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RESUMEN

Antecedentes. LoscanalesionicosAS C (del inglésAcid Sensinglon
Channel) son canal esionicos activados por reduccionestransitorias
enel pH extracelular. Peseano conocer se con exactitud su mecanis-
mo, laactivacionocurrepor mediodelauniondeprotonesal dominio
extracelular del canal y es modulada por iones calcio y zinc.
Objetivo. El hecho de que los cationes divalentes modifiquen el
funcionamientodel canal nosllevdapreguntar si el plomo, otrocation
divalente, seria capaz de alterar €l funcionamiento de los ASIC.
Métodos y resultados. Mediante el uso de la técnica de fijacion de
voltaje en configuracion de célula completa en las neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal de la rata, encontramos que el plomo
inhibela corriente ASI C en forma dependiente dela concentracion.
Conclusiones. Estos resultados contribuyen a definir los mecanis-
mos de activacion de los canales ASIC y a explicar algunos de los
mecanismos toxicos del plomo en el organismo.
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Introduccién

En los Ultimos afios se haacumulado evidencia de que los
ambientes intra y extracelular no son tan homogéneos
como se pensaba, existiendo en un mismo espacio puntos
focalizados donde las condiciones idnicas, de pH o de poten-
cial redox pueden variar significativamente sin necesidad de
encontrarse delimitados por una membrana.!® Esto ha oca-
sionado que las alteraciones funcionales en la maquinaria
celular producidas por dichos estados pasaran de ser consi-
deradas como efectos no fisioldgicos —dada la aparente
imposibilidad de encontrar tales condiciones en el microam-
biente celular— a ser replanteadas como una forma de
modulacién de los procesos celulares. Actualmente se cono-
cendistintas proteinas de adhesion, moléculas chaperonasy
canales i6nicos cuyo funcionamiento depende de las condi-
ciones redox, de pH o de iones presentes a su alrededor y
donde, en algunos casos, actian como sensores para estas
condiciones.*®
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SUMMARY

Background. Acid sensing ion channels (ASIC) are ionic channels
activated by transient pH reductionsintheextracel lular environment.
Although the activation mechanismisnot fully elucidated, itisclear
that the channel is activated by proton binding to its extracellular
domain, a process that is modulated by calcium and zinc.
Objective. The fact that divalent cations are able to modify ASC
operation,leadustoconsider iflead, another divalent cationandwidely
distributed neurotoxicant, is also capable to affect ASC function.
Methods. For thispurpose, werecorded ASIC currentsinrat dorsal
root ganglion neurons using the whole cell patch-clamp technique.
Results. Theresultsindicated that lead inhibits ASIC currentsin a
concentration-dependent fashion.

Conclusions. These results contribute to the understanding of the
activation mechanism of ASIC and to explain some of the toxic
mechanisms of lead in the organism.

Keywords:
Acid sensing ion channel, ASIC, extracellular pH,
ionic currents, cations

En el caso concreto del pH extracelular, actualmente se
sabe que puede variar de manera considerable en la proximi-
dad de sitios de liberacion de protones (H*) tales como las
bombas e intercambiadores de H* o los sitios de liberacion de
vesiculas sinapticas, muchas de las cuales poseen una
elevada concentracién de H* que son coliberados con el
neurotransmisor.21%-12 [|gualmente se ha demostrado el efecto
que la acidificacion del pH extracelular tiene sobre procesos
como la comunicacion sindptica donde, de manera simulta-
nea, afecta multiples blancos.?#6-81013-23

