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1. Introduccion

1.1. Canales idnicos

Los canales i6nicos son proteinas de membrana que permiten el paso de i6nes a
través de la membrana plasmatica de forma selectiva y a favor del gradiente
electroquimico. También son los responsables, entre otras funciones, del mantenimiento
del potencial de membrana, de la contraccion muscular, de la proliferacién celular,
permiten la regulacion del volumen celular, participan en diversas vias de sefalizacion y
son los encargados de la generacion y propagacién del impulso nervioso.

En la actualidad se conoce una gran cantidad de informacion acerca de los canales
ibnicos, gracias a los numerosos trabajos realizados en el siglo XX. Sin embargo, se
pueden mencionar de manera general algunas investigaciones que han revolucionado el
conocimiento en este campo:

El primer autor en realizar trabajos en el campo de la biofisica de las membranas
biologicas fue: Julius Bernstein al proponer que las células estaban rodeadas de una
membrana aislante con una pequefia permeabilidad al potasio (Bernstein, 1912). Mas
tarde en el campo de la electrofisiologia Alan Hodgkin y Andrew Huxley demostraron la
participacién del sodio en la exitabilidad celular (Hodgkin y Huxley, 1939).

Por otro lado, en el campo de la biologia molecular de estas proteinas, la clonacion
y caracterizacion molecular de los canales i6nicos, ayuddé a identificar, clasificar y

comprender su funcionamiento (Papazian et al., 1987).

1.1.1. Canales de K* dependientes de voltaje

Los canales ibnicos tienen fundamentalmente dos componentes que los
caracterizan: la permeabilidad y el mecanismo de apertura y cierre (Armstrong y Hille,
1998). Segun estos dos componentes, los canales de potasio dependientes de voltaje (Ky)

son aquellos que controlan el flujo de iones potasio a través de la membrana, y su



mecanismo de accion se basa en la sensibilidad a la diferencia de potencial a ambos
lados de ésta.

En células excitables como las neuronas, estos canales determinan el potencial de
reposo, la duracién del potencial de accion, modulan la liberacion de neurotransmisores y
regulan la frecuencia de disparo (Trimmer, 1993). En el potencial de accién cardiaco
distintos tipos de canales de potasio participan en cada una de las fases. Por lo tanto, los
canales Ky generan la corriente transitoria de salida y la corriente rectificadora retardada
de activacion lenta que completa la repolarizacion del potencial de accion (Deal et al.,
1996).

En células no excitables las funciones de estos canales todavia no son bien
conocidas, ademas del mantenimiento del potencial de membrana, se ha demostrado la
participaciéon de estos canales en distintas vias de sefalizacion implicadas en procesos de
control del volumen celular, proliferacion, activacién y apoptosis, por lo que su estudio ha
sido de gran importancia (Deutsch y Chen, 1993; Wonderlin y Strobl, 1996; Cahalan y

Chandy, 1997; Szabo et al., 2004).

1.1.1.1. Clasificacion y estructura

Los canales de potasio se encuentran de manera general en todas las células.
Pertenecen a la familia estructural que posee seis segmentos transmembranales y se
pueden subdividir en seis familias de genes conservados (Figura 1). Estas familias las
forman; los canales Ky, KCNQ, eag y tres clases de canales de K* dependientes de Ca**

(BK, MK'y SK).
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Figura 1. Linajes de canales de K'. Esquema de clasificacién de los diferentes genes de canales de K* con seis
segmentos transmembranales.

El grupo de los canales de K" estan compuestos principalmente por canales de
potasio dependientes de voltaje de la familia Ky. Estos canales estan formados por cuatro
subunidades a, cada una de las cuales contienen seis segmentos transmembranales (S1-
S6) en forma de hélices, quedando los extremos amino y carboxilo intracelulares. La
region conservada que conforma el poro y el filtro de selectividad esta delimitada por los
segmentos S5 y S6 unidos por un asa, denominada H5 que entra y sale de la membrana
(Figura 2). El segmento transmembranal S4 esta cargado positivamente. Esta estructura
es sensible a cambios en el campo eléctrico, y su movimiento ante cambios de potencial

en la membrana, es la base de la sensibilidad al voltaje de estos canales (Figura 2).
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Figura 2. Subunidad a de los canales Ky . La subinidad a esta formada por seis segmentos transmembranales. Entre el

segmento S5 y S6 se encuentra el asa H5 que da selectividad al poro. El segmento S4 esta cargado positivamente y es
el sensor de voltaje.

1.1.1.2. Biologia molecular y diversidad

El primer canal de potasio se clond, a partir del mutante Shaker de la mosca del
vinagre, Drosophila melanogaster (Papazian et al., 1987). A partir de entonces comenzé
la identificacién de lo que es la familia de canales ibénicos mas diversa, los canales Ky.
Inicialmente se clonaron cuatro genes de Ky en Drosophila: Shaker, Shab, Shal'y Shaw.
Dichos genes a su vez presentaban distintas isoformas por procesamiento diferencial de
su RNAm. Los primeros canales que se clonaron en mamiferos se relacionaron con estas
isoformas, de ahi que la subfamilia Ky1 se siga llamando Shaker y menos frecuentemente
la Ky2 Shab, K\3 Shaly Ky4 Shaw (Figura 3). En humanos, la mayoria de las isoformas

descritas estan codificadas por genes diferentes permitiendo una expresion diferencial en



los diferentes tipos celulares. Actualmente en humanos se conocen 11 subfamilias de
canales Ky con 38 miembros en total.

La diferente nomenclatura que se adopt6 por distintos laboratorios para nombrar a
los diferentes clones conforme se iban identificando produjo gran confusién. Debido a esto
se propuso una nomenclatura sistematica que actualmente es muy recurrida (Chandy et
al., 1991; Chandy y Gutman, 1993; Gutman et al., 2003). Este sistema nombra a los
canales segun la estructura: Kvx.y Donde la “K” se refiere a canal de potasio, la “v” a su
dependencia del voltaje, “x” es el numero que haria referencia a la familia génica, e “y”
numera los canales de cada subfamilia en el orden conforme se han clonado.

Ademas de la gran cantidad de canales Ky existentes, esta diversidad se ve
incrementada en el proceso de tetramerizacion. Como ya se ha comentado estos canales
los conforman 4 subunidades a (Figura 4), sin embargo los complejos que generan
pueden ser homo o heterotetraméricos (Christie et al., 1990; lIsacoff et al., 1990;

Ruppersberg et al., 1990).



Keloiz =0 Caz cad
K b
L )
jﬂi L . TRPFP
Fog
P TRPWL
R
a: TPe ™ V"
n |
LE] - —

e g h TRP
Ked TRPM
e
L L2
A e K2
J- h! — (.08 substitutions/site
Kes Kir
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Figura 4. Los canales de potasio Ky estan formados por cuatro subunidades a. Los canales de potasio Ky pueden ser homo
o heterotetrameros. Cada circulo representa una subunidad a, los canales formados de subunidades iguales se llaman
homotetrameros, mientras los que estan conformados por subunidades de diferentes canales se les denomina

heterotetrameros. Ambas combinaciones son funcinales in vivo.



1.1.2. Canales de potasio dependientes de calcio (Kc.)
Es un grupo de canales de K" estructuralmente diverso y la propiedad en comun

que tienen es la activacién por un incremento de Ca®* intracelular. Se encuentran en casi
todas las células nerviosas en donde juegan un papel importante controlando el potencial

de accién y regulando la excitabilidad celular.

1.1.2.1. Clasificacion y estructura

Los canales de potasio dependientes de calcio se pueden clasificar en tres tipos;
BK, MK y SK, los cuales pueden ser distinguidos electrofisiolégicamente por sus
diferentes conductancias al K, ademas de tener distinto voltaje, sensibilidad
farmacoldgica y diferentes roles funcionales. El canal Maxi-K (o BK) es llamado asi por su
gran conductancia: 100-250 pS en soluciones simétricos de 100 mM de K'. Este es
activado por la despolarizacion y las concentraciones micromolares de Ca®*. Los canales
de pequena conductancia SK (5-20 pS) y mediana conductancia MK (20-80pS) no son
sensibles al voltaje, sin embargo son activados por concentraciones submicromolares de
Ca*.
La estructura general de los canales SK e MK es similar a la de los canales de K*
dependientes de voltaje de la familia Shaker anteriormente descrita, contiene seis
segmentos transmembranales (S1-S6) y la regién que forma el poro y el filtro de

selectividad esta delimitada por los segmentos S5 y S6 unidos por el asa H5.

1.1.2.2. Biologia molecular y diversidad

El canal de K* dependendiente de Ca®* de alta conductancia (BK, Maxi-K 0 Kga1.1)
fue el primer canal de K* dependiente de Ca*" identificado. Posteriormente, los tres
miembros de conductancia pequefia (SK) de la familia de canales de K* dependientes de

Ca®: SK1 (Kca2.1), SK2 (Kca2.2) y SK3 (Kca2.3) fueron clonados en el afio de 1996 por



Adelman y colaboradores, poco después fue clonado el canal de conductancia media
(MK, SK4 o K¢,3.1). En la actualidad se han identificado los variantes de procesamiento
alternativo para los tres genes de los canales SK. Por ejemplo, en cerebro de ratén se
identificaron 16 polipeptidos distintos producidos por procesamiento alternativo de SK1 y
dos subunidades a en SK2 con el N-terminal de diferente longitud. Para SK3 se
describieron tres variantes de procesamiento alternativo, dos de los cuales pueden ser

hallados en cerebro de humano.

1.1.2.3. Canal de potasio dependiente de calcio Maxi-K

Este canal de alta conductancia ha sido identificado en numerosos tejidos y se ha
asociado con procesos fisioldgicos como; la repolarizacién de potenciales de accion en
neuronas, la regulacién de secrecién de fluidos en células exdcrinas y en el
mantenimiento del tono del musculo liso (Latorre et al., 2000). El canal de K™ (Maxi-K) esta
ubicuamente distribuido entre tejidos, excepto en miocitos cardiacos. Su actividad es
disparada por la despolarizacién y potencializada por un incremento de Ca** en el citosol,
haciendo un enlace entre el metabolismo y el estado eléctrico de las células. Por otra
parte su funcidon en procesos celulares, ha sido determinada en muchos casos usando
toxinas que actuan como bloqueadores especificos del canal como iberiotoxina (Jan et
al., 1997).

El canal Maxi-K fue clonado por primera vez en Drosophila; la secuencia demostro
que pertenecen a la superfamilia de canales Ky (Jan et al, 1997; Kaczorowski et al.,
1996). La purificacién bioquimica del canal Maxi-K en musculo esquelético demostré que
son proteinas complejas formadas por dos subunidades diferentes; la subunidad
formadora del poro (subunidad a) y una subunidad reguladora (subunidad ) (Jan et al.,

1997).



