4 a una concentraciéon de

10 pM, a temperatura ambiente, en cuarto oscuro.

6.4.2.4 Visualizacion de experimentos en campo claro y fluorescencia: la visualizacion
de preparaciones en campo claro o fluorescencia se realiz6 utilizando un microscopio de
fluorescencia invertido (Axio Observer A1, Carl Zeiss), acoplado a una camara (AxioCam
ERc 5s, Carl Zeiss), utilizando los filtros adecuados (575-600/605/612-682 nm y 450—
490/510/515 nm (excitacion/dicroico/emision), Carl Zeiss). El postprocesamiento y la

calibracion de las imagenes se hizo con ayuda del programa ImageJ v 1.52a (NIH, USA).

6.4.3 Preparacion de micropipetas
Para asegurar la obtencién de gigasellos se fabricaron micropipetas con un diametro
interno entre 0.5-1 um y resistencia en el bafio entre 1.6-2.6 MQ (Hamill, Marty, Neher,

Sakmann, & Sigworth, 1981b), a partir de capilares de borosilicato (593800, AM-
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Systems, USA). El proceso de fabricacion de las micropipetas se realiz6 con el
micropuller (Pul-100, WPI) siguiendo el protocolo que se presenta en la Fig. 10A.
Posteriormente se realizé el proceso de pulido, el cual consiste en aproximar la punta de
la micropipeta a una fuente de calor para eliminar bordes filosos que puedan quedar en
las micropipetas posterior al halado (pulling). Utilizando una microforja (MF 200-1, WPI)
y un microscopio convencional, se ubico la pipeta en el campo del microscopio a 50 um
del filamento ya que este se expande al calentarse y de esta manera se evita que entre
en contacto directo con la micropipeta. La perilla de la microforja se posicioné en 60 y se

efectuaron 10 pulsos de calor de aproximadamente 1 segundo de duracion (Fig. 10B).

A | B |
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Figura 10. Preparacién de micropipetas. A. Protocolo para el fundido de capilares utilizado en
Pul-100, WPI. B. Vista en microscopio de luz de micropipeta y filamento de microforja durante el
proceso de fundido. La flecha color azul sefiala el filamento que es calentado por la microforja,
la flecha amarilla sefiala la micropipeta ubicada a 50 um del filamento.

6.4.4 Patch-clamp
El setup de la técnica incluyé: un digitalizador (Digidata 1550A, Molecular Devices, USA),
un amplificador (Multiclamp 700B, Molecular Devices), Headstage (CV-7B, Molecular

Devices), micromanipulador digital (MS-314, Marzhauser Wetzlar, Alemania),
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microscopio invertido (Axio Observer Al, Carl Zeiss), cAmara digital (AxioCam ERc 5s,
Carl Zeiss), camara experimental (RC-26g, Warner Instruments, USA), mesa
antivibratoria y jaula de Faraday (TMC AMETEK, Valley Research, USA) y un sistema de

presion hidrostéatica (Fig. 11).

Figura 11. Setup de patch-clamp. 1. Digitalizador. 2. Amplificador. 3. Headstage. 4. Microscopio
invertido. 5. Camara digital. 6. Camara experimental. 7. Mesa antivibratoria. 8. Jaula de Faraday.
9. Micromanipulador digital. 10. Sistema de presion hidrostatica.

Para el registro y andlisis de las corrientes idnicas se utilizaron los programas Multiclamp
700B y pClamp v10.05 (Clampex, Clampfit, Molecular Devices). Se utilizé el programa
de adquisicion Clampex con un holding en 0 mV y una frecuencia de adquisicién de 10
kHz.

Una vez las células estuvieron sobre la camara experimental se seleccionaron aquellas
con forma rectangular, la membrana integra y que no presentaran contraccion
espontanea (Fig. 12A). Antes de iniciar, la interfaz de Clampex se encontraba en modo
Bath (Fig. 12B). Se realizé el llenado de la micropipeta con la solucion interna

previamente filtrada (Millipore, Alemania), posteriormente se posiciond en el holder del
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headstage y usando el micromanipulador se sumergié en la solucion, para medir su
resistencia en el bafio (Rb). Se aceptaron resistencias entre 1.3-2.6 MQ, pues
garantizaron que dichas micropipetas tuvieran una punta del didmetro adecuado y que
no estuvieran obstruidas por algun tipo de material particulado, requisito fundamental
para la obtencion de gigasellos. Posteriormente se abordd la célula utilizando el
micromanipulador; una vez la micropipeta tocé la membrana se verifico que la resistencia
comenzara a aumentar y la amplitud de los pulsos cuadrados comenzara a disminuir, lo
cual es esperable segun la Ley de Ohm, segun la cual mayor resistencia menor la
amplitud del pulso. Cuando disminuy6 a 1/2 de la amplitud inicial se aplicaron 10 ml
presion negativa con una jeringa de 10 6 20 ml través del sistema de presion hidrostatica,
el cual garantiz6 una presion negativa constante independiente del volumen de aire
extraido del sistema. Cuando la obtencion del gigasello resultd exitosa, la resistencia
tomo valores en el orden de los gigaohmios (GQ) y por ende, la amplitud de los pulsos
fue cercana a los 0 V; en este punto se dice que se ha formado un gigasello y se ha
alcanzado la configuracion cell attached. Posteriormente, en la interfaz de Clampex se
pas6 a modo Patch (Fig. 12C) y se procedié a romper la membrana. Para ello se realiz6
una presion negativa correspondiente a un volumen de 0.2 ml con una jeringa de 1 ml a
través de una llave de 3 vias conectada al sistema de presion hidrostética, la presion se
aplicé de manera rapida. Al romper la membrana sin perder el gigasello fue evidente la
aparicion de picos capacitivos, lo cual indica que se ha logrado la configuracion whole-

cell.
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Figura 12. Técnica de patch-clamp parala obtencidn de corrientes iénicas. A. Cardiomiocito
viable durante experimento de patch-clamp. B. Interfaz de Clampex v10.05 en modo Bath, en
donde se observan los pulsos cuadrados y es posible medir la resistencia de micropipeta en el
bafio (Rt=1.8 MQ). C. Interfaz de Clampex v10.05 en modo Patch, cuando se ha logrado el
gigasello (Rt=1.8 GQ). D. Interfaz de Clampex v10.05 en modo Cell, se observan picos
capacitivos que indican la ruptura de la membrana, en este modo es posible observar las
propiedades eléctricas de la célula. E. Esquema de los protocolos utilizados para evaluar la
dependencia del voltaje de las Ica (izquierda) e Ik (derecha). F. Ik y curva |-V en interfaz de
Clampfit.
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Finalmente, desde la interfaz de Clampex se pasé a modo Cell (Fig. 12D), el cual permitié
observar las propiedades eléctricas celulares como: la capacitancia de la membrana
(Cm), resistencia de acceso (Ra), resistencia de la membrana (Rm) y constante de

tiempo de carga/descarga del capacitor celular (t).

