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I. INTRODUCCION

Un aspecto importante de la fisiologia célular y del que hasta ahora se
sabe muy poco, es el referente a los mecanismos y sefiales que fas células
tienen para distinguir y locatizar con precisién los diversos componentes
proteinicos " que participan en su funcionamiento: Todas las proteinas se
sintetizan siguiendo un esquema general ‘que implica la lectura de! DNA
genomico y su traduccién en RNA mensajero, que posteriormente es procesado
en e! reticulo endoplasmico por los ribosomas, para generar secuencias
peptidicas que a su vez se ensamblan, forman complejos y se unen a
carbohidratos o glucolipidos, todo esto en el aparato de Golgi (Griffths y
col.,1989; Hubbard, 1989). Sin embargo, después de este punto, poco se sabe
de los mecanismos que determinan la distribucion de éstas proteinas,
particularmente de las que se van a localizar en la membrana plasmatica, aun
cuando se reconoce que muchas de las proteinas que integran la membrana no
se distribuyen homogeneamente o al azar (Hunziker y col.,1991; Odorizzi y
col.,1996), sino que observan una localizacion muy delicada y precisa en el sitio
donde ejercen su funcion. Por ejemplo, los receptores de acetilcolina se
distribuyen en el surco sinapticc de la placa neuromuscular, mientras que los
canales de calcio dependientes del voltage se localizan en las terminales
sinapticas de las motoiieuronas que inervan a las fibras musculares (Cooper y
Jan, 1999). La localizacién precisa de componentes de membrana es mas
evidente y crucial en células polarizadas, es decir en aquelias que presentan

diversos dominios de membrana con una funcidén distinta, cémo las células



epiteliales, que presentan un dominio apical y otro basolateral, (Figura 1;
Rodriguez-Boulan y Nelson, 1989). O en las neuronas que tienen un dominio
axonal y in somatodendritico, (Figura 2; Gumbiner y Simons, 1986).

En cuanto a las sefiales que determinan la distribucién localizada de los
componentes de membrana, se cree que existen sefales intrinsecas dentro de
la secuencia }je la misnia proteina, o bien en la regién de RNA que no codifica
para proteinas (UTR) y hasta el momento se han caracterizado algunas de ellas,
como por ejemplo la presencia de residuos hidrofébicos u aromaticos cerca de
la region carboxilo terminal, como serina, treonina y tirosina {Le Bivic y
col.,1990).

La mayor parte de las sefiales de direccionamiento que se han
descubierto se han obtenido de estudios con celulas epiteliales cultivadas,
particularmente con la linea celular MDCK (Madin Darby Canine Kidney). Estas
crecen en cultivo formando monocapas, en donde las células establecen
uniones estrechas con sus vecinas y polarizan su membrana en un dominio

apical y uno basolateral.
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Figura 1. Dominios Apical y Basolateral de la células MDCK.



La estrategia que se sigue para descubrir sefales de distribucion
localizada de proteinas de membrana (targeting) consiste en insertar dentro de
las células polarizadas {(MDCK) la secuencia de DNA que codifica para la
proteina de membrana en estudio. EI DNA se halla inserto dentro de una
secuencia circular de DNA (plasmido) que generalmente contiene, ademas del
gene de interés, genes que confieren resistencia a algun antibiético para
seleccion en bacterias, y tambien genes para seleccion de células eucarioticas
transfectadas, como la geneticina.

Otro ejemplo de células polarizadas donde la localizacion especifica de
las proteinas de membrana es crucial son las neuronas, gque tienen la funcién
primordial de transmitir integrar y codificar informacion en forma de impulsos
nerviosos o potenciales de accion es funcion del axon. Estos son cambios
transitorios de potencial transmembranal, ocasionados por aperturas y cietres de
canales ionicos. Las neuronas poseen dominios de membrana con funciones
diferentes: la regiébn somatodendritica generalmente se especializa en recibir e
integrar los estimulos de neuronas aferentes, mientras que el axén se encarga
de conducir el impulso nervioso hacia otras neuronas, que estan a veces a
grandes distancias del soma (Figura 2; Gumbiner y Simons, 1986). La presencia
de diferentes tipos de canales idnicos a lo largo de las diversas regiones de la
neurona es de fundamental importancia, por lo que los mecanismos y sefales

implicados adquieren particular interés en éste tipo de células. Sin embargo, es



relativamente mas dificil estudiar las sefiales de direccionamiento en éste tipo de

células debido a que son mas dificiles de cultivar y manipular.

Axon

Dendritas

Figura 2. Esquema de una neurona donde se representa sus diferentes dominios.

A pesar de esto existe la teoria de que los mecanismos vy las sefiales de
direccionamiento de las neuronas podrian tener cierta similitud con las de las
celulas epiteliales, en 1978 Rodriguez-Boulan y Sabatini, realizaron estudios con
virus en céulas MDCK, y encontraron que estos geman polarizadamente, el virus
de estomatitis lo hace hacia el dominio basolateral, mientras que el de influenza
gema hacia el apical, de las MDCK en monocapa. Posteriormente, en 1991 Dotti
y Simmons encontraron que al infectar neuronas piramidales de hipocampo de
rata con el virus de influenza, éste se distribuye en el axén de las neuronas,
mientras que el de estomatitis se limita al dominio somatodendritico.
Posteriormente se han encontrado las mismas similitudes en distribucion de una
gran variedad de proteinas expresadas heterologamente (Scheffele y col.,1995).
Hasta ahora practicamente todas las proteinas de membrana para las que se ha
descrito una sefal de direccionamiento son proteinas integrales simples, cuya

secuencia peptidica solo atraviesa una vez la membrana. La gran mayoria de



estas proteinas que se distribuyen en el dominio apical de las células epiteliales.
Hasta la fecha no se ha descrito ninguna sefial para proteinas que atravieslan
varias veces a la membrana, cdmo en el caso de receptores, bombas,
transportadores 0 canales i6nicos, por lo que éste aspecto resulta de pérticular
interés.

Et prc;pésito del presente trabajo de tesis ha sido contribuir al estudio de
sefiales de distribucion polarizada de canales ionicos en células polarizadas en
cultivo, tanto epiteliales como neuronales. Dado que se conoce la secuencia de
DNA que codifica para diversos de canales idnicos, estos se pueden introducir
en las células para estudiar como y donde se expresan, mediante técnicas
inmunocitoquimicas como describe mas adelante. En este trabajo nos
propusimos transfectar células en cultivo con diferentes plasmidos que
contienen secuencias de ¢DNA que codifican para canales idnicos, afin de
valorar si estos canales se expresan polarizadamente en la membrana de la
célulaé y en que dominios lo hacen.

Para los fines de presentacion de este trabajo se describiran inicialmente
algunos conceptos basicos relacionados al tema, primero con una breve
descripcion de canales ionicos, seguido de un resumen sobre los aspectos de
sefales de polarizacion “targeting”, a continuacion una descripcidn de los
modelos biolégicos utilizados y de los plasmidos que contienen los canales

ionicos.



{l. ANTECEDENTES

MEMBRANA

Figura 3. Modelo de un canal ionico dependiente del voltage, gue representa los
principales componentes funcionales: poro acuoso, filro de selectividad, compuerta y sensor

(Hille, 1992).

