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RESUMEN

En condiciones fisiolégicas, los cambios transitorios en la concentracion de calcio celular
se producen por entrada de calcio desde el medio extracelular y/o liberacion de calcio desde
depésitos intracelulares, principalmente del reticulo endoplasmdtico. Se han descrito dos vias
principales de liberacién de calcio desde depdsitos intracelulares, los canales receptores de
inositol 1,4,5-trisfosfato y los canales receptores de ryanodina. Si bien existe bastante
informacion en relacién al agonista fisioldgico de los canales activados por inositol 1,4,5-
trisfosfato, las propiedades del activador fisiologico de los receptores de ryanodina no han sido
igualmente descritas, se ha propuesto que la ADP ribosa ciclica es el activador enddgeno de
todos los receptores de ryanodina. En esta tesis, se evaluaron las propiedades funcionales de los
canales de calcio activados por cADPR de ovocitos de erizo de mar y el efecto de este agonista
sobre receptores de ryanodina purificados de musculo esquelético de anfibio. Con este fin, se
fusionaron microsomas aislados de homogeneizados de ovocitos de erizo de mar en bicapas
planas para analizar su actividad de canal. Los canales de ovocitos de erizo de mar activados por
ADP ribosa ciclica presentaron activacion por cafeina, ATP e inhibicién por Rojo de Rutenio.
Estos canales presentaron activacién por la concentracién de Ca®* citoplasmético en forma de
campana, caracterizada por activacién e inhibicién en el rango de concentraciones micromolares
y milimolares, respectivamente. La activacién por ADP ribosa ciclica de los canales de calcio de
los ovocitos de erizo de mar fue dependiente de la presencia de calmodulina y fue modulada por
la [Mg?*] libre. No se observé activacion por ADP ribosa ciclica a bajas concentraciones de calcio

(<1pM).




Los receptores de ryanodina purificados de miisculo esquelético de anﬁbi.o presentaron tres
tipos de dependencias de calcio diferentes: canales que tuvieron una baja actividad (canales tipo
Bajo P,) a todas las concentraciones de Ca’* ensayadas, canales con dependencia de Ca*" en forma
de campana, tal como fue descrito originalmente en el musculo esquelético de mamifero (canales
tipo MEM), y canales con activacién de tipo cooperativo a bajas [Ca®*] v sin inhibicién por altas
[Ca®™*] (canales tipo C). A [Ca®] cercanas a las concentraciones de reposo solo se observo
activacion significativa con ADP ribosa ciclica sobre canales de calcio del tipo MEM. Sin
embargo, los canales de calcio del tipo Bajo P, fueron activados por ADP ribosa ciclica después de
cambiar su dependencia de calcio al tipo MEM por oxidacion con timerosal.

Estos resultados indican que los ovocitos de erizo de mar poseen canales de calcio que son
sensibles a Ia activacién por ADP ribosa ciclica y que presentan propiedades en comun con los
receptores de ryanodina de vertebrados. Mas aiin, ADP ribosa ciclica activd los canales receptores
de ryanodina purificados de musculo esquelético de anfibio; sin embargo, el estado redox de estos
receptores determind tanto la respuesta del canal a Ca®* como la activacion por ADP ribosa ciclica.
Tal es asi que s6lo canales de anfibio con un estado de oxidacion que genera una dependencia de
calcio del tipo MEM fueron activados por ADP ribosa ciclica, observandose activacion incluso a
concentraciones de calcio submicromolares. Estos hallazgos indican que ADP ribosa ciclica actia

como un agonista de los canales de vertebrados sélo en ciertas condiciones de ¢xido reduccion.
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SUMMARY

Under physiological conditions, transient increments in cellular calcium concentration
take place due to calcium influx from the extracellular milien and/or calcium release from
intracellular stores, primarily the endoplasmic reticulum. Two main calcium releasing pathways
from intracellular stores have been described, the inositol 1,4,5-trisphosphate receptors and the
ryanodine receptors. While significant information exists in the literature regarding the
physiological agonist of inositol-1,4,5-trisphosphate activated channels, the properties of the
physiological activator of ryanodine receptors have not been adequately described. The novel
calcium releasing agent from sea urchin eggs, cyclic ADP ribose, has been proposed as the
endogenous activator for all ryanodine receptors. In this thesis, the functional properties of
cyclic ADP ribose-activated calcium channels from sea urchin eggs and its effects over purified
ryanodine receptor from frog skeletal muscle were evaluated. To this end, isolated microsomes
from sea urchin eggs homogenates were fused into planar lipid bilayers in order to record single
channel activity. Cyclic ADP ribose-activated calcium channels from sea urchin eggs that
displayed activation by caffeine, ATP and inhibition by Ruthenium Red. These channels, like
the skeletal muscle ryanodine receptor, displayed activation by cytosolic Ca’* concentration in a
bell-shaped fashion, characterized by stimulation and inhibition in the micromolar and millimolar
concentration range, respectively. Cyclic ADP ribose activation of calcium channels from sea
urchin eggs was dependent on the presence of calmodulin and was modulated by free [Mg?']. No
channel activation by cyclic ADP 1ibose was observed at low calcium concentrations (< 1 pM).

Ryanodine receptor purified from frog skeletal muscle displayed three different calcium

dependencies: channels that had low activity (Low P, channels) at all Ca®* concentrations tested,
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channels with bell-shaped Ca®" dependence as was early described in mammaliz;n skeletal muscle
(MEM channels), and channels with cooperative stimulation at low [Ca®] and lack of inhibition by
high Ca*" (C channels). At [Ca®*] near the resting concentration, only significant channel activation
by cyclic ADP ribose was observed in the MEM calcium channels. However, Low P, calcium
channels became activated by cyclic ADP ribose after changing their calcium dependence to MEM
by oxidation with thimerosal.

These results indicate that sea urchin eggs present cyclic ADP ribose activated calcium
channels that display some properties similar to those of the vertebrate ryanodine receptors.
Moreover, ryanodine receptors purified from frog skeletal muscle were activated by cyclic ADP
ribose; however, the redox state of these channels determined both the channel response to Ca®"
and the activation induced by cyclic ADP ribose. Thus, only MEM channels were activated by
cyclic ADP ribose. Furthermore, this activation was observed even at submicromolar calcium
concentrations. These results indicate that only in certain channel redox states cyclic ADP ribose

acts as an agonist in vertebrates.
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INTRODUCCION

El ion calcio es un mensajero iniracelular que controla practicamente todo nuestro
quehacer: como nos movemos, como nos late el corazén y como nuestro cerebro procesa
informacion y la almacena en la memoria (Coronado y cols., 1994; Zucchi y Ronca-Testoni,
1997; Kuba, 1994). Los aumentos transitorios de la concentracion intracelular de Ca®*, que se
conocen como sefiales de calcio, son también responsables del inicio de la vida durante la
fecundacién, controlan el desarrollo y la diferenciacion de las células en formas especializadas
(Whitaker y Swann, 1995) y estan involucrados en la muerte celular (Berridge y cols., 1998).
Para coordinar todas estas funciones las sefiales de Ca** deben ser finamente reguladas, ya que
un aumento sostenido de la concentracién de Ca®* en el citoplasma es téxico para las células.

La concentracion intracelular de calcio libre ([Ca**];) se regula por lIa accién concertada
de diversos y complejos mecanismos. En condiciones de reposo, la [Ca¥™]; se mantiene en
valores cercanos a 107 M, debido principalmente al transporte activo de Ca®" hacia el medio
extracelular que lleva a cabo la bomba de Ca®, y en menor grado, al transporte por el
intercambiador sodio-calcio de la membrana plasmatica. Contribuyen también la unidn de Ca’* a
tampones intracelulares y la acumulacion de Ca” en depésitos intracelulares como las mitocondrias
y el reticulo sarcoplasmatico (RS) del musculo o endoplasmatico (RE) de ovocitos y otros tipos
celulares.

Durante la actividad celular, la [Ca®*]; aumenta en forma transitoria dando lugar a sefiales
de Ca®*, que pueden durar desde milisegundos a minutos, y que generan los diversos efectos del
Ca®* sobre las funciones celulares. Estos aumentos transitorios de la [Ca®*]; ocurren debido a

que ingresa Ca®" desde el fiuido extracelular a través de canales o transportadores de Ca** dela




membrana plasmatica, o a que se libera Ca** desde depésitos intracelulares de, almacenamiento.
Existen, de hecho, canales selectivos a Ca®" presentes en las membranas del RE o del RS
(Berridge M, 1993; Furuichi y cols., 1994; Bezprozvanny y Ehrlich, 1994).

Comprender como las células pueden diferenciar entre las distintas sefiales que originan
movilizacién de Ca®" es una cuestion de importancia findamental, Actualmente existe acuerdo
en que diferentes clases de sefiales producirian diferentes mensajeros que actuarian a través de
diferentes vias de liberacion. Estudios moleculares y bioquimicos han permitido identificar y
clonar dos familias de genes que codifican canales de Ca®* que median la liberacién desde
depdsitos intracelulares. Ellas son la familia de receptores de Inositol 1,4,5 trisfosfato (R-IP3) y
la familia de canales de Ca*" que unen al alcaloide vegetal ryanodina, por lo que se les ha
denominado receptores de ryanodina (RyR) o canales-RyR (Furuichi y col., 199.4).

Las células excitables de distintas especies animales expresan diferentes isoformas de
RyR y de R-IP3;, y utilizan estas dos vias de liberacion con diferente preponderancia. En
musculos esquelético y cardiaco la contrgcci(')n se inicia por la liberacion de calcio mediada por
los RyR. En musculo liso y neuronas, en cambio, tanto los RyR como los R-IP; participan en la
liberacioén de calcio para generar diversas respuestas celulares.

En diversos tipos celulares se ha demostrado que el mecanismo responsable de la
activacion fisiolégica de los R-IP3 es la unién de IP; al canal, el cual se genera a través de una
cascada de eventos moleculares claramente determinados (Berridge, 1993; Marshall y Taylor,
1993). Por el contrario, la determinacion del o los agonistas y del mecanismo fisiologico de
activacion de los RyR presentes en distintos tejidos es aun motivo de estudio, y no se ha
establecido hasta la fecha un mecanismo comdn para la iniciacién de la liberacién de Ca**

mediada por los RyR en todas las células que los expresan. Sé6lo en el musculo cardiaco se ha




demostrado que el mecanismo de liberacién de Ca®* inducida por Ca* -(CICR) causa la
liberacion fisiologica de Ca?* desde el RS, ya que en este tejido el Ca®* que ingresa desde el
medio extracelular durante e] potencial de accion cardiaco activa directamente los RyR presentes
en el RS (Fabiato, 1983). Sin embargo, los estudios realizados en ovocitos de erizo de mar que
se presentan a continuwacion, sugieren que los canales RyR podrian responder también a otros

agonistas endogenos.

Liberacion de calcio en ovocitos de erize de mar

Durante la fecundacion de los ovocitos el espermatozoide induce la propagacion de ondas
de liberacién de Ca®* intracelular, generadas principalmente por la liberacién de Ca®* desde
depositos intracelulares, un fenémeno que se observa desde los invertebrados a los mamiferos
(Jaffe, 1991). Sin embargo, se desconoce el significado de esta onda de liberacién y también se
desconoce como se genera el aumento de [Ca®]; durante la fecundacion. En ovocitos de erizo de
mar se han identificado, ademas de los R-IP3;, proteinas que son reconocidas por anticuerpos
especificos contra el canal de calcio RyR1 del musculo esquelético (McPherson y cols., 1992).
La presencia de RyRs en los ovocitos de erizo, unida al hecho de que las caracteristicas que
presentan las ondas de liberacion de Ca?* inducidas por fecundacién son reminiscentes de la
liberacion de calcio inducida por calcio (CICR) observada en musculo cardiaco, apoyan la idea
de que el mecanismo de CICR puede tener un papel general en la produccion de sefiales de Ca®"
regenerativas en los distintos tipos celulares.

El descubrimiento de que ADP ribosa ciclica (¢ADPR) libera Ca™ desde depésitos
intracelulares de ovocitos de erizo de mar, que presentan una farmacologia de liberacién de Ca**

similar a los RyR y distinta a los R-IP3, ha sustentado la hipdtesis de que cADPR seria el




agonista fisiologico de los canales-RyR de ovocitos. De esta manera las cios 'vias de liberacion
de Ca®", la via mediada por los R-IP5 y la mediada por los RyR, estarfan presentes en ovocitos de
erizo de mar vy se activarfan en respuesta a dos agonistas distintos.

Los primeros hallazgos que indican que cADPR podria activar canales-RyR provienen de
estudios de liberacién de Ca®*" en ovocitos de erizo de mar (Clapper y cols., 1987; Lee y cols.,
1989; Galione y cols., 1991; Lee, 1991). Utilizando homogeneizados crudos de estos ovocitos y
fluo-3 como indicador de calcio, se demostré que B-NAD" induce liberacién de Ca®* pero en una
forma retardada (Ciapper y cols,, 1987). Posteriormente, se demostré que este retardo se debia a
la conversién enzimatica de B-NAD' a un metabolito activo. La purificacién y caracterizacion
funcional de este metabolito, utilizando marcacion con precursores radiactivos, cromatografia
liquida de alta resolucién y resonancia nuclear magnética, lo identificaron como ADP ribosa
ciclica (Lee y cols., 1989).