El componente molecular minimo necesario y suficiente para la actividad de los
canal es la subunidad a formadora del poro. Los canales funcionales son formados por
tetrameros de estas proteinas (subunidades a). La presencia de un cuarto segmento
transmembranal cargado positivamente hace que el canal Maxi-K sea miembros de la
superfamilia S4. Muchos miembros de esta superfamilia tienen seis segmentos
transmembranales (S1-S6), pero el canal Maxi-K tienen un séptimo segmento
transmembranal en el NH, terminal llamado SO. Asi el NH, terminal de la proteina se
encuentra en la parte extracelular de la membrana (Figura 5). El dominio intracelular
COOH terminal, comprende dos tercios de la proteina. El dominio del poro del canal es el
asa localizada en la region entre el segmento S5 y S6. El segmento S4 es el sensor de
voltaje y es quien actua como gatillo para disparar la actividad de los canales K¢, como en

todos los canales Ky (Latorre et al., 2000).

Subunidad B Subunidad a

Exterior

Interior

Figura 5. Esquema de la estructura de la subunidad a y B del canal Maxi-K. El canal funcional esta formado por 4
subunidades a y probablemente 4 subunidades .



1.1.3. Canales de Ca** dependientes de voltaje Cay

La via mas importante para la entrada de Ca®* en las células excitables son los
canales de Ca®* dependientes de voltaje (Cay). Al abrirse, permiten el flujo selectivo de
iones Ca* al interior celular a través del poro del canal, iniciando una variedad de
procesos intracelulares como son: la contraccibon muscular, la secrecién de
neurotransmisores, la expresion génica, la modulacion de la excitabilidad de la membrana

y el crecimiento de neuritas, entre otras.

1.1.3.1. Clasificacion y estructura

Se han descrito seis tipos funcionales de canales de Ca** (Zhang et al., 1993),
denominados T, L, N, P, Q y R. Estos canales se pueden clasificar de acuerdo a sus
propiedades biofisicas y farmacoldgicas. Sin embargo, la clasificaciéon mas utilizada se
basa en el rango de voltaje necesario para su activacion, clasificandolos en dos
categorias: canales de Ca?* de bajo (LVA) y de alto umbral (HVA).

Los canales de calcio son proteinas oligoméricas, constituidos por una subunidad
principal a;, que sirve como poro y sensor del cambio de potencial (Catterrall, 1991) y
diversas subunidades reguladoras o auxiliares tales como la subunidad 3, la subunidad &
con una region transmembranal que se asocia a la subunidad a, en el dominio
extracelular y dependiendo del tejido, una quinta subunidad, la subunidad y del musculo
esquelético (Birnbaumer et al., 1994). La subunidad a, esta constituida por 4 dominios (I-
IV), los que a su vez estan formados por 6 segmentos transmembranales. El cuarto de
estos segmentos, S4, estd altamente cargado positivamente y se considera que es la
zona que actua como sensor de los cambios de potencial de la membrana (Figura 6). El
asa que une el quinto y sexto segmento, forma también parte del poro del canal

(McCleskey, 1994).
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Figura 6. Esquema de las cinco subunidades de canales de Ca®*. Topologia putativa de las subunidades oy, a2/5, B y v
de los canales de Ca* dependientes de voltaje.

1.1.3.2. Biologia molecular y diversidad

La biologia molecular de los canales de Ca®" tiene su origen en la caracterizacion
bioquimica del receptor de dihidropiridinas (DHP) en el musculo esquelético. Estos
estudios establecieron que el receptor del canal de DHP era un complejo de varias
subunidades compuesto por la subunidad a; (formadora del poro) y pequefas
subunidades accesorias (a2, By y) (Campbell et al., 1988). La clonacién y secuenciacion
de los cDNAs permitié disponer de las sondas para el descubrimiento de la diversidad de

canales de Ca** que hoy se conoce.



1.1.3.3. Canales de Ca?* de la familia Cay1

Los canales Cayl o de tipo L son los mejores estudiados y se encuentran
ampliamente distribuidos en todas las células excitables y en la mayorias de las células
no excitables. Constituyen la principal via de entrada de iones Ca?* en las células de los
musculos cardiaco, esquelético y liso, y, contribuyen de forma significativa a controlar la
secrecidbn de neurotransmisores y los mecanismos de acoplamiento de excitacion,
contraccién en las células neuroendocrinas, en algunas preparaciones neuronales y en

las células musculares.

1.1.4. Farmacologia de los canales idonicos

Los estudios farmacoldgicos han sido esenciales para el conocimiento de la
actividad de los canales i6nicos y para su clasificacion e identificacion. El descubrimiento
de toxinas, como la tetrodotoxina y saxitoxina, y su utilizacién en el campo de la biofisica,
demostré que los canales de sodio y potasio eran entidades moleculares separadas
(Narahashi et al., 1964; Hille, 1968). De hecho, la mayor parte del conocimiento actual de
la arquitectura de los canales ha sido fruto de experimentos farmacolégicos y uno de los
objetivos mas perseguidos en este campo es encontrar compuestos cada vez mas
potentes y selectivos. Por otro lado, siendo las funciones de los canales idnicos tan
diversas y a la vez tan decisivas para el funcionamiento correcto del organismo, no es de
extrafiar que la fuente principal de inhibidores de canales esté en la naturaleza, y en

concreto en las toxinas peptidicas.

1.1.4.1. Bloqueadores de canales de la familia Ky1

En la actualidad se conocen pocos inhibidores especificos que actian sobre un solo
miembro de la familia shaker (Ky1) como la margatoxina (MgTx), una toxina proveniente

del veneno del escorpion Centruroides margaritatus (Garcia-Calvo et al., 1993). La MgTx



bloguea especificamente al canal Ky1.3, pero ademas también bloquea otros miembros
de la familia Shaker como Ky1.1, -1.2 y -1.6 a bajas concentraciones. Otros bloqueadores
de canales de K* como el tetraetilamonio (TEA), un compuesto de amonio cuaternario
usado experimentalmente, es un bloqueador clasico poco especifico de los canales de K™,
sin embargo, es muy recurrido junto con otros dos bloqueadores como: la 4-aminopiridina
(4-AP), a-dendrotoxina (DTx) y la quinidina para medir el requerimiento de la actividad de
los canales de K* en distintas funciones celulares y en diferentes lineas celulares

(Wonderlin y Strobl, 1996).

1.1.4.2. Bloqueadores del canal Maxi-K

El canal Maxi-K también se bloquea por TEA, pero ademas por otro tipo de
bloquadores incluyendo la tubocurarina, caribdotoxina (Chtx), noxiustoxina y el Ba®*. En
estudios recientes se ha demostrado que el canal Maxi-K es bloqueado preferentemente a
2 mM de TEA (Vogalis F et al.,, 2005). Por otra parte la caribdotoxina, es un polipéptido
aislado del veneno del escorpion Lejurus quinquestriatus, muy Util en el estudio de los
canales Kc,. La caribdotoxina bloquea el canal Maxi-K en una gran diversidad de células
(Miller et al., 1985; Storm, 1987). En neuronas del hipocampo de rata prolonga la duracion
del potencial de accién, lo que indica que el canal Maxi-K esta involucrado en la fase de
repolarizacién de éste (Storm, 1987). En la mayoria de los casos actua en el rango

nanomolar, uniéndose a la cara interna del canal.

1.1.4.3. Bloqueadores de canales de la familia Cay1

La farmacologia de este tipo de canales es de gran importancia debido al éxito
alcanzado en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, neurolégicas,
gastrointestinales, etc. (Fisher y Grotta, 1993) con farmacos bloqueantes de los canales

de Ca* de tipo L, (Fleckenstein-Griin et al., 1984). Estos farmacos constituyen un grupo



heterogéneo de compuestos y han sido clasificados atendiendo a su estructura quimica
en 4 grupos: 1,4-dihidropiridinas (DHP) (nifedipina, nitrendipina, nimodipina, etc.),
benzotiazepinas (diltiazem), fenilalquilaminas (verapamil) y piperacinas (flunaricina,
cinaricina, etc.). Se unen especificamente a receptores acoplados alostéricamente a la
subunidad a, del canal. Las DHP por su especificidad y potencia han sido utilizadas como
ligandos para la localizacién, aislamiento y purificacién de los canales de tipo L en
musculo esquelético (Curtis y Catterall, 1984; Tanabe et al., 1987) y para los estudios de

inhibicidén y activacion de estos canales en células cromafines (Cena et al., 1989).

1.2. Canales de K* y de Ca** en el fenémeno de la proliferacion celular

1.2.1. Canales de K* en la proliferacion celular

A pesar de que no se conoce exactamente el mecanismo por el que los canales de
potasio participan en la proliferacién celular, se sabe que estas proteinas son requeridas
durante este proceso. Una de las pruebas de esto es que el bloqueo de estos canales
disminuye la proliferacion celular, tanto en modelos fisiol6gicos, como en aquellos donde
la proliferacion es una manifestacion patolégica (Wonderlin y Strobl, 1996). Los
bloqueadores de canales de K" inhiben la proliferacion en diferentes tipos celulares,
incluyendo células de Schwann (Chiu y Wilson, 1989), neuroblastoma (Rouzaire-Dubois et
al., 1993), adipocitos (Pappone y Ortiz-Miranda, 1993) y melanoma (Nilius y Wohlrab,
1992; Lepple-Wienhues et al., 1993).

En lo que se refiere a la participacidon de estas proteinas durante el proceso, se
apuntan dos posibles funciones. Por un lado se sabe que durante la fase G1 del ciclo
celular se produce una hiperpolarizacién de la célula que permite tanto una correcta
sefalizacién por calcio, necesaria para la proliferaciéon (Nilius et al., 1993), como el
transporte dependiente de sodio de metabolitos necesarios para el paso de G1 a fase S

(Villereal y Cook, 1978). Por otro lado, las células aumentan de volumen durante la fase



G1 del ciclo, y como ya se ha descrito, los canales de potasio participan en la regulacion
del volumen celular (Lang et al., 2000). No sélo resulta complicado esclarecer las
funciones de estas proteinas en la proliferacion, sino que debido a la falta de inhibidores
selectivos de canales de potasio, se han identificado pocos canales que participen

directamente en este proceso, como son los canales Ky1 de la familia Shaker.