Desde la interfaz de Multiclamp 700B se removieron los picos capacitivos con la casilla
whole-cell, ademas se compenso la resistencia en serie generada entre la pipeta y el
amplificador seleccionando la casilla Rs compensation (50-60% fue suficiente). Leak
substraction se seleccion6 solo cuando Rm disminuy6 a valores de MQ al seleccionar las

casillas mencionadas previamente.

Al llegar a este momento se aplicaron los protocolos para medicidn de corrientes idnicas.
Para la evaluacion de la dependencia del voltaje de las IcaL el protocolo utilizado consistié
en 11 pulsos, con pasos de 10 mV y 100 ms de duracion, desde un holding de -50 mV
hasta +60 mV. Para Ik el protocolo utilizado consistié en 12 pulsos, con pasos de 10 mV

y 100 ms de duracion, desde un holding de -30 mV hasta +80 mV. (Fig. 12E).

De forma preliminar las corrientes obtenidas fueron procesadas en Clampfit, en donde
se realizd su respectiva curva |-V (Fig. 12F), se evalud la calidad de cada corriente
teniendo en cuenta su amplitud, la presencia de ruido y el potencial al cual se abreny se

cierran los Cav y Kv segun lo reportado por la literatura.

6.4.4.1 Evaluacion de péptidos sobre Ica. € Ik en cardiomiocitos de ratdn: a partir del
analisis bioinformatico del transcriptoma de la glandula venenosa de P. verdolaga se
seleccionaron 180 secuencias con posible efecto antimicrobiano, de las cuales 16 de

estas mostraron efecto antibacteriano. A partir de estas, se seleccionaron 5 con
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estructura DBP y una con estructura NDBP, esta Ultima, seleccionada por su potente
efecto antibacteriano. De esta manera fueron escogidos 6 péptidos para realizar un
tamizaje inicial sobre IcaL e Ik. Los péptidos fueron suministrados liofilizados por el grupo
Malaria de la Universidad de Antioquia. En nuestro laboratorio fueron resuspendidos en
agua ultrapura y congelados a -20°C en alicuotas. El dia del experimento fueron
descongelados, pero se mantuvieron frios en una cava con hielo hasta su uso. Se
evaluaron a una concentracion final de 1 yM disueltos en la solucion externa sobre

ambos tipos de corrientes de cardiomiocitos, a temperatura ambiente.

6.5 Andlisis estadistico

El andlisis de datos y las gréficas fueron realizados con Clampfit v10.05 y Origin Pro
2019. Los datos de las corrientes control de Ica. € Ik y los experimentos con los péptidos
son presentados como promedio + error estandar (SEM). Las corrientes control fueron
normalizadas con respecto a la capacitancia de la membrana (pA/pF). Las corrientes
obtenidas antes y después de la aplicacion de péptidos fueron normalizadas con

respecto a la amplitud pico control (I/lmax) previo a su presentacion en curvas I-V.

La constante de inactivacion t de lca. se estimd a partir de un ajuste exponencial

decreciente segun la ecuacion:

Y = Y0 + Ae~((x=x0)/7)

Donde A (pA) es la amplitud maxima del registro, Y el valor de la amplitud de la corriente

(pA) y x el tiempo medido en milisegundos (ms).
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7. Resultados

7.1 Aislamiento exitoso de cardiomiocitos y neuronas del DRG

7.1.1 Cardiomiocitos
Utilizando el sistema de perfusion inverso Langendorff se logré estandarizar de manera
exitosa el aislamiento de cardiomiocitos de raton. Con este método se obtienen de
manera reproducible un 70-80% de células viables (Fig.13A), con caracteristicas
morfolégicas (Fig.13B) tipicas para esta poblacion celular.
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Figura 13. Resultado de aislamiento de cardiomiocitos con sistema de perfusién inversa
Langendorff. A. Imagen en campo claro de cardiomiocitos en solucién de Tyrode con Ca?*
posterior al aislamiento (Aumento 10X). La flecha color azul sefiala una célula muerta colapsada
sobre si misma, la flecha color amarillo sefiala un cardiomiocito viable con las caracteristicas
deseadas. B. Cardiomiocito alargado, con membrana integra y brillante, con patrén de
estriaciones transversales y sin vacuolaciones (Aumento 20X). Barra de calibracion para ambos

paneles: 50 pm.

7.1.2 Neuronas del DRG

Se logré estandarizar el aislamiento de neuronas del DRG de raton por medio de
disociacion enzimatica con colagenasa Il y Tripsina. Las células obtenidas fueron

sometidas a experimentos de inmunofluorescencia indirecta en los cuales se observo la
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marcacion citoplasmatica con los anticuerpos anti B-lll-tubulina y NF-200. Los resultados
confirman la identificacion precisa de neuronas del DRG. Ademas, el colorante Hoechst

identificé un ndcleo central, redondeado, en cada célula (Fig. 14).

Figura 14. Inmunomarcaje en neuronas del DRG. A. Neurona positiva para el anticuerpo
primario Tuj-1 contra B-lll-tubulina, y revelada con un anticuerpo secundario acoplado a Alexa
Fluor 594 goat anti-rabbit. B. La misma neurona mostrada en A también es positiva para el
anticuerpo primario NF-200 contra los neurofilamentos, revelada con un anticuerpo secundario
acoplado a Alexa Fluor 488 goat anti-mouse. C. Marcaje de nucleos con Hoechst. D. Merge del
marcaje Tuj-1, NF-200 y Hoechst. El soma y ax6n positivos (flecha azul) para el triple marcaje
corresponden a una neurona, mientras que los demas nucleos corresponden a células de la glia.
Barra de calibracion para todos los paneles: 30 ym. Vista en 20X. Este resultado es
representativo de n=3.