El método utilizado comunmente para demostrar la presencia funcional de CICR en
células esta basado en la farmacologia del canal-RyR, la cual difiere claramente de la
farmacologia de los canales de calcio receptores de IP;. Utilizando este tipo de andlisis se han
examinado las similitudes entre la liberacion de calcio sensible a cADPR y la liberacion sensible
a ryanodina/cafeina en homogeneizados de ovocitos de erizo de mar.

Ryanedina y cafeina liberan Ca®" desde homogeneizados de ovocitos de erizo de mar en
forma dependiente de la concentracién (Galione y cols., 1991). En tanto que el Rojo de Rutenio
y la procaina, inhibidores de la liberacién de Ca®" desde el RS, selectivamente bloquean en
ovocitos la liberacién de Ca®" inducida por cafeina pero no la inducida por IP3. Estos resultados,

sumados al hecho de que concentraciones subméximas de cafeina sensibilizan la liberacién de




Ca?* inducida por Ce®* (Lee, 1993), sugieren que los homogeneizados de ovc;citos de erizo de
mar poseen canales-RyR funcionales. |

Adicionalmente, el pretratamiento del homogeneizado con altas conceniraciones de
cADPR lo desensibilizan a posteriores adiciones de cADPR o de agonistas del RyR (ryanodina y
cafeina). Sin embargo, los homogenéizados retienen su capacidad de liberar Ca** en respuesta a
IP;. De igual forma, altas concentraciones de ryanodina y cafeina desensibilizan tanto al
homogeneizado (Lee, 1993), como a los ovocitos (Buck y cols., 1994) al efecto de cADPR pero
no al de IP;. En este sentido, el cADPR parecerfa funcionar en forma similar a la cafeina,
excepto que el cADPR seria 5 ordenes de magnitud mas efectivo. De hecho, concentraciones
subméximas de cafeina pueden reducir la concentracion media efectiva de cADPR en
aproximadamente 10 veces. De igual manera, el efecto liberador de Ca’* de la cafeina puede ser
igualmente potenciado por bajas concentraciones de cADPR (Lee, 1993).

A partir de estas observaciones, se ha sugerido que cADPR activa los RyR de ovocitos de
erizo de mar. Sin embargo, otros resultados han puesto en duda esta conclusion. En
homogeneizados de ovocitos de erizo de mar, la liberacion de Ca** inducida por cADPR presenta
propiedades peculiares, ya que se ha reportado que esta requiere necesariamente de la presencia
de calmodulina (Lee y cols., 1994a; 1995; Tanaka y Tashjian, 1995) y que no seria activada por
ATP (Graeff y cols., 1995), dos propiedades que difieren de la liberacion mediada por RyR en
mamiferos y anfibios. Adicionalmente, el derivado de cADPR, 8-amino-cADPR, que en
ovocitos antagoniza la liberacion de Ca*" inducida por cADPR, no afecta la liberacién de Ca**
inducida por ryanodina (Walseth y Lee, 1993).

No obstante lo anterior, se ha reportado que el efecto de cADPR sobre la liberacion de

Ca®" en homogeneizados de ovocitos de erizo de mar puede estar modulado por una serie de




factores citoplasmaticos fisiologicos, tales como calmodulina (Lee y cols., 19.94a; 1995), Ca**
(Chini y Dousa, 1996a; Gou y Becker, 1997), palmitoil-CoA (Chini y Dousa, 1996b) y el estado
redox del RE (Tanaka y Tashjian, 1994). Todos estos factores potencian el efecto liberador de
Ca®" inducido por cADPR. Por el contrario, concentraciones milimolares de Mg libre (Graeff
y cols., 1995; Chini y Dousa, 1996b) y de poliaminas, tales como espermina (Chini y cols.,
1995), tienen un efecto inhibidor de la liberacién de Ca*" inducido por cADPR. Todos ellos, con
la excepcion de calmodulina, presentan efectos similares sobre la actividad de los RyR en

vertebrados (Coronado y cols., 1994; Zucchi y Ronca-Testoni, 1997).

Liberacion de calcio mediada por RyR en vertebrados

Los RyR son proteinas que forman un complejo tetramérico de subunidades homologas
de alto peso molecular (500 a 600 kDa) (Franzini-Armstrong y Protassi, 1997; Zucchi y Ronca-
Testoni, 1997). En el caso particular de los RyR de mamiferos, actualmente se conoce la
secuencia aminoacidica de las tres isoformas del RyR encontradas a la fecha (RyR1, RyR2 y
RyR3), siendo su patron de expresion caracteristico de cada tejido. En el misculo esquelético y
cardiaco las isoformas predominantes son RyR1 y RyR2, respectivamente. En el tejido cerebral,
ademés de RyR1 y RyR2, se expresa la isoforma RyR3. Esta tltima también se encuentra
presente en el diafragma y en el musculo liso de mamiferos (Coronado y cols., 1994; Meissner,
1994; Sutko y Airey, 1996; Zucchi y Rosca-Testoni, 1997; Franzini-Armstrong y Protassi, 1997).
Por otra parte, en el muisculo esquelético de anfibios, aves y peces se expresan otras dos
isoformas del RyR, llamadas o y B (Olivares y cols., 1991; Sutko y Airey, 1996). Estas tltimas
serfan equivalentes a RyR1 y RyR3, respectivamente, debido al alto grado de homologia que

poseen con estas isoformas de mamiferos (Oyamada y cols, 1994; Ottini y cols., 1996).




Los RyR presentan actividad de canal de Ca®* cuando se reconsti.tuyen en bicapas
lipidicas planas. Estos canales se incorporan a las bicapas exponiendo su lado citoplasmético hacia
el compartimento en el cual se adicionan las vesiculas de RE/RS, denominado compartimento cis,
de tal forma que es posible modificar tanto el medio que bafia la cara citoplasmatica del canal
como ¢l medio luminal (frans). Mediante esta metodologia se han estudiado gran parte de las
propiedades de los canales de liberacion de Ca®*. También se han medido flujos de salida de
Ca®" desde depésitos intracelulares en células o en vesiculas aisladas de RS/RE (Coronado y
cols., 1994; Meissner, 1994). Estos estudios han demostrado que los canales de liberacion
poseen una conductancia para Ca®* de 100-110 pS (Smith y cols., 1986; Lai y Meissner, 1989) y
han establecido la modulacién de los canales por una seric de agentes farmacoldgicos y
compuestos enddgenos que se encuentran normalmente en la célula, como se detalla a

continuacion.

Moduladores farmacolégicos de los RyR: Ryanodina, cafeina y Rojo de Rutenio

El alcaloide de origen vegetal ryanodina es el compuesto que mdas ha contribuido al
estudio y caracterizacidn de los RyR. Debido a su capacidad de unién con alta afinidad a estos
canales, se ha utilizado la ryanodina como herramienta para la purificacion de RyR y para la
identificacién farmacolégica del proceso de liberacion de calcio mediado por los RyR. En
estudios de canales tinicos se ha demostrado que ryanodina ejerce un efecto multiple. Tal es asi
que concentraciones nanomolares activan al canal (Bull y cols.,, 1989), concentraciones
submicromolares inducen la aparicion de estado de subconductancia caracteristica, con una
probabilidad de apertura en ese estado cercana a 1 (Rousseau y cols., 1987), y concentraciones

micromolares lo cierran completamente (Meissner,1986; Bull y cols., 1989).




Clasicamente, la cafeina se ha utilizado como agonista para el reconoci‘miento de vias de
liberacién de Ca®>* mediadas por RyR. La cafeina, en concentraciones milimolares, incrementa la
actividad de canales de liberacion provenientes de misculo esquelético y cardiaco, sin modificar
su conductancia (Coronado y cols., 1994; Zucchi y Ronca-Testoni, 1997). De igual forma,
induce la liberacion de Ca®* desde el RS/RE en células (Muller y Daly., 1993; Steenbergen y
Fay, 1996) y en vesiculas aisladas (Palade, 1987; Rousseau y cols., 1988, Liu y Meissner, 1997).

Otro compuesto que ha sido utilizado como herramienta farmacolégica para la
identificacién de vias de liberacién mediadas por los RyR es el Rojo de Rutenio. En registros de

canal tnico este compuesto induce el cierre irreversible del canal (Ma, 1993).

Modulacién de los RyR por compuestos intracelulares: Calcio, Magnesio, ATP y cADPR.
En estudios de canal tnico y de liberacion de Ca** desde vesiculas aisladas, se ha descrito

que una seric de agentes endogenos son capaces de activar o inhibir los RyR. Sin embargo, con

la excepcion del miisculo cardiaco, ain no se sabe si alguno de estos compuestos induce o regula

la liberacion de Ca** mediada por RyR en condiciones fisiologicas.

Calcio: Todos los canales-RyR que se han estudiado al nivel de canal tnico manifiestan
modulacion por Ca®*. Se han descrito tres tipos de respuesta frente a los cambios de [Ca*]enla
cara citoplasmatica de canales-RyR. El primero de ellos se caracteriza por una dependencia de
Ca2* en forma de campana, con activacién por Ca** en el intervalo 1-30 pM (Smith y cols.,
1986) e inhibicion a concentraciones mayores de Ca®*, entre 100 y 500 pM (Fill y cols., 1990;
Chu y cols., 1993). Esta forma de respuesta fue descrifa inicialmente en canales RyR

provenientes de musculo esquelético de mamiferos, por lo que se le ha denominado dependencia




tipo MEM (Marengo y cols., 1998). El segundo tipo de respuesta a Ca® de l(;s canales RyR se
caracteriza por una activacién por Ca’ de tipo sigmoidal en el intervalo de [Ca®] de 0,1 a 10
uM, sin inhibicion al aumentar la concentracion hasta 1 mM (Rousseau y cols., 1986; Anderson
y cols., 1989; Holmberg y Williams, 1990; Chu y cols., 1993). Este tipo de respuesia fue
descrito inicialmente en canales RyR provenientes de musculo cardiaco, razén por la cual recibe
el nombre de dependencia del tipo C. Finalmente, se ha descrito un tercer tipo de respuesta a
Ca?*, en forma de campana y con un P, maximo que no sobrepasa 0,10 (Marengo y cols 1996;
Marengo y col., 1998); debido a esta Gltima caracteristica ésta se ha denominado dependencia de
calcio del tipo Bajo P,

Recientemente, se ha demostrado que los canales-RyR nativos de misculo esquelético de
mamiferos (RyR1), anfibios (o y B) y de neuronas (RyR1, RyR2 y RyR3) presentan los tres tipos
dependencias de calcio (MEM, C y Bajo P,,). En tanto que los canales-RyR nativos del misculo
cardiaco (RyR2) manifiestan sélo dos de ellas, la dependencia tipo MEM y la de tipo C
(Marengo y cols., 1998).

Mas aun, los distintos tipos de dependencia de Ca’* que manifiestan los canales-RyR
estan determinados por el estado de oxidacién de la proteina canal o de alguna otra proteina
asociada con el canal en la bicapa. Asi, los canales con dependencia tipo Bajo P, se encuentran
con mayor frecuencia en condiciones de reduccién, en tanto que los canales con dependencia

tipo C se encuentran con mayor frecuencia en condiciones de oxidacion (Marengo y cols., 1998).

Magnesio:  Estudios de actividlad de canal unico han demostrado que Mg* libre a
concentraciones milimolares en el compartimento citosdlico inhibe tanto los canales-RyR

esqueléticos (Rousseau y cols 1986, Smith y cols., 1986, Laver y cols., 1997) como los cardiacos




incorporados en bicapas planas (Ashley y Williams, 1990, Laver y cols., 1997)'. Aun cuando los
RyR cardiacos son significativamente menos sensibles a la inhibicién por Mg** que los
esqueléticos (Michalak y cols., 1988), en ambos canales el efecto inhibitorio de Mg es
dependiente de [Ca®'], indicando que ambos iones compiten por el mismo sitio (Laver y cols.,

1997).

ATP: El ATP, en su forma libre y en el rango de concentracién milimolar aumenta la actividad
de los canales RyR en todos los tejidos de vertebrados en que se ha estudiado su efecto
(Meissner, 1984; Smith y cols., 1986; Suérez-Isla y cols., 1988). Ademds, en musculo
esquelético de mamiferos y anfibios es necesaria la presencia de ATP para lograr la completa
activacion del canal por Ca?*; lo mismo ocurre con los flujos de liberacién en vesiculas (Smith y
cols, 1986; Moutin y Dupont, 1988; Donoso e Hidalgo, 1993). En la célula, sin embargo, la
mayor parte del ATP se encuentra como el complejo Mg-ATP, que no tiene el mismo efecto

activador que el ATP libre.

ADP ribosa ciclica (cADPR): Actualmente se proponen dos posibles papeles para cADPR en la
regulacién celular del calcio: 1) como un segundo mensajero clésico, andlogo a IP; y 2) como un
modulador de CICR (Galione y White, 1994; Fig. 1).