1.2.1.1. Canales de las familias Ky1 y K¢, en la proliferacion celular

En la actualidad existen numerosos estudios en donde se han vistos involucrados
los canales de potasio dependientes de voltaje de la familia Ky1 en la proliferacién celular.
Por ejemplo; durante el desarrollo del sistema nervioso central (SNC), la proliferacion
celular de oligodendrocitos progenitores (OP) es determinada por la participacién de
algunos miembros de los canales Ky1 (Vautier F et al, 2004). En este estudio se
transfectaron células OP con las subunidades de los canales Ky1.3, -1.4, -1.5y -1.6 para
sobre expresarlos y ver su participacion en la proliferacion celular de estas células,
ademas se determiné el proceso antiproliferativo mediante la aplicacién de bloqueadores

de canales de K" como MgTx y DTx proponiendo el esquema de la figura 7.
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Figura 7. Esquema que ilustra la probable funcién de algunos de los canales de la familia Ky1 en OP en proliferacién y
diferenciacion celular. A) La sobre expresion de Ky1.3 y -1.4 no tienen efecto sobre las células OP cuando son tratadas
con el factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGP) el cual induce el ciclo celular. B) La sobre expresién de Ky1.6
causa la salida del ciclo celular en la fase GO. Este efecto es completamente antagonizado por DTx. C, D) La sobre
expresion de Ky1.3 y -1.4 hace que las células OP restablezcan el ciclo celular y proliferen similarmente como con PDGF.
La MgTx inhibe el ciclo celular y solo se restablece al sobre expresar Ky1.3. E,F) La sobre expresion de Ky1.4y -1.6 no
afectan este proceso. Sin embargo un incremento pequefo del nimero de células OP de 4 dias (O4) es evidente con la
sobre expresion de Ky1.3. En células diferenciadas de un dia (O1) no ocurre ningun efecto.Tomado de: Vautier F et al.,
2004.

Por otra parte, se ha determinado que el canal Ky1.1 otro miembro de la familia Ky1, esta
presente e involucrado en la proliferaciéon de células epiteliales gastricas (RGM-1) a
inhibir su expresion, por medio de RNA interferentes (RNAI) especificos para Ky1.1 (Ka-
Kei et al., 2006). Por otro lado, algunos investigadores han reportado la expresion de los
canales Ky1.2, -1.4, -1.5y -1.6 en oligodendrocitos (OLGs) y OP, siendo los canales Ky1.5
y -1.6 los que contribuyen en la actividad electrica de estas células. Finalmente en este
estudio se reporta que la inhibicién de la proliferacion de las células OP, se consigue
Unicamente al aplicar bloqueadores de canales de K* (Quinidina, clofilium y 4-AP) a
diferentes concentraciones, y no por la inhibicién especifica de los canales Ky1.5y -1.6

por medio de oligonucleétidos antisentido, sugiriendo que la inhibicion de otros canales Ky



es necesaria para que las células OP transiten por el ciclo celular (Attali et al., 1997). En
otros estudios se ha acumulado gran evidencia acerca de la importancia que tienen los
canales de potasio Ky en la regulacion de la proliferacién celular de tumores, como es el
caso del cancer de ovario (Weng et al, 2007) en donde el bloqueador 4-AP inhibe
significativamente la proliferacion de las células A2780 (linea celular de cancer de ovario
humano). Por otra parte, de manera general se ha visto que los canales de potasio Kca,
participan en la proliferacion celular de algunos tejidos, pero con menor frecuencia que los
canales de potasio Ky1, por lo que los canales de potasio Kq, también podrian estar
regulando la progresion durante la fase G1 del ciclo celular. En fibroblastos tratados
previamente con estimulos mutagénicos, la inhibicion de los canales de potasio Kc, se
logra al aplicar el bloqueador ChTx, y esto provoca la inhibicién de la proliferacion celular
de estas células (Archer et al., 1994). Adicionalmente, en la linea celular de cancer de
ovario de humano (A2780), el bloquador ChTx, no tiene ningun efecto sobre la
proliferacion de estas células, sugiriendo que los canales de potasio Kga no son
importantes en la proliferacion de este tejido (Weng et al., 2007). En otros tipos celulares
como MCF-7 (células de cancer de mama), se ha determinado que los canales de potasio

Kca son criticos en la proliferaciéon de este tejido (Strobl et al., 1995).

1.2.2. Canales de calcio de la familia Cay1 en la proliferacién celular

El calcio es parte integral de un gran nimero de vias reguladoras del control de las
funciones celulares especificas (Whitfield et al, 1995). El calcio liberado de los
almacenamientos internos por el inositol-3-fosfato (InsP3) marca el comienzo de la fase
G1 en el ciclo celular (Lu et al., 2001; Whitfield et al., 1995). Por lo tanto, los niveles de
calcio intracelular son importantes para la proliferacion (Silver, 1999).

Los canales de calcio dependientes de voltaje (Cay) son rutas importantes para la

entrada de calcio a las células en respuesta a la despolarizacién de la membrana,



regulando procesos como la contraccion, secrecion y expresion de genes en muchos tipos
de tejidos celulares (Akaike et al, 1981; McRory et al, 2001).

La expresion de los canales Cay de tipo L ha sido reportada durante varios eventos
biol6gicos, incluyendo la diferenciacion y proliferacion celular (Kuga et al, 1996; Panner et
al., 2005). Kuga y cols., demostraron la dependencia de la expresién de los canales de
calcio Cay de tipo L durante la proliferacién y diferenciacién celular, comprobando su
expresion en todas las fases del ciclo celular. Por lo tanto, los canales de calcio de tipo L
son importantes reguladores del calcio que participa en los eventos intracelulares que

gobiernan el crecimiento y la diferenciacién celular.

1.3. Identificacion molecular de canales de K* expresados en la linea celular MDCK

La identificacion de canales iénicos es el primer paso para determinar cual 6
cuales de ellos podrian estar implicados en cierta funcion celular, en nuestro particular
interés en la proliferacion y diferenciacién celular. Una vez conociendo qué canales
idnicos estan presentes en las células de interés, el siguiente paso es agregar al cultivo
celular diferentes concentraciones de toxinas que bloqueen especificamente la funcién de
un canal 6 de una poblacion de canales ibnicos que previamente fue 6 fueron
identificados, si las células dejan de crecer, significa que algin 6 algunos canales i6nicos
estan implicados en la proliferacion celular. Wonderlin y Strobl en el afio de 1996,
propusieron que todas las células de manera general no deberian proliferar al agregar
bloqueadores de canales de K* como el TEA, ya que este bloquedor despolariza la

membrana celular y suprime la proliferacion.

En un estudio reciente se identifico la expresion de cuatro canales de K* en las
células MDCK. La identificacion fue realizada por medio de RT-PCR. Los canales
identificados fueron Ky1.4, -1.6, -1.7 y Maxi-K como se indica en la figura 8. Se realiz6 RT-

PCR semicuantitativa y se observé que los niveles de RNAm de los canales Ky1.6, -1.7 y



Maxi-K son distintos a diferentes horas de crecimiento a confluencia como se indica en la

figura 9.
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Figura 8. Expresion de RNA mensajeros de cuatro diferentes canales de K* en las células MDCK. A) Alineamiento de los
canales Ky1.4, -1.6 y -1.7 amplificados con los oligonucleétidos KV1F-KV1R. B) Amplificacion especifica por PCR del
RNAm del canal Ky1.6, junto con los fragmentos obtenido por restriccién con la enzima Rsa | (96 y 46 pb) y amplificacién
por PCR del RNAm del canal Ky1.7 y los fragmentos obtenido después de la restriccién con la enzima Dde | (102 y 38
pb). La imagen también muestra la amplificacion por PCR del canal Maxi-K y los fragmentos obtenidos por restriccion con
la enzima Dde | (186 y 64 pb). Tomado de: Garcia-Villegas et al., 2007.
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Figura 9. Expresién de los RNA mesajeros de los canales de K*. Nivel de expresién del RNAm de los canales Ky1.6, -
1.7 y Maxi-K después de confluencia. Tomado de: Garcia-Villegas et al., 2007.

Posteriormente se les agregé a las células MDCK el bloqueador de canales de K*: ChTx a
10 nMy TEA a2y 10 mM por separado. Sin embargo, estos tratamientos no afectaron la
sintesis del canal Maxi-K, ni la diferenciacion celular medida por el desarrollo del fenotipo
epitelial (Garcia-Villegas et al., 2007). Por lo que el estudio demostrd que los canales de
K" Ky1.4, -16, -1.7 y Maxi-K se expresan en las células MDCK, pero no son
indispensables para la diferenciacién ni para la proliferacién celular.

Por lo que las células MDCK no son un buen modelo de estudio para determinar los
mecanismos por los cuales los canales de K* regulan la proliferacion y diferenciacion
celular. Actualmente en el laboratorio contamos con células derivadas del epitelio corneal

de conejo (RCE1), las cuales fueron empleadas para realizar el presente estudio.



1.4. Epitelio corneal

El epitelio corneal como barrera fisica, previene la entrada de agentes nocivos que
infectan este tejido. De igual manera, sirve para proteger el interior del tejido ocular del
ambiente. Estas funciones protectoras del epitelio corneal, le dan la capacidad de sufrir
continuas renovaciones para remplazar los estratos diferenciados que se encuentran en la
parte superficial. El transporte i6nico activo a través del epitelio corneal, contribuye de
manera importante al mantenimiento de los gradientes osméticos (Klyce y Wong, 1977;

Wolosin y Candia, 1987).

1.4.1. Identificacion de canales de K* en el epitelio corneal

En el epitelio corneal se han realizado numerosos estudios para determinar que
canales i6nicos se estan expresando en este tejido. Por ejemplo, en células de epitelio
corneal de conejo y humano se ha reportado la presencia de canales de potasio Ky en la
membrana apical de los estratos superficiales, y una gran conductancia a K* (160 pS) en
el estrato celular basal (Rae, 1985; Rae et al., 1990, Rae et al.,, 1992).Wang et al., en el
2004 demostraron que el canal Ky3.4 es altamente expresado en la membrana celular, al
usar un anticuerpo anti-Ky3.4 en células epiteliales de cornea de rata. Ademas, lograron
inhibir las corrientes de K* de estas células en presencia de 4-AP 6 bien de a-DTx. Por
otro lado, se ha detectado la expresién del RNAm del canal Ky (Kir2.1) en epitelio corneal
y se ha caracterizado su corriente i6nica (Rae y Shepard, 2000). Sin embargo, ain no se
conoce la diversidad de canales i6nicos que esta participando en la renovacion de este
tejido y aun es menos conocida la funcion que desempefia cada uno de ellos en el

fendbmeno de proliferacion celular.



1.4.2. El epitelio corneal como modelo en la proliferacion celular

Las células de epitelio corneal se pueden usar para estudiar los mecanismos
moleculares y celulares relacionados a la proliferacién y diferenciacion de este tejido, ya
que si se obtienen cultivos primarios, se puede reproducir in vitro la formacion de un
epitelio estratificado de varias capas celulares. En la figura 10 A se muestra un cultivo
primario de células de epitelio corneal que al ser disgregadas y sembradas forman
colonias con actividad mitética, las cuales tienen la morfologia tipica del epitelio corneal.
En la figura 10 B se observan las células después de 5 dias de cultivo. Estas células
estan totalmente en confluencia, pero ademas, ya esta formada la estructura estratificada
de 4 a 5 capas y caracteristicas del epitelio corneal original (Figura 10 C) (Hernandez-

Quitero et al., 2002).