Los canales ibnicos son proteinas de membrana cuya propiedad es la de
permitir selectivamente el paso de iones entre el interior y el exterior de la
membrana plasmatica. Se han caracterizado electrofisiclogica y molecularmente
una enorme diversidad y estan presentes practicémente en todos los tipos de
célutas, desde las bacterias hasta las neuronas de mamiferos. Inicialmente
fueron estudiados en procesos relacionados con la excitabilidad de la
membrana, en celulas tales como las neuronas o las células musculares, pero
actualmente se ha reconocido su importancia en un sinimero de procesos

celulares y fisiolbgicos tales como el contro! de fa proliferacion celular, la



regulacion de la tonicidad celular, el reconocimiento de microambientes
celulares, etc. Poseen caracteristicas funcionales como son: Un poro acuoso,
a través del cual los idnes pueden fluir de uno a otro compartimento que separa
la membrana piasmatica. Un filtro de selectividad, por medio del Cual los
canales identifican y discriminan entre los diferentes tipos de iones. Una puerta,
que limita el flujo de los iGnes a trevés del poro independientemente del
gradiente electroquimico que los impulsa (ﬁgufa 3).

Existen canales selectivos a los iénes de mayor importancia fisiologica,
como el sodio, el potasio, el calcio y el cloro. Utilizando metodologias
bioquimicas, electrofisiolégicas y de biologia moiecular se ha aprendido mucho
de la secuencia, estructura y funcion de estas complejas proteinas y cada vez es
mas claro que su presencia en las células es crucial para muchos aspéctos dela
fisiologia (Hille, 1992). A continuacion se da un breve resumen de los aspectos

mas relevantes de cada tipo de canal idnico:

a) CANALES DE POTASIO (K™)

Existe una enorme diversidad de canales especificos para el potasio en la
naturaleza. Su presencia es practicamente ubicua en cualquier tipo de células,
desde bacterias hasta el ser humano. La presencia de corrientes membranales
de potasio fuéron descritas desde principios de siglo, asociadas con fenomenos
de excitabilidad, como el potencial de accién. Con el desarrollo de métodos
electrofisiologicos como el “patch clamp” se encontré una gran diversidad

funcional de este tipo de canales. Se describieron (1) canales de K dependientes



del voltaje, (2) dependientes de calcio intracelular (3) dependientes de ATP (4)
dependientes de proteinas G y (5) canales de K' dependientes de Na™*.
Funcionalmente, de acuerdo a la cinética de la corriente idnica que producen
existen canales de K (1) con rectificacion tardia (2) con rectificacion eﬁtrante y
(3) con inactivacion (Erwin Neher y Bert Sakmann ., 1976).

El uso de métodos de biologia molecular ha contribuido
considerablemente al conocimiento de este fipo de canales, particularmente de
los canales de K™ dependientes del voltaje. Se inicid con la clonacion del locus
shaker en Drosophila, pudiéndose demostrar que este gene codidficaba para un
canal de potasio. Posteriormente sé identificaron otros tres genes, también en
Drosophila, a los que se denominé Shab, Shaw y shal respectivamente. Esto
condujo a la busqueda de genes de canales de potasio en otros drganismos.
Hasta la fecha se han identificado mas de 60 genes en mamifero, que tienen
similitud con los cuatro genes de Drosophila, y se han agrupado en familias por
su homologia. Existen asi canales de potasio de la familia shaker, shaw, shab
y shal en mamiferos e inclusive en plantas (Papazian y col., 1987).

El analisis de la secuencia peptidica predice que esta se conforma en la
membrana atravesandola seis veces. Existe una region que se embebe solo
parcialmente en la membrana, denominada H5. Y que parece ser el doiminio
que constituye el filtro de selectividad por el potasio. Y es la regién denotada S4
quien confiere al canal su senslbilidad por el voltaje. Los canales de K *

dependientes de voltaje son tetrameros que pueden constituirse cémo



heteromultimeros, formados por subunidades de la misma, pero no de diferente
familia (Covarrubias et al, 1991).

Ademas de la familia de canales de potasio dependientes del voltaje, se
han clonado canales de ofras fam}ilias, como los rectificadores entrantés, que
participan importantemente en células cardiacas y neuronas, canales
dependientés de calcio intracelular y canales dependients de ATP. Todos ellos
tienen cierta similitud estructural. Los canales rectificadores entrantés constar)

solo de dos subunidades. No obstante conservan el dominio H5, que da la

selectividad al potasio.

b) CANALES DE SODIO

La existencia de canales de sodio se reconocié al mismo tiempo que la de
5
canales de potasio, y su caracterizacion bioquimica, y despues molecular, fue
incluso anterior a la de los de pofasio. Sin embargo su estudio molecular no ha
sido tan fertil cémo los de K, porque existe una menor diver;idad de tipos de
canales de potasio. Si bien existen abundantemente distribuidos en la
naturaleza, y son ubicuos en células excitables, no son tan diversos como los
primeros, ya que existe practicamente un solo tipo de canal de potasio con
minimas diferencias entre todos flbs organismos. Su estructura es muy similar a
las de los de potasio, pero en éste caso el gene completo consta de cuatro

repeticiones, cada una de las cuales tiene seis segmentos transmembranales.

Ademas de los dependientes a voltaje, existe otro tipo de canales que se

”



encuentran en células epiteliales y que, a diferencia de los anteriores, no

depende del voltaje y son bloqueables por amilorida (Hille, 1992).

C) CANALES DE CLORO

Los canales de cloro desempefian importantes funciones de regulacion de
la excitabilidad celular, en el transporte transepitelial y en la acidificacion de
organelos intracelulares. Esta variedad de funciones requiel:e una gran variedad
de*canales de cloro, que son codificados por genes que pertenecen a familias no
relacionadas. La familia CLC de canales de cloro tiene nueve miembros‘en
mamiferos, que se distribuyen diferencialmente tanto en la membrana
plasmatica como en organelos intracelulares. Las proteinas CLC tienen entre 10
y 12 segmentos transmembranales. Probablemente funcionan como dimeros y
pueden tener dos poros. Su importancia fisiologica es manifiesta por tres tipos
de enfermedades humanas (miotonia congénita, enfermedad de Dent /y :

sindrome de Barter) que resultan de mutaciones en algunos de estos canales, y

en modelos de ratones “knock out” (Jentsch et al, 1999).

lll. POLARIDAD CELULAR

a) POLARIZACION APICAL/BASOLATERAL.

La posibilidad de que las células epiteliales tengan una permeabilidad
diferente en la cara apical y basolateral para un mismo tipo de i6n fue propuesta

inicialmente para explicar el transporte vectorial de Na® a través de la piel de

10
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rana por Koefoed-Johnson y Ussing ( 1958). Esta asimetria se encontré después
en todos los epitelios capaces de transportar substancias, por estudios de
microscopia electronica y de fraccionamientoc demembranas apicales y
basolaterales, por la adhesién diferencial de sondas radioactivas y fluorescentes
y por otros procedimientos experimentales(Balada y col., 1993). El estado actual

del conocimiento es el siguiente:

IV. CARACTERISTICAS DE LA DISTRIBUCION POLARIZADA DE
LA MEMBRANA.

A) ANATOMICAS. Las regiones apicales y basolaterales difieren generalmente
en sus areas de superficie ( Weibel,1976; Matsuura y col.,1982 )}, y en el numero
de particulas intermembranales por unidad de area (Cereijido y col., 1980). La
cara apical se distingue por la presencia de microvellosidades y la basolateral
por la presencia de desmosomas y uniones comunicantes. Las proteinas y los
lipidos que constituyen ambas caras pueden presentar también un mayor o
menor grado de polaridad. B) PROTEINAS. a) Diferentes especies proteicas
pueden exhibir polaridad opuesta en la membrana de la misma célula. 'Algunas
proteinas, como la NA-K-ATPasa (Lamb y col.,1981), la aminopeptidasa (
Louvard,1980), la adenilatc ciclasa (Reik y col.,, 1970), los receptores
hormonales (Parr y Kirby, 1979; Taylor y col.,1982), los sistemas de transporte
de iones y aminoacidos (Gmaj y col.,1979; Rabito y col.,1983) y los de azdcar
(Kinne et al.,1975), asi como proteinas de uniones comunicantes vy

desmosomas, se encuentran generalmente en la cara basolateral de una célula
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epitelial. Otras, como leucinoaminopeptidasa (Desnuelle,1979; Kerjaschki vy
col.,1984), el canal de Na* sensible a amilorida ( Lewis y col.,1976), la dipeptidi!
peptidasa, la T-glutamil transferasa (Rabito y Karish,1984) y los transportadores
Na’- glucosa y Na’-aminoacidos (Wolfram y col., 1984), se encuentrén en la
region apical. b) Una especie prostética de membrana puede estar polarizada en
un tipo de célula y no en otro. Tal es el caso de la Na-K-ATPasa, que exhibe una
distribucion homogénea en la membrana celular del eritrocito, mientras en
células de vejiga urinaria, pancreas, piel de rana y células tubulares de rifidon
ocupa solo el lado basaolateral ( Mills et at.,1975,; Cereijido y col., 1980). ¢} Una
especie protéica puede mostrar polaridad opuesta en dos tipos de células
epiteliales diferentes. Un ejemplo es la Na-K-ATPasa que, como se dijo, se
encuentra en la regién basolateral de la mayoria de los epitelios. Sin-embargo,
en el epitelio de las glandulas sudoriparas se la ha encontrado del lado apical
(Quintoﬁ y Tormey, 1973). Esta asimetria biogquimica confiére a las células
epiteliales la capacida de bombear iones vectorialmente. Los lipidos de la cara
apical estan mas estrechamente empacados que los basolaterales y pueden
restringir y frenar la atividad de enzimas y translocadores (Le Grimellec,1988). d)
Una especie protéica puede polarizarse en caras opuestas del mismo tipo
célular. Brown y colaboradores (1988), han demostrado que algunas células
epiteliales intercaladas del tubulo colector cortical del rifién de la rata tiene sus
H*-ATPasa insertadas en la cara apical, mientras las células vecinas, del mismo

tipo, tiene la polaridad opuesta.

12



e) Diferentes especies protéicas en la misma celula pueden diferir en su grado
de polaridad. E! grado de polarizacion apical/basolateral de una especie protéica
se estudia a través de la adhesiéon a la membrana plasmatica o fracciones de
regiones apicales o0 basolaterales de sondas fluorescentes, radi;cfivas y
quimicas ( Fujita y col.,1972; Lisanti y col.,1980). Estas técnicas no estan
exentas de errores debido a contaminaciones con otras fracciones, ruido de
fondo y enlaces no especificos. A pesar de estas fuentes de incertidumbre,
diferentes proteinas de membrana de la misma célula pueden exhibir un amplio
rango de polarizacion apical/basolateral, de tal manera que el exceso de una
especie de proteinas en una cara puede ser de solo 10% mientras en otros
casos puede estar exclusivamente en ella ( Rodriguez-Boulan,1983),

C) Lipidos y Glicolipidos. Aunque los lipidos pueden difundir Iibreme-nte en el
plano de la membraba célular, la distribucion de los distintos tipos en la
membrana apical y basalateral no es idéntica (Taylor y col.,1982; Maurice et
al.,1988), ni tienen el mismo grado de fluidez (Le grimelle y col.,1988). Estas
diferencias se deben principalmente a la composicion de la hemi-cara externa.

La union estrecha bloquéa la difusion hacia la region basolateral de sondas

lipidicas introducidas en esta cara (Dragsten y col.,1981).
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V. LOS ORIGENES DE LA POLARIDAD APICAL/BASOLATERAL.

Se ha encontrado n numero de mecanismos celulares responsables del origen
de la polaridad entre la membrana apical y basolateral. a) Insercién ve'ctoriaI:
Se ha desmostrado que la gemacion polarizada del virus de la influenza (a
través de la cara apical) y del virus de la estomatitis ( a trvés de la basolateral)
depende de la insercién vectorial de sus'proteinas de cubierta, segundos
después de haber sido sintetizadas en los ribosomas y madurado en el aparato
de Golgi (Rodriguez-Boulan y col.,1983). Del mismo modo, Caplan vy
colaboradores (1986), han encontrado que, una vez sintetizada, la subunidad
alfa de la Na-K-ATPasa se dirije Unicamente a la membrana basolateral de las
células MDCK.

b) Reciclaje de membrana: La célula lleva a cabo un proceso continuo de
remocion e insercién de su membrana que, no obstante, no despolariza sus
componentes (Patzak y Wimkler,1986). En el caso de las células epiteliales, esto
requiere que la célula clasifique y dirija las vesiculas de membrana que se han
ido quitando de las regiones apical y basolateral y que las regrese
ordenadamente a sus respectivos dominios. Por ejemplo, la
leucinoaminopeptidasa se retira de la cara apical de las células MDCK y

reinsertada pocos minutos después en la misma cara (Louvard,1980).
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c) Polarizacion “ default “: Al menos al principio, una proteina de membrana
se puede acumular en una de las células por carecer de la sefial necesaria para
dirijirsre a la cara Opuesta ( McQueen y col.,1986;Roth y col.,1987).

d) Anclaje al citoesqueleto: La adhesion de proteinas al citoesqueleto
subyacente ayuda a mantenerlas en una posicion asimetrica. Ojakian y
Schwimmer,(1988) y Nelson Veshnock (1987) encontraron que la fodrina (un
analogo de la espectrina) forma una Med insoluble en contacto con la region
basolateral con las células MDCK, y que la Na-K-ATPasa es retenida en esta
region debido a su unién a la fodrina. Por el contrario, cuando las proteinas son
libres de derivar en el plano de la membrana y alcanzar el polo opuesto de la
célula, pueden extraerse facitmente de esta posicién con triton X-100 (Salas et
al.,1986). Sin embargo, la asimetria de otras proteinas no parece depénder de
que estén unidas directamente al citoésqueleto. Asi, la disgregacion de
microtdbulos y microfilamentos con drogas cdmo la colchicina, el nocodazol vy la
citocalasina provoca una reduccion del grado de polarizacion de las proteinas
HA del virus de influenza, aunque no interfere con la distribucidon polarizada de la
proteina G del virus de |la estomatitis en la cara basolateral (Rindler y col., 1985;
Salas y col., 1986).

e) Interaccion con la matriz extracelular o con las celulas vecinas:

Los marcadores apicales, pero no los basolaterales, pueden moétrar cierto
grado de polarizacién en células privadas de adhesion al substrato (Balcarova-
Stander y col., 1984; Contreras y col., 1989). Otras proteinas de membrana
pueden no mostrar polaridad a ;Sesar de que las células estan firmemente

EA!
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adheridas al sustrato y a sus véc-:inas'. El bloquec de moléculas de adhesion
celular (CAMS) con anticuerpos previene la polarizacion de proteinas de
membrana en células MDCK, asi como el ensamble de elementos del complejo
de uniodn, los cuales estan expuestos normalmente del lado lateral (Imhdﬁ et al,,
1983; Gumbiner y col., 1988).