En el primer modelo se plantea que en respuesta a un estimulo extracelular se activaria la
sintesis de ¢cADPR produciendo un aumento de [cADPR];, como resultado de lo cual se
activarfan los canales de Ca®* RyR del RE o RS. En ovocitos de erizo de mar existen reportes
que sefialan que la enzima responsable de la sintesis de cCADPR, ADP-ribosil ciclasa, puede ser

activada por mecanismos dependientes del cGMP, los cuales se generan por accion directa del
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mensajero gaseoso oxido nitrico (NO) sobre Ia enzima guanilato ciclasa (Galic;ne y cols., 1993).
Mas afin, la exposicién de ovacitos de erizo de mar intactos a NO aumenta al doble los niveles
intracelulares de ¢cGMP e induce liberaciones de Ca®" que son independientes de los niveles de
Ca?" extracelular, pero que son bloqueadas por antagonistas de ¢cADPR (Willmontt y cols.,

1996).

Fig. 1 Esquema de los papeles propuestos para cADPR en la regulacion del calcio celular.

(segin Galione y White, 1994)

cADPR como cADPR como
Segundo Mensajero Modulador de CICR
Estimulo c

NAD* (i 3y . NAD*
Y ADP-ribosil ADP-ribosil
ciclasa \IT-TbOs!E
ciclasa
cADPR
Depdsitos de ca Depositos de cat

El segundo modelo propone que la presencia de cADPR en el citoplasma produce la
sensibilizacién de los canales de liberacién a la activacion por Ca®*, de tal forma que en
presencia de cADPR bastarian pequefios incrementos de [Ca*"];, por ejemplo inducidos por IP;,

para gatillar el proceso de CICR. Este modelo requiere que el metabolito esté siempre presente

11




en las células a bajas conceniraciones, lo cual es consistente con los ni;leles de cADPR
enddgenos (1-3 pmol/mg de proteina) medidos en distintos tejidos (Rusinko y Lee, 1989;
Walseth y cols., 1991).

Este nuevo agonista también ha sido identificado en la mayoria de los tejidos de
marniferos (Rusinko y Lee, 1989), por lo que se ha postulado como el agonista responsable de la
liberacién de Ca®* desde depositos intracelulares. Los hallazgos que sefialan a este compuesto
como el posible agonista fisiolégico del canal-RyR de vertebrados se describen a continuacion.

La liberacién de Ca®" intracelular inducida por cADPR se ha reportado en varios tejidos y
tipos celulares. Estos incluyen neuronas (Currie y cols., 1992; White y cols., 1993), células
pituitarias (Koshiyama y cols., 1991), células P e islotes pancreaticos (Takasawa y cols., 1993;
Noguchi cols., 1997), células linfoides (Bourguignon y cols., 1995; Guse y cols., 1996), musculo
liso (Kannan y cols., 1996; Prakash y cols., 1998) y preparaciones de RS de misculo esquelético
y cardiaco (Mészéaros y cols., 1993; Morrisselte y cols., 1993). También se ha descrito que
cADPR modula los RyR. En células linfoides, cADPR 1 pM aumenté la afinidad por [H]-
Ryanodina en cinco veces (Bourguignon y cols., 1995), en tanto que en vesiculas de RS de
muisculo cardiaco se ha reportado que concentraciones de cADPR de 1 a 2 pM incrementan tanto
la unién de [3H]-R5ranodina como la actividad de los canales de calcio RyR incorporados en
bicapas planas (Mészéros y cols., 1993). Un efecto similar se observo en vesiculas de RE
provenientes de cerebro pero no en RS de musculo esquelético (Mészaros y cols., 1993).

Por otra parte, Fruen y cols. (1994) reportaron que ni cADPR (0,1 a 5 pM), ni ADPR o
metabolitos relacionados a B-NAD", tienen efecto sobre la union de [PH]-Ryanodina a vesiculas
de RS de musculo cardiaco y esquelético de cerdo; de igual forma, cADPR 1 uM no tuvo efecto

sobre el P, de los canales incorporados en bicapas planas. No obstante, se ha descrito activacion
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de los canales-RyR por concentraciones de cADPR = 1 pM en vesiculas cie RS aisladas de
misculo cardiaco (Sitsapesan y cols.,1994) o esquelético (Sitsapesan y Williams, 1995;
Sitsapesan y cols., 1995) de oveja. Este efecto, que ocurre a concentraciones micromolares de
Ca®* citoplasmatico, fue inducido ademas por ADPR y B-NAD" y no fue detectado en presencia
de concentraciones fisiologicas de ATP y Mg®*. Basandose en estos resultados, estos autores
concluyen que cADPR interactuaria con el sitio de unidn a nucledtidos presente en el RyR.
Finalmente, Morrissette y cols. (1993) también reportaron que concentraciones micromolares (1
a 17 uM) de cADPR inducen liberacién de Ca?* desde vesiculas de RS de musculo esquelético,
pero no observaron cambios en el P, de estos canales por accion de cADPR al ser incorporados
en bicapas planas. Sin embargo, estos resultados pueden ser explicados por la baja
concentracion de Ca* intraluminal (trans) utilizada en este estudio, ya que se ha reportado que la
activacion de los canales-RyR por cADPR requiere concentraciones de Ca** > 40 pM en el
compartimento frans (Sitsapesan y Williams, 1995).

De lo anterior se desprende que aunque esta claro que cADPR puede movilizar Ca?
intracelular en muchos tipos celulares, su mecanismo y su sitio de accién estdn poco
comprendidos. Se ha sugerido que cADPR, al menos en condiciones fisiol6gicas, no tendria una
accién directa sobre RyR ya que la fotdlisis de cADPR enjaulado (a concentraciones superiores a
100 M) no induce liberacién de Ca** en células cardiacas en cultivo (Guo y cols., 1996), pero si
gatilla la liberacién de Ca** en ovocitos de erizo de mar (Guo y cols., 1996; Gou y Becker,
1997). Sin embargo, no se debe excluir la posibilidad de que el efecto activador de cADPR
sobre los RyR in vivo esté regulada por factores citoplasmaticos, especialmente tomando en
cuenta la considerable modulacién por los distintos compuestos citoplasmaticos o interacciones

proteina-proteina que presenta el RyR en condiciones fisioldgicas (Zucchi y Ronca-Testoni,
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1997). En este sentido, el efecto de cADPR sobre los canales RyR puriﬁcado's, que carecen de
interaccidn con proteinas moduladoras del RS, es un aspecto que aun no ha sido estudiado.

Un hecho adicional que contribuye a la controversia del efecto de cADPR sobre el RyR
es la poca claridad que se tiene respecto del subtipo de RyR que presenta el ovocito de erizo de
mar ya que no existen en la literatura descripciones detalladas de estos. Se sabe, sin embargo,
que los ovocitos de erizo tienen una proteina de 380 kDa que presenta reaccidn cruzada con

anticuerpos anti RyR1 (McPherson y cols., 1992).

Receptor de cADPR. Conocer cuales son las protefnas que interactuan con cADPR resulta
fundamental para la comprension de los mecanismos por los cuales este agonista regula la
liberacion de Ca?’. Una variedad de técnicas, incluyendo estudios de union, efecto de
antagonistas y marcacion con agentes fotoactivos han sido utilizadas para identificar al receptor
de cADPR. Estudios de unién de [*PJcADPR han mostrado la presencia de receptores
especificos para cADPR en microsomas de ovocitos de erizo (Lee, 1991). Andlisis de Scatchard

de esta union en microsomas de ovocitos de erizo L. Pictus han revelado la presencia de un sitio

de alta afinidad, con una constante de unién de 1,6 nM. Sin embargo, en ovocitos de S.
Purpuratus se han identificado dos sitios de unién a cADPR, uno de alta y ofro de baja afinidad
(Lee y cols., 1994b; Lee, 1997). El significado de la presencia de estos dos sitios de unién aun
se desconoce.

En los tinicos intentos para identificar el receptor de cADPR que se han realizado a la
fecha se ha utilizado el andlogo 8-azido-cADPR como sonda fotosensible, Este derivado
fotosensible compite con cADPR por el receptor y es también un antagonista. Mediante esta

técnica se han identificado en microsomas de ovocitos de erizo de mar dos proteinas, de 140 kDa
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y 100 kDa que unen especificamente 8-azido-cADPR (Walseth y cols., 1993). éélo la marcacion
de la proteina de 100 kDa fue desplazada por la presencia de concentraciones milimolares de
cafeina.

Cabe destacar que las dos proteinas identificadas por fotoafinidad presentan un peso
molecular menor a los 380 kDa reportados para el RyR de ovocitos de erizo de mar, identificado
utilizando anticuerpos anti-RyR esquelético (McPherson y cols., 1992), y claramente menor a los
~ 560 kDa que presentan los RyR de vertebrados. Se desconoce si estas proteinas de 140 kDa y
100 kDa interactuan con el RyR o si ellas representan un nuevo tipo de canal de calcio.

Por esto en esta tesis se propone hacer un estudio comparativo del efecto de cADPR en
canales de calcio de dos sistemas experimentales distintos, pero que presentan vias de liberacion
de calcio activadas por agonistas de los RyR. Uno, los microsomas de ovocitos de erizo de mar,
cuya liberacién de Ca®* inducida por cADPR ha sido ampliamente caracterizada, pero en los
cuales las propiedades de los canales Ginicos sensibles a cADPR no estan descritas. Mas aun, al
inicio de esta tesis se desconocfa si en el ovocito de .erizo de mar existfan canales de calcio
sensibles a la activacion por cADPR, aunque se especulaba que podrian ser canales de calcio
tipo-RyR.

El otro sistema, los RyR de musculo esquelético de anfibio, representa uno de los
sistemas celulares en los cuales existe el mayor niimero de reportes contradictorios respecto del
efecto activador de cADPR sobre los RyR, siendo este sistema el principal responsable del
cuestionamiento que se hace a cADPR como el agonista endogeno de los RyR en vertebrados.
En contrapartida, este sistema presenta la ventaja de poseer uno de los canales de calcio-RyR

mejor caracterizados en su fisiologia y biofisica.
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HIPOTESIS

Sobre la base de los antecedentes presentados se propone que los ovocitos de erizo de
mar presentan canales de Ca®* sensibles a la activacién por cADPR que se pueden caracterizar al
nivel de canales Gmicos. Adicionalmente, se propone que los canales de Ca*" del ovocito
presentan un perfil de modulacién farmacoldgica similar al de los RyR de vertebrados.
Consecuentemente se propone por analogia que los RyR de vertebrados son activados

directamente por cADPR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar una fraccién microsomal, a partir de un homogeneizado de ovocitos de erizo de mar

(Tetrapigus nyger), que presente liberacion de Ca®" sensible a cADPR.
2. Utilizar bicapas planas para el estudio de canales de Ca”* presentes en los microsomas de
ovocitos de erizo de mar. Caracierizar la actividad de canal tinico y estudiar el efecto de

cADPR.

3. Estudiar el efecto de distintos agonistas (Ca®’, cafeina, ATP) y bloqueadores (Rojo de
q

Rutenio, Mg®") clasicos de los RyR sobre la actividad de los canales de Ca”* de erizo de mar.

4. Estudiar el efecto de cADPR sobre la actividad de canales RyR de vertebrados, purificados de

musculo esquelético de anfibio.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion de microsomas de ovocitos de erizo de mar

Se aislaron microsomas de ovocitos del erizo de mar Tefrapigus nyger utilizando técnicas

convencionales de fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial. Se recolectaron
directamente en agua de mar (AM) filtrada los ovocitos de erizo de mar por electroestimulacién
de ejemplares vivos en su cavidad celémica a temperatura ambiente; todos los pasos siguientes
se realizaron a 4 °C. Los ovocitos decantados por gravedad (ovocitos empacados) se lavaron dos
veces con AM por dilucion de 10-20 veces, y dos veces con agua de mar artificial sin calcio
(AMASC: NaCl 470 mM, Mg Cl; 27 mM, MgS0O4 28 mM, KCl 10 mM, NaHCO; 2,5 mM, pH
8,0). Para remover la cubierta vitelina, se resuspendieron 100 ml de ovocitos empacados y
lavados en 400 ml de AMASC, pH 9,0, conteniendo DTT 1mM y se agitaron constantemente por
15 min. (Epel y col. 1970). Luego de un lavado en AMASC, los ovocitos se sedimentaron dos
vecesx 30sa l::aja velocidad (2000 x rpm) en tampon sacarosa (MOPS 20 mM, pH 7,0, Sacarosa
0,3 M, KCI 0,1 M, mas inhibidores de proteasas: Leupeptina 10 pg/ml, Pepstatina A 2 pg/mi,
Benzamidina 5 mM, SBTI 100 pg/ml) y el sedimento resultante se resuspendi6 en 4 volimenes
del mismo tampoén. Los ovocitos fueron homogeneizados en homogeneizador vidrio-vidrio por
15 pasadas a mano, fueron sedimentados a 2.000 x g por 20 minutos y el sobrenadante resultante
fue sedimentado a 12,000 x g por 20 minutos El nuevo sobrenadante obtenido fue sedimentado
a 100.000 x g por 60 minutos para colectar los microsomas, que tras la centrifugacién fueron
resuspendidos en tampdn sacarosa a una concentracion final de proteina de 10 mg/ml y
fraccionados en columna de agarosa (Bio-Gel A-0.5 m, Bio-Rad) para extraer el pigmento

ovocitario equinocromo. Las fracciones excluidas de la columna, conteniendo los microsomas,
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fueron sedimentadas a 100.000 x g por 60 minutos y el sedimento fue resuspendido en tampén

sacarosa, congelado en N liquido y guardado a -80 °C por no més de 2 semanas.