Figura 10. Morfologia del epitelio corneal. A) Colonia de epitelio corneal después de 4 dias de crecimiento en el cultivo
celular. B) Corte transversal del cultivo de epitelio corneal a los 5 dias de post-confluencia, en donde se muestra la
estructura estratificada. C) Corte transversal del tejido de epitelio corneal de conejo. Tomado de: Hernandez-Quintero
et al., 2002.

En estudios recientes, fue determinado el nivel de expresion de las enzimas lactato
deshidrogenasas LDH-H y LDH-M a diferentes dias de cultivo (Hernandez-Quintero et al.,
2002), ademas estas enzimas fueron propuestas como marcadores de diferenciacion
tempranos en las células de epitelio corneal, ya que su nivel de expresién incrementaba
considerablemente en cultivos estratificados en confluencia (12 dias de cultivo) como se

indica en la figura 11.
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Figura 11. Induccién del RNAm de la LDH-M y LDH-H durante la diferenciacion del epitelio corneal. EI RNAm fue
obtenido de células en proliferaciéon (4 dias de cultivo. Linea 1y 3) 6 cultivos estratificados en confluencia (12 dias de
cultivo. Lineas 2 y 4). Tomado de: Hernandez-Quintero et al., 2002.

1.4.3. Células RCE1

Las células RCE1 son derivadas del epitelio corneal de conejo, estas células a
mediados de los 90" fueron propuestas como un buen modelo para el estudio de la
proliferacion y diferenciacién célular del epitelio corneal, ya que se hallé que a los 5 dias
de cultivo (post-confluencia) expresan altos niveles de marcadores de diferenciacion
(Castro-Munozledo F, 1994) como las queratinas K3 y K12 al realizar analisis de

inmunoblot (Figura 12).



Figura 12. Andlisis de inmunoblot de las queratinas K3 y K12 de RCE1. Las queratinas fueron extraidas de estratos
celulares RCE1 de 5 dias de cultivo. Carril 1, diferentes citoqueratinas presentes en células RCE1 (tincion con azul de
coomasie). Carril 2, inmunodeteccion con un anticuerpo anti-queratina K3. Carril 4, inmunodeteccién de la queratina
K12.

Al mismo tiempo, se realizaron estudios que demostraron que las células RCE1
cumplen con los criterios basicos que son considerados en estudios de diferenciacion
celular. Las células RCE1 mostraron propiedades de crecimiento similares a las
encontradas en cultivos primarios de queratinocitos corneales. Ademas se demostré que
después de crecer a confluencia, las células RCE1 son capaces de organizar de tres a
cinco laminas el epitelio estratificado con muchas de las caracteristicas mostradas por el
epitelio corneal. Estos hallazgos sugirieron una alta similitud entre las células RCE1 y
cultivos primarios de células de epitelio corneal (Castro-Mufozledo F, 1994). Por lo tanto,
la linea celular RCE1, es una linea celular espontanea establecida a partir de epitelio
corneal de conejo, la cual después de crecer a confluencia, empieza a estratificarse y nos

da la ventaja de recapitular in vitro los primeros estadios de diferenciacion del epitelio

corneal.



Recientemente en nuestro grupo de investigacién se ha estudiado en la linea celular
RCE1 la expresién de RNAm de algunas de las proteinas que se inducen durante la
diferenciacién del epitelio corneal de conejo, particularmente la expresion del mesajero del
gen homeotico Pax 6. Los resultados hasta ahora han demostrado que las células RCE1
expresan tanto el RNA mensajero del factor de transcripcion Pax 6, como los mensajeros
de las isoformas H y M de la LDH, aumentando su expresion paralelamente en la etapa
de estratificacion observada in vitro en cultivos celulares de RCE1 (Figura 13 A). Por otra
parte, también se demostré que las células RCE1 expresan las queratinas K3, K6 y K12
(Figura 13 B). Finalmente se concluy6 que la expresion del RNAm de Pax 6 antecede la
expresion de los mensajeros de LDH H y M, y de las queratinas K3 y K12 sugiriendo a
Pax 6 como un fuerte candidato para regular la diferenciacion del epitelio corneal (Garcia-

Villegas et al., 2009).
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Figura 13. Expresion de RNAm de marcadores de diferenciacion a diferentes dias de cultivo en RCE1. A) Induccién de
los mensajeros Pax 6, LDH-H y LDH-M. A partir del dia 6, incrementan su expresion drasticamente. B) Induccién de los
mensajeros de las queratinas K3, K12 y K6. La queratina K3 se induce a partir del dia 6, mientras la queratina K6 a partir
del dia 3, pero se expresa solo en la etapa de proliferacién celular. La queratina K12 es inducida en el dia 7 cuando las
celulas se encuentran ya diferenciadas. Tomado de: Garcia-Villegas et al., 2009.



En resumen, la linea celular RCE1 tiene la capacidad de proliferar in vitro en los primeros
cinco dias de cultivo y al sexto dia, cuando alcanza la confluencia, empieza a expresar
marcadores de diferenciacion como son el factor de transcripcion Pax6, las lactato
deshidrogenasas LDH-H y LDH-M y las citoqueratinas K3 y K12. Por lo tanto, en el
laboratorio conocemos con presicion, cuando las células RCE1 se encuentran en la etapa
de proliferacién y cuando en la de diferenciacién celular, ademas las caracteristicas que
poseen las células RCE1 son de gran utilidad como modelo celular inmortalizado que
permite la manipulacién experimental del sistema y la disponibilidad del material biologico

en cantidades suficientes.



2. Justificacion

Hasta ahora en esta linea celular RCE1, no se habian realizado estudios relacionados con
canales i6nicos en la proliferacién y diferenciacion celular, es por esto que en este trabajo
nos dimos a la tarea de investigar que canales de K*y Ca®* podrian estar expresandose
durante estas dos etapas (proliferacion y diferenciacion) en la linea celular RCE1.

La importancia de analizar la expresion de diferentes canales i6nicos dependientes de
voltaje de la familia Ky1, el canal Maxi-K y Cay1 en epitelio corneal de conejo y en las
células RCE1, es para establecer que tipos de canales K* y Ca®" podrain estar
participando durante la proliferacion celular del epitelio corneal, y asi en un futuro, poder
evaluar los posibles efectos de cada canal por separado, en la proliferacion y

diferenciacion de estas células.



3. Objetivo general

Identificar el RNAm de canales de K* y/o Ca®" expresados en células de epitelio corneal

de conejo y de la linea celular RCE1.



4. Objetivos particulares

+ Disecar el epitelio corneal de conejo y aislar su RNAm.

4+ Aislar RNAm de la linea celular RCE1.

+ Amplificar canales i6nicos por RT-PCR utilizando oligonucleétidos que
amplifiquen mensajeros de canales de la familia Ky1, el canal Maxi-K y Cay1 en
epitelio corneal de conejo y en la linea celular RCE1.

+ Clonar y secuenciar los fragmentos obtenidos por PCR.

+ Identificar in silico las secuencias obtenidas por secuenciacion.

+ Disenar oligonucledtidos especificos que amplifiquen por separado los
mensajeros de los canales de la familia Ky1 encontrados en el epitelio corneal
de conejo y en la linea celular RCE1.

+« Evaluar el efecto del bloqueador de canales de K™ (TEA) sobre el crecimiento
de las células RCE1.



5. Metodologia
5.1. Aislamiento de células de epitelio corneal de conejo (ECC)

El aislamiento de tejido se realizé de acuerdo a Hernandez-Quintero et al., 2002.
Las células de epitelio corneal se aislaron a partir de las corneas de un conejo albino,
de peso entre 2 - 2.5 kg. El animal fue manejado de acuerdo al manual del Instituto
Nacional de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorios, acorde con el
Informe para el Uso de Animales en Investigacion de Oftalmologia y Vision.

El conejo fue sacrificado por inyeccion intravenosa de solucién pentobarbital de
sodio (100 mg/kg). Bajo condiciones asépticas, el espacio subcutaneo fue cortado
alrededor del margen del parpado. Las corneas fueron seccionadas mediante un corte
ecuatorial como se indica en la figura 14 A. Posteriormente las corneas fueron
depositadas en un recipiente estéril con buffer de fosfatos (PBS) para ser disecadas
(Figura 14 B). La diseccion consistio en remover cuidadosamente con un bisturi y
pinzas de diseccion los tejidos que se encuentran unidos a la cornea (cristalino, iris,
conjuntiva y esclera). Una vez que se tuvo la cornea libre de tejidos adyacentes, se
realizé la separacion del epitelio corneal mediante rasgados en la superficie de la
cornea en forma cuadricular con un bisturi (Figura 14 C). Posteriormente las corneas
fueron depositadas en otro recipiente estéril que contenia buffer PBS y una mezcla
(1:1, v/v) de tripsina 0.25% y EDTA 0.02%. Después las corneas fueron incubadas a
37°C por 40 minutos para su posterior disgregacién en células Unicas por suaves
rasgados y pipeteos vigorosos (Figura 14 D). Finalmente las células se observaron al
microscopio Optico para verificar su completa disgregacion como se indica en la figura
14 E. En caso de que aun falten agregados celulares por disociar, se repiten
nuevamente los pipeteos vigorosos hasta separarlos completamente. De la diseccion
celular se obtuvieron aproximademente 2 x 10° células por cérnea que correspondi6
con lo reportado por Castro-Mufozledo, 2007. El aislamiento de células de ECC fue
realizado en el laboratorio del Dr. Federico Castro Mufiozledo en el Departamento de

Biologia Celular del CINVESTAV. Estas células se procesaron para aislar RNA total.
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Figura 14. Diseccion y aislamiento del epitelio corneal de conejo. A) Se realizé un corte ecuatorial sobre la cornea como
se indica con la linea punteada. B) El tejido obtenido se pone en un recipiente con buffer PBS en donde se realiza la
diseccion del ECC removiendo el cristalino, iris, conjuntiva y esclera. C) El desprendimiento celular se lleva acabo
mediante rasgados sobre el ECC en forma de cuadricula con un bisturi. D) La disgregaciéon celular se realiza
depositando el tejido del paso C en un recipiente con PBS+Tripsina+Medio y se incuban para permitir la separacién de
las células. E) El dltimo paso consiste en observar las células al microscopio éptico para confirmar que estén

completamente separadas.

5.2. Cultivo celular de células RCE1

La linea celular de epitelio corneal RCE1-(5T5) fue obtenida por Castro-Mufiozledo,
(1994). Las células fueron sembradas a 2.7 x 10° células/cm® junto con 2.2 x 10*
células/cm? de células 3T3 tratadas con mitomicina, usando una mezcla (3:1) de
nutrientes DMEM/F12-Ham, suplementada con 5% (v/v) de FBS, 5% (v/v) de CS, 5
ug/ml de insulina, 5 ug/ml de transferrina, 0.4 pg/ml de hidrocortisona, 2 x 10°M de
triiodothyronina, 1 x 10"°M de toxina de célera y 24.3 mg/L de adenina (Castro-
Munozledo et al,, 1994). En todos los experimentos, los medios fueron cambiados
cada 3 dias; los cultivos fueron mantenidos en una atmoésfera con 10% CO, y 90% de

humedad.