La viabilidad celular se confirmé por medio del indicador fluorescente de Ca?* Mag-Fluo
4, el cual permitié diferenciar células vivas de células degeneradas o en proceso de
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muerte. Las células vivas permiten el ingreso del colorante en su forma AM, favoreciendo
su desesterificacion y acumulacion principalmente en el citoplasma, generando una
distribucién homogénea de la fluorescencia verde, como se observa en la Fig. 15A. Las
células en proceso de muerte o0 muertas dejan escapar el colorante a través de la
membrana plasmatica externa, pero lo compartimentalizan en el nicleo y la periferia

nuclear (reticulo endopldsmico) (Fig. 15B).
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Figura 15. Experimentos de viabilidad celular en neuronas del DRG cargadas con Mag-
Fluo-4. A. Imagenes de campo claro (izquierda) y de fluorescencia (derecha) de neuronas
posterior a disociacion enziméatica suspendidas en solucién Tyrode 0 Ca?* y cargadas con Mag-
Fluo-4. Se observa una intensidad de fluorescencia homogénea en el citoplasma de las células,
gue refleja concentraciones de Ca?" citosoélico basales, indicativo de neuronas vivas. B. Se
observa una neurona viable (flecha azul) y algunas muertas (flechas amarillas). La primera tiene
una distribucion citosolica homogénea de la fluorescencia, mientras la segunda muestra un claro
aumento de la fluorescencia perinuclear (asterisco rojo), y regiones sin fluorescencia citosdlica,
gue reflejan la compartimentalizacién del Ca?* y la ruptura de la membrana celular. Barra de
calibracién 30 ym. Este resultado es representativo de n=3.
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7.2 Registro satisfactorio de Ica. € Ik en cardiomiocitos de raton

Se obtuvieron Ica e Ik mediante patch-clamp en modo voltage-clamp y configuracion
whole-cell en cardiomiocitos de ratén. La Fig. 16 muestra un andlisis descriptivo de Rb y
Cm de una submuestra de 74 experimentos en donde se obtuvo exitosamente la
configuracion whole-cell. La Rb de las micropipetas oscil6 entre 1.3-2.8 MQ, sin embargo,
el mayor porcentaje de whole-cell se obtuvo entre 1.6-2.2 MQ (Fig. 16A), por esta razén
se determind este como el rango ideal de Rb para nuestros experimentos en
cardiomiocitos. Las Cm variaron entre 80-240 pF pero la mayoria se encontraron entre
110-160 pF (Fig. 16B). Cabe resaltar que células muy pequefias (<100 pF) tendieron a
ser mas inestables, con whole-cell menos duraderos y morir mas facilmente que otras de
tamafio mediano. Las resistencias del sello en whole-cell se mantuvieron

consistentemente entre 1-4 GQ.

154

-
(=]
L

Frecuencia absoluta
on
X

L 0
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 g0 100 120 140 160 180 200 220 240
Resistencia de baiio (MQ) Capacitancia (pF)

Figura 16. Resistencia de micropipetas en el bafio y capacitancia de membrana en
cardiomiocitos de raton. A. Distribucion de Rb de micropipetas en experimentos donde fue
exitosa la obtencion de la configuracion whole-cell (Q1=1.6 MQ; Q3=2.2 MQ; n=74). B.
Distribucion de Cm. Promedio 135.7+32.9 (n=74).
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Las Ica obtenidas presentaron la cinética tipica para esta poblacién celular, con una
activacion en menos de 10 ms, y una inactivacién un poco mas lenta con una constante

de inactivacion t=23.9£2.40 ms calculada para un n=7.
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Figura 17. lca. en cardiomiocitos de ratén. A. Corriente Ica. vs tiempo (IT) en un cardiomiocito
antes y después de la aplicacion de nifedipina. Se observa la amplitud maxima alcanzada a un
voltaje de 0 mV en presencia y ausencia de nifedipina, normalizada por la capacitancia celular
(PA/pF). La amplitud normalizada control a un potencial de 0 mV fue -7.43+1.10 pA/pF (n=8).
Corriente control sin nifedipina (negro), con nifedipina 5 uM (azul), y nifedipina 13 UM (rojo),
representativa de n=4. B. Curva corriente vs voltaje (I-V) de lca. en cardiomiocitos (n=4). En
condiciones control (negro) se observa que la corriente inicié entre -40 y -30 mV y alcanz6 su
maéaxima amplitud a 0 mV. El potencial de reversion esta cercano a +60 mV. La reduccion de la
IcaL bajo el efecto de nifedipina (azul y rojo) es evidente. Protocolo -40 a +60 mV, con aumentos
de +10 mV. C. Curva IT de lca. en cardiomiocito en ausencia y presencia del agonista
isoproterenol, normalizada por la capacitancia celular (pA/pF). Corriente control sin isoproterenol
(negro) y con isoproterenol 100 pM (rojo), representativa de n=4. Se observa un aumento de la
corriente pico a 0 mV de 60.71+1.10% (n=4) inducido por isoproterenol. D. Corriente lca. vs
tiempo (IT) en un cardiomiocito antes (negro) y después de la aplicacion de isoproterenol (rojo)
(n=4). Las lca. fueron normalizadas usando la capacitancia de la membrana celular (pA/pF).
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Las Ica fueron inhibidas parcialmente por el antagonista de Ca?* nifedipina a una
concentracion de 5 pM y completamente a 13 uM (Fig. 17A-B). Las lca también fueron
potenciadas por el agonista $-adrenérgico isoproterenol, a 100 uM (Fig. 17C-D). Todas
estas caracteristicas confirman que trabajamos especificamente con Icat.

Las Ik fueron inhibidas parcialmente por el antagonista no selectivo de canales de K*
TEA a una concentracion de 150 mM (Fig. 18). La corriente no es inhibida completamente
porque TEA posee efecto sobre liw, Ikur € Iks, pero no sobre Ikr (Kurokawa et al., 2001;

Oudit & Backx, 2017; Oudit et al., 2001).
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Figura 18. Ik en cardiomiocitos de ratdn. A. Corriente Ik vs tiempo (IT) en cardiomiocito. En
la grafica se observa la amplitud maxima alcanzada a un voltaje de +80 mV en condicién control
(negro) y en presencia de TEA 150 mM (rojo), representativa de n=3. La amplitud normalizada
control a un potencial de +80 mV fue de 12.50+£2.25 pA/pF (n=4). B. Curva |-V de K" en
cardiomiocito (n=3). En el control (negro) la corriente se inicia cuando el potencial de membrana
alcanza un valor de -20 mV. El efecto del TEA es notorio (rojo). Protocolo -30 a +80 mV, con
incrementos de +10 mV. Las Ik fueron normalizadas usando la capacitancia de la membrana
celular (pA/pF).