Aislamiento de vesiculas de reticulo sarcoplasmiftico de anfibio

La preparacion de vesiculas de reticulo sarcoplasmatico (RS) de musculo esquel€tico de
rana se realiz6 de acuerdo al protocolo descrito por Hidalgo y cols. (1993). Brevemente, los
musculos limpios y finamente picados se homogeneizaron en una licuadora comercial en dos ciclos
alternados de 30 y 20 segundos en 4 voliimenes de una solucién que contenfa KC1 0,15 M, MgCl; 5
mM, MOPS/Tris 20 mM, pH 6,8, Leupeptina 1 pg/ml, Benzamidina 0,8 mM, Pepstatina 1 pg/ml y
PMSF 1 mM a 4°C. El homogeneizado se sedimenté a 1.500 x g por 25 minutos. El sobrenadante
resultante se sedimentd a 17.000 x g por 20 minutos y el sedimento obtenido fue homogeneizado en
4 volimenes de tampén de homogeneizacion en homogeneizador de vidrio. Luego de una
centrifugacion a 1.250 x g por 25 minutos el sobrenadante se sediment6 a 17.000 x g por 30 minutos
y el sedimento final se homogeneizé en tampén de congelacion (sacarosa 0,3 M, MOPS/Tris 20
mM, pH 7,0, Leupeptina 1 pg/ml, Benzamidina 0,4 mM). Las vesiculas se congelaron rapidamente
por inmersién en Nj liquido y se guardaron congeladas a -80 °C, por periodos no superiores a un

Imes.

Purificacion del RyR de RS de nuisculo esquelético de anfibio
Marcacion de los RyR con PPHJ-Ryanodina

Para la purificacion del receptor se utilizo [PH]-Ryanodina (Dupont, New-England Nuclear)
como sonda marcadora del RyR presente en las vesiculas de RS. Las triadas obtenida de acuerdo al

método ya descrito y sin congelar, fueron diluidas a 1 mg/ml de proteina en una solucién que
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contenia; KCI 0,5 M, AMP-PNP 0,5 mM, MOPS/Tris 20 mM, pH 7,0 en presencia de [3H]-
Ryanodina 10 nM y fueron incubadas a 22-25 °C por 90 min. (Bull y cols. 1989). Para eliminar el
excedente de [PH]-Ryanodina libre tanto las vesiculas control como las incubadas con PHI-

Ryanodina se sedimentaron y se resuspendieron en tampén de solubilizacion.

Solubilizacién de RyR de RS de anfibio

La purificacion del RyR de anfibio se realizo de acuerdo a una modificacion de los métodos
descritos por Lai y cols. (1989) y Zhang y cols. (1997). Se tomaron 15 mg de vesiculas de RS de
musculo esquelético de anfibio, previamente incubadas con y sin ’HJ-Ryanodina, y se
resuspendieron en 3 m! de tampdn de solubilizacion (CHAPS 3% [p/v], NaCl 1 M, DTT 5 mM,
Sacarosa (0,25 M, CaCl, 0,2 mM, MOPS 20 mM, pH 7,2, fosfatidilcolina 5 mg/ml, Leupeptina 10
pg/ml, Pepstatina A 2 pg/ml, Benzamidina 8 mM). Tras agitar constantemente por 60 minutos en
hielo, se sediment? las vesiculas solubilizadas por 60 minutos. El sobrenadante obtenido fue diluido
en un volumen igual de tampodn gradiente (NaCl 1 M, DTT 2 mM, Tris/HCI 20 mM, pH 7,4, mas
inhibidores de proteasas), y fue cargado en gradiente discontinua de sacarosa y sedimentado 15-16
horas a 22.000 r.p.m. en un rotor Beckman SW25.1. Se utilizé un gradiente discontinuo de sacarosa
de 10% (5 ml), 13% (10 ml), 15% (10 ml); todas las soluciones de sacarosa fueron preparadas en
tampon gradiente conteniendo 1% CHAPS y 5 mg/ml de fosfatidilcolina. Se colectaron fracciones
de 1,5 ml y se analizaron los siguientes parametros: a) radiactividad correspondiente a PHJ-
Ryanodina unida de una alicuota de 10 pl de cada fraccion, para evaluar el perfil de migracion del
RyR, b) concentracién de proteinas (Bradford, 1976) y ¢) conceniracion de sacarosa a través de
métodos de refractometria (Fig. 2A). Aquellas fracciones que presentaron la mayor unién de [°HJ-

Ryanodina fueron combinadas y dializadas en tampon de dialisis (NaCl 0,1 M, Tris/HCl 20 mM,
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pH 7.4 mds inhibidores de proteasas) para remover el CHAPS. Las proteinas as'i incorporadas en
los fosfolipidos fueron posteriormente sedimentadas a 100.000 x g por 60 minutos y finalmente
resuspendidas en tampo6n de congelacion, congeladas en Nj liquido y guardadas a -80 °C. Analisis
de geles de poliacrilamida en SDS de los liposomas formados, tefiidos con tincién argéntica (Wray
y cols., 1981), confirman la presencia del RyR como la proteina mayoritaria (Fig.2B)
Rutinariamente se realizaron en paralelo tres gradientes por experimento; una marcada con
[PH]-Ryanodina y dos sin [°H]-Ryanodina, de las cuales se obtuvieron las fracciones que contenian

el RyR, que fueron utilizadas en los experimentos de bicapas tras dializarlas.

Experimentos de bicapas
Incorporacion y registro de canales tinicos

Para el estudio de corrientes de canal tinico, incorporados en bicapas planas de fosfolipidos,
se procedié de acuerdo a los métodos previamente descritos (Bull y cols., 1989). Se fusionaron
vesiculas de membrana con bicapas planas de fosfolipidos, pintadas con uma mezcla de
palmitoiloleil fosfatidiletanolamina (POPE), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilcolina (PC) en
proporcién POPE : PS : PC = 5 : 3 : 2 (Avanti Polar Lipids Co.), disueltos en decano a una
concentracion final de 33,3 mg/ml. Para la fusion, se agregaron 10-20 pg de proteinas de vesiculas
de microsomas ovocitos de erizo de mar, o 1-5 ng de proteinas, de los liposomas conteniendo el
RyR purificado de anfibio, al compartimento citoplasmético (cis) que contenia 5 ml de una solucion
de CsCl 200 mM, CaCl, 100 pM, HEPES/Tris 25 mM, pH 7.4. El compartimento luminal (trans)
contenfa una solucién de HEPES/Tris 25 mM, pH 7,4 (Fig. 3A).

Manteniendo la membrana a 0 mV, se evidenci6 la fusion de los canales por la aparicion de

fluctuaciones de corriente pocos minutos después de la adicién de las vesiculas. Tras la fusion de
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los microsomas de ovocitos de erizo de mar el compartimento cis fue pcrﬁmdido'con 5 volimenes.
de HEPES/Tris 25 mM, pH 7,4, suplementado con Metanosulfonato de Cesio {CsCH3S03) 200
mM, en tanfo que el compartimento #rans se suplementé con CsCH3SO3 50 mM (Fig. 3B). Para
los experimentos de fusion del RyR purificado de anfibio, el compartimento cis fue perfundido con
5 volimenes de HEPES/Tris 225 mM, pH 7,4, en tanto que el compartimento trans fue perfundido
con 1,5 ml de una solucién de HEPES/Ca 100 mM, pH 7,4, quedando a una concentracion final de
Ca*" de 37 mM (Fig. 3C). Para estudiar la modulaci6n de la actividad de los canales por calcio se
modificé la [Ca] en el compartimento cis adicionando Ca®*/HEPES 0,5 mM y HEDTA o EGTA,
dependiendo del nivel de calcio a tamponar, a pH 7,4. En aquellos experimentos en los que se
evalué el efecto de Mg?" sobre la actividad de los canales se utilizo EGTA como tampén de Ca®*
para evitar variaciones de las [Ca’"] posteriores a la adicién de Mg?". Rutinariamente la [Ca*'] del
compartimento cis fue controlada con un electrodo de calcio.

En las condiciones de registro utilizadas para determinar actividad de canal de microsomas
de ovocito la amplitud de la Iy observada en Cs" fue cuatro veces mayor a la observada en Ca®’,
haciendo més facilmente visibles los distintos niveles de subconductancia e incrementando la
diferencia entre el nivel de subconductancia menor y el ruido de la sefial basal (ver, Fig. 7A de
Resultados). Por esta razén, a menos que se indique lo contrario todos los experimentos de
ovocitos de erizo fueron registrados en soluciones asimétricas de Cs”,

El compartimento trans, conectado a un conversor corriente-voltaje, correspondio a tierra
virtual. La sefial de corriente filtrada se grabd con un sistema PCM (Pulse Code Modulation) en
una grabadora de cintas de video, para el andlisis ulterior. Todos los registros se efectuaron a un

potencial de 0 mV y a temperatura ambiente (22 - 24°C). Después de cada adicion de agonista,
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modulador o blogueador, se agité en forma continua el lado cis durante 30-60 segundos antes de

registrar la actividad del canal.

Adquisicion y andlisis de datos.

Para el andlisis, las sefiales analogas fueron filtradas a 400 Hz usando un filtro de paso bajo
de ocho polos tipo Bessel (902 LPF, Frequency Devices Inc., Havethill, MA, USA) y se
digitalizaron a 2 kHz con un conversor andlogo digital de 12 bits (interfase Labmaster DMA,
Scientific solutions, Inc., Solon, OHA, USA) comandado por computador, usando el programa de
adquisicién de datos Axotape (Axon Instruments, Inc., Foster City, CA, USA). Las sefiales
digitalizadas fueron analizadas con el conjunto de programas pClamp 6.0 (Axon Instruments, Inc.,
Foster City, CA, USA) o Transit (Baylor College of Medicine, Houston, USA). Debido a que los
canales tanto de anfibio como de erizo de mar presentaron distintos niveles de subconductancia, se
utiliz6 la corriente promedio normalizada como indice de actividad de estos canales, calculada

segun la siguiente ecuacion:
Po = Ipmm max (Ecuaci(')n 1)
Donde Iyom corresponde a la corriente promedio calculada de cada registro utilizando el
programa pClamp 6 (razén entre la integral de la corriente y el tiempo total de registro) € Iy

. . . P L , .
corresponde a la corriente unitaria méxima del canal. P, se calculdé usando registros de una

duracion superior a 180 segundos.
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En todos los casos en los que se hace referencia y en donde el niimero de experimentos (n)
fue mayor que 3 los datos se presentan como promedio * error estdndar (E.S.). En aquellos casos

en que n fue < 2 los datos son presentados como promedio =+ rango.

Materiales

El compuesto ['H]-Ryanodina fue adquirido de Dupont (New-Engand Nuclear), y la
cADPR se obtuvo de Amersham Int., Buckinghamshire, UK o de SIGMA Chemical Co., U.S.A.
Los fosfolipidos utilizados para las bicapas fueron obtenidos de Avanti Polar Lipids, Inc.,

Birmingham, AL. U.S.A. Todos los demas reactivos fueron adquiridos en SIGMA Chemical Co.,

U.S.A.

Abreviaciones

AMP-PNP 5’-Adenililimidodifosfato

CHAPS : 3-[(3-colamidopropil)dimetilamodio]-1-propanosulfonato
DIT : Ditiotreitol

EGTA : Etilenglicol-bis(B-aminoetil éter) N, N, N*, N'- 4cido tetraacético
HEDTA : N-(2-hidroxietil)-etilendiamina-4cido triacético

HEPES : N-(2-hidroxietil)-piperazina-N’-dcido 2-etanosulfonico
MOPS : dcido 3-[N-morpholino]-propanesulfonico

SBTI : Inhibidor de tripsina de poroto de soya

Tris : tris-(hidroximetil) aminometano
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE CANALES DE Ca** DE MICROSOMAS

DE OVOCITOS DE ERIZO DE MAR

Estudios de liberacion de calcio en microsomas de ovocitos de erizo de mar

El ovocito de erizo de mar posee un extenso RE liso (Terasaki y Jaffe, 1991) que puede
ser facilmente aislado  por homogeneizacion. Debido a que en éste se concentran los distintos
canales intracelulares de calcio del ovocito (McPherson y cols., 1992), los homogeneizados y los
microsomas derivados de éstos representan una de las preparaciones mds estables y féciles de
obtener para el estudio de los mecanismos de liberacién de calcio (ver revision de Lee, 1997).