5.3. Aislamiento de RNA total

Las células de epitelio corneal de conejo (ECC) asi como las células RCE1 de 3
y 8 dias de cultivo fueron lisadas con solucion D (4 M tiocianato de guanidina, 25 mM
citraro de sodio pH 7, 0.5 sarkosyl y 1% de B-mercaptoetanol) y se extrajo el RNA total
mediante el método descrito por Chomcynski, y Sacchi, (1987). Subsiguientemente,
se determin6 la concentracion de RNA total por densidad optica (OD) a 260 nm
considerando la equivalencia de 1 ODyg, = 40 pg/ml de RNA en el espectrofotémetro
Beckman, modelo DU 650. Posteriormente se determiné la integridad del RNAm por
medio de un gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido (Soluciéon de agarosa al
1%: 1 g de agarosa, 10 ml buffer MOPS 10X, 16.7 ml de formaldehido 37% y 73.3 ml
de agua Milli Q esterilizada). Las muestras de RNA fueron mezcladas con solucidon
desnaturalizante (50% de formamida, 6% de formaldehido y 2X de MOPS) en
proporcién 1:3, es decir, a cada volumen de muestra de RNA se le agregd 3
volumenes de solucion desnaturalizante. Las muestras fueron desnaturalizadas
durante 15 minutos a 65°C y enfriadas abruptamente en hielo para posteriormente
mezclarlas con 2 ul de buffer con azul de bromofenol y xilen cianol. En seguida las
muestras se depositaron en los carriles del gel agarosa-formaldehido y fueron corridas
durante toda la noche a 20 V. Después de la corrida, el gel fue tefiido con 0.5 pg/ml de

bromuro de etidio (EtBr) en 0.5 M de acetato de amonio durante 40 minutos.

5.4. Retrotranscripcion acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR)

La RT-PCR se llevo a cabo en dos pasos, para la sintesis de cDNA se uso la
transcriptasa reversa, Superscript Il (Invitrogen) esta enzima fue usada con oligo dT
como primer y después se realizé la PCR para la deteccion de los diferentes RNAm de
interés con la misma muestra de reaccion de sintesis de cDNA. A partir de 5 ug de
RNA total se realizé la sintesis de cDNA como se esquematiza en la figura 15. El RNA

total (5 pg) se incubé con 5 pl de oligo dT 10 uM y agua libre de RNAsas a 70°C



durante 10 minutos. Posteriormente se agreg6 4 pl de buffer de primera cadena 5X, 2
pl DTT 0.1 M, 1 uldNTP’s 10 mM, 0.5 RNAsaOut (volumen final 20ul) y fue incubado a
44°C durante 2 minutos, en seguida se agregd 1ul de transcriptasa reversa (200 u/pl)
Superscript II (Invitrogen), y finalmente la reaccion fue incubada a 44°C durante 1

hora. Subsiguientemente se procedi6 a realizar la reaccién de PCR.
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Figura 15. Esquema resumen de la sintesis de cDNA de ECC y células RCE1 de 3 y 8 dias de cultivo. En primer lugar las
células fueron lisadas. Luego se realizé el aislamiento del RNA total. Después se agregé el oligo dT y finalmente se
agregod la transcriptasa reversa para la sintesis de cDNA.

5.4.1. Amplificacion por PCR de RNAm de canales de potasio de la familia Ky1

Inicialmente se realiz6 una reaccién de PCR con oligonucle6tidos generales que
se unen a todos los miembros de la familia de canales de potasio Ky1. Los
oligonucledtidos generales fueron disefiados con base en alineamientos de todos los
miembros de la familia Ky1 reportados para humano. Estos oligonucleétidos son;
sentido, KV1F: 5-TTC TTC CTC TTC ATC GGG GTC GTC CT-3’ y antisentido, KV1R:
5-ATG GCA CAC AGG GAG CCC ACG ATC TT (Garcia-Villegas et al., 2007). La

amplificacién de los canales Ky1 con los oligonucleétidos KV1F-KV1R inicialmente fue



realizada con RNA de células RCE1 de 10 dias de cultivo y las condiciones de
amplificacién fueron: 94°C por 5 minutos y 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C
por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y una extension final de 72°C por 7 minutos.
La reaccion de PCR fue realizada con: 1 ul de enzima Taq DNA Polymerasa de marca
NEW ENGLAND Bio Labs, 0.5 pl dNTP’s 10X, 5 ul Buffer 10X, 1 pul KV1F 15 mM, 1 pl
KV1R 15 mMy 1 pul de la reaccién de sintesis de cDNA en 50 pl (volumen final).

Se estandarizaron las condiciones de amplificacién a 94°C por 5 minutos y 40
ciclos de 94°C por 30 segundos, 42°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos y
extensién final 72°C por 7 minutos, y se utiliz6 0.5 pl de enzima Tag DNA Polymerasa
de alta fidelidad de marca Roche, 0.5 pyl dNTP’s 10X, 5 ul Buffer 10X, 1 pyl KV1F 15
mM, 1 ul KV1IR 15 mM y 2 pul de la reaccién de sintesis de cDNA en un volumen final
de 50 ul. La estandarizacion de las condiciones de amplificacion y el cambio de
enzima fue para obtener un amplicon mas abundante. El tamafo del producto de la
reaccion de PCR fue verificado por electroforesis a través de gel de agarosa al 2%

como se describe en el apartado 5.7.1.3.

5.5. Diseino de oligonucledtidos especificos de la familia Ky1

Los oligonucle6tidos especificos que amplifican a los canales Ky1.1, -1.4y -1.6
de conejo fueron disefiados con base a las diferencias encontradas al analizar cada
secuencia en el programa Vector NTI 7. En la figura 24 del apartado 6.1.4., se muestra
el alineamiento de las secuencias de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6 identificados en
células RCE1. Los oligonucleétidos especificos disefiados para cada canal estan
subrayados con flechas delgadas en cada secuencia. Los oligonucleétidos fueron
analizados en el programa Oligo Calculator

(www.genetics.mgh.harvard.edu/xwang/research/oligo.html).  Los  oligonucleétidos

fueron mandados a sintetizar a Sigma-Aldrich.



5.6. Amplificacion por PCR del RNAm de los canales de K* y Ca*
5.6.1. Canales Ky1.1, -1.4 y -1.6.

Para la deteccién especifica de cada uno de los canales Ky identificados en
células RCE1, las condiciones de amplificaciéon durante la PCR fueron: 94°C por 5
minutos y 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos y una extension final 72°C por 7 minutos. La reaccién se realizd con 0.5 pl
de enzima Taq DNA Polymerasa de marca Roche, 1 pl dNTP’s 10X, 5 ul Buffer 10X, 1
ul de oligonucleétido especifico (CKy1.1, CKy1.4 o CKy1.6) 10 mM, 1 pl KV1IR 15 mM
y 4 ul cDNA. En la tabla 1 se muestra el resumen de las condiciones de amplificacion,
asi como tambien el tamano del fragmento esperado y la secuencia del oligonucleétido

que amplifica a cada canal por separado.

RNAmM Secuencia del oligonucleétido Condiciones cDNA Producto
blanco de () RT-PCR
amplificacion

CKV1.1F: 5-CGGAGGAAGCTGAGTCGCAC-3°
60°C x 35 ciclos
KV1R: 5-ATGGCACACAGGGAGCCCACGATCTT-3°

CKV1.4F: 5"-GCAGAGGCGGATGAACCCACTA -3°
60°C x 35 cilos
KV1R: 5-ATGGCACACAGGGAGCCCACGATCTT-3"

CKV1.6F: 5'-AGGCTGATGACGATGACTCACTT-3"
60°C x 35 ciclos

KV1R: 5-ATGGCACACAGGGAGCCCACGATCTT-
3

DsloF: 5-TGGACCAAGACGATGATGACGACC-3’

60°C x 35 ciclos
DsloR: 5-CGGCAGCGGTCCCTATTGGC-3"

CAV1F: 5'-CATCGGGGTCCAGTTCTTCAAGG-3’
60° x 35 ciclos
CAV1R: 5'-ATGACGAAGCCCACGAAGATGTT-3’

Tabla 1. Condiciones de amplificacion del RNAm de los canales Ky1.1, -1.4,-1.6, Maxi-K y Cay1 por PCR. Se muestra
la secuencia de los oligonucleétidos usados, temperatura de alineamiento, nimero de ciclos y la cantidad inicial de
cDNA utilizada en cada analisis de RNAm. Los cuatro pl de cDNA utilizados en cada reaccion, fueron a partir de una
dilucién 1:5 de la reaccion de sintesis de cDNA en un volumen final de 25 pl



La amplificacion por PCR del RNAm de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6 fue
realizada a partir de RNAm de ECC y células RCE1 de 8 dias de cultivo. Los tamanos
de los productos de cada reaccion de PCR anteriormente descritos fueron verificados
por electroforesis a través de geles de agarosa al 2% como se indica en el apartado

5.7.1.3.

5.6.2. Canal de potasio Maxi-K

Para la amplificacion del RNAm del canal de potasio Maxi-K se usaron
oligonucledtidos que reconocen una regibn que no presenta variaciones de
procesamiento alternativo que se usé para detectar la expresion del RNAm del canal
Maxi-K en células MDCK. La secuencia de los oligonucleétidos y las condiciones de
amplificacién se muestra en la tabla 1. La reaccién de PCR fue realizada a partir de
RNAm obtenido de células RCE1 de 3 y 8 dias de cultivo con 0.5 pl de enzima Taq
DNA Polymerasa de marca Roche. El tamario del producto de la reaccién de PCR fue
verificado por electroforesis a través de gel de agarosa al 2% con se describe en el

apartado 5.7.1.3.

5.6.3. Canales de calcio de la familia Cay1

Para los canales de calcio dependientes de voltaje de la familia Cay1 se
emplearon los oligonucleétidos CAV1F-CAV1R (Ver tabla 1), los cuales fueron
disefiados con base en alineamientos con todos los miembros de la familia Cay1 de
secuencias de cDNA reportadas para humano. En la tabla 1 se muestran las
secuencias de los oligonucledétidos y las condiciones de amplificacién. La reacccién de
PCR fue realizada a partir de RNAm obtenido de ECC y células RCE1 de 3 y 8 dias de
cultivo con 0.5 ul de enzima Tag DNA Polymerasa de marca Roche. El tamario de los
productos de la reaccion de PCR fueron verificados por electroforesis a través de gel

de agarosa al 2% como se describe en el apartado 5.7.1.3.