Los receptores a neurotransmisores como el receptor
glutamatérgico NMDA (N-metil-D-aspartico) o canales ioni-
cos como los TRPV1 (del inglés Transient Receptor Potential
Vanilloid 1), por mencionar algunos, son modulados en su
conductancia por la uniéon de protones al canal.’®16242 En
particular, los canales ASIC (del inglés Acid Sensing lon
Channel) tienen en la unién a los protones su principal
mecanismo de activacion. Los ASIC se activan especifica-
mente al reducirse la porcién extracelular del canal durante
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disminuciones transitorias en el pH extracelular y son tipica-
mente bloqueados por el diurético amilorida. Ademas de
poseer sitios de unién para H*, que es el principal ligando del
canal, los ASIC poseen sitios de union para los cationes Ca?
y Zn%, los cuales regulan su funcionamiento.?¢2” Uno de los
mecanismos por el cual la unién a protones conduce a la
activacion de los ASIC es el desplazamiento de iones de Ca?*
del vestibulo del canal por la reduccién de los grupos encar-
gados de coordinarlo. Ya que el Ca?* normalmente ocluiria el
poro del ASIC, esto permitiria en principio que los iones
permeen libremente por el canal sin necesidad de un cambio
conformacional en la proteina.?*<° Una vez activado el canal,
los principales iones que por él permean son Na*y en menor
medida Ca?*, con efectos despolarizantes sobre la célula.?! Si
bien los ASIC se expresan ampliamente en células del
sistema nervioso central y periférico,*>* hasta el momento su
papel en la fisiologia neuronal no se encuentra del todo
esclarecido dada la dificultad que implica identificar la ocu-
rrencia de microambientes acidos in vivoque conduzcan a su
activacion. Pese a ello se ha demostrado su participacion en
la nocicepcion,®¢37 el dafio isquémico,® la activacion de las
aferentes vestibulares® y, probablemente, en la transmision
sindptica y potenciacion a largo plazo.3:=°

Los canales ASIC son homo o heterotetrameros de las
seis distintas subunidades ASIC conocidas, cada una confor-
mada por dos segmentos transmembranales conectados por
una larga asa extracelular.®23* La corriente generada en los
ASIC es tipicamente entrante, de rapida activacion y de
desensibilizacion parcial o completa, dependiendo de las
subunidades que lo conformen.

El plomo (Pb?*), por su parte, es un contaminante ambien-
tal de amplia distribucion cuyos efectos suelen estar media-
dos por la ocupacion de sitios de unién a cationes, principal-
mente Ca?" y Zn?*, en la maquinaria celular.*® Dado el papel
regulatorio que Ca?" y Zn?* desempefian sobre el funciona-
miento de los ASICs, decidimos investigar los efectos del Pb?*
sobre la corriente acarreada por estos canales en neuronas
de los ganglios de la raiz dorsal (GRD) de la rata.

Material y métodos

Se emplearon ratas Wistar de 7 a 10 dias postnatal. Tras ser
anestesiadas con halotano, se procedié a su decapitacion. La
columna vertebral fue abierta, la médula espinal removida y
los ganglios de laraiz dorsal, toracicos y lumbares, disecados
para su posterior cultivo.*42

Las neuronas provenientes de estos ganglios se cultiva-
ron como se ha descrito previamente.**4*4 Brevemente, los
ganglios disecados se colocaron en medio de cultivo L-15 al
100% en presencia de tripsina y colagenasa IA (1.25 mg/ml)
por 30 min a 37° C, tras lo cual las células fueron lavadas y
disociadas mecanicamente. Una vez disociadas, se coloca-
ron las células en cajas de Petri recubiertas con poli-L-lisina
y se mantuvieron en cultivo de 8 a 20 horas en medio L-15
modificado con 10% de SBF a 37° C y con una atmésfera de
CO, al 5%.
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Todos los registros se realizaron utilizando un amplifica-
dor Axopatch-10 (Axon inst). Los microelectrodos (1-5 MQ)
se elaboraron a partir de capilares de vidrio de borosilicato
con un estirador de micropipetas Sutter P-2000. Los registros
de fijacién de voltaje (Patch Clamp) en la configuracion de
célula completa se realizaron en una camara de registro
perfundida con una solucion Tyrode normal (pH 7.4) atempe-
ratura ambiente (22-25° C). Las soluciones extracelulares
fueron impulsadas por gravedad utilizando un sistema de
perfusion de 3 tubos cuadrados colocados en la proximidad
de las células. Los cambios de una solucion por otra (< 100
ms) se realizaron por medio de un sistema SB-77 de perfu-
sion controlado por computadora (Warner inst.). El control
experimental y registro de las corrientes se efectuaron usan-
do el programa Pclamp 8 (Axon Inst.). Las corrientes provo-
cadas por acido fueron generadas al perfundir la célula en
registro con solucion acida por 5 segundos.