Como una etapa previa al estudio de la actividad de canal tnico en bicapas, se investigo si
los microsomas de ovocitos de 7. niger, aislados bajo las condiciones descritas en Materiales y
Meétodos, conservan la capacidad de liberar Ca** en respuesta a la adicién de distintos agonistas.
Con este propésito, se desarrollé en esta tesis un método de medicién de la liberacion de calcio
desde vesiculas activamente cargadas con calcio en celdas de espectrofluorimetro y en presencia del
indicador fluorescente de calcio fluo-3 (CigllasCpKsN,Oy3, Molecular Probes, Eugene, Oregon,
USA). Se determind la fluorescencia del indicador excitando a una longitud de onda de 506 nm y
registrando la emision a 526 nm en un espectrofluorimetro Shimadzu RF-540. Se calibrd la
fluorescencia de fluo-3 en funcién de la [Ca®*] utilizando soluciones de [Ca**] conocidas, las que
fueron determinadas utilizando un electrodo de calcio, en idénticas condiciones a las existentes en
los experimentos de liberacion.

Para iniciar la carga activa de las vesiculas con calcio, se diluy6 0,5 mg de microsomas en 1

ml de solucién que contenia Mg-ATP 1 mM, creatina quinasa 4 unidades/ml, fosfocreatina 8 mM,
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KCl 100 mM, fluo-3 0,5 pM y MOPS/Tris 20 mM, pH 7,2. Después de 20-30 rr;in. de incubacion
a 22 °C, la [Ca*"] extravesicular disminuyé a una concentracién de 0,3 — 0,4 pM, indicando que
las vesiculas poseen bombas de calcio funcionales. En estas condiciones se evalud la presencia
de los distintos sistemas de liberacién Ca®’, descritos en el RE de los ovocitos de erizo de mar,
agregando diferentes agonistas de los canales de calcio RyR y/o R-IP3 y midiendo los cambios de la
fluorescencia de fluo-3 en funcion del tiempo. La adicion de IP3 5 uM a las vesiculas activamente
cargadas produjo una liberacién tramsitoria de Ca*', una posterior adicion de cADPR 1 pM
indujo una nueva liberacion transitoria de Ca®*, pero de menor magnitud (Fig. 4A). En otro
experimento, la adicién de estos dos agonistas en orden inverso (Fig. 4B) también produjo
liberaciones transitorias de Ca®*; se observé liberacién en respuesta a la adicién de cADPR 1 pM
y una segunda respuesta de liberacion tras la adicién de IP; 5 pM un poco menor que la
observada en el experimento de la Fig. 4A. En la Fig.4C, se muestra el efecto de la adicién de
ryanodina 100 uM a vesiculas cargadas activamente. Al igual que en el caso de cADPR, luego
de la adicion de IP3 5 M, ryanodina también indujo liberaciones transitorias de Ca®*. En estas
condiciones la adicién subsecuente de cADPR 1 uM indujo una nueva liberacion de Ca®*, Estos
resultados muestran que nuestra preparacion de microsomas de ovocitos de erizo de mar presenta
tanto la via de liberacién de Ca®* activada por IP3 como la activada por cADPR y/o ryanodina.
La adicién del ionoforo de Ca?* A-23187 al final de los experimentos produjo siempre un
gran incremento en la [Ca®'] extravesicular, lo que indica que las vesiculas han acumulado
importantes cantidades de Ca®** y que ¢l aumento de la [Ca®*] extravesicular observado después
de la adicién de los agonistas en efecto corresponde a la liberacion de Ca?" a través de las

distintos vias de liberacion presentes en los microsomas.
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Microsomas de ovocitos de erizo de mar presentan canales de Ca®* sensibles a. cafeina

Para evaluar la presencia de canales de Ca®* en los microsomas aislados de ovocitos de
erizo, se fusionaron los microsomas a bicapas planas de lipidos. Como primera aproximacion se
utilizaron condiciones experimentales similares a las utilizadas rutinariamente para detectar
canales de Ca?* sensibles a ryanodina en vesiculas de RS (ver Materiales y Métodos). Bajo estas
condiciones los microsomas de ovocitos de erizo de mar presentaron canales de calcio con una
Inax de 1 a2 1,2 pA (ver Fig. 7). Ya que éste valor de Iy, difiere poco del nivel de ruido basal de
la membrana fosfolipidica, el andlisis de la actividad de los canales puede verse
significativamente afectado. Para evitar este problema se utilizé un gradiente de Cs* para
registrar los canales, una condiciéon que, segliin se ha demostrado en los canales RyR de
vertebrados, no afecta significativamente la respuesta del canal a agonistas, pero si aumenta
significativamente la amplitud de la corriente que pasa a través de los canales (Williams, 1992).

En estas condiciones estandares de registro (Cs™ 200 mM cis / Cs™ 50 mM trans) y en
presencia de la [Ca®'] cis a la cual se observé la activacién méxima de los canales (12 pM), solo
se observaron canales que presentaban una lya de 4 2 4,2 pA y un bajo Po*. En la Fig. 5A se
muestra un registro de canal finico que aumenté su P, desde 0,007 en presencia de [Ca>]12 pM a
un P, de 0,041 después de la adicion de cafeina 2 mM. La activacién por cafeina en el rango de
concentraciones milimolares (2 a 4 mM) fue observada en todos los canales en los que fue

evaluada (n=3).

Efecto de cADPR sobre la actividad de los canales de calcio
Bajo idénticas condiciones idnicas, la adicidn de concentraciones micromolares de
cADPR al compartimento cis produjo en todos los casos un grado de activaciéon mayor de los

canales que el inducido por cafeina en concentraciones milimolares. En la Fig. 5B se muestra un
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registro del efecto de adiciones sucesivas de cADPR 2 y 5 uM sobre la activiaad de un canal
tinico. La actividad del canal aumenté desde un P, basal de 0,006 en presencia de [Ca®*] 12 pM,
a valores de P, de 0,034 y 0,110 tras la adicién de cADPR 2 y 5 uM, respectivamente. Estos
canales sensibles a cADPR presentaron una cinética de activacion en estallidos en los que la
corriente fluctud entre un nivel cerrado y multiples niveles de subconductancia. Esta conducta del
canal se aprecia aun mejor en la Fig. 5B (ltimos dos registros) donde se muestra la escala de
tiempo amplificada. Estos estados de subconductancia fueron consistentemente observados en
todos los canales estudiados.

En presencia de [Ca®*] 12 pM cis el efecto de cADPR sobre el P, fue dosis dependiente,
alcanzando un valor de 0,099 + 0,014 en cADPR 5 pM, la concentracion de agonista mdas alta
ensayada (Fig. 6). La activacion de los canales por sobre la condicién control sélo se observé a
concentraciones de cADPR = 0,5 pM (Fig. 6, circulos negros). En presencia de Cs* 300 mM en
la solucién cis, concentraciones de cADPR tan bajas como 0,2 tM produjeron un aumento del P,
(Fig. 6, simbolos blancos). Este hecho sugiere que el aumento de [Cs’] cis aument6 la sensibilidad
de los canales a la estimulacion por cADPR. Este efecto es consistente con reportes previos que
indican que la fuerza iénica modula el efecto de agonistas sobre los canales de calcio-RyR de
vertebrados (Ogawa y Harafuji, 1990; Zucchi y Ronca-Testoni, 1997),

Para determinar si los canales activados por cADPR eran permeables a Ca*", se realizaron
experimentos utilizando un gradiente de calcio en condiciones similares a las utilizadas en los
experimentos de RyR purificado (Ca** 12 uM cis / Ca®* 37 mM #rans). En estas condiciones los
canales fueron también activados por cADPR 1 uM (Fig. 74, regisiro superior). Sin embargo, la
amplitud maxima de corriente (Ina) obtenida con Ca** como i6n portador de la corriente fue cuatro

veces inferiores a la observada en Cs' (Fig. 7A, registro inferior). Al graficar la variacion de 1a Iy
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Efecto de la concentracion de cADPR sobre la actividad del canal,

El efecto de [cADPR] en el P, fue evaluado en distintos experimentos de canal tinico (n=4),
registrados en soluciones asimétrica de Metanosulfonato de Cesio de 200 mM cis / 50 mM trans
(circulos llenos) y 300 mM cis / 50 mM trans (circulos vacios). Los datos se presentan como

promedio + E.S.
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en relacion con el voltaje (V) en los canales activados por cADPR en presencia ('ie [Ca®] 12 uM
cis, se observo que los canales de ovocito de erizo de mar presentaron una conductancia de 47,5 +
1,1 pS para Ca®* y de 155,0 # 8,0 pS para Cs* (Fig. 7B). En los canales registrados con una
gradiente asimétrica de Cs” (200 mM cis / 50 mM trans) la adicion de [Ca**] submilimolar al
compartimento frans desplazo la curva Ina./V hacia la derecha alcanzdndose un potencial positivo
de inversion de la corriente, lo que implica que los canales poseen una permeabilidad mayor para

Ca?* que para Cs".

IP; y heparina no afectan la actividad de los canales sensibles a cADPR de ovocitos de erizo

Los experimentos de liberacién de Ca®* en microsomas de ovocitos de erizo demostraron
la presencia de la via de liberacion inducida por IP;. Esto, unido al hecho de que los canales
activados por cADPR presentaron una conductancia al calcio de 47 pS, similar a la conductancia
de 50 pS descrita para los canales de calcio R-IP3 de vertebrados (Bezprozvanny y Ehrlich,
1994), hizo necesario evaluar el efecto de este agonista sobre la actividad de canal tinico. La
adicién de IP; 2 pM a la solucién cis, en presencia de [Ca>*] 12 pM, no tuvo efecto alguno sobre
la actividad de los canales, ni tampoco interfirid con la posterior activacion inducida por cADPR
5 pM (Fig. 8, segundo y tercer registros). La disminucion de la [Ca®*] cis desde 12 pM a 0,72
1M en la presencia continua de IP; 2 uM y cADPR 5 pM no mostro6 la aparicion de un segundo
canal, distinto del activado por cADPR. Mas ain, esta disminucién de la [Ca®*] en el
compartimento cis produjo una disminucion significativa de la actividad del canal, bajando el Py
desde 0,115 a 0,005 (Fig. 8, ultimo registro). Esta disminucion en la actividad, que ocurrié a
niveles de [Ca®*] cis que favorecen la liberacion de Ca®* inducida por IP; en homogeneizados de
ovocitos de erizo de mar (Chini y Dousa, 1996a), demuestra: 1) que bajo las condiciones

experimentales, que favorecen la activacion de los canales de calcio activados por cADPR, 1P;
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no tiene efecto sobre la actividad de estos canales y 2) que la activacion de los -canales inducida
por cADPR requiere de [Ca?*] ¢is > 0,72 pM. No se observo efecto de IP5 en ninguno de los tres
experimentos en que se investigd su accion.

La adicion de heparina en el rango de concentraciones de 300 a 600 pg/ml, que inhiben
completamente la liberacion de calcio inducida por IP3 en homogeneizados de ovocitos de erizo
de mar (Galione y cols., 1993), no afect6 significativamente a los canales activados por cADPR
5 uM en presencia de [Ca®] 12 pM (Fig. 9). En cambio, adiciones posteriores de Rojo de
Rutenio, un inhibidor de los canales-RyR, disminuyeron significativamente la actividad de los
canales (n=2) desde un P, de 0,127 + 0,028, en presencia de heparina 600 pg/m! y cADPR 5 puM,
aun P, de 0,008 + 0,004 tras la adicion de 30 pM Rojo de Rutenio (Fig. 9). Estos resultados
confirman que bajo las condiciones experimentales utilizadas para observar activacidon por
cADPR de canales de calcio de ovocitos de erizo de mar, los agonistas y bloqueadores de los R-

IP; no afectan significativamente su actividad.

Efecto de calmodulina y Rojo de Rutenio sobre la actividad de los canales sensibles a cADPR
Se ha reportado que la liberacion de Ca®* inducida por cADPR en microsomas de
ovocitos de erizo de mar tiene un requerimiento absoluto de calmodulina (Lee y cols., 1994s;
Tanaka y Tashjian, 1995; Lee y cols., 1995). Para evaluar el efecto de calmodulina sobre la
actividad de los canales sensibles a cADPR, se adiciono al lado cis 4 pg/ml (0,24 pM) de
calmodulina a un canal previamente activado por cADPR 2 pM en [Ca**] 12 uM cis, sin
observarse modificaciones de la actividad del canal (Fig. 10, tercer registro). De igual forma, la
calmodulina no tuvo efectos en Ia actividad de los canales activados por cADPR cuando la [Ca®']
en el compartimento cis fue reducida a 0,72 pM (registro no mostrado). Estos resultados sugieren

que en nuestros experimentos la calmodulina se encuentra ya asociada con los canales
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Los canales de ovocitos de erizo sensibles a cADPR no son bloqueados por heparina.

La adicion heparina, 300 a 600 pg/ml, que inhiben a los R-IP; en homogeneizados de ovocitos
de erizo no tuvo efectos significativos sobre los canales activados por cADPR 5 pM. En estas
condiciones la subsecuente adicién de Rojo de Rutenio 30 pM inhibié significativamente la

actividad de los canales (n=2). Los datos estan presentados como promedio + rango
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fusionados en las bicapas. Contrastando con 1a falta de efecto de calmodulina, la posterior adicion
de Rojo de Rutenio produjo una marcada inhibicion, disminuyendo el P, desde 0,063 a 0,005 (Fig.

10, ultimo registro).