La respuesta de las diferentes corrientes a sus antagonistas nos garantiza que las

corrientes obtenidas corresponden a Ica. € Ik en cardiomiocitos de raton.
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7.3 Péptidos derivados del transcriptoma de la gldndula venenosa de P. verdolaga

modulan lcaL € Ik.

Los 6 péptidos seleccionados a partir del transcriptoma de la glandula venenosa de P.
verdolaga fueron nombrados preliminarmente como: vrdg66, vrdg69, vrdg164, vrdgl172,
vrdgl77 y vrdg184. El péptido vrdg66 presenta una estructura lineal, NDBP, mientras los
restantes presentan entre 1y 2 puentes disulfuro, en una estructura DBP. Se utiliz6 una
concentracion inicial de 1 yM de cada péptido y se evalud su efecto sobre IcaL € Ik.
Desafortunadamente, no es factible presentar aqui las secuencias primarias de los
péptidos dado que por su alto potencial de innovacién pueden ser protegidos por
patentes. Sin embargo, es posible informar que tuvieron pesos moleculares entre 1,12 y
2,23 kDa, cargas netas entre +2 y +5, y punto isoeléctrico entre 8,7 y 11,2, con una
solubilidad en agua mayor a 2 mg/mL. El efecto de los diferentes péptidos tanto para Ica.
como Ik fue evaluado en un rango de tiempo entre 5 y 7 minutos posteriores a la

obtencién de cada corriente control.

7.3.1 Efecto de péptidos provenientes de P. verdolaga sobre Ica.

Los diferentes péptidos demostraron un efecto inhibitorio variable sobre lca. (Fig. 19),
estos resultados fueron normalizados con respecto a la corriente pico control a un
potencial de 0 mV (Ica/lcamax). vrdg69 y vrdgl77 (Fig. 19B y E) demostraron una
disminucién de la corriente pico por encima del 60% (0.36+£0.12 y 0.38+0.11, ambas
respecto a la amplitud pico control equivalente a 1), mientras que vrdg172 demostro una

disminucion de 38.85% (0.61+0.15) (Fig. 19D).
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Figura 19. Efecto de péptidos vrdg sobre lca. en cardiomiocitos de ratén. Curvas IT
(izquierda) e I-V (derecha) antes (negro) y después (rojo) de la aplicacion de cada péptido. A.
vrdg66. B. vrdg69. C. vrdgl64. D. vrdgl72. E. vrdgl177. F. vrdg183. Las curvas IT e I-V fueron
normalizadas con respecto a la amplitud pico a potencial 0 mV. Los valores de Ica/lcamax después
de la incubacién con 1 uM de la toxina (rojo) a un potencial de 0 mV fueron: vrdg66, 0.84+0.12
(n=6); vrdg69, 0.37+0.13 (n=4); vrdgl164, 0.79+0.10 (n=3); vrdgl72, 0.61+0.16 (n=4); vrdgl77,
0.3840.11 (n=3), vrdg183, 0.33+0.06 (n=4).
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Los péptidos vrdg66 y vrdg164 (Fig. 19A y C) no mostraron efecto inhibitorio significativo
sobre la amplitud pico, con una inhibicién de la corriente pico de 16,25 y 20,20%
(0.84+0.10 y 0.79+0.09 respectivamente). El péptido vrdg164 mostrd un efecto diferente
a los demas, al retrasar el tiempo de activacion del canal (Fig. 19C). El péptido vrdg183
mostré resultados particularmente interesantes, porque redujo la corriente pico hasta el
33% del control (0.33+0.06), con un minimo efecto sobre las Ik, como se muestra en la
siguiente seccion. En la Tabla 4 se resumen los resultados obtenidos para los diferentes
péptidos.

7.3.2 Efecto de péptidos provenientes de P. verdolaga sobre Ik

Al igual que sobre IcaL, estos péptidos demostraron un efecto inhibitorio variable sobre Ik
(Fig. 20). Los resultados fueron normalizadas con respecto a la corriente pico control a
un potencial de +80 mV (Ix/lkmax). El péptido vrdg69 fue el que demostré mayor efecto
inhibitorio sobre Ik con un valor cercano al 63.3% (0.47+0.13, respecto a la amplitud pico
control) (Fig. 20B). Los péptidos vrdgl72 y vrdgl77 (Fig. 20D y E) demostraron un efecto
inhibitorio significativo sobre Ik con un porcentaje de inhibicién superior al 40% a la
concentracion evaluada (0.56+0.05 y 0.59+0.10). vrdg66 mostré una inhibicion moderada
con una disminucién de la amplitud pico de 24.39% (0.75%0.04) (Fig. 20A). Los péptidos
vrdgl64 (Fig. 20C) y vrdg183 (Fig. 20F) mostraron una disminucion de la amplitud pico
por debajo del 15% (0.85+0.12 y 0.93+0.24 respectivamente). En las curvas |-V en
presencia de todos los péptidos se observa que la mayor diferencia en la amplitud se da
en los potenciales mas positivos, por arriba de +30 mV. En la Tabla 4 se resumen los

resultados obtenidos.
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Figura 20. Efecto de péptidos vrdg sobre Ik en cardiomiocitos de raton. Curvas IT (izquierda)
e |-V (derecha) antes (negro) y después (rojo) de la aplicacion de cada péptido A. vrdg66. B.
vrdg69. C. vrdg164. D. vrdg172. E. vrdgl77. F. vrdg183. Las curvas IT e |-V fueron normalizadas
con respecto a la amplitud pico a potencial +80. Los valores de Ik/lkmax después de la incubacién
con 1 uM de la toxina (rojo) a un potencial de +80 mV fueron: vrdg66, 0.75+£0.04 (n=5); vrdg69,
0.47%0.06 (n=4); vrdg164, 0.85+0.13 (n=3); vrdg172, 0.56+0.06 (n=3); vrdg177, 0.59+0.10 (n=3);
vrdg183, 0.93+0.24 (n=3).
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de péptidos vrdg sobre Ica. € Ik en cardiomiocitos de ratén

Péptidos lcaL IK
Inhibicion (%) SEM (%) Inhibicion (%) SEM (%)
66 6 -16.3 10.5 5 -24.4 4.4
69 4 -63.3 12.7 4 -52.5 6.3
164 3 -20.2 9.9 3 -14.4 12.7
172 4 -38.8 15.6 3 -43.9 5.8
177 3 -61.8 10.9 3 -40.9 10.1
183 4 -66.7 6.5 3 -6.2 24.6