F) Anclaje a glicosil-fosfatidilinositol (Pl):

Hay cierta clase de proteinas, como la fosfétasa alcalina, la dipeptidasa renal,
la trealasa y la 5'nucleotidasa, cuyo dominio extracelular es un polipeptido ligado
a una molécula fosfatidica de la membrana por una etanolamina, un glicano y un
inositol (Low y Saltiel, 1988). Dado que estas proteinas son marcadores
apicales tipicos, se ha supuesto que su asimetria podria deberse a su peculiar
forma de anclaje, y disefiaron un ensayo para degradar el peptido con una
fosfolipasa C especifica, haciendo esta degradacion de fosfatidilinositol del lado
apical y del lado basolateral por separado (Lisanti y col., 1980). De éste modo,
identificaron seis nuevas proteinas ligadas a moléculas fosfatidicas vy
encontraron que, en efecto, tpdas elias estaban restringidas al lado apical.

g) Grado de diferenciacién: ‘

En aigunas células la distribucion polarizada de enzimas vy
cotransportadores depende en gran medida de la densidad célular y de factores
inductores de la diferenciacion (Mullin y col., 1980; Amster y Cook, 1982).

"h) La unién oclusora:
La barrera constituida por la unién oclusora contribuye a la polaridad de

dos maneras: (1) algunas moléculas, en particular los lipidos que nq tienen un

16



grado apreciable de translocacion y las proteinas que tienen aitos coeficientes
de difusion en el plano de la misma, pueden estar restringidas a una u otra cara
por la barrera que presenta la unidon oclusora. Sin embargo, mientras éste
mecanismo puede ayudar a mantener una distribucion polarizada, no pﬁede ser
responsable de que se alcance esta asimetria. (2) Manteniendo la asimetria de
la composiéic’m lipidica y en particular su grado de empaquetamiento, la union
estrecha ayuda a restringir la actividad de enzimas y de acarreadores de una

region dada (Le Grinellec et al., 1988).
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Figura 4. Polarizacién de las proteinas de membrana. Para mayor detalle ver texto del punto VI.
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VL. LA POLARIDAD SE PUEDE ALCANZAR
INDEPENDIENTEMENTE O AUN EN AUSENCIA DE LAS
UNIONES OCLUSORAS.

Hasta hace pocos afos se afirmaba que ia polarizacion apical/basolateral se
debe a que la unién oclusora impide la mezcla por difusién de las moléculas de
ambas regiones. Sin embargo la figura 4, Hustra varias situaciones en las cuales
el proceso de polarizacion se lleva a cabo independientemente de la presencia
de la barrera constituida por la unién oclusora:

(a) Las células MDCK sembradas a confluencia y mantenidas 20 horas en un
medio con bajo Calcio (1-4 uM) no forman uniones oclusoras (Gonzalez-Mariscal
et al., 1985} y no tienen sus Na-K-ATPasas localizadas asimétricamente en su
membrana basolateral, sino distribuidas en toda la superficie de membrana
(Contreras et al., 1989) (Figura 4a). Tras la adicion de Ca™, ia unidn oclusora se
forma rapidamente, atrapando asi a una fraccion de Na-K-ATPasas del lado
apical (equivocado). Sin embargo, la célula retira las Na-K-ATPasas de ésta
posicién y alcanza su polarizacion normal en unas pocas horas.

(b) Esquematiza |a situacion que prevalece tanto en los marcadores apicéles en
la mucosa intestinal como en los hepatocitos. Estos marcadores son insertados
primeramente en |la membrana basolateral y migran desde ahi hacia su posicion
permanente en el lado apical (Hauri et al., 1979; Bartles et al., 1987, Massey et
al., 1987).

(c) Cuando la proteina G, que una vez sintetizada en la célula es dirigida

hacia la membrana basolateral, es extraida de la envoltura del virus de ia
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estomatitis, incorporada en liposomas y fusionada a la membrana apical de
células MDCK, es quitada rapidamente por la célula de esta posicion vy
reinsertada en su region basolateral (Matlin et al., 1983) (figura 4c¢). La diferencia
entre este proceso y el descrito en la figura 4a es que, mientras la proteiha Ges
quitada de la region apical e insertada en la basolateral, la Na-K-ATPasa
solamente es quitada de la apical y en cambio la Na-K-ATPasa insertada del
lado basolateral es una nueva molécula de Na-K-ATPasa que se origina en ios
compartimientos intracelulares (Contreras et al., 1989).

(d)  Algunas proteinas de membrana son dirigidas hacia los receptores a
través de un proceso de "endocitocis mediada”, en el que el compiejo ligando-
receptor es atrapado, endocitado y transportado a endosomas. El bajo pH de
los endosomas disocia los ligandos que pueden luego ser dirigidos a la
superficie opuesta de la célula epitelial (transcitosis). En algunos casos,
también el mismo receptor es transportado de una cara a otra. Un claro ejemplo
de éste proceso es el transporte de inmunoglobulinas producido por células
plasmaticas a través del epitelio en una amplia variedad de secreciones tales
como la bilis, la leche, la saliva, etc. (Brandtzaeg, 1974, Mostov et al., 1880).
Otro ejemplo de transcitosis, pero en la direccidon opuesta, se observa en las
ratas en periodo de lactancia, que adquieren inmunidad por él paso de
inmunoglobulina (IgG) de la leche a través del intestino delgado.

Este flujo transcelular de membrana implica necesariamente que se lleva a cabo
alguna forma de clasificacibn durante la ftranscitosis para evitar un

entremezclado de los componentes apicales y basolaterales. El hecho de que
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unas 100 vesiculas atraviesen por minuto una célula MDCK en cada direcclén
da una idea del grado de discriminacion de éste proceso (Simons y Fuller, 1985).
(e) Las ceélulas aisladas de glandula tiroides y mantenidas en suspension, se
agregan y forman foliculos en los cuales las microvellosidades apuntan Hacia el
bafio y las uniones oclusoras ocupan el extremo exterior del espacio intercelular.
En estas ci;cunstancias, la exposicion de la superficie libre de los foliculos al
colageno, provoca la formacion de un Iumen‘en el centro del foliculo, inversion
de la polaridad y migracion de la union estrecha en el plano de la membrana
lateral hasta ocupar el extremo interno del espacio intercelular (Chambard et al.,
1984; Barriere et al., 1986). Las células secretoras de HCO3 del tdbulo colector
cortical del rifion poseen intercambiadores CI/HCO3 en el dominio apical, y
bombas de protones en el basolateral. La polaridad de esos mecahismos de
translocacion ionica puede ser invertida acidificando al animal (Schwartz et al.,
1985). Una explicacion alternativa es que, como consecuencia de esta
acidificacién, una célula con una polaridad dada se apague, mientras que una

célula vecina, con polaridad inversa, se encienda (Brown et al., 1988).
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VIi. DISTRIBUCION DIRECCIONADA "SORTING" DE PROTEINAS
HACIA LA CARA APICAL O BASOLATERAL.

Durante los primeros estadios de sintesis, tanto las proteinas apicales como las
basolaterales se co-distribuyen en el reticulo endoplasmico y son
cotransportadas a traves del complejo de Golgi, es decir, comparten la misma
ruta. Pero a partir del trans-Golgi se lleva a cabo su discriminacion, separacion y
subsecuente migracién vectorial, pues cémo sefalamos, las células epiteliales
tienen una composicién quimica y morfoloégica en cada polo.