Efecto de la [Ca”*] citoplasmdtico sobre la actividad del canal sensible a cADPR

En ausencia de cADPR las variaciones de la [Ca™] cis entre 0,7 pM y 270 uM tuvieron
solo un modesto efecto activador sobre la actividad del canal (Fig. 11 circulos vacios); el P, subi6
desde valores < 0,003 en [Ca2+] 0,7 uM cis a valores en el rango de 0,01 a [Ca2+] 12 uM. No se
observaron variaciones de P, al aumentar [Ca®"] cis de 12 a 30 pM. Incrementos mayores de la
[Ca®*] hasta 270 pM indujeron una disminucién en la actividad del canal, con un valor de P,
promedio de 0,006.

En presencia de cADPR 1 pM los canales presentaron un perfil de actividad en relacion
con la concentracién de Ca®" similar al observado en ausencia de cADPR, pero con un nivel de
activacién mayor. Aumentos en la [Ca®] cis por sobre 1 pM tuvieron un marcado efecto
estimulador sobre la actividad del canal (Fig. 11, circulos llenos), como se observa en el aumento
del P, a valores cercanos a 0,035. Al igual que en ausencia de cADPR, la actividad del canal
permanecié constante en el rango de [Ca®'] cis de 12-30 uM. Aumentos posteriores de la [Ca®']
hasta 60 pM cis produjeron una disminucién del P, a valores promedio del orden de 0,020.

En las condiciones experimentales utilizadas para registrar actividad de canales, cADPR 1
pM no activé los canales a [Ca**] < 0,7 uM cis (Fig. 11). Sin embargo, como se mostré en la Fig,
4, 1a adicién de cADPR 1 pM indujo liberaciones de Ca®* desde microsomas de ovocitos cargados
activamente con Ca’* y en presencia de [Ca’*] ~ 0,4 uM en el medio extravesicular. Més atn, se

ha descrito que concentraciones de cADPR tan bajas como 10 nM pueden activar la liberacion de
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Efecto de ln [Ca®*] cis sobre el P, de los canales de calcio de ovocitos de erizo.

La variacién de actividad de los canales en relacion a la [Ca®*] se midi6 en ausencia (circulos
vacios) y en presencia (circulos llenos) de cADPR 1 pM en el compartimento cis. En ambos casos
los canales presentaron un perfil de activacion en forma de campana, con un dptimo de activacion
en el rango [Ca®*] 10 —~ 30 pM. Los datos estan presentados como promedio + E.S., con el ntimero
de determinaciones hechas en cada condicién en paréntesis al lado del simbolo. Las lineas

graficadas no representan un ajuste teérico.




Ca®" desde homogeneizados de ovocitos de erizo cargados activamente con Ca®* '(Galione y cols.,
1993). Debido a que existen importantes diferencias entre las condiciones usadas en los
experimentos de liberacion de Ca®* y los de bicapas planas, tales como la presencia de
concentraciones milimolares de Mg2+ y ATP en el medio extravesicular en los experimentos de
liberacién de Ca®*, se evalué si Ja actividad de los canales sensibles a cADPR era modificada por la

presencia de ATP o de Mg®" en la solucién cis.

Efecto de ATP en la actividad de los canales sensibles a cADPR

En la Fig. 12A se muestra que la adiciéon de ATP 2 mM al compartimento cis, en presencia
de [Ca®] 12 M, indujo una significativa estimulacién del canal, aumentando el P, desde 0,007 a
0,022. Adiciones posteriores de cADPR 0,5 uM no incrementaron la actividad del canal sino que
indujeron una leve reduccion del P, a 0,015 (registro no mosirado). Mas ain, aumentos en la
concentracion de cADPR hasta 2 pM en presencia de ATP no estimularon la actividad del canal,
ya que el P, permanecio6 en el valor de 0,015 (Fig. 12A, tercer registro). Después de remover el
ATP por lavado del compartimento c¢is, y en presencia de [Ca*] 12 uM, el canal recuperd la baja
actividad obtenida previamente en presencia sélo de Ca2+, con un P.,‘ de 0,005. En estas
condiciones, la adicion de cADPR 1 uM aument6 la actividad del canal hasta un valor de P, de
0,032 (Fig. 12B, Ultimos dos registros). Estos resultados indican que el efecto del ATP sobre la
actividad del canal es totalmente reversible y no es potenciado por cADPR. En concordancia con
estos resultados, la adicion de ATP 1-2 mM en el compartimento c¢is no indujo activacioén adicional
sobre canales previamente activados por cADPR en ninguno de los experimentos en que se evalu6

su efecto (n=3).
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Efecto de Mg™* sobre Ios canales activados por cADPR

Para analizar el efecto de Mg?* en la actividad de los canales de calcio sensibles a cADPR,
la [Ca*"] cis fue mantenida en 24 pM; esta concentracion estd en el rango de [Ca®*] que indujo la
mayor activacién de los canales (ver Fig. 11). En la Fig, 13 se observa un registro de canal tnico
cuyo P, aumenté desde 0,003 a 0,020 luego de la adicién de cADPR 1 pM. La adicién posterior
de Mg?* 1 mM a la solucién cis no solo no indujo un efecto inhibitorio, como ocurre con los RyR
de musculo esquelético, sino que increment6 significativamente la actividad del canal, aumentando
el P, = 13 veces, desde un valor de 0,020 a 0,256 (Fig. 13). La adicién de Mg** 1 mM en ausencia
de cADPR no modifico la actividad del canal (registros nno mostrados).

Al estudiar el efecto potenciador del Mg sobre los canales activados por cADPR se
encontrd que no todos los canales estudiados presentaron el mismo grado de activacién por Mg?".
En la Fig. 14 se muestra un ejemplo de un canal Gnico que en presencia de [Ca®*] 24 pM cis
aumentd su actividad desde un P, de 0,009 a 0,012 luego de la adicién de cADPR 1 uM (Fig. 14,
primero y segundo registros). Tras la adicion de Mg®* 1 mM este canal tnico s6lo incrementd en
4,4 veces su actividad, alcanzando a un valor de P, de 0,053 (Fig. 14, tliimo registro).

Un resumen de estos resultados se presenta en la Fig. 15, que ilustra la sensibilidad a
cADPR de los canales que presentaron los dos tipos de respuesta a la estimulacién por Mg*' 1
mM. Los canales que presentaron la mayor sensibilidad a cADPR en presencia de Mg®* (Fig. 15,
simbolos negros) fueron claramente activados a [cADPR] tan bajas como 0,1 uM, con una
aparente saturacion a cADPR 1-2 pM. Los canales que en presencia de Mg2+ presentaron una
menor sensibilidad a cADPR requirieron a su vez mayores [cADPR] (> 0,5 uM) para ser activados

y no fueron saturados en el rango de [cADPR] estudiado (Fig. 15, simbolos vacios).
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Dosis respuesta de cADPR en presencia de Mg** de canales de microsomas de ovocito de erizo.
El efecto de [cADPR] cis sobre la actividad de canales se determind en la presencia combinada de
Mg?* 1 mM y [Ca®*] 24 tM en la solucién cis. La actividad de canal est4 expresada como P, ylos
datos estdn presentados como promedio + E.S o rango, con el mimero de determinaciones hechas
en cada condicion en paréntesis al lado del simbolo. Las lineas graficadas no representan un ajuste
tedrico. Los simbolos corresponden a los canales que fueron méas (simbolos llenos) o menos
(simbolos vacios) activados tras la adicién de Mg®* 1 mM a la solucién cis que contenia cADPR 1
pM y [Ca?"] 24 pM. Imserto: Estudio del efecto de concentraciones crecientes de Mg?* sobre el
P, de un canal Yinico activado por cADPR 1 pM. Estos datos corresponden a un canal que

presento baja sensibilidad a la activacion por Mg?* 1 mM.




El estudio de la respuesta de los canales menos sensibles a la activacic')r; por cADPR en
presencia de Mg”" mostré que concentraciones de Mg®" superiores a 1 mM fueron menos efectivas
en potenciar el efecto activador de cADPR sobre los canales. Aun méds, la activacion de los
canales por cADPR fue claramente menor en presencia de Mg 9 mM que en ausencia del cation
(Fig. 15, inserto).

Estos resultados muestran que en la presencia combinada de [Ca*] M y de [Mg?*] 1 mM
algunos de los canales presentaron un marcado incremento en su sensibilidad a la activacién por
cADPR. Esto indica que el Mg?*, que es uno de los componentes presentes en los experimentos de
liberacién de Ca®" en vesiculas, puede hacer a los canales més sensibles a la accién de cADPR.
Sin embargo, a valores submicromolares de [Ca**] cis los canales no fueron consistentemente
activados por la adicién de cADPR, aun en presencia de Mg® 1 mM. Por lo tanto, no es posible
atribuir al Mg?* la diferencia en el requerimiento de mayores [Ca®*] cis observada en los
experimentos de activacion de canales por cADPR, en comparacion con los experimentos de

N . + .
Jiberacién de Ca** en microsomas.

Efecto de antagonistas de calmodulina sobre la actividad de canales sensibles a cADPR

Como se presentd en la Fig. 10, los canales sensibles a cADPR no fueron afectados por la
presencia de calmodulina, aun a concentraciones (4 ug/mt) que inducen méaxima activacion de la
liberacién de Ca?* en microsomas de ovocitos de erizo de mar (Lee y cols., 1994a; Tanaka y
Tashjian, 1995; Lee y cols., 1995). Como se ha demostrado que la calmodulina es esencial para
que ocurra la liberacién de Ca** inducida por cADPR en estos microsomas (Lee ¥ cols., 1994a),
la falta de efecto de calmodulina en la actividad de canal Unico podria reflejar la presencia de
calmodulina enddgena asociada con el canal en la bicapa. Para evaluar esta hipotesis,

examinamos el efecto de W-7, un antagonista de calmodulina (Hartshorne, 1985) sobre la
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actividad de los canales activados por cADPR. En la Fig. 16 se presenia un eje-mplo de registro
de canal unico activado por cADPR que presenta un valor de P, de 0,274 en condiciones
éptimas, esto es, en la presencia combinada de [Ca®] 24 pM, [Mg®] 1 mM y cADPR 2 uM en
la solucion cis. En estas condiciones, la adicion de W-7 10 pM redujo la actividad del canal a un
valor de P, de 0,047 (Fig. 16, segundo registro). Para probar la especificidad de este efecto, se
adicion6 calmodulina exégena a una concentracion de 10 uM a la solucidn cis, luego de lo cual
el canal incrementé su P, a 0,223, un valor similar al valor de P, observado en ausencia de W-7
(Fig. 16, tercer registro). Un efecto inhibitorio comparable al obtenido con W-7 fue observado al
utilizar Calmidazolium, otro antagonista de calmodulina (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que los canales de microsomas de ovocitos de erizo de mar fusionados en bicapas
contendrian suficiente calmodulina endogena para dar cuenta de la activacion del canal por

cADPR.

II. MODULACION DE LA ACTIVIDAD DE CANALES RyR PURIFICADOS DE
MUSCULQ ESQUELETICO DE ANFIBIO

Modulacion de la actividad de canales RyR purificados por la [Ca*'] citoplasmitica.

El Ca** es el agonista fisiologico mas importante en la generacién del proceso de CICR.
Sin embargo, no existen estudios detallados de la dependencia de Ca** de canales-RyR purificados.
El anlisis de los registros de canal unico mostré que, al igual que los canales nativos, los canales-
RyR purificados de musculo esquelético de anfibio cambiaron su P, en funcién de la [Ca**] en el
compartimento cis. Los canales RyR purificados de misculo esquel€tico manifestaron los tres tipos
de respuestas frente al calcio citoplasmatico que han sido descritos en canales nativos (Fig. 17).

Ellos son:
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1~ Canales tipo Bajo P, : Estos son canales que presentaron la menor sensibilidad a la activacién
por calcio, con valores de Py que no superan 0,10 (Fig.18, cuadrados negros). Esta corresponde a

la forma de respuesta observada mas frecuentemente (6 canales de un total de 12).

2- Canales tipo MEM: Se caracterizaron por presentar un Py ma> 0,1 y una dependencia de calcio
en forma de campana. Presentaron activacion en el rango de [Ca®™*] cis de 0,1 a 30 pM, e inhibicion

por [Ca*'] en el rango de 100 a 500 uM (Fig. 18, diamantes vacios, 4 canales de un total de 12).

3- Canales tipo C: En el rango de [Ca®'] estudiado no manifestaron inhibicién por Ca®* (Figura 18,
circulos llenos). Estos canales presentaron mayor actividad que los canales con dependencias del
tipo Bajo P, y MEM en el rango de [Ca®'] cis de 1 a 10 pM, llegando a valores de P, cercanos a
1,0. Esta dependencia de calcio corresponde al tipo de respuesta menos frecuentemente encontrada

(2 de un total de 12 canales).

El efecto de cADPR depende del tipo de respuesta a la [Ca®"] de los canales-RyR purificados

| Para evaluar el efecto de cADPR sobre la actividad de los canales-RyR de miusculo
esquelético de vertebrados, se estudié el efecto de cADPR sobre canales-RyR purificados de
miuisculo esquelético de anfibio. Con este propdsito, se analizo el efecto de cADPR en relacién con
el tipo de dependencia de Ca** que elios manifestaron. En las condiciones de registro utilizadas, no
se observo activacion por concentraciones micromolares de cADPR de ninguno de los canales-RyR
purificados que presentaron dependencia de Ca*" del tipo Bajo P, (6 canales Bajo P, de un total de
12 canales). Un ejemplo de ésto se ilustra en la Fig. 19, que muestra que concentraciones crecientes

de cADPR (0,5 — 5 pM), en presencia de [Ca®"] 10 pM cis, no tuvieron efecto sobre la actividad de
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Curvas de dependencia de [Ca®*] de RyR purificados de miisculo esquelético de anfibio.