Debido a que vrdg183 fue el péptido que demostré6 mayor potencia y selectividad frente
a las corrientes idnicas (alto efecto sobre IcaL, pero muy bajo sobre Ik), se decidié evaluar
su efecto en presencia de isoproterenol, esta vez con una metodologia no pareada. La
Fig. 21 muestra cdmo en presencia de isoproterenol a 100 uM la amplitud pico a 0 mV
normalizada a la capacitancia de la membrana (pA/pF) paso de 7.80+1.40 a 12.50+1.06
(aumento de 60.8%), pero posteriormente al aplicar vrdgl83 a 1 UM se observé una
disminucién de la amplitud de corriente normalizada a 10.40+1.80 (disminucion de 16.8%
con respecto a la corriente con isoproterenol). Este resultado no solo confirma el efecto
inhibitorio de vrd183 sobre IcaL, Sino también demuestra que la via de activacion del Cav

es totalmente funcional y nuestros resultados son confiables.
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Figura 21. Efecto de isoproterenol y vrdg183 sobre Ica.. A. Curva IT de Ica. en ausencia y
presencia de isoproterenol y posterior aplicacion de vrdgl83. Corriente control (negro),
potenciacién con isoproterenol 100 uM (azul), reduccién con isoproterenol 100 uM+vrdgl183 1
UM (rojo). B. Las curvas |-V (n=4) muestran que posterior a la aplicacién de vrdgl83 hay
disminucion de la amplitud pico, sin embargo, esta se mantiene por encima de la amplitud pico
control, sin desviaciones a la izquierda o la derecha.

8. Discusién

Los principales resultados de este trabajo fueron: i) se logré el aislamiento exitoso de
cardiomiocitos y neuronas del DRG como modelos de células excitables, ii) se
caracterizaron IcaL € Ik en cardiomiocitos, iii) se encontraron nuevas toxinas de arafa

moduladoras de IcaL e Ik en cardiomiocitos.

8.1 Modelos experimentales y calidad de los registros

Los cardiomiocitos utilizados para el presente trabajo de investigacion fueron de origen
ventricular, los cuales presentaron la morfologia que se ha descrito en otros estudios

(Gerdes, 2012). En experimentos preliminares habiamos observado que también
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producen transitorios de Ca?* cuando se cargan con Mag-Fluo-4 y se estimulan
eléctricamente (resultados no mostrados), demostrando la integridad de su membrana.
Las neuronas del DRG presentaron la morfologia descrita por otros autores (Papka,
2009). La inmunofluorescencia indirecta permitié identificar estas poblaciones celulares,
de otras, como células de la glia y fibroblastos, dada la especificidad de los
inmunomarcadores anti-NF-200 y anti-B-lll-tubulina (Tuj-1) para detectar neuronas
(Davies et al., 2019; Gao et al., 2020; Zhen Liu et al., 2011; Nascimento et al., 2018).
Ademas, en nuestras preparaciones pudimos separar las neuronas, positivas para
ambos marcadores y para el marcador de nucleos Hoechst, de las células de la glia, sélo
positivas para Hoechst. El colorante Mag-Fluo-4 permitié diferenciar células vivas de
aquellas degeneradas y muertas. Este colorante tiene afinidad por el Ca?* citoplasmaético
dando una fluorescencia baja y homogénea, pero cuando se pierde le integridad de la
membrana el colorante citoplasmatico escapa y una fraccion de él queda
compartimentalizado en la regién perinuclear (reticulo endoplasmico), rica en Ca?*,
dando una elevada fluorescencia. EI Mag-Fluo-4, en conjunto con Rhod-2, ha sido
utilizado para evaluar la cinética de Ca?* citoplasmatico, en el reticulo y en las
mitocondrias, asi como en neuronas en presencia de 4-aminopiridina (4-AP), un
bloqueante no selectivo de Kv (Kasatkina, 2016). Nuestro Grupo tiene al menos una
década de experiencia en su uso en diferentes tipos de células excitables (Milan et al.,
2021).

Utilizando el modelo de cardiomiocitos logramos estandarizar la técnica de patch-clamp
con resultados reproducibles y comparables a los publicados por otros autores. Las Ica

en cardiomiocitos son principalmente de tipo L, la isoforma involucrada en esta corriente
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es Cav 1.2. En los experimentos de patch-clamp se demostré que la corriente fue
blogueada por nifedipina, un farmaco perteneciente a la familia de las dihidropiridinas, el
cual es un antagonista de Ica. (Cav 1.1-1.4). Nifedipina se usa en experimentos de patch-
clamp entre 2 y 15 uyM y tiene un pIC50 -7.59 para Cav 1.2 (Pignier & Potreau, 2000;
Yuchen Wang et al., 2018). A su vez, las corrientes obtenidas respondieron al agonista
isoproterenol, como lo reportan otros autores (Hussain & Orchard, 1997; Pelzmann et al,
1995), un compuesto secundario a la noradrenalina que actlla como potente agonista de
los receptores 3 adrenérgicos y activa la ruta de sefalizacion de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y proteina quinasa A (PKA), la cual fosforila Cav 1.2 y aumenta el flujo de
iones a través del canal. Si bien se utilizé una concentracion alta de isoproterenol, este
experimento se realizé con el fin de garantizar el efecto méximo de la molécula. Estos
resultados no sélo demuestran que obtuvimos especificamente Ica., Sino también que la
ruta de sefalizacion de activacién de los Cav es funcional y la célula se encuentra en
buenas condiciones para los experimentos que le siguieron con los péptidos. Finalmente,
las capacitancias encontradas (en su mayoria superiores a 100 pF) (Swift et al., 2012) y
el voltaje al cual se activdé la corriente pico (O mV en la curva I-V) durante los
experimentos (Hussain & Orchard, 1997), sugieren que los sellos fueron de alta calidad
y hubo un adecuado control de voltaje.