Los registros fueron capturados usando un convertidor
analogico digital (Digidata 1200), empleando el software
pClamp8 (Axon Instruments). El voltaje de membrana se
mantuvo a -60 mV. La capacitancia y la resistencia en serie
fueron compensadas electronicamente. La resistencia en
serie se compenso al 80%.

Las soluciones empleadas fueron:

» extracelular normal (en mM): KCI 5.4, NaCl 140, MgCl, 2,
CaCl, 1.8, HEPES o MES 10, Glucosa 10, ajustada al pH
con NaOH. Para aquellas soluciones cuyo pH fue inferior
a 6.1 se emple6 MES en vez de HEPES como amortigua-
dor. Se emplearon soluciones con pH 7.4, 7.0, 6.5, 6.1,
5.5, 4.0;

* intracelular (en mM): KCI 125, NaCl 10, CacCl, 0.1, HEPES
10, EGTA 10, GTPNa 1, ATPMg 2. pH 7.2 ajustado con
KOH. Para evitar su precipitacion, el acetato de Pb?* se
adiciond a las soluciones poco antes de iniciar el experi-
mento, a partir de una solucién madre (10 mM) preparada
en el momento.

Andlisis de datos

Los datos fueron analizados con el programa Clampfit 9.2
(Axon inst.). Cada condicion experimental se realizé por
duplicado para cada célula, promediando los valores obteni-
dos. En cada caso, se realizd un registro control y uno de
lavado. Las corrientes obtenidas fueron normalizadas con
respecto ala corriente control y los datos se reportan como la
media + el error estandar. Las curvas concentracion-efecto
de pH y Pb?* fueron ajustadas empleando la funcién:

Y = min + (max-min)/(1+(x/CE) ")

Donde Y es el efecto farmacoldgico de la sustancia probada
(H* 0 Pb?*), x la concentracion del farmaco (H* o Pb?*), maxy
min son el maximo y minimo del efecto sobre la corriente
ASIC, la CE, es la concentracion a la que se observa el 50%
del efecto sobre la corriente entre ambos limites y H es la
constante de Hill.

Para comparar datos en la misma célula se emple6 la
prueba t de Student pareada.
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Resultados

La corriente ASIC en neuronas del ganglio de la raiz dorsal
fue registrada al perfundir transitoriamente la célula con una
solucion acida en presencia y ausencia de acetato de Pb?** a
distintas concentraciones. El voltaje de las células en registro
se mantuvo fijo a -60 mV para descartar la activacion de
corrientes dependientes de voltaje. En todos los registros se
uso capsazepina (CZP) 10 uM para evitar la activacion de
canales TRPV1. Cabe destacar que la CZP tiene un efecto
selectivo y no afecta a las corrientes mediadas por ASICs. En
estas condiciones, la perfusion acida sostenida por 5 segun-
dos generd una corriente entrante de rapida activacion, la
cual se desensibiliz6 dentro del primer segundo de la estimu-
lacion (Figura 1A). La densidad de corriente producida por el
pH 6.1 tuvo una magnitud promedio en control de 0.078 +
0.014 nA/pF (n = 20) y se desensibilizé con una constante de
tiempo(t) de 136 + 7.2 ms (n = 20). Se construyo la curva de
sensibilidad al pH de la corriente en un intervalo de pH de 4
a7.4,tomando la corriente obtenida a pH 4 como maxima. Se
encontré un pH, (pH al cual se obtiene el 50% de la corriente
ASIC méaxima) de 6.3 + 0.04 y una constante de Hillde 1.6 +
0.25 (Figura 1B). Con base en este resultado, en los experi-
mentos subsecuentes se empleé un pH de 6.1 para estimular
a las células.