Variacion de la actividad de los canales-RyR en relacién a la [Ca®'] cis. Se reconocieron tres
tipos de respuesta frente a la [Ca] citosélica: canales tipo Bajo Po (cuadrados negros), canales
tipo MEM (diamantes vacios) y canales tipo C (circulos llenos). La actividad de los canales estd
expresada como P, y los datos estin presentados como promedio + E.S. o rango, con el mimero de
determinaciones obtenidas en paréntesis al lado del simbolo. Las lineas graficadas no representan

un ajuste tedrico.
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los canales que originalmente presentaron una dependencia de tipo Bajo P, . Aderl:lés, la adicion de
calmodulina exdgena no modificé la actividad de los canales con dependencia de Ca®* del tipo Bajo
P, en presencia de cADPR en ninguno de los experimentos en que esta se evalué (n=3). Un
ejemplo de esto se presenta en la Fig. 20.

De igual forma, los canales con respuestas a [Ca*'] cis del tipo C (2 canales tipo C de un
total de 12 canales) no fueron activados por concentraciones micromolares de cADPR. En la Fig.
21 se muestran registros de un canal tnico con dependencia de Ca®* del tipo C, que en presencia de
[Ca®™] 0,1 uM cis tuvo un P, de 0,142, La adicién de cADPR 3 pM no afect la actividad del
canal. En un experimento similar la adicién de concentraciones crecientes de cADPR (hasta 5 pM)
tampoco modificd la actividad del canal. En presencia de cADPR 3 pM la adicién de
concentraciones crecientes de calmodulina (2 y 4 pg/ml) no tuvo efecto sobre la actividad de los
canales con dependencia de Ca’* tipo C en [Ca®'] 0,1 uM cis (Fig. 21, dos tiltimos registros).

A diferencia de los anteriores, todos los canales que presentaron dependencia de calcio del
tipo MEM (4 canales MEM de un total de 12 canales) mostraron una activacion significativa por
[cADPR] micromolares. En la Fig. 22 se muestra el registro de un canal tnico con dependencia de
Ca®* del tipo MEM, que presenté un P, de 0,012 en presencia de [Ca®'] 1 pM cis. En estas
condiciones adiciones sucesivas de cADPR 0,5 y 1 pM produjeron un aumento significativo de la
actividad del canal a valores de P; de 0,058 y 0,103, respectivamente (Fig. 22, tltimos dos
registros).

Se ha descrito recientemente que el estado redox que presentan las vesiculas del RS
determina la respuesta del canal al calcio como agonista, modificando el tipo de dependencia de
Ca®" de los RyR nativos (no purificados). Baséndose en estos antecedentes, se evalu6 primero si los

canales puriﬁcédos con dependencia de Ca** del tipo Bajo P, eran también susceptibles de ser
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transformados en canales del tipo MEM por oxidacién, para luego investiga'r si los canales
oxidados eran sensibles a la activacién por cADPR al ser modificada su dependencia de Ca®".

En la Fig. 23A sc muestra un ejemplo de canal tnico cuya dependencia de Ca** era
espontaneamente del tipo Bajo P,’, que no fue activado por cADPR 5 pM. Se incub6 el canal por 8
minutos con timerosal 0,25 mM en el lado cis, un agente oxidante de grupos SH. Tras lavar el
compartimento ¢is, el canal manifesté una dependencia de Ca?* del tipo MEM, presentando un P’
de 0,067 en [Ca®'] 0,1 uM cis. Resultados similares se obtuvieron utilizando el reactivo
ditiodipiridina como agente oxidante de grupos SH. El canal asi modificado presentd en presencia
de [Ca®*] 0,1 pM cis una significativa activacién por adicién de cADPR 5 uM al compartimento cis,
alcanzando un P, de 0,403 (Fig. 23B).

En otro experimento similar, un canal del tipo Bajo P, , no activado por cADPR 5 uM en
[Ca®™] 10 puM cis, fue transformado por oxidaci6n con timerosal en un canal con dependencia de
Ca* tipo MEM que fue sensible a la activacién por cADPR 5 uM (Fig. 24). Al estudiar la
dependencia de Ca®* del efecto de cADPR de este canal se observd efecto activador de cADPR. en
todas las [Ca®*] cis usadas (Fig. 24, barras vacfas). Mas aun, a diferencia de los canales de ovocitos
de erizo, se observd que los RyR purificados de anfibio fueron activados por cADPR a
concentraciones de Ca®" cis tan bajas como 0,1 uM (Fig. 23B).

Estos resultados indican que los canales-RyR purificados de misculo esquelético de anfibio,
que inicialmente presentaban dependencias de calcio del tipo Bajo P, , tras ser oxidados cambian su
dependencia de calcio al tipo MEM, en igual forma a como lo hacen los canales-RyR nativos.

Concomitantemente, se transforman en canales sensibles a la estimulacion por cADPR.
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DISCUSION

I. Canales de calcio de ovocitos

Los resultados descritos en este trabajo muestran que los microsomas aislados del ovocito
de erizo de mar 7’ nyger presentan vias de liberacion de calcio sensibles a tres distintos agonistas
fisiolégicos, IPs, Ca®* y cADPR. Més atin, al incorporar estos microsomas en bicapas planas se
detectaron canales tinicos de calcio que presentaron 1) propiedades farmacolégicas similares a las
de los RyR de mamiferos, tales como activacion por cafeina, [Ca®*] micromolar o [ATP]
milimolar y 2) activacion por cADPR, que fue modulada por las concentraciones de Ca™* y Mg®*
del medio citoplasmatico. Aunque existen datos en la literatura que sugieren que los canales
RyR median la liberacién de calcio inducida por cADPR en homogeneizados y ovocitos enteros
(ver revision de Lee, 1997), este es el primer trabajo que caracteriza funcionalmente al nivel del
canal vnico la actividad de los canales de calcio sensibles a cADPR de los ovocitos de erizo de

mar (Pérez y cols., 1998).

Los canales sensibles a cADPR del ovocito de erizo ne son canales activados por 1P;

Los canales de calcio de ovocitos de erizo caracterizados en esta tesis no fueron
modulados por IP3, ya que adiciones de IP; (2 pM) al compartimento cis no tuvieron efecto sobre
la actividad de los canales sensibles a cADPR. Sin embargo, IP; sf indujo liberacion de Ca**
desde microsomas de ovocitos cargados activamente, indic.ando que los microsomas descritos en
este estudio poseen vias de liberacion de Ca®* sensible a IP; Existen numerosos estudios que

indican que en ovocitos de erizo de mar las vias de liberacién de Ca®* sensibles a cADPR e IP;
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son diferentes; 1) se sabe que Rojo de Rutenio y procaina, dos antagonistas cie CICR en RS,
inhiben la liberacién de Ca®* inducida por cADPR desde homogeneizados de ovocito de erizo sin
afectar la liberacion sensible a IP; (Galione y cols., 1991; 1993), 2) se conoce también que el IP;,
auin a concentraciones micromolares, no altera la actividad liberadora de Ca*' inducida por
cADPR (Galione y cols., 1991) y 3) se ha encontrado que la liberacién de Ca®* inducida por
cADPR es insensible a heparina (Galione y cols., 1993; Lee y colis., 1994b), un inhibidor
competitivo de la unién de IP3 a su receptor. Mas aun, la ausencia de efecto de heparina sobre la
liberacién de Ca®* inducida por cADPR concuerda con el efecto marginal que mostré la heparina
sobre la actividad de los canales encontrada en este trabajo, aun a concentraciones que inhiben
completamente la liberacién de Ca** inducida por IP; (Galione y cols., 1993). De este conjunto
de resultados se desprende que la interpretacion mas probable para la falta de efecto de IP; en la
actividad de los canales sensibles a cADPR seria que los canales activados por IP3 de ovocitos de
erizo (aun no descritos al nivel de canal tinico) son diferentes a los canales de calcio activados

por cADPR caracterizados en este trabajo.

Dependencia de calcio de la actividad de los canales de ovocifos de erizo en ausencia y en

presencia de cADPR

Los canales de Ca*" del ovocito de erizo de mar fueron moderadamente activados por
aumentos en [Ca’*] cis desde 0,7 pM a 30 uM. Sin embargo, en presencia de [cADPR]
micromolares la activacién de los canales por aumentos de [Ca™*] cis en este rango fue mucho

mayor. Estos resultados estén en concordancia con reportes recientes que describen que en
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ovocitos de erizo se produce una incremento significativo de las tasas de liberacion de Ca?*

inducidas por cADPR al incrementar la [Ca®"] citoplasmética (Guo y Becker, 1997).

En las condiciones experimentales estandar utilizadas para registrar actividad de canal,
c¢ADPR 1 pM no tuvo efecto sobre la actividad de los canales a concentraciones de Ca® < 0,7
uM. No obstante, cADPR 1 pM si indujo liberacion de Ca** desde microsomas cargados
activamente con calcio ¥ en presencia de [Ca’] 0,3 - 0,4 uM en el medio extravesicular. Este
tultimo resultado es coincidente con reportes previos que muesiran liberacion de Ca™ desde
homogeneizados de ovocitos de erizo inducida por cADPR a [Ca®"] extravesicular en el rango
submicromolar (Chini y Dousa, 1996a). Al respecto, es importante mencionar que las
condiciones experimentales utilizadas para medir liberacion de Ca®* desde vesiculas
microsomales son diferentes a las condiciones utilizadas en los experimentos de bicapas planas.
En los experimentos de liberacion 1) las vesiculas acumulan activamente importantes cantidades
de calcio luminal, 2) estdn en presencia continua de concentraciones de Mg®* y de ATP mM, y 3)
algunas de las proteinas que estén presentes en las vesiculas, y que modulan la actividad de los
canales, pueden no fusionarse en las bicapas planas. Cada uno de estos factores puede, en
principio, ser requerido para detectar el efecto de cADPR a [Ca®*| submicromolares, ya que todos
ellos regulan Ia actividad de los canales-RyR (Coronado y cols., 1994; Hidalgo y Donoso, 1995;
Zucchi y Ronca-Testoni, 1997).

Entre las variables mencionadas, se investigd si el ATP o el Mg®" aumentaban la
sensibilidad del canal a cADPR a [Ca®'] submicromolar. Sin embargo, en presencia de Mg** 1
mM los canales no fireron consistentemente activados por cADPR a [Ca**] submicromolar. Por

lo tanto, la sola presencia de Mg?" no parece ser responsable de las diferencias en la sensibilidad

a calcio del efecto de cADPR entre los experimentos de liberacion y los de bicapas. Como
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tampoco el ATP potencié el efecto de cADPR a concentraciones de calcio subr.nicromolares, se
descarta que la diferencia en sensibilidad a cADPR a baja [Ca®"] se deba al Mg®* 0 al ATP. Otro
de los factores mencionados arriba como posible responsable de estas diferencias, el calcio
luminal, es particularmente atractivo. En resultados preliminares (no mostrados) hemos
encontrado que la activacion de los canales de microsomas de ovocitos por cADPR fue mas
efectiva cuando el compartimento frans (luminal) contenia 50 pM [Ca%] ademas de 50 mM
[Cs']. Resultados similares fueron descritos para el efecto activador de cADPR sobre canales-

RyR de RS aislado de musculo esquelético de oveja incorporados en bicapas planas (Sitsapesan y

Williams, 1995).

La presencia de otras proteinas, ademas de calmodulina, es otro de los factores que
podrian modular la activacién por cADPR a bajas {Ca®*]. En concordancia con esta idea, un
estudio reciente publicado después de finalizar el trabajo experimental de esta tesis, que también
describe que la actividad de canal de una preparacion de membranas de ovocitos de erizo de mar
(L. pictus y S. Purpuratus) es estimulada por cADPR en bicapas planas, muestra que la
activacion por cADPR depende de la presencia de un componente accesorio de bajo peso
molecular. Este componente, que estd presentc en los homogeneizados pero no en los

microsomas, potenciaria el efecto activador de cADPR sobre los canales (Lokkuta y cols., 1998).