Se han encontrado dos mecanismos distintos por los cuales se discrimina a las
proteinas que han de ser distribuidas diferencialmente en una u otra cara. En el
primero, observado en estudios de fraccionamiento célular, ambos tipos de
proteinas son primero transportadas del aparato de Golgi a la membrana
basolateral y, posteriormente, las proteinas destinadas a la cara apical son
endocitadas y re-ubicadas correctamente (Garcia-Villegas y col.,1996). En ef
segundo mecanismo, los diversos tipos de virus se insertan directamente en uno
u otro polo. Rodriguez-Boulan y Sabatini (1978)?encontraron que en las MDCK
el virus de la estomatitis vesicular (VSV} gema basolateraimente, mientrals que el
virus de la influenza (FLU) lo hace apicalmente. Luego Rodriguez-Boulan y
colaboradores (1983) demostraron que ello se debe a que las proteinas que
constituyen la envoitura del virus (dos proteinas HA del FLU y una G del VSV)
son insertadas directamente en dichas regiones. Ambos tipos de proteinas son
cotransportadas a través del reticulo endoplasmico y del complejo de Golgi, pero

al final de éste son segregadas en un compartimento conocido como red tubular
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del trans-Golgi (TGN). En esta regién se lleva a cabo una clasificacion, tras la
cual las proteinas son incorporadas a vesiculas de transporte gue migran
posteriormente hacia la cara correspondiente. Estas observaciones, hechas con
proteinas exégenas, se han extendido a proteinas enddgenas de las -células
MDCK, tales como las subunidad a de la Na-K-ATPasa, que es insertada

directamente en la cara bisolateral (Contreras et al., 1989).

VIIl. SENALES DE IDENTIDAD ("TAGS") EN LAS PROTEINAS DE
MEMBRANA APICALES Y BASOLATERALES.

El estudio de la clasificacion de proteinas que han de ser enviadas a uno u otro
polo de la membrana se complementa con el analisis de sus moléculas, para
encontrar alguna peculiaridad en su composicidon o estructura que determina
dicha discriminacion. Asi se ha encontrado que poseen una "tarjeta de
identidad", que puede ser una sefial intrinseca en su secuencia de aminoacidos
o en los grupos de carbohidratos que se afiaden al peptido durante su sintesis.
Por ejemplo, las hidrolasas son conducidas hacia los lisosomas por poseer
cadenas laterales de manosa, que son reconocidas en el complejo de Golgi por
receptores especificos (Sly, 1982). Sin embargo, los carbohidratos ligados al
péptido por su terminal N no parecen mediar el direccionamiento de proteinas
epiteliales de la membrana plasmatica, ya que la inhibicién de la glucosilacion
por tunicamicina no altera la clasificacion correcta de las proteinas HA del virus

FLU ni de la proteins G del VSV en las celulas MDCK (Green y col., 1981).
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cadenas laterales de manosa, que son reconocidas en el complejo de G‘olgi por
receptores especificos (Sly, 1982). Sin embargo, los carbohidratos ligados at
péptido por su terminal N no parecen mediar el direccionamiento de proteinas
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FLU ni de la proteins G del VSV en las células MDCK {Green y col., 1981),
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Otros tipo de estudio, utilizan "quimeras", que son proteinas artificiales formadas
mediante la union de dos péptidos distintos que alcanzan polaridad opuesta, y
con proteinas a las que se les ha quitado segmentos de su secuencia de
aminoacidos y que después se han expresado en células epiteliaies para
observar su incorporacion polarizada. Estos estudios han sugerido que la sefial

de identidad reside en el ectodominio de la proteina {(Roth et al., 1987).

v
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IX. OBJETIVOS.

Objetivo general. El propésito de este trabajo es contribuir al conocimiento de
sefiales de direccionamiento de canales i6nicos en células polarizadaé, tanto
epiteliales como neuronales. El trabajo que aqui se desarrolld es parte de un
proyecto qué busca conocer sefiales de direccionamiento (targeting) de canales
idnicos y consistié en transfectar células po'larizadas en cultivo (epiteliales y
neuronales) con una variedad de plasmidos que contienen canales i6nicos v,
utilizando métodos inmunohistoquimicos para saber si los productos se insertan
en la membrana vy silo hacen polarizadamente.

Especificamente, se utilizé como modelo epitelial a las células MDCK, una linea
celular con propiedades epiteliales, mientras que como modelo neuronal se
utilizaron neuronas de hipocampo de rata en cultivo primario. Los canales
ionicos que se transfectaron son : GIRK, un canal de potasio con rectificacién
entrante, RCK1 un canal de potasio de rata que produce rectificacion tardia,
Kv3.1b, un canal de potasio de rata de la familia Shaw y Kv3.2 un canal de
potasio de rata de la familia Shaw, que produce por splicing alternativo tres

productos, que difieren en su region C-terminal.
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a) Objetivos particulares.

t1.- Optimizar las condiciones para cultivar neuronas piramidales de hipocampo
de rata a baja densidad que produzcan neuronas polarizadas, con
caracteristicas farmologicas similares a las reportadas en la bibiiografia.

2.- Determinar el método de transfeccidbn mas eficiente en neuronas de cultives
primarios.

3.- Amplificar los plasmidos que sé utilizarian en los procedimientos de
transfeccion, en cantidad y pureza suficiente para los diversos ensayos de
inmunohistoquimica.

4.- Determinar la expresion de los distintos productos y compararlos con los de

células epiteliales MDCK.
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X. METODOS

1) Cultivo celular

a) Cultivo de células MDCK

Se mantiehen en cajas Petri de 100 mm? y se incuban en un medio que
contiene DMEM (GIBCO), complementado'con 10% de suero fetal bovino
(GIBCO), 10 000 U/It de penicilina streptomicina. Estas células se incuban a
37°C, en una atmosfera saturada de vapor con 5% de CO; en una incubadora
de camara humeda, estéril (Forma Scientific). Para resembrarlas se les cambia
el medio cada tres dias, pero cuando se requiere hacerlas crecer, se tienen que
someter a un procedimiento en el que inicialmente se lavan las monocapas dos
0 tres veces con solucion salina (PBS sin calcio) y después se incuban con
tripsina-EDTA en un medio libre de calcio. La falta de calcio hace que las
uniones estrechas se desensamblen y la accion de la tripsina las despega
eventualmente del sustrato, las células asi tratadas adoptan una forma esferica
y se despegan, con lo cual se pueden resembrar diluidas en nuevas cajas de
Petri o bien congelarse, la accidon de la tripsina es bloqueada por el suero que

contiene el medio de cultivo (Contreras et al., 1989).

b} Cultivos primarios de Neuronas de Hipocampo a baja densidad. Se
utilizaron dos procedimientos de cultivo, que difieren en la composicion de los

medios utilizados, pero el procedimiento general para la obtenciébn de las
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de suero de caballo. Cuando alcanzan la madurez se utilizan como sustrato
de las neuronas. Las neuronas se siembran sobre cubreobjetos de vidrio
tratados con poli-L-Lisina, y a los cuales se les pone unas gotas de parafina
en las esquinas para mantener una separacion de aproximadamente 1 mm
entre las neuronas y las células gliales. Las neuronas se siembran
inicialmente con un medio que contiene 10% de suero fetal de bovino, pero al
co-cultivarlas con las gliales se retira el suero de caballo.