Las Ik obtenidas tienen la cinética transitoria de salida (transient outward) descrita por
otros autores (Nesher et al., 2014) y fueron sensibles al bloqueante de amplio espectro
de Kv TEA. Cabe recordar que los canales de K* son diversos y en los cardiomiocitos
ventriculares se expresan 3 tipos de corrientes principales (lo, Iks € Ikr) en las cuales

intervienen diferentes isoformas. Para la caracterizacion de cada una de ellas se
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necesitan bloqueantes especificos. EI TEA tiene un efecto sobre lo e Ilks a una
concentracion >100 mM, pero no sobre Ikr (canales hERG) (Kurokawa et al., 2001; Oudit
& Backx, 2017; Tamargo et al., 2004), por lo que en nuestros resultados era esperable
un bloqueo incompleto de la corriente. Este efecto se hizo evidente en la curva I-V en
donde la Ik tiene un comportamiento exponencial en voltajes positivos (principalmente
generado por lw) pero posterior a la aplicaciéon de TEA esta toma un comportamiento
lineal y de menor amplitud (Fig. 18B). En conjunto, estos resultados permiten garantizar
que las corrientes obtenidas tuvieron alta calidad y fueron las de interés: Ica. € Ik.

La caracterizacion de los modelos celulares basada en técnicas morfoldgicas,
moleculares, y electrofisiolégicas, asi como la cinética de las corrientes obtenidas,
permiten asegurar que los resultados son confiables. Ademas, abren la posibilidad a
nuevas aplicaciones en diferentes areas de estudio, como la cardiologia celular,
neurofisiologia, evaluacién de productos naturales, cardiotoxicidad, etc. Por ejemplo, las
neuronas del DRG podrian ser utilizadas para realizar cultivos primarios y estudios de
neurofisiologia. Otros resultados preliminares nos permitieron obtener sellos de alta
resistencia en macrofagos humanos de la linea U937 y registrar Ik (no mostrado),
abriendo también la posibilidad de aplicaciones de la electrofisiologia celular en

inmunologia.

8.2 Nuevas toxinas bloqueadoras de canales iénicos

Los péptidos evaluados demostraron efecto inhibitorio variable sobre Ica. e Ik. Los
péptidos vrdg69, vrdgl77 y vrdg183 generaron una disminuciéon de la amplitud pico por
encima del 60% sobre Ica, mientras que vrdg69, vrdgl72 y vrdgl77 generaron una

disminucién por encima del 40% sobre Ik. Los hallazgos sugieren que tanto vrdg69 como
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vrdgl77 son péptidos que poseen un efecto modulador eficaz sobre IcaL € Ik, siendo poco
selectivos. Esto los hace menos interesantes desde la perspectiva del desarrollo de
farmacos y como herramientas de investigacion, al no permitir aislar corrientes unicas.
Como es de esperar, vrdg66, el Unico péptido sin puentes disulfuro fue el que demostré
menor efecto sobre las corrientes idnicas evaluadas, confirmando la calidad de nuestros
experimentos. Aunque el péptido vrdgl64 fue uno de los que demostré menor efecto
modulador de corrientes ionicas, tuvo un efecto interesante al retrasar la activacion del
canal, ya que la amplitud pico se alcanz6 a potenciales mas positivos. Este efecto
dependiente del voltaje puede indicar que el péptido interactia con el VSD (Nesher et
al., 2014, Orts et al., 2018).

vrdg183 present6 una inhibicion eficaz sobre IcaL, pero no significativa sobre Ik, esto lo
convierte en una molécula interesante para caracterizar su efecto con mayor
profundidad. Ademas, su efecto inhibitorio se mantuvo adn en cardiomiocitos expuestos
a isoproterenol, lo cual refuerza nuestros resultados y confirma su efecto sobre Ica.. Otras
toxinas reportadas como PnTx3-6, aislada de la arafia Phoneutria nigriventer, no
demostrd un bloqueo completo de la amplitud pico de lca. a una concentracion de 1 uM
(60% inhibicion), muy similar al efecto generado por vrdg183 (Vieira et al., 2005). Dado
el potencial de vrdgl83, es necesario estudiar su efecto sobre la amplitud pico a
concentraciones superiores e inferiores para establecer la concentracion inhibitoria 50
(ICs0) mediante un curva concentracion-respuesta. Recientemente, otros autores
utilizando rp-HPLC separaron fracciones del veneno de P. verdolaga, y por medio de
ensayos de influjo de Ca?* por fluorescencia mostraron de forma indirecta que algunas

de estas fracciones tenian efecto sobre Cav2.2, Cav3.2 y Navl.7, todas isoformas que se
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expresan principalmente en tejido nervioso (Estrada-Gomez et al., 2019). Los autores,
sin embargo, no purificaron ninguna toxina ni utilizaron herramientas electrofisiologicas,
gue son el estdndar de oro, para confirmar sus hallazgos. Otros andlisis transcriptomicos
y bioinformaticos de la glandula venenosa de P. verdolaga, han demostrado la presencia
de gran variedad de proteinas de alto peso molecular y con posible actividad enzimatica,
compatibles con fosfolipasas A2, hialuronidasas y esfingomielinasas D (Estrada-Gomez
et al.,, 2021). De esta manera, los resultados del presente trabajo de grado son los
primeros que demuestran de manera directa mediante ensayos electrofisiolégicos el
efecto de toxinas especificas de P. verdolaga sobre canales i6nicos.

Llama la atencion que no encontramos ningun péptido que fuera inhibidor especifico de
Ik, sin embargo, vrdg69 y vrdgl72 mostraron efecto importante sobre este tipo de
corrientes. En arafias se han descrito por ejemplo las hanatoxinas de Grammostola
spatulata o las terapotoxinas de Hetroscodra maculata o Paraphysa scrofa, inhibidores
especificos de Ik. Dado que en este trabajo no evaluamos todas las toxinas DBP de P.
verdolaga, no podemos descartar que en su transcriptoma haya inhibidores especificos
de Ik.

Los péptidos utilizados son confiables porque fueron recibidos liofilizados, lo cual
previene su degradacion, y una vez resuspendidos fueron conservados congelados a -
80 °C en alicuotas, para evitar repetir ciclos congelacion-descongelacion que pudieran
desnaturalizarlos. Ademas, hubo un claro efecto diferencial entre los DBP (afectaron
notoriamente las IcaL € Ik) y el NDBP (efecto minimo sobre Ica € Ik), cuyos resultados lo
convierten en un control de calidad de nuestros ensayos. En el presente trabajo de

investigacion no fue factible mostrar las secuencias de los péptidos, dado que tienen un
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alto componente de innovacion y patente. Sin embargo, confirmamos que tienen
estructura DBP y pesos moleculares menores a 10 KDa, con buena solubilidad en agua,
caracteristicas tipicas de las toxinas que bloquean canales i6nicos.