Al perfundir las células con la solucion acida a la cual se
adicioné Pb?* 10 uM, observamos unareduccion al 67%+ 0.05%
en la corriente producida por el pH 6.1 (n = 6; p <0.001) (Figura
2A). Aunque se observd un ligero incremento en la t de
desensibilizacion de la corriente en presencia de Pb?* 10 uM,
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Figura 1. A) Corriente producida por pH de 6.1. El pH &cido
provoca la apertura de los canales ASIC, lo que origina una
corriente entrante completando su ciclo de activacion-desen-
sibilizacion dentro del primer segundo de perfusion. La linea
punteadaindica el 0 de corriente. B) Curva pH versus corriente
para las neuronas de los GRD. Las lineas en gris marcan el
pH,, (PH,, = 6.3 = 0.04, Hill = 1.6 + 0.25). La corriente se
encuentra normalizada con respecto a la corriente obtenida a
pH 4 (n =8 parapH 4, 5 para pH 6.1, 4 para pH 7 y 3 para los
puntos restantes).
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este incremento no fue significativo (136 + 7.2 ms el control
vs.159.6 + 15.4 ms en presencia de Pbh?* 10 uM; n = 6). El
efecto inhibidor del Pb?* sobre la corriente producida por pH
acido fue reversible y tras un periodo de lavado de 50
segundos la corriente retorné a su valor control. En la curva
concentracién-efecto para la interaccion ASIC-Pb? se en-
contr6 una CE_ de 18.3 + 6.7 uM, con una constante de Hill
de 1.3+ 0.63(n=6en10puM, 9en 1l puMy 4 para el resto de
puntos) (Figura 2B).