Adicionalmente, se han descrito otros factores enddgenos, tales como el estado redox de
grupos SH criticos (Galione y cols., 1993; Tanaka y Tashjian, 1994} o la presencia de palmitoil-
CoA (Chini y Dousa, 1996b), que tienen la capacidad de incrementar el efecto activador de
cADPR sobre la libera;:i(')n de Ca** en homogeneizados de ovocito de erizo. Estos factores

podrian también aumentar la actividad de los canales en respuesta a cADPR a bajas [Ca®'].
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Efecto de Mgz+ en la actividad de los canales de ovocitos de erizo de mar

Se ha reportado que la activacion 6ptima de la liberacion de Ca®* inducida por cADPR
requiere de la presencia de MgCl, 1 mM en el medio (Galione y cols., 1991; 1993; Graeff y cols.,
1995), y que concentraciones milimolares de Mg®" inhiben la liberacién en homogeneizados de
ovocitos de erizo de mar (Graeff y cols., 1995; Chini y Dousa, 1996b). En concordancia con
estos reportes, nuestros resultados indican que Mg®* presenta un efecto dual sobre la actividad de
los canales activados por cADPR. Magnesio, a una concentracion de 1 mM, incrementd
significativamente el efecto de cADPR sobre la actividad de los canales. Concentraciones
mayores fueron menos efectivas y concentraciones = 9 mM resultaron inhibitorias. Mas aiin, en
presencia de Mg?* 1 mM, los canales de ovocitos de erizo de mar presentaron dos tipos de
respuesta a la activacion por cADPR. No se sabe qué factores inciden en generar estos dos tipos

de respuesta, por lo que esto debe ser motivo de estudio posterior.

Comparacion con los canales-RyR de vertebrados

La activacion por concentraciones milimolares de cafeina o ATP, o de [Ca®™] en el rango
micromolar, son propiedades caracteristicas de los canales RyR de vertebrados (Fill y cols.,
1990; Coronado y cols., 1994, Zucchi y Ronca-Testoni, 1997). Ademds, los canales de calcio de
ovocitos de erizo de mar activados por cADPR compartieron otro conjunto de propiedades con
los RyR de vertebrados (Tabla I).

Al igual como fue descrito para los canales-RyR aislados de miisculo esquelético de
mamifero (Fill y cols., 1990) y de anfibio (Bull y Marengo, 1993; Marengo y cols., 1998), los

. . . + *
canales de ovocitos de erizo de mar presentaron una dependencia de Ca®* del P, en forma de
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campana, que se potencid en forma significativa en presencia de cADPR. Este hecho reviste
importancia fisiologica ya que indica que el i6n calcio puede actuar como activador o inhibidor
de los canales de ovocitos, dependiendo de su concentracion.

Tabla I

Comparacion de las propiedades funcionales de los canales de calcio de ovocitos de erizo de mar

con las propiedades de los canales-RyR en vertebrados, descritas en la literatura.

Erizo de mar Canales-RyR  Referencias
Moduladores Fisiologicos
Ca®*, uM + + 11, 60, 88
Ca*", mM - _ 15, 24, 60
CADPR + + 43, 87,92,99
ATP + + 64,70, 89, 90
Calmodulina + -y + 66,104
2
Mg* +y- - 2,47,82
Moduladores Farmacoldgicos
Cafeina + + 17, 104
Rojo de Rutenio - _ 17, 59
Ryanodina ? + 11,82
Propiedades Funcionales
Conductancia del canal en Ca®* 50 pS 100 - 120 pS 17, 100
Conductancia de! canal en Cs* 155 pS 400 — 600 pS 17, 100
Niveles de subconductancia Si Si 19,57
Selectividad i6nica ¥ >0st > ost>K 17, 100
+ : Activacién
- : Inhibicion
? : No determinado
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Adicionalmente, los canales de ovocito fueron inhibidos por Rojo. de Rutenio y
presentaron muiltiples niveles de subconductancia, comportamiento que también se ha descrito en
los canajles RyR de mamiferos (Liu y cols., 1989; Coronado y cols., 1994; Ding y Kasai, 1996).
De igual forma, la mayor selectividad a Ca®* que a cationes monovalentes, tales como Cs,
presentada por los canales de ovocito de erizo es también una caracteristica de los canales de calcio

sensibles a ryanodina (Williams, 1992; Coronado y cols., 1994).

Aun cuando se requirieron concentraciones mayores, el efecto inhibidor cldsico que
presenta Mg2+ sobre los canales-RyR de mamiferos (Ashley y Williams, 1990; Laver y cols.,
1997) también fue observado en los canales de ovocitos de erizo. Basdndose en estas
similitudes, resumidas en la Tabla I, es posible sugerir que los canales de calcio sensibles a
cADPR presentes en los ovocitos de erizo de mar corresponden a canales de la familia de

receptores de ryanodina.

No obstante lo anterior, existen algunas diferencias funcionales enire los canales de
ovocitos de erizo y los canales-RyR de vertebrados. El efecto activador que presento Mg** 1 mM
es un ejemplo de estas diferencias funcionales. De igual forma, la conductancia a Ca?" (50 pS) y
Cs™ (155 pS) de los canales de ovocitos activados por cADPR fue menor que los 100-120 pS y
500-600 pS de conductancia, respectivamente, descritos para los canales RyR de miusculo
esquelético y cardiaco, de mamiferos o anfibios (Williams, 1992; Coronado y cols., 1994). Sin
embargo, se han descrito conductancias de ése mismo orden (50 pS) en canales-RyR de

mamiferos (Bezprozvanny y cols., 1991).
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II. Canales de liberacién de calcio RyR de misculo esquelético de anfibio

Si bien se ha caracterizado el efecto de algunos agonistas sobre las propiedades de los
canales RyR purificados de misculo esquelético de mamifero (Anderson y cols., 1989;
Herrmann-Frank y Lehmann-Horn, 1996; Ondrias y cols., 1996), no existen estudios sistemdticos
del efecto de calcio ni de cADPR sobre la actividad del canal RyR purificado. Esto es
particularmente importante en el caso de cADPR, ya que existe una gran controversia en la
literatura sobre el efecto de estc agonista sobre los canales RyR nativos de musculo esquelético y
cardiaco (Mészéros y cols., 1993; Morrissette y cols., 1993; Fruen y cols., 1994; Sitsapesan y

cols.,1994; Sitsapesan y cols., 1995).

Los canales-RyR purificados de nuisculo esquelético de anfibio presentan tres tipos de

dependencia de [Ca‘”], que se modifican segtin el estado de oxidacion del canal

En el presente estudio hemos caracterizado por primera vez el tipo de dependencia de
[Ca**] que presentan los canales-RyR purificados de misculo esquelético de anfibio. Estos
canales mostraron los tres tipos de dependencia de calcio (tipo Bajo P, tipo MEM y tipo C)
previamente descritos en los canales nativos de musculo esquelético de anfibios (Bull y Marengo,
1993; Marengo vy cols., 1998), confirmando que los canales purificados conservan gran parte de

sus propiedades funcionales.

Trabajos previos han demostrado que agentes oxidantes de grupos SH aumentan en forma
significativa la actividad de canales-RyR nativos incorporados en bicapas planas (Favero y cols.,
1995; Marengo y cols., 1998). Aun mas, la oxidacién o reduccion de las proteinas del RS

modifican y determinan el tipo de dependencia de Ca** de los canales nativos (Marengo y cols.,
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1998). Nuestros resuliados en canales purificados de musculo esquelético 'de anfibio, que
muestran cambios en la dependencia de Ca®* desde canales tipo Bajo P, al tipo MEM por
oxidacion con timerosal, muestran que la purificacion no altera el efecto de la oxidacion sobre la
dependencia de calcio. Mas aun, nuestros resultados indican que los grupos SH criticos para la
determinacién de la dependencia de Ca™ corresponden a grupos propios del canal-RyR y no a
grupos SH reactivos de otras proteinas, tales como triadina, que estin presentes en el RS y que

también son sustrato de los agentes oxidantes (Liu y Pessah, 1994).

cADPR induce activacion de canales-RyR purificados de miiscule esqueléfico de anfibio

El efecto activador de ¢cADPR sobre los canales-RyR ha sido demostrado en células f
pancredticas (Takasawa y cols., 1993), misculo liso (Kannan y cols., 1996, Prakash y cols.,
1998), musculo cardiaco (Mészaros y cols., 1993; Sitsapesan y col.,, 1994; 19953), y tejido
cerebral (Currie y cols., 1992; White y cols., 1993). Sin embargo, su efecto en el musculo
esquelético ha sido controversial (Mészaros y cols., 1993; Morrissette y cols., 1993; Fruen y

cols., 1994; Sitsapesan y Williams, 1995).

Uno de los resultados mas significativos obtenido en este trabajo fue la observacién que
la activacién de canales-RyR por cADPR fue dependiente del tipo de respuesta que presentaban
los canales a la concentracion de Ca?* (Bajo Po, MEM o C). De todos los canales observados,
sélo aquellos que presentaron dependencia de Ca*" del tipo MEM fueron siempre activados por
concentraciones de cADPR en el rango 0,5 - 5 uM. Ninguno de los canales con dependencia de

calcio del tipo Bajo P, o C fueron activados por concentraciones de cADPR <5 pM.
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El efecto de cADPR sobre los canales tipo MEM tuvo lugar a concentl.'aciones de Ca**
citoplasmdtico en el rango de 0,1 — 1 pM, inferior a la [Ca®*] en la cual se observé activacion por
cADPR de canales de microsomas de ovocitos de erizo de mar. Estos resultados indicarian que,
al menos en musculo esquelético de anfibio, cADPR podria actuar como un agonista de los
canales-RyR mds que como un modulador, ya que su efecto activador se observd incluso a las
conceniraciones de Ca®* de las células en reposo. No obstante, no se puede descartar la
posibilidad que este hecho sea resultado de la mayor sensibilidad a Ca®* que presentan los RyR

purificados en relacion con la de los canales de ovocitos de erizo de mar.

El hecho de que los canales de calcio RyR esqueléticos presenten tres tipos de
dependencia de calcio, y que cADPR active solamente los canales con dependencia de calcio del
tipo MEM, puede dar cuenta de los resultados contradictorios repertados hasta la fecha para el
efecto de cADPR sobre canales-RyR de musculo esquelético. Es sabido que, dependiendo de las
condiciones experimentales wutilizadas para la purificacion de las vesiculas de RS, o de los
canales-RyR, es posible tener distintas condiciones de oxido/reduccion en el medio. Asi, no es
extrafio tener diversas proporciones de canales en los distintos estados de oxidacion y por tanto
con distintos tipos de dependencias de Ca®" (Marengo y cols., 1998). De esta forma, a menos
que se controle cuidadosamente el estado redox de los canales las respuestas de los canales a
cADPR pueden variar significativamente de experimento en experimento y de laboratorio en

laboratorio.

Adicionalmenie los resultados obtenidos en canales-RyR purificados sugieren que, como
ocurre con la respuesta a Ca®* y ¢cADPR, la respuesta de los canales-RyR a diversos agonistas
puede estar fuertemente modulada y/o condicionada por el estado de oxidacion de los canales y

no solo por el tipo de isoforma del receptor presente (RyR1, RyR2 o RyR3).
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Implicaciones fisiologicas

Nuestros datos de actividad de canales en ovocitos de erizo son consistentes con el
modelo que plantea que cADPR actuaria como un modulador del mecanismo de CICR,
presentado en la introduccidn, ya que estos confirman que los canales sensibles a cADPR
presentan propiedades de canal similares a los canales RyR de miisculo. La ausencia de efecto de
cADPR 1 M sobre la actividad de los canales a concentraciones de Ca®* submicromolares
sugiere ademas que en condiciones fisiologicas este metabolito jugaria un papel como modulador
del canal mds que como un agonista. Por otra parte, este requerimiento de Ca** para observar el
efecto activador de cADPR sobre los canales tipo-RyR de ovocitos de erizo indican que durante
la fecundacion de los ovocitos estos canales podrian jugar un papel importante en la propagacion
de Ia onda de liberacién de Ca®*, mas que en su generacién. Asi, la méxima actividad del canal
tipo-RyR requeriria de la presencia de cADPR, de tal forma que condiciones celulares que
alteren los niveles de cADPR pueden eventualmente cambiar las caracteristicas de los eventos

transitorios de liberacién de Ca®'.

De lo anterior se desprende que los RyR podrian presentar la particularidad que un mismo
canal podria ser responsable de eventos de liberacion de Ca?* con distintas caracteristicas
dependiendo de la presencia o ausencia de cADPR en el medio. Nuestros resultados, obtenidos
en canales purificados de musculo esquelético, apoyan esta idea, ya que demuesiran que un
mismo canal puede o no presentar activacion por cADPR dependiendo de su estado de
oxidacién. De esta forma una misma sefial celular (cADPR) podria ser responsable de generar
distintas sefiales de Ca’* desde upa misma via de liberacion dependiendo del estado de oxido-

reduccion del canal.
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Conclusiones

Los resultados de este trabajo indican que los microsomas de ovocitos de erizo de mar
poseen canales de Ca®* que presentan propiedades similares a los canales-RyR, tales como
activaciéon por Ca®*, ATP y cafeina, e inhibicién por Rojo de Rutenio. Aunque nuestros
resultados no nos permiten decidir si los canales de ovocitos son RyR, la activacién
concomitante de los canales de ovocito por cADPR y calcio pM sugiere que ellos forman parte

de la via de liberacion de calcio inducida por calcio en estas células.

Por otra parte, nuestros resultados confirman que cADPR puede actuar como un agonista
de los canales-RyR de musculo esquelético de anfibio, ya que activé los canales purificados
incluso a las concentraciones de calcio que se encuentran en las células musculares en reposo.
Nuestros hallazgos indican, ademds, que la dependencia de calcio de los canales RyR purificados
de anfibio es modificada por el estado de oxidacion, lo que determina a su vez la respuesta del

RyR a cADPR, y presumiblemente, a otros agonistas del canal.
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