5.7. Clonacion, secuenciacion e identificacion de fragmentos amplificados por
PCR

5.7.1. Clonacién de fragmentos Ky1 y Maxi-K

Los fragmentos amplificados por PCR; Ky1 y Maxi-K fueron ligados por separado
en el vector pGEM-T Easy con el kit pPGEM T Easy Vector System de la marca
Promega (Figura 16). La mezcla de ligacion fue introducida por transformacién en
bacterias supercompetentes DH 5a. Se mezclé 100 ul de bacterias con 10 ul de la
mezcla de ligacién y se incub6 en bafo de hielo-agua durante 30 minutos. Después se
les di6 un choque térmico al ser incubadas durante 1:45 minutos a 42°C. Luego fueron
regresadas al bafo de hielo-agua durante 2 minutos y se agreg6 900 pl de medio Luria

Bertani (LB) (Para 1 L =10 g. Triptona, 5 g. extracto de levadura y 10 g. NaCl a pH=

7.0).
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Figura 16. Mapa del vector de clonacion pGEM-T Easy. El vector pPGEM-T Easy porta el DNA que codifica para el
péptido alfa de la Beta-galactosidasa (/ac Z) bajo el promotor y el operador del operén de lactosa. Ademas también
porta el gen de resistencia a la ampicilina (Amp'). Los sitios de restriccion por endonucleasas mostradas, se encuentran
flanqueando el sitio de clonacién. Los fragmentos de PCR clonados fueron liberados por la endonucleasa Eco RI.



Posteriormente las bacterias fueron incubadas a 37°C con agitacién durante 1 hora.
Después se sembraron 100 pl de estas bacterias con una mezcla de 40 ul de sustrato
cromogénico 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactosido (X-gal) 20 mg/ml y 4 pl de
isopropylthiogalactosido (IPTG) en cajas petri con medio LB y ampicilina (Ap) 100
pg/ml. Las cajas fueron incubadas durante toda la noche a 37°C para su seleccion por
a-complementacion del gen lac Z. En la figura 17 se muestra el resumen del
procedimiento por el cual las bacterias fueron transformadas con la ligacién de los
fragmentos de PCR en el plasmido pGEM-T Easy y la identificacién de colonias

bacterianas que contuvieran plasmidos recombinantes.
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Figura 17. Seleccion de colonias blancas y azules en medio de ampicilina. En primer lugar el plasmido recombinante
pGEM-T Easy se mezcla con bacterias super competentes DH 5a. Después a la mezcla se le da un choque térmico.
Luego se incuba la mezcla transformante con ampicilina, X-gal e IPTG en un medio s6lido para su posterior seleccion
por resistencia a la Ap y colonias blacas-azules. Las colonias blancas corresponden a moléculas que incorporan el
fragmento de PCR e interrumpen la transcripcién del péptido a de lac Z.

Aquellas bacterias que fueron transformadas con el plasmido pGEM-T Easy fueron

detectadas, ya que la mezcla de transformacion fue sembrada en un medio sélido que



contiene el antibiético Ap de seleccion para el cual el plasmido pGEM-T Easy porta el
gen de resistencia. La seleccion por a-complementacion o por colonias blancas y
azules consistio en seleccionar aquellas colonias que no presentaran coloraciéon
(blancas), ya que estas colonias son las que contienen el plasmido pGEM-T Easy con
inserto. Una vez seleccionadas las colonias blancas que contienen el plasmido, éstas
fueron inoculadas por separado en tubos con medio de cultivo que contiene 5 ml LB y
Ap 75 pg/ml para su propagacion. Posteriormente los tubos con el medio de cultivo

fueron incubados a 37°C con agitacion vigorosa durante toda la noche.

5.7.1.1. Aislamiento de DNA de plasmido por Miniprep

Las colonias bacterianas crecidas en 5 ml de medio de cultivo, fueron
procesadas por Miniprep Lisis Alcalina para aislar el DNA plasmidico y verificar el
tamano del inserto clonado que contenia cada colonia. En primer lugar, se
empastillaron los 5 ml del medio al centrifugar a maxima velocidad durante 1 minuto
cada mililitro del medio, hasta llenar un solo tubo de 1.5 ml. Después la pastilla fue
resuspendida en 200 pl de solucién | fria (Para 100 ml: Glucosa 0.9 g, 2.5 ml Tris pH
8.0 1 M, 2.0 ml EDTA pH 8 0.5 M). Luego se agregd 400 pl de solucién Il (NaOH 0.2
N, SDS 1%). En seguida se agreg6 300 pl de solucion Il (Para 100 ml: 60 ml acetato
de potasio 5 M, 11.5 ml &cido acético glacial y 28.5 ml agua milliQ) y se mezclé por
inversién. Posteriormente se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos.
Después se transfirié 800 pl del sobrenadante a un tubo nuevo evitando el precipitado
blanco. Para precipitar el DNA se agregd 480 ul de isopropanol y se dejé 15 minutos a
temperatura ambiente. Para colectar el precipitado de DNA se centrifugd a maxima
velocidad durante 5 minutos. Posteriormente el sobrenadante fue eliminado por
aspiracion con micropipeta. Para eliminar los restos de sales la pastilla fue lavada con
1 ml de etanol al 70%. Después el tubo fue centrifugado nuevamente a maxima
velocidad durante 2 minutos. En seguida todo el sobrenadante posible fue eliminado y

la pastilla se dejé durante 5 minutos al aire para que se secara. Finalmente la pastilla



fue disuelta en 50 pl de buffer TE (para 100 ml: 1 ml Tris 1 My 0.2 ml EDTA 0.5 M pH:

8).

5.7.1.2. Analisis de clonas por restriccion con la enzima Eco Rl

El andlisis de las diferentes clonas aisladas para cada canal por restriccién se
realizé con la enzima Eco RI (NEW ENGLAND BioLabs), ya que esta enzima corta en
los sitios 52 y 70 liberando el fragmento clonado como se indica en la figura 16. La
reaccion se realiz6 al incubar 1 ug de DNA, 1 pl buffer 10X, 1 ul BSA 10X y 0.3 pl de
enzima Eco RI 20 u/ul en un volumen final de 10 pl durante 1 hora a 37°C. El tamafio
del fragmento liberado fue verificado por electroforesis a través de gel de agarosa al
0.8%. Los tamanos de los fragmentos obtenidos por restriccion fueron verificados por

electroforesis en geles de agarosa al 1.2 % como fue descrito en el a partado 5.7.1.3.

5.7.1.3. Electroforesis de fragmentos obtenidos por PCR

Para verificar el tamaro de los fragmentos obtenidos por PCR de cada canal,
se realiz6 una corrida electroforética mezclando 5 pl del producto de la reaccién de
PCR, 1ul de buffer muestra 6X (glicerol 30%, azul de bromofenol + xilen cianol).
Posteriormente la mezcla fue depositada cuidadosamente en los pozos del gel de
agarosa. El marcador de peso molecular empleado fue la escalera de 50 pb de DNA
Invitrogen como referencia. La corrida electroforética se realizé colocando el gel que
contenia el DNA en buffer de corrida Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X (Tris 40 uM, 1 uM
EDTA y BrEt 0.01 pg/ml) con EtBr en un campo eléctrico de 120 volts por 30 minutos.
La localizacion del fragmento amplificado fue detectada examinando el gel bajo luz

ultravioleta y se fotografié el gel con un equipo de fotodocumentacién (Gen Cam).

5.7.2. Secuenciacion de los fragmentos de PCR clonados en el plasmido

Los plasmidos analizados por restriccion con Eco Rl fueron seleccionados de

acuerdo al tamarno del fragmento que liberaron (Ky1= ~200, Maxi-K= ~250 y Cay1=



~350 pb). Una vez seleccionados los posibles plasmidos candidatos por restriccion,
estos fueron purificados por el Kit Plus SV Minipreps DNA Purification System de la
marca Promega. Posteriormante los plasmidos purificados fueron procesados
independientemente para su secuenciacién automatica con el Kit Big Dye v 3.1

Applied Biosystems, utilizando 400 ng de DNA del plasmido y 10 u moles del oligo T7.

5.7.3. Identificacion in silico de los canales Ky1 secuenciados

Las secuencias obtenidas por secuenciacion automatizada fueron comparadas
contra la base de datos del Gen Bank en el programa BLAST (blast-nucleétidos) y
subsiguientemente en BLAST (blastx-proteinas) para verificar la identidad de cada
fragmento clonado (andlisis in silico). Los programas BLAST blast-nucleétidos y
BLAST blastx-proteinas que se encuentran en la pagina

www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi nos permitieron identificar la identidad de las

secuencias encontradas con las publicadas de trabajos realizados anteriormente de

canales idnicos.

5.8. Cinética de creciemiento de las células RCE1 en presencia del bloqueador
de canales de K* TEA

El bloqueo de los canales de K* en el cultivo celular RCE1 fue realizado en
células en proliferacién con el bloqueador general tetraetilamonio (TEA). Las células
RCE1 fueron crecidas sobre una monocapa de células alimentadoras como se
describi6é anteriormente en el a partado 2.2. El bloqueador TEA fue agregado a partir
del tercer dia, ya que a esta densidad celular de siembra, las células RCE1 se
encuentran en proliferancion celular hasta que llegan al sexto dia a confluencia y
empiezan a diferenciarse.

El cultivo celular RCE1 fue crecido en el medio anteriormente descrito con el
bloqueador TEA a 0, 2, 10, 25 y 50 mM. Posteriormente se cuantifico el numero de
células de cada cultivo por conteo de las células cada 24 horas durante 7 dias por

triplicado. El medio de cada cultivo fue cambiado cada 24 horas con su respectiva



concentracion de TEA. El bloqueo de los canales de K* en células RCE1 fue realizado

en el laboratorio del Dr. Federico Castro-Mufiozledo.



6. Resultados
6.1. Identificacion de canales de potasio de la familia Ky1 en epitelio corneal

Los canales de potasio activados por voltaje han sido identificados como
reguladores de proliferacién en varios tipos celulares, particularmente los canales de la
familia Ky1. En el laboratorio estamos interesados en identificar canales de potasio que
participen en la regulacion de la proliferacion y/o de la diferenciacién de células de epitelio
corneal. Por esa razdn en este trabajo inicialmente se identificé la expresion del RNAm de

canales de la familia Ky1 en células RCE1.

6.1.1. Amplificacion de canales de potasio de la familia Ky1

A partir de células RCE1 de 3 y 8 dias en cultivo (Ver figura 18), se realiz6 la
extraccion de RNA total, posteriormente se verifico la integridad de éste por medio de un

gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido como se describi6é en el apartado 5.3.

RCE1 de 3 dias

—

RCE1 de 8 dias

—

Figura 18. Cultivo de células RCE1. A) Se muestran las células RCE1 de 3 dias de cultivo, las cuales se encuentran
en proliferacion. B) Células RCE1 de 8 dias de cultivo, las cuales estan en confluencia y diferenciadas.