Discusioén

Los resultados del estudio indican que el Pb?* tiene un efecto
inhibitorio sobre la corriente provocada por la acidificacion del
medio extracelular en neuronas del GRD. Consideramos que
dicha corriente se encuentra mediada Unicamente por los
canales ASIC debido a que el voltaje al que se realizaron los
experimentos (-60 mV) descarta la participacién de otros
canales iénicos dependientes de voltaje —como los de cal-
cio— donde los efectos del Pb?* se encuentran bien caracte-
rizados. Asi mismo, la CZP afiadida a nuestras soluciones de
registro descarta la posible participacion de los canales
TRPV1 —también sensibles a los cationes extracelulares—
en las corrientes registradas. Aunado a esto, trabajos recien-
tes confirman que la corriente ASIC es la Unica activada por
protones en neuronas de los GRD que presenta una cinética
similar a la aqui reportada.“® El hecho de que el Pb?* tenga un
efecto inmediato sobre la corriente ASIC sugiere una accién
directa sobre el canal. Los datos hasta el momento disponi-
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Figura 2. A) Efecto de afiadir acetato de Pb?* (10 uM) a la
solucion acida (pH 6.1). La coperfusion del Pb?* con la solucion
a pH 6.1 reduce la amplitud de la corriente ASIC al 67% con
respecto al control (n = 6; p < 0.001). El efecto inhibitorio del
Pb?* se revierte tras el lavado (50 seg). La linea punteada
indica el 0 de corriente. B) Curva concentracion efecto del Pb?*
sobre la corriente ASIC a pH 6.1. Las lineas en gris sefialan la
CE,, (CE,,=18.3+ 6.7 uM, Hill = 1.3 + 0.63). La corriente se
normalizo con respecto a la corriente control a pH 6.1.
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bles sobre la estructura de los ASICs postulan a su segmento
extracelular como el candidato mas probable para esta in-
teraccion, dada la afinidad que presenta por otros cationes
divalentes. Aunque nuestro objetivo original era llevar nues-
tra investigacion mas alla e identificar el sitio especifico de
union al Pb?*, al término del trabajo aqui reportado —que
representaba la primera fase de nuestra investigacion—, fue
publicado un trabajo realizado por Wang y cols.*” donde se
reporta que el mecanismo de accion del Pb?* en los ASIC no
es debido a la interaccién con el sitio de unién a Ca?*. Estos
autores reportaron que el Pb?* inhibe de manera reversible y
dependiente de la concentracion la corriente ASIC en neuro-
nas, evitando el incremento en el Ca? intracelular y la
despolarizacion de membrana consecutivas a la activacion
de esta corriente. Tras caracterizar sus efectos, los autores
buscaron identificar las subunidades afectadas por el Pb?*
expresando in vitro las distintas combinaciones posibles de
subunidades ASIC, identificando comotalesa ASIC1y ASIC3.
Por dltimo y basados en estudios de competencia con amilo-
rida, los autores concluyen que el Ca* y el Pb? tienen
distintos sitios de uniéon en el canal, sustentando dicha
conclusion en dos hechos: a) el Pb?" y la amilorida muestran
independencia en sus efectos de bloqueo, mientras que
amiloriday el Ca?* parecen competir entre si; b) el Ca** media
distintos efectos segun sea preaplicado o coaplicado con la
solucién acida, mientras que el Pb?* siempre actia como un
inhibidor sin importar el orden de su aplicacién. Cabe anotar
que aunque consideramos esta explicacion como factible,
también existe la posibilidad de que el Pb?* y el Ca?* se
encuentren interactuando con un mismo sitio de unién y que
sean las diferencias ionicas de cada metal las responsables
de los efectos observados. Aunque ambos son cationes
metalicos divalentes, poseen diferencias en sus preferencias
de coordinacién, electronegatividad y radio i6nico. El Pb?* es
un cation de mayor radio i6nico y electronegatividad que el
Ca?, lo que promueve una interaccion anormalmente afin
con las proteinas de unién a este ién. Ademas, la presencia de
un par inerte de electrones en el Pb?* provocan que los grupos
que coordinan este metal en las proteinas se orienten hacia un
sololado delion en vez de hacerlo holodireccionalmente como
lo hacen cuando coordinan al Ca?*.“84° E| resultado neto de
estas diferencias es, en muchos casos, una activacién anéma-
lade la proteina al interactuar con el Pb?*. Dicho efecto del Pb?*
se ha podido constatar en numerosas proteinas celulares
donde el Pb?* y el Ca?* tienen efectos distintos a pesar de
interactuar con el mismo sitio de unién.5%-%%

Aunque el mecanismo exacto de modulacion de los
canales sensores de acidez por cationes divalentes puede
ser materia de debate y quiza no pueda esclarecerse hastano
contar con estudios suplementarios que enriquezcan la infor-
macion disponible sobre la estructura-funcion de los ASIC, lo
cierto es que el Pb?* es un importante neurotéxico, cuyos
blancos conocidos en el sistema nervioso siguen incremen-
tandose conforme nuevas proteinas y procesos son identifi-
cados y comprendidos. Aunque normalmente el Pb? en
plasma de los individuos intoxicados de manera crénica por
este metal se encuentra en valores inferiores a la CE_ aqui
reportada, deben tenerse en cuenta dos factores importan-
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tes: a) la concentracion plasmatica de este metal no refleja
necesariamente la concentracion presente en tejidos como el
cerebro donde el Ph?* puede acumularse a lo largo de la vida
del individuo alcanzando concentraciones mayores;* b) in
vivo es de esperar que los ASIC operen a un pH menos acido
que el empleado para este estudio, por lo tanto si H* y Pb?*
compiten por un mismo sitio de unién, a menor concentracion
de H* mayor sera el efecto inhibitorio del Pbh?*.
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