Cultivo con medio sintético (Medio neurobasal). En el segundo
precedimiento se utilizd el medio sintetico especial para cultivo de éste tipo
de células Neurobasal (GIBCO BRL), adicionado con medio B27 10X
(GIBCO BRL). Las células se siembran sobre cubreobjetos de vidrio de
borosilicato tratados previamente con poli-L-lisina. Durante las primeras tres
horas se mantienen en medio MEM con 10% de suero fetal de bovino, para
favorecer su adhesién al sustrato. Despues el medio es reemplazado por el
Neurobasal complementado con B27 y con 10 mM de glutamina. No se

adicionan antibioticos (Tao y col.,1999).

c) Disefio y manejo de los vectores de transfeccién.

Los cDNA que codifican para los diversos canales idnicos utilizados en

este trabajo (RCK1, GIRK1 se obtuvieron a partir del plasmido de expresién en

bacteria (pBluescript) cortando con la enzima Xhol en el lado 5" y Not 1 en el 3.

Después de purificar la banda correspondiente a partir de un gel de agarosa al
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1%, el segmento se inserté en el sitio de multiclonacion de PCDNA3 (MCS), un
plasmido para expresion en células eucaridticas y que contienen un promotor de

citomegalovirus (CMV) (figura 5).

pcDNA3
5446 bp

Poly A NeoR

Figura 5. Plasmido de expresion para células eucariotas.

Posteriormente, para amplificar este plasmido se utilizo la bacteria
Esclerichia coli, de la cepa DHba. Para producir bacterias competentes
(capacitadas para aceptar plasmidos) se utilizé el procedimiento de cloruro de
calcio, como lo describe en Maniatis (1978): Se colocaron 500ul de bacteria (de
un stock en glicerol) en 100 mi de LB (Broth Base) sin ampicilina en tubos de

ensayo de 13X100mm (Fishser), se dejaron crecer durante 1.5 a 2 hrs (tiempo
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para alcanzar la fase logaritmica, a 37°C en agitacion. Después se centrifugaron
a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C, descartando el sobrenadante, se
resuspendieron en 10 ml de CaCl, 0.05M (ph 7.0 con tris a 25 mM, filtrado)
frio, posteriormente se mantuvieron en hielo los tubos durante 10 rﬁinutos,
enseguida se centrifugaron, resuspendiendo en 5 ml de |a solucién preparada y
centrifugar, ée resuspende nuevamente en 5 mi de la solucion, centrifugar y por
uitimo resuspender en 2 ml de la solucién (1 n:|I ftubo), se mantienen en hielo por
io menos 30 minutos. Las bacterias asi preparadas se pueden usar
inmediatamente o bien se congelan a -70 C.

Ya siendo competentes las bacterias se transformaron de la siguiente
manera: se dejo la bacteria competente en hielo hasta que esta se descongeld
completamente, después se colocan 200ul de bacteria en tubos eppendorf de 2
ml, y 1ul de DNA, del cual se desea amplificar. Se dejan en hielo durante 30
minutos, después se incuban a 42 °C, durante 80 segundos; inmediatamente el
tubo se coloca en hielo durante 1:30 segundos, cerca del mechero se colocan
800 u! de LB ( Broth Base , sin ampicilina ), posteriormente se incuban a 37°C
durante 30 minutos. Después de lo cual se siembran en cajas de Petri que
contienen medio de Luria (LB) con ampicilina como antibiotico 100ul/1ml de
seleccidn y se incuban a 37°C, se dejan toda la noche.

d) Para seleccionar las colonias que incorporaron correctamente el
plasmido se hizo el procedimiento denominado minipreps, para esto se
procedié de la siguiente manera: Las bacterias que incorporan el plasmido,

adquieren resistencia a la ampicilina y forman cclonias después de la incubacion
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a 37 °C. Estas colonias se selegcionan posteriormente con palillos de madera, y
sembrandolas en tubos de ensayo que contienen 3 ml de medioc de Luria con
Ampicilina. Después de dejarlas crecer 8 horas en agitacion y a 37 °C, de cada
tubo de ensaye (i.e), de cada colonia se toman 2 ml y se colocan en. tubos
eppendorf de 2 ml que se centrifugan a 7600 rpm durante un minuto; el
sobrenadanté se desecha, y la pastilla se resuspende en 200ul de solucion |,
se agrega 400ul de solucién I, se mezcla ménualmente e inmediatamente se
incuban en hielo durante 5 minutos, posteriormente se adicionan 300ul de
solucién Wl ( ver cuadro 1), mezclando manualmente, se centrifuga 15 minutos a
1400 rpm a temperatura ambiente ( el tiempo varia dependiendo dei precipitado),
enseguida se recupera el sobrenadante en otros tubos poniéndoles 540 pl de
isopropanol, se incuban durante 15 minutos a temperatura ambiente, centrifugar
durante 20 minutos a 14000 rpm ( hasta que los restos de la bacteria se
precipiten), con mucho cuidado se pipetea el isopropanol del lado contrario de
donde se encuentra el DNA, se lavan con etanol al 70 % dos veces
desechandolo en cada una de ellas, se dejan secar los tubos eppendorf duraﬁte
2 h minimo y posteriormente, el peliet se resuspende en 500 pl de TBE. -
( ver apendice ).

Para verificar la calidad del DNA obtenido por este procedimiento, se
realiza una restriccion enzimatica, en la que 1 pl de cada muestra de miniprep se
incuba con una enzima de restriciion general como ECORI o Hindlll y se

compara con el DNA del plasmido original, para ello se corre una muestra del
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DNA cortado en un gel de agarosa, en buffer de TBE con bromuro de etidio,

como lo desribe Maniatis (1978).

2). Preparacion de DNA de calidad para Transfeccion.

-

Una vez seleccionada la colonia de bactetias que incorpord
correctamente el plasmido, se deja crecer c'en grandes cantidades para poder
obtener suficiente DNA para los procedimientos de transfeccion que se usaran
seguidamente. A partir de la fraccion sobrante de bacteria se usé una alicuota
de 100 pl que se agreg6 a un matraz Erlenmeyer que contiene 1 litro de medio

LB con ampicilina y se incub6 a 37 °C en agitacion toda la noche. Para aislar y

purificar el plasmido se utilizaron columnas de adsorcidn (Qiagen).

33



2.1) TRANSFECCION DE CELULAS.

Se utilizaron dos meétodos de transfeccion: 1) Por precipitacion de calcio y

2) Con Lipofectamina Plus (GIBCO BRL). Los procedimientos se describen a

continuacion (Kohrmaan y col.,1999)

a) Transfeccion con Precipitaciéon de Calcio.

1.

Para las MDCK, el dia anterior a ia transfeccion las células se tripsinizan y
se cuentan para sembrarlas de manera que estén al 50-80% de confluencia
al dia siguiente. A las neuronas no se hace ninguna modificacién. Se utilizan
3 microgramos de DNA por caja de 35 mm. El DNA se diluye en 250 ml de
soluciéon 300 mM de CaCl, esteril. Y se agrega gota a gota a otro tubo
eppendorf que contiene 250 ml de medio HBS 2x (100 mM de HEPES, 5 mM
H,PO, ). La mezcla forma un precipitado muy fino al cabo de 5 minutos de
incubacion a temperatura ambiente, y despues de agitar, se agrega a las
células. Se mantienen en incubacion con este medio por 30 minutos a 6
horas. Posteriormente se retira el medio de transfeccion y se agrega un
medio que contiene glicerol al 5% durante 40 segundos, se lava y se incuban
las células en su medio normal por 24 a 48 horas, para permitir la expresion

de los DNA transfectados.
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b) Transfeccién con Lipofectamina Plus. Se hizo siguiendo las instrucciones
del fabricante, con modificaciones para optimizar la eficiencia de transfeccion

especificamente para células MDCK, como se describe a continuacion:

2. El dia anterior a la transfeccion las células sé tripsinizan y se cuentan para
sembrarlas de manera que esten al 50-80% de confluencia al dia siguiente.