Sobre el mecanismo de accion de los péptidos, no parece factible un efecto sobre las
corrientes mediado por una alteracion en los lipidos en los cuales el canal se encuentra
insertado. Esto se soporta por el hecho de que no observamos dafo inmediato a las
células después de la incubacion con los péptidos, descartando una permeabilizacion
rapida de la membrana. Ademas, las propiedades de membrana que medimos (Cm, Ra,
Rm) corresponden a los reportados para cardiomiocitos de ratén, y hubieran cambiado
si los péptidos alteraran su integridad. Finalmente, el leak observado en nuestros
registros fue minimo y el control de voltaje se pudo mantener durante todo el
experimento. De esta manera, el mecanismo de inhibicibn més probable es una
interaccion directa con el canal.

A excepcién de vrdgl64 el efecto de los demas péptidos no parecié tener efecto sobre
el voltaje de activacion de IcaL € Ik, solamente sobre la amplitud de las corrientes, lo cual
sugiere que los péptidos pueden tener un mecanismo de accion como bloqueador del
poro iénico (pore blocker en inglés); para comprobar esta hip6tesis es necesario realizar
curvas de activacion e inactivacion. No fue posible establecer ninguna relacion
interesante entre la carga de los péptidos y su efecto. Por ejemplo, tanto vrdg66 como
vrdg183 tienen una carga de +5, pero el primero sélo tuvo un efecto del 16% sobe Icat,
mientras el segundo tuvo un efecto mayor al 60%. La gran diferencia entre ambos
péptidos es que vrdg66 es NDBP, mientras vrdgl83 es DBP, resaltando la importancia

de la estructura DBP, mas que su carga, para explicar su efecto.
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En conclusién, utilizando el modelo de cardiomiocitos se demostré el efecto de péptidos
derivados del transcriptoma de la glandula venenosa de P. verdolaga, y reportamos de
manera novedosa dos nuevas toxinas (vrdgl64 y vrdgl83) que modulan Cav 1.2 en
mamiferos, con futuro potencial de innovacion. Siguiendo la nomenclatura propuesta por
King y colaboradores en el 2008 proponemos como posible nombre para vrdgl64 y
vrdg183 los siguientes: w1.2-Phtx-Pv164a y w1.2-Phtx-Pv183a respectivamente (King et
al., 2008).

Este es el primer trabajo de grado presentado a la Corporacién de Ciencias Béasicas
Biomédicas en el cual se lleva a cabo un abordaje electrofisioldgico utilizando capacidad
instalada en el interior de la Universidad de Antioquia. A su vez, permitird abrir nuevas
puertas para estudios en electrofisiologia y otras areas como farmacologia, toxinologia y

toxicologia en nuestro Grupo de investigaciéon PHYSIS y en otros de la Universidad.

9. Fortalezas y debilidades

El presente trabajo estandarizo la obtencion y caracterizacion de dos modelos de células
excitables con gran potencial investigativo por primera vez en la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia. Esto se logrdé con equipos relativamente asequibles y
reactivos que son ampliamente usados en laboratorios de investigacion.

La medicion de IcaL e Ik con sus respectivos moduladores (farmacos y péptidos) se realizo
utilizando instrumentacion de Ultima generacion, en experimentos pareados mediante
registros preexposicion y postexposicion a la molécula de interés. Esto da fortaleza al

modelo experimental y es una caracteristica que tienen pocos trabajos de investigacion
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en patch-clamp debido a su dificultad, pero que permiti6 evaluar el efecto de los
diferentes péptidos en tiempo real.

Sin embargo, debido a que se debia mantener el alcance experimental de un trabajo de
Maestria, no fue posible evaluar el efecto de los péptidos sobre Ina ni sobre corrientes de
neuronas del DRG. Tampoco se evaluaron los péptidos mas interesantes a diferentes

concentraciones.

10. Perspectivas

Dada la calidad de los modelos celulares seria factible en el corto plazo estandarizar la

obtencién de Ina y por lo tanto probar el efecto de los péptidos sobre dichas corrientes.

Se debe determinar el ICso de los péptidos mas interesantes, por ejemplo, vrdgl164
porque parece modular el VSD, y vrdgl83, por su mayor especificidad sobre IcaL.
Ademas, se espera evaluar el efecto de estos péptidos sobre la activacion e inactivacion

de lcaL.

Con el objetivo de caracterizar con mayor profundidad el efecto del péptido 183 se espera
evaluar como cambia la concentracion intracelular de calcio en presencia de este,

mediante la medicidon de transitorios de calcio en cardiomiocitos ventriculares.

En cardiomiocitos ventriculares lo es principalmente generada por isoformas Ky 4.x, por
lo cual se planearon experimentos con la toxina k-theraphotoxin-Ps1b para valorar el
aporte de esta isoforma a nuestras corrientes, pero por retrasos en los procesos de

compra por parte de la Universidad no fue posible realizarlos.

93



Para evaluar el efecto de los péptidos mas interesantes sobre cada isoforma es
necesario el uso de modelos celulares de sobreexpresion (HEK293, CHO, entre otras),
se espera realizar experimentos de este tipo en el futuro. A su vez, es importante la
evaluacion del efecto de estos peptidos en células no excitables como eritrocitos,

macréfagos, entre otros.

Se espera realizar la caracterizacion estructural detallada de los péptidos, con miras a
estudios de dinamica molecular y docking en caso de que los resultados de los siguientes
experimentos lo justifiquen, para comprender el mecanismo molecular exacto de su

efecto sobre los canales i6nicos.

La informacion generada en este trabajo es suficiente y promisoria para el inicio de
nuevos proyectos que permitan caracterizar mejor los péptidos evaluados e iniciar
nuevos proyectos en electrofisiologia celular, los cuales podrian tener gran alcance

biotecnolégico (investigacion, agro y medicina).

11. Financiamiento

Proyecto codigo 111577757673, Sintesis y caracterizacion de péptidos a partir de
venenos de arafias: hacia el desarrollo de nuevos antimicrobianos, financiado por

Minciencias.

12. Conflicto de interés

Los autores de este trabajo de grado declaran no tener ningun conflicto de interés.
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13. Grado de originalidad

El presente trabajo de investigacién logré la estandarizacion del aislamiento de dos
modelos de células excitables: neuronas del DRG y cardiomiocitos. Se logré estandarizar
la técnica patch-clamp. Se encontraron nuevas toxinas provenientes del transcriptoma
de la glandula venenosa de P.verdolaga con efecto modulador sobre IcaL € Ik en
cardiomiocitos. La obtencion de modelos de células excitables y la estandarizacion de la
técnica de patch-clamp es novedosa para Colombia. El reporte de dos nuevas toxinas

con potencial biotecnoldgico es novedoso para el mundo.