La banda inferior en el gel de la figura 19 A corresponde al RNAr 18S y la banda superior
al del RNAr 28S demostrando la integridad de RNA que se utilizé para la amplificacion de
los diferentes RNAm. La identificacién de diferentes canales de potasio de la familia Ky1
expresados en células RCE1, fue realizada mediante experimentos de RT-PCR, usando
los oligonucleétidos KV1F y KV1R dirigidos contra las regiones altamente conservadas
de todos los canales de potasio de la familia Ky1 (Garcia-Villegas et al.,, 2007). En un
principio se realiz6 la sintesis de cDNA a partir del RNA total de células RCE1 crecidas a
confluencia (10 dias en cultivo), como se describi6 en materiales y métodos.
Posteriormente se realizaron ensayos de PCR utilizando una temperatura de alineamiento
(Ta) para los oligonucleétidos de 62°C y 35 ciclos (Figura 19 B) obteniendo un fragmento
de 191 pb el cual es mas visible en el ensayo de la figura 18 C, en donde la PCR se
realizé a 42°C de Ta y se incrementd el numero de ciclos a 40. El cambio de Ta en los
ensayos de PCR mencionados anteriormente (62 — 42°C) fue realizado para disminuir la
especificidad de los oligonucleotidos, y asi estos pudieran amplificar a la mayoria de los
miembros de los canales de la familia Ky1. El ensayo de PCR a 42°C de Ta nos permitio
amplificar un fragmento mucho mas visible que el ensayo de PCR a 62°C de Ta, y a su

vez no se amplificaron bandas inespecificas (Figura 19 By C).
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Figura 19. Expresion de canales de K* de la familia Ky1 en células RCE1. A) Se muestra la integridad del RNA obtenido
de células RCE1 de 3 y 8 dias de cultivo. Gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido. B) Ensayo de RT-PCR con los
oligonucleétidos KV1F-KV1R a 62°C x 35 ciclos. En el primer carril se muestra el marcador de peso molecular (MPM),
escalera de 50 pb de DNA Invitrogen. El segundo carril corresponde al amplicén de los canales Ky1 y el tercero al
control negativo (sin cDNA). Gel de agarosa al 1.7%. C) Ensayo de PCR a 42°C x 40 ciclos. El carril 1 corresponde al
MPM vy el carril 2 al amplicon de los canales Ky1. Los carriles 3 y 4 son controles negativos para determinar la
especificidad de los oligonucleétidos empleados, el tercero no contiene el oligonucleétido sentido y el cuarto no
contiene el antisentido. Gel de agarosa al 2%. En ambos ensayos (B y C) se obtuvo el fragmento esperado de 191 pb.

Dado que los oligonucléotidos utilizados en la PCR se pueden unir a cualquiera de
los diferentes miembros de canales de la familia Ky1, se procedi6é a clonar el fragmento
amplificado para obtener clonas independientes y secuenciarlas para determinar si
correspondian a secuencias de canales de K* e identificar si habia uno o mas canales

diferentes en las células RCE1.

6.1.2. Seleccion de clonas Ky1

El fragmento obtenido por RT-PCR anteriormente descrito, fue clonado en el
vector pGEM-T Easy y posteriormente se transformaron bacterias supercompetentes
como se describi6é en el apartado 5.7.1. Una vez transformadas las bacterias, se aislaron
clonas independientes que fueron procesadas por lisis alcalina para purificar el DNA

plasmidico y posteriormente verificar el tamano del inserto que contenia cada clona. Se



obtuvieron cuarenta y tres colonias, las cuales fueron analizadas por restriccién con la
enzima Eco RI, ya que esta corta en los nucleétidos 52 y 70 del vector pGEM-T Easy (Ver
mapa, figura 16), liberando el fragmento de PCR clonado. Por consiguiente el producto
de cada restriccion se corri6 en geles de agarosa al 1.2% para seleccionar aquellas
clonas que tuvieran tamanos de ~200 pb (Ver figura 20), que es el tamafno aproximado
del fragmento de PCR que se cloné. Algunas de las clonas analizadas no contenian
fragmento por lo que Unicamente se observa el vector de 3015 pb. Sin embargo otras
clonas presentaron un fragmento de menor tamafo que el esperado. Finalmente se
seleccionaron diez de las cuarenta y tres colonias descritas anteriormente para su
posterior secuenciacion. Se seleccionaron las clonas 1, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 13, 15y 16

(Figura 20 Ay B).

Para conocer que canales de K se expresan en las células RCE1, las clonas
seleccionadas se purificaron por Minipreps y fueron procesadas por separado para su

secuenciacion automatizada como se describi6 en el apartado 5.7.2.
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Figura 20. Selecciéon de clonas Ky1 con insertos de ~200 pb. A) Se observa el DNA de los posibles candidatos
cortados con la enzima Eco Rl para liberar el inserto. De izquierda a derecha se muestran las clonas seleccionadas
con un circulo rojo. En el carril MPM se muestra la escalera de 100 pb de DNA Invitrogen. Geles de agarosa al 1.2%.
B) Se observa el resto de las clonas seleccionadas. Se seleccionaron las clonas que contuvieran insertos de ~200 pb
como se indica con la flecha roja.

6.1.3. Identificacion in silico de las secuencias clonadas de los canales Ky1

En un inicio las diez secuencias obtenidas a partir de la secuenciacion fueron
comparadas contra la base de datos del Gen Bank al ser alineadas por separado en el

programa BLAST (blast-nucleotidos, www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) determinando

el mayor porcentaje de identidad que guarda con las secuencias depositadas en el Gen
Bank. De las diez secuencias solo seis se identificaron como canales de K*, cuatro
correspondieron a la secuencia 1 que tiene la mayor identidad con el canal Ky1.1 y las
otras dos a las secuencias 2 que tiene mayor identidad con Ky1.4 y la secuencia 3 que
corresponde al canal Ky1.5 aunque su porcentaje de identidad fue menor a 90%. En la
figura 21 se muestra el alinemiento de las tres secuencias encontradas como canales de
K* de la familia Ky1 contra las secuencias que resultaron tener mayor porcentaje de

identidad al realizar el analisis in silico.
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias 1, 2 y 3 contra las secuencias que resultaron tener el mayor porcentaje de
identidad en el Gen Bank. A) Secuencia 1 VS secuencia del canal Ky1.1 de Homo sapiens. B) Secuencia 2 VS secuencia del
canal Ky1.4 de Oryctolagus cuniculus (conejo). C) Secuencia 3 VS secuencia del canal Ky1.5 de Oryctolagus cuniculus.



La secuencia 1 tuvo 96% de identidad con el RNAm del canal Ky1.1 de la especie
Homo sapiens. La secuencia 2 también alcanz6 96% de identidad pero con el canal Ky1.4
de Oryctolagus cuniculus. Cuando se realiz6 el analisis in silico de la secuencia 3, se hall6
que esta secuencia tiene 89% de identidad con el canal Ky1.5 de Oryctolagus cuniculus.
Al no encontrar un porcentaje de identidad del 100% en Oryctolagus cuniculus (especie
del cual derivan las células RCE1), se analizaron los electroferogramas de las tres
secuencias (1, 2 y 3) que resultaron tener identidad con canales de K* de la familia Ky1
mencionadas anteriormente para verificar si existian errores en la lectura de las
secuencias por el secuenciador automatizado. En la figura 22 se muestra el
electroferograma de la secuencia 1 (Ky1.1) que esta delimitada por los oligonucleétidos
KV1F-KV1R. En la figura 23 se muestra el electroferograma de la secuencia 2, mientras
en la figura 24 se muestra el de la secuencia 3. Esta ultima figura muestra que los
oligonucledtidos (KV1F-KV1R) estan invertidos, por lo que la secuencia 3 fue clonada en
el vector pGEM-T Easy de manera invertida con respecto a las otras 2 secuencias. La
secuencia que se encuentra antes de los oligonucleétidos (KV1F-KV1R) en cada
electroferograma corresponde a un fragmento del vector de clonacion pGEM-T Easy. El
analisis de los electroferogramas de las figuras 22, 23 y 24 consistié en revisar si cada
una de las bases de las secuencias 1, 2 y 3 concordaban con los picos emitidos en cada
electroferograma, ademas se verificd si alguno de estos picos no estaban solapados entre
si. Posteriormente se volvieron a secuenciar las clonas de las secuencias 1, 2 y 3 para

confirmar la identidad de cada una de estas.
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Figura 24. Secuencia 3 expresada en las células RCE1, registrada por el secuenciador ABIPRISM Modelo 3100.




Al no encontrar ningun error en la lectura de las secuencias (1, 2 y 3) con relacién al
espectro de emisiébn de cada base en los electroferogramas y debido a que la
secuenciacion se realizd por duplicado, se decidio realizar una segunda busqueda mucho
mas exaustiva en el Gen BanK para comparar el porcentaje de identidad con otras
especies y determinar con mayor precision el tipo de canal al que pertenece cada una de
las secuencias encontradas en las células RCE1. En primer lugar se investigd si cada una
de estas secuencias reportadas como canales de K* de la famila Ky1 tenian un alto
porcentaje de identidad con las especies: Homo sapiens (humano), Mus musculus (raton),
Rattus norvegicus (rata) y Oryctolagus cuniculus (conejo) realizando nuevamente un
alineamiento en el programa BLAST (blast-nucleétidos) contra las secuencias reportadas
en el Gen Bank. La especie Homo sapiens se eligié para este andlisis, ya que su genoma
esta totalmente secuenciado y esto nos permite determinar si las secuencias encontradas
(1, 2 y 3) tienen alguna identidad con diferentes canales de la familia Ky1. Por otro lado
las especies: Mus musculus y Rattus norvegicus fueron elegidas por la alta homologia
que guarda su genoma con el de Oryctolagus cuniculus que aun no esta totalmente
secuenciado. Al comparar las secuencias (1, 2 y 3) con Mus musculus y Rattus
norvegicus nos permitié tener una mayor idea de qué canales de la familia Ky1 podrian
estar expresandose en RCE1. Las tabla 2, 3 y 4 muestran el segundo analisis realizado
para la identificacién in silico en el programa BLAST basico (blast nucleétidos) de las
secuencias 1, 2 y 3. La primera columna en las tablas 2, 3 y 4 muestra la identidad que
tiene cada una de las secuencias encontradas con respecto a los canales Ky1 reportados
en el GenBank. Los primeros nimeros que se hallan al principio de estas columnas,
representan la razén por la cual se obtuvo el porcentaje de identidad, es decir el nUmero
de nucleétidos conservados dividido entre el numero total de nucleétidos de la regién con
homologia comparada, el cociente de estos dos numeros multiplicado por cien,

proporciona el porcentaje de identidad, el cual esta entre parentesis. La segunda columna



corresponde al tipo de canal que identifico el programa como la secuencia del Gen Bank
de mayor homologia con la secuencia que se introdujo al analisis. En la tercera columna
se hallan las cuatro especies que fueron elegidas para el analisis in silico, y en la ultima
columna se encuentra el nimero de acceso en el Gen Bank de las secuencias de canales
de la familia Ky1 que fueron alineadas con las secuencias problema. El segundo andlisis
in silico indic6 que la secuencia 1 es el canal Ky1.1, ya que la identidad que mostré con el
canal Ky1.1 de las especies: Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus y
Oryctolagus cuniculus fue de 95 - 97% (tabla 2), y la secuecia 2 mostr6 ser de nuevo el
canal Ky1.4 con 92 - 98% de identidad en las distintas especies (tabla 3). Sin embargo,
nuevamente no fue posible determinar la identidad molecular de la secuencia 3 debido al
bajo porcentaje de identidad obtenido en su analisis (tabla 4). La secuencia 3 mostro tener
89 y 90% de identidad con el canal Ky1.5 de las especies Oryctolagus cuniculus y Homo
sapiens, mientras que con las especies Mus musculus y Rattus norvegicus obtuvo 82% de

identidad con el canal Ky1.7 (tabla 4).