3. El DNA se diluye en DMEM (GIBCO BIR;L) y posteriormente se agrega el
reactivo PLUS

4. El reactivo de lipofectamina se diluye en DMEM en un segundo tubo y se
incuba por 15 min

5. Se combinan el DNA y la lipofectamina y se incuban por 15 min a
temperatura ambiente

6. Se aspira el medio de las células y se reemplaza con DMEM

7. Se adiciona el complejo de DNA y lipofectamina a las células y se incuban a
37 °C y 5% de CO, por 3 horas

8. Se lava el medio de transfeccion y se reemplaza por medio normal (DMEM
que contiene 10% de Suero Fetal Bovino y 10 000 unidades por litro de

Penicilina-Streptomicina ), y se incuba por 24-48 horas

3). INMUNOCITOQUIMICA.

Después de la incubacion, las células se fijan con paraformaldehido al
4% en PBS durante 20 min a temperatura ambiente. Se permeabilizan con una

solucion 0.01% de triton x-100 en PBS por 30 minutos . Se incuban en solucion
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de bloqueo (10% suero fetal bovino, albumina bovina de suero 2%, durante una
hora a 372C. En seguida se incuban con un anticuerpo primario o-GIRK1
(ALOMONE Laboratories, Israel) diluido 1:100 en medio de bloqueo sin biotina
por 2 horas a 37°C. Se enjuagan 3x 15 minutos en PBS después se incuban con
un anticuerpo secundario conjugado con biotina (IgG « conejo , ZYMED) en
medio de bI;)queo por 1 hora a 37°C, se enjuagan 3x por 15 minutos en PBS,
se incuban con Streptavidina-fluoresceina (A]\AERSHAM) 1:200 en PBS por 1
hora a 37°C. Las muestras se enjuagan en agua desionizada, los cubreobjetos
se montan en portaobjetos con Gelvatol (Sigma) que contiene DABCO (Sigma)

como agente anti-decaimiento.

4). MICROSCOPIA CONFOCAL.

Para la obtencidn de imagenes por microscopia Confocal se usd un
microscépio NIKON diaphot. Para adquirir imagenes de fluorescencia, se ocup6
un filtro de 480 nm y otro de 560 nm; para imagenes de ioduro de propidio vy
rodamina. Las imégenes se capturan en una computadora utilizando el
programa COMOS de BIORAD. Posteriormente se filtran y se procesan con el
programa Voxelview, en una computadora Indigo de silicon Graphics. Las

imagenes se almacenaron en discos opticos reescribibles de 1GB.

36



Xl. RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto las céluas MDCK cémo las neuronas fuéron cultivadas con las
condiciones descritas en metodologia. Para determinar las condiciones léptimas
de transfeccion utilizamos inicialmente al vector reportero pGREEN, que induce
la expresion de una proteina verde fluorescente, que se difunde a lo largo del

-

citoplasma vy por lo tanto revela la forma de la célula transfectada. Variamos
condiciones como la concentracion del plésn’;ido, el tiempo de incubacion con el
medio de transfecccion, la edad del cultivo, la densidad celular y el tiempo de
fijacion después de la transfeccion, observando el porcentaje de neuronas
transfectadas en cada caso.

En las MDCK las mejores eficiencias de transfeccion se lograron
sembrando las céluias al 60% de confluencia 24 horas sobre cubreobjetos de
vidrio y en camaras de 24 pozos. Siguiendo el procedimiento de transfeccion por
lipofectamina que se describe en metodologia, se obtuvieron eficiencias de 20 a
30%, utilizando 1.5 migrogramos por pozo de plasmido, e incubando las células
por dos horas con el piasmido antes de cambiar a medio completo. El tiempo de
incubacién despues de la transfeccion fué de 24 y 48 horas, sin embargo no se
observaron diferiencias en la intensidad de la expresion, por lo que se tomo
como estandar para las cotransfecciones con los plasmidos que contienen
canales iénicos 24 horas.

En las neuronas la eficiencia de transfeccion, asi como el porcentaje de
supevivencia depende criticamente del tiempo en incubaciéon en el medio de

transfeccion porque, si bien a medida que se incrementa este tiempo, también
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se incrementa el namero de neuronas transfectadas, la ausencia de
suplementos y la presencia misma de los liposomas deteriora rapidamente las
neuronas. El menor tiempo en el que se ve transfeccion es desde 30 minutos,
sin embargo, a este tiempo la eficiencia es tan baja como el 0.005%, a ias dos
horas la eficiencia es de 0.05% y a las tres de 1 a 2%. Posteriormente la
densidad y viabilidad de las neuronas decrece sensiblemente y ias neuronas que
expresan pGREEN aparecen degradadas,' solo observandose rastros de
procesos discontinuos. Asi, el tiempo éptimo que encontramos fué de 2.5 horas.
En vista de que nuestro objetivo es determinar la distribucién de proteinas
transfectadas, la densidad de cultivo ideal fué aquella en la que las neuronas
estuviéron tan aisladas que se podian distinguir todos sus procesos. Sin
embargo, la supervivencia de las neuronas y su morfologia se afectan
gravemente por debajo de 250 celulas/mm?. Esto, aunado a que la eficiencia de
transfeccion mas alta es de apenas de 1% hace muy dificil, si no imposible,
lograr tfansfectar neuronas aisladas. Por esta razon, para estudiar la
distribucién de canales transfectados hicimos cotransfecciones, mezclando el
plasmido pGREEN con el plasmido que contiene al canal i6nico. De este modo,
alguna de las neuronas incorporaron simultaneamente ambos plasmidos y la
expresion de la proteina verde fluorescente (PVF) revela la morfologia de la
neurona, mientras gue el empleo de rodamina en la inmunocitoquimica reveia ia
expresion del canal. Encontramos una eficiencia maxima de transfeccion al usar
1.2 nug de plasmido para un pozo de una camara multiwell de 24 (12 cm?

aproximadamente) y una densidad celular de 4000 células/mm® Para las
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cotransfecciones utilizamos 1.2 ug de cada plasmido por cubreobjetos. En
cuanto al tiempo de expresion después de la transfeccion, a tiempos tan cortos
como dos horas ya se observa expresion de PVF en algunas neuronas, en el
lapso entre 24 y 48 horas hay una maxima proporcién de neuronas teﬁidas, ya
tiempos posteriores empieza a ser notable la degradacién que sufren algunas
neuronas qhe estan expresando PVF. Por esta razén seleccionamos el tiempo
de 24 horas para determinar Ila expreéién de los canales idnicos en
experimentos de cotransfeccion. Finalmente, si bién los protocolos de cultivo
indican 18 dias como el tiempo 6ptimo de gestacion para obtener condiciones
adecuadas de cultivo de neuronas, en nuestra experiencia encontramos que
desde los 16 dias y hasta recién nacidos, producen cultivos con caracteristicas
similares, y la eficiencia de transfeccion no parecid depender criticémente del
tiempo de gestacion, enel rango de 18 dias a recién nacidas.

a) Expresion de canales de potasio dependientes de voltaje. Utilizando las
condiciones experimentales que optimizaron la eficiencia de transfeccion
hicimos cotransfecciones con los diversos canales ibnicos:

RCK1 es un canal de potasio dependiente de voltaje que produce corrientes de
activacion tardia y se expresa en cerebro de rata (Beckv y Pongs, 1990), el
nlasmido que contiene RCK1 fué donado por el Dr. Olaf Pongs y la secuencia
confirmada por analisis de restriccidn. Para reconocer la expresion de la proteina
se utilizé un anticuerpo policlonal desarrollado por el Dr. William Thornhill de
Mount Sinai Medical Centér, NY. La especificidad del anticuerpo fué probada en

inmunocitoquimica y western blotting de células HEK293 transfectadas con el
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plasmido pcDNA3-RCK1 (datos no mostrados). Las neuronas transfectadas con
RCK1 expresan esta proteina predominantemente en el dominio de membrana
del soma. La Figura 1. Muestra una imagen representativa. La tincién roja
alrededor del soma indica una expresion membranal. De l|as neuronas
transfectadas, aproximadamente un 20% expresaron ambas proteinas y de
estas un 60% mostraron el patrén somatico, el resto presentaban tincion
intracelular. Las células MDCK transfectadas con éste canal expresan su
proteina preferentemente en la membrana, en la porcién basolateral, como se
muestra en la Figura 1. Estos resultados de RCK1 sugieren que en la porcién del
marco abierto de lectura de RCK1 existe una sefal que envia la proteina hacia la
membrana del soma en neuronas y a la cara basolateral en MDCK.

Kv3.1b es una variante de splicing de 0n gene que codifica para canales de
potasio tipo Shaw (Luneau y col., 1981) y produce corrientes sostenidas. Se
encuentra exclusivamente distribuido en el cerebro, predominantemente en el
cerebelo y en el coliculo inferior (Vega-Saenz de Miera y col., 1994). Si bién se
ha descrito que las neuronas de hipocampo expresan endogenamente Kv3.1b,
nosotros no detectamos expresion endégena de Kv3.1b en las neuronas
cultivadas. Al transfectar Kv3.1b obtuvimos eficiencia similar a la descrita
anteriormente para RCK1, sin embargo, la proteina no se expresé en la
membrana, sino que permanecié confinada al citoplasma en el soma, cémo se
puede apreciar en la Figura 1. La tincion amarilla que se ovserva es por la
sobreposicion del color verde que corresponde a la proteina verde (PVF) con el

rojo de la rodamina. El mismo resultado se obtuvo de un total de 34 neuronas
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transfectadas, incluso a las 48 horas después de la transfeccién. Sin embargo,
descartamos la posibilidad de que se deba a defecto en la construccion del
plasmido, pues al transfectar células HEK293 con la misma construccion si
obtenemos expresion membranal (datos no mostrados). En las -MDCK
aproximadamente 40% de las células cotransfectadas mostraron expresion
intracelular similar a la descrita para las neuronas, sin embargo un némero
menor de céulas, un 5% de ellas mostraron expresion membranal como se
muestra en la Figura 1.

Kv3.2b es otro tipo canal tipo Shaw que se expresa en el cerebro de rata,
predominantemente en el talamo, produciendo corrientes sostenidas cuando
mRNA es injectado en ovocitos de rana (Vega Senz de Miera et al, 1994). Kv3.2
produce cuatro variantes por splicing alternativo (Kv3.2a, b,c y d). Cuando estas
variantes fueron transfectadas en células epiteliales en cultivo (MDCK) se
expresaron diferenciaimente en la membrana Figura 1 Kv3.2b se expreso
basolateralmente, mientras que el resto lo hicieron apicalmente (Ponce y col.,
1995). Hasta ahora solo hemos transfectado las neuronas de hipocampo en
cultivo con Kv3.2b, sin embargo la expresion observada parece ser intracelular
como se puede observar en la Figura 1.

El dltimo tipo de canal de potasio dependiente del voltaje que transfectamos es
Kv3.4, otro miembro de la familia tipo Shaw de rata, que se expresa menos
abundantemente que los otros Kv3 en cerebro de rata, y produce corrientes

inactivantes, cuando se expresa en ovocitos de rana. Kv3.4 se expresa solo
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intracelularmente como se muestra en la Figura 2. Similarmente, en las células
MDCK. Kv3.4 se expresa solo en dominios intracelulares Figura 2.

b) Expresion de canales de potasio rectificadores entrantes dependientes
de proteina G GIRK.

GIRK1 se expresa endogenamente en el cerebro, predominantemente en el
bulbo olfatorio y en el hipocampo, neocorteza, talamo y corteza cerebelar y en
las distintas regiones del cerebro GIRK1 se expresa en distintas subregiones de
las neuronas (Ponce y col, 1896). En las neuronas cultivadas no detectamos sin
embargo expresion endoégena de manera similar a los otros canales, un 20% de
las neuronas transfectadas incorporaron simultaneamente el plasmido de
PGREEN vy el plasmido de GIRK1. Sin embargo, en estas condiciones la
expresion de GIRK1 fué intracelular. En algunas neuronas la proteina sin
embargo, no solo se confina al soma sino que se distribuye hacia el axén como
se muestra en la Figura 2, aunque no hay evidencia clara de que se exprese en
la superficie membranal. En algunas células MDCK se pudo observar que
GIRK1 se expresa en el dominio basolateral de la membrana como se aprecia
en la Figura 2.

GIRK2 también se expresa predominantemente en el cerebro, sobre todo en
septum, capa granular del cerebelo, amigdala y substancia nigra pars compacta
(Murer y col., 1997). Las neuronas transfectadas con GIRK2 también mostraron
una expresion intracelular confinada en el soma, como se muestra en la Figura
2. En las células MDCK GIRK2 no se observo en la membrana plasmatica, y se

quedd confinado a compartimientos intracelulares (Figura 2).
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Kv3.2b Kv3.2b

Figura 1. En la tolumna izquierda se muestra una sene de neuronas transtectadas con los canales que
aparecen en la parte infenor de cada imagen. En la columna derecha transfecciones con los mismos
canales en células MDCE
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Kys.d ' Ky3.d

Kv3.4 Kv3.4

GIRK?Z GIRKZ

Figura 2 Enlacolumnaizquierda se muestra una sene de neuronas transfectadac con los canales que aparecen
en la parte infenor de cada magen. En ja columna derecha wransfectiones con los musmos canales en células

MDCE.
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Xll. CONCLUSION.

Un aspecto importante de la fisiologia celular y molecular es entender las sefiales
y mecanismos involucrados en el envio localizado de componentes de membrana,
como canales idnicos, a dominios especificos en donde estos realizan su funcion.
Esto es particularmente interesante en las neuronas, donde los canales i6nicos
son cruciales para las propiedades de excitabilidad. Para saber si los canales
ionicos tienen sefales de direcionamiento dentro de la secuencia de cDNA,
transfectamos neuronas de hipocampo en cultivo primaric y células epiteliales
MDCK con diferentes canales idnicos. Sin embargo, a excepcion de RCK1, un
canal de potasio de rectificacion tardia, los demas tipos de canales se expresaron
intracelularmente, probablemente porque carecen de wuna sefal de
direccionamiento o porque el mecanismo neuronal o epitelial no es capaz de
interpretar la sefal de identidad, que podria ser valida para otro tipo de células.
También es posible que el tiempo necesario para que los canales alcancen su
ubicacién final sea mas de 24 horas, que fué el lapso en que filamos las células
para estudio inmunocitoquimico. En el futuro planeamos hacer constlruciones
guimericas, incorporando la secuencia de la proteina verde (PVF) en la regién
amino-terminal de los canales, a fin de observar en tiempo real e in vivo la

expresion de las subunidades de canales iénicos y su distribucion,
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