Grupos de Investigacion que apoyan este trabajo de grado

PHYSIS

Es un Grupo categoria A1 (COL0007328) de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Antioquia, con experiencia en fisiologia, bioquimica y biofisica. En su laboratorio
cuenta con equipos de uso general en investigacion (ultracongelador, agitador, medidor
de pH, balanza, bafio de temperatura controlada, etc), y equipos especializados para
fisiologia y biofisica celular (microscopio invertido de fluorescencia, amplificadores de
electrofisiologia, fabricacibn de pipetas, sistema de fotomultiplicacion, etc). Sus
principales lineas de investigacion incluyen Fisiologia del ejercicio y del musculo estriado,
Fisiologia cardiovascular, Fisiologia y biofisica celular y Neurofisiologia. Sus mas
recientes publicaciones se encuentran en revistas como: J Physiol, Eur J Pharmacol,

Comp Biochem Physiol, Biochim Biophys Acta, Int J Mol Sciy Eur J Appl Physiol.
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ANEXOS

Anexo 1. Isoformas de K, ubicacién en diferentes tejidos y patologias asociados a su disfuncion

Distribucion de Kv en células excitables y no excitables

Tejido primario

Tipo
Kvl.1

Kv1.2

Kv1.3
Kv1l.4

Kv1.5
Kv1.6

Kv1.7
Kv1.8

Kv2.1

Kv2.2

Kv3.1

Kv3.2
Kv3.3

Kv3.4
Kv4.1

Kv4.2

Kv4.3

Kv5.1
Kv6.1

Kv6.2
Kv6.3
Kv6.4

SNC, corazon,

musculo esquelético
corazoén,

Neuronas SNC,
retina

Neuronas SNC

Cerebro,

retina,

musculo

esquelético, corazoén.

SNC, Aorta, Colon

Cerebro, Corazoén,
esquelético.
Mdusculo
corazon.
Cerebro, corazon,
esquelético
Cerebro, corazoén,
esquelético, retina.

Cerebro, corazon,
liso gastrointestinal
Cerebro,
esquelético

SNC
Cerebro, corazén

Cerebro,
esquelético.
Cerebro, corazén

SNC, corazon

Cerebro, corazoén,
liso

Cerebro, corazon,
esquelético
Cerebro,
esquelético,

musculo

esquelético,

musculo

musculo

musculo

musculo

musculo

musculo

musculo

musculo

Corazon, cerebro fetal

SNC
Cerebro

Tejido no excitable
Islotes de pancreaticos

Islotes de pancreaticos

Pulmones, islotes de pancreaticos,
bazo, linfonodos, fibroblastos.
Islotes pancreéticos

Rifién, estdbmago, arteria pulmonar

Pulmones, ovario, células
germinales
Placenta

Rifi6n, glandula adrenal

Célula germinal,
insulinomas

pulmon,

Lengua

Pulmoén, células germinales, tejido
testicular.

Islotes pancreéticos

Arteria mesentérica, cristalino y
epitelio corneal

Paratiroides, prostata, islotes
pancreéticos
Pulmén, estémago, testiculo,

higado, glandula tiroides.

Higado, rifién, pancreas

Utero, ovario, rifion, hueso,
préstata, piel, tejido testicular
Células germinales B

Timo, glandula adrenal
Higado, Intestino delgado, colon

Canalopatias

Ataxia episddica/Sindrome
mioquimia tipo 1
No conocidas

No conocidas
No conocidas

No conocidas
No conocidas

No conocidas
No conocidas

Kv 2.1 se encuentra reducida su
expresion en hipertension
hipdxica pulmonar.

No conocidas

Ratones Kv 3.1 -/- exhiben
alteracion de las habilidades
motrices y fuerza de contraccion

muscular. Doble knock-out
expresen ataxia severa,
mioclonos.

No conocidas
No conocidas

Pardlisis periddica de musculo
esquelético.
No conocidas

Ratones KChIP2 -/- son
susceptibles a  taquicardia
ventricular.

mRNa de Kv 4.3 estan

disminuidos en fibrilaciéon atrial
paroxistica.
No conocidas

No conocidas

No conocidas
No conocidas
No conocidas
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Kv7.1

Kv7.2

Kv7.3
Kv7.4

Kv7.5

Kv8.1
Kv8.2

Kv9.1
Kv9.2
Kv9.3
Kv10.1

Kv10.2
Kvll.l

Kv11l.2
Kv11.3
Kvi12.1

Kv12.2
Kv12.3

Corazoén

SNC, SNP, corazon,
neuroblastoma
Cerebro, retina.
Organos  vestibulares y
nulcleo auditorio cerebral.

0jo,

SNC, SNP, musculo
esquelético
SNC

Cerebro, cristalino

SNC, retina

Cerebro, corazén, ojo.
SNC, musculo esquelético.

Cerebro

Cerebro,
leiomiosarcoma,
neuroblastoma.
Cerebro, neuroblastoma
SNC

SNC, SNP

corazon,

SNC, SNP, ojo
SNC, neuroblastoma

Rifion, pancreas, pulmon,
placenta
Placenta, células germinales,
mamas.

Tejido testicular

Rifdn

Pulmén, higado, timo, prostata,
ovario, tejido testicular
Melanocitos

Mama, rifién, testiculo, piel, Gtero
Células de melanoma

Corazén, rifibn, higado, tonsilas,

pancreas, prostata, ovario,
testiculo, Gtero.
Utero

Pulmén, Gtero, células leucémicas
precursoras de células B
Linfocitos, células leucémicas

Pulmoén, células B primarias

Sindrome de QT largo y arritmias
ventriculares

Convulsiones neonatal benignas
y mioquimias

Convulsion neonatal benigna

Mutaciones en KCNQ4 causa
sordera no sindromica autosomal
dominante tipo 2

Se han identificado diferentes
variantes alélicas.

No conocidas

No conocidas

No conocidas
No conocidas
No conocidas

Kv10.1 ha sido relacionado con
carcinoma cervical en humanos.
No conocidas

Mutacion de este gen causa
Sindrome de QT largo

No conocidas
No conocidas
No conocidas

No conocidas
No conocidas

SNC: Sistema nervioso central. SNP: Sistema nervioso periférico (Gutman et al., 2005).
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