Tabla 2. Identificacion in silico de la secuencia 1 (Programa BLAST blast- nucleotidos).

IDENTIDAD (sec.1) TIPO DE CANAL ESPECIE N2 ACCESO
182/188 (96%) Homo sapiens NM_000217.2

181/188 (96%) Mus musculus NM_010595.3
179/188 (95%) Rattus norvegicus NM_173095.3
[ Oryctolagus cuniculus M81350.1

Tabla 3. Identificacion in silico de la secuencia 2 (Programa BLAST blast- nucleotidos).

IDENTIDAD (sec. 2) TIPO DE CANAL ESPECIE N2 ACCESO
178/192 (92%) Homo sapiens NM_002233.2

185/188 (98%) Mus musculus u03723.1
180/189 (95%) Rattus norvegicus NM_012971.2

180/191 (94% Oryctolagus cuniculus AF493544 .1
Tabla 4. Identificacion in silico de la secuencia 3 (Programa BLAST blast- nucleotidos).




IDENTIDAD (sec.3) TIPO DE CANAL ESPECIE N2 ACCESO

171/194 (90%) Homo sapiens NM_002234.2
162/197 (82%) Mus musculus NW_047558.2

163/198 (82%) Rattus norvegicus NT_039424.7
168/188 (89% Oryctolagus cuniculus ~ NM 001082036.1

Con los porcentajes obtenidos en el andlisis in silico de la secuencia 3 no fue
posible determinar su identidad, por lo que fue necesario realizar un tercer andlisis in
silico. Este consistié en traducir las secuencias 1, 2 y principalmente la 3 en aminoacidos
y realizar un alineamiento contra las secuencias de proteinas de las especies: Homo
sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus y Oryctolagus cuniculus depositadas en la
base de datos del Protein BanK. En el andlisis se utilizé el programa BLAST (blastx-

proteinas, www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), debido a que es una herramienta que al

introducir secuencias de nucleétidos, automaticamente las traduce en secuencias de
aminoacidos. Una vez traducidas las secuencias de nucleétidos-aminoaciodos, el mismo
programa alinea las secuencias no conocidas contra las secuencias del Protein Bank.
Este tercer analisis in silico fue realizado con la idea de identificar a la secuencia 3 y
posiblemente obtener mayor porcentaje de identidad con respecto a las secuencias de
aminoacidos de otras proteinas que pertenecen a la familia de canales Ky1, ademas
también fue realizado para obtener porcentajes de similitud en las secuencias 1,2y 3,y

asi determinar la identidad correcta de cada secuencia.

En las tablas 5, 6 y 7 se muestra el tercer andlisis in silico realizado para la
identificacion de las secuencias 1, 2 y 3. En la primera columna de las tablas 5, 6 y 7 se
muestra el porcentaje de similitud de las secuencias 1, 2 y 3 traducidas en aminoacidos
con respecto a las proteinas de canales de la familia Ky1 reportadas en el Protein Bank.
Las columnas siguientes contienen la misma informacién que se explicé anteriormente en

las tablas 2, 3y 4 (% IDENTIDAD, TIPO DE CANAL, ESPECIE, N®¢ ACCESOQ). En la tabla



5 se muestra el andlisis realizado para la secuencia 1, en donde se obtuvo 100% de
similitud y 98/96% de identidad con el canal Ky1.1 de Homo sapiens y Mus musculus. Sin
embargo no se encontr6 similitud ni identidad en Rattus norvegicus y Oryctolagus
cuniculus esto probablemente se debe a que la proteina del canal Ky1.1 no se ha incluido
en el banco de proteinas. En la tabla 6 se muestran el analisis realizado para la secuencia
2, en donde se obtuvo 100% de similitud y 98% de identidad con el canal Ky1.4 en las
especies: Homo sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus y Oryctolagus cuniculus. En la
tabla 7 se muestra el andlisis de la secuencia 3, en donde se obtuvo 100% de similitud
con el canal Ky1.6 en todas las especies excepto Oryctolagus cuniculus. Su identidad

resultante fue de 98% en Homo sapiens y 96% en Mus musculus y Rattus norvegicus.

Tabla 5. Identificacion in silico de la secuencia 1 (Programa BLAST blastx- proteinas).
IDENTIDAD TIPO DE
SIMILITUD (sec. 1) CANAL ESPECIE N2 ACCESO

100% 62/63 (98%) Ky1.1 Homo sapiens NM_000217.2
100%
- - Rattus norvegicus -

Tabla 6. Identificacion in silico de la secuencia 2 (Programa BLAST blastx- proteinas).
IDENTIDAD TIPO DE

SIMILITUD (sec. 2) CANAL ESPECIE N2 ACCESO
62/63 (98% Homo sapiens AAA61275.1

Rattus norvegicus NP_037103.1
Oryctolagus cuniculus M81350.1

)

62/63 (98%) . Mus musculus Q61423
)
)

(
62/63 (98%
62/63 (98%



Tabla 7. Identificacion in silico de la secuencia 3 (Programa BLAST blastx- proteinas).

IDENTIDAD TIPO DE
SIMILITUD (sec. 3) CANAL ESPECIE N¢ ACCESO

61/62 (98%) Homo sapiens EAW88834.1

60/62 (96%) Mus musculus NP_038596.1
60/62 (96%) Rattus norvegicus XP_575671.1
- Oryctolagus cuniculus =

A consecuencia de este ultimo andlisis y los anteriores, se determin6é que las secuencias
1y 2 son los canales Ky1.1 y -1.4, mientras que la secuencias 3 corresponde al canal
Kyv1.6. Finalmente el tercer andlisis in silico (blastx-proteinas), junto con el primero y el
segundo (blast-nucleotidos), nos permitdé determinar qué tipo de canales de la familia Ky1

estan presentes en las células RCE1.

Dado que la identificacion de los canales de potasio de la familia Ky1 fue realizada
mediante experimentos de RT-PCR, usando los oligonucleétidos KV1F y KV1R dirigidos
contra las regiones altamente conservadas de todos los canales de potasio de la familia
Kv1, fue necesario alinear las secuencias: Ky1.1, -1.4 y -1.6 para distinguir las regiones
con menor identidad y asi poder disenar tres oligonucleétidos especificos que amplifiquen

a cada secuencia por separado para los posteriores ensayos de PCR.

6.1.4. Alineamiento de los canales Ky1 identificados

En las células RCE1 se detectd la expresion de tres canales idnicos de la familia
Kvl: Ky1.1, -1.4 y -1.6, cabe mencinar que esta es la primera vez que se encuentra la
expresion de estos tres canales en las células RCE1 de conejo. El alineamiento de Ky1.1,
-1.4 y -1.6 fue realizado con las 191 pb de cada secuencia amplificada usando el
programa (NTI Vector V7.0). En la figura 25 se muestra el alineamiento de los tres
canales indicando las diferencias que existen entre cada una de las secuencias. Para el

disefio de oligonuclettidos especificos para Ky1.1, -1.4 y -1.6 se tomd en cuenta las



diferencias entre cada secuencia. Los oligonucle6tidos especificos se muestran con las

flechas delgadas en cada secuencia (Figura 25).

. KV1F .
TICITCCTICTICATCGGEGTICGICCTGITTIICTAGCGCAGTGIACTITIGE

Kvl.l

(1)
Kvl.4 (1) TICITCCICITICATCGGGGICGICCICITITCCAGCGCTGIGIATITIIGE
Kvl.&6 (1) TICITCCICTIICATICGGGGICGICCTCIICTCCAGCGCCGICTACTIICGC
51 100
Evl.1 (51) CGAGGCGGAGCGARGCIGAGICCCACTICICCAGTATCCCCGATGCITICT

Evl.4 (51) AGAGGC@EGMCCCRCEMCEE! ITCCARAGCATTCCAGATGCGITITT

Kvi.6 (51) AGAGGCTGATGACGATGACICACT CCCCAGCATCCCCGACGCCTICT

101 150
KEvl.l (101) GEITGEGCGEIGGIGTCCATGACCACCEIGGEATACCET GACATGTACCCT
Evl.4 (101) GEIGGGECIGIGGIARCCATGCACAACT GIGGECTATCCEEGACATGRAGCCC
Kvl.6 (101) GGIGGGCAGIGGICACCATGACCACGGIGGGCTACGGGGACATGTIACCCC
151 191
Kvi.l (151) GIGACAATTGCGAGGCAACATCCIGEECICCCIGIGIGCCAT
Kvi.4 (151) ATCACAGICGGGGGRAAGATCGIGGGCICCCIGIGIGCCAT
Kvl.é (151)

ATGACGGT CGGGEGCM@ICGI GGGCICCCTIGIGI-CCAT

KV1R

Figura 25. Alineamiento de los canales secuenciados Ky1.1, -1.4 y -1.6 amplificados con los oligonucleétidos KV1F y
KV1R. A pesar de presentar una alta identidad entre cada una de las secuencias, existen diferencias suficientes para
amplificar a cada canal por separado utilizando los oligonucleétidos sentido subrayados en cada secuencia y el
oligonucleétido antisentido KV1R.
Una vez disefiados los oligonucleétidos especificos para cada secuencia, se
realizaron ensayos de RT-PCR con RNA de células RCE1 de 8 dias de cultivo y con RNA
de epitelio corneal para probar la especifidad de los oligonucleétidos y determinar la

expresion de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6 tanto en la linea celular RCE1 como en el

tejido original de epitelio corneal.

6.1.5. Expresion de canales Ky1 en células RCE1 y en epitelio corneal

La expresion de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6 en RCE1 de 8 dias y en epitelio
corneal de conejo (ECC) fue demostrada por medio de PCR con los oligonucle6tidos

especificos. En la figura 26 se muestra la amplificacién de cada canal por separado en



células RCE1 de 8 dias de cultivo y ECC, demostrando su expresion tanto en la linea

celular (Figura 26 A) como en el tejido original (Figura 26 B).
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Figura 26. Expresion de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6 en RCE1 de 8 dias y ECC. La amplificacion en RCE1 y ECC fue
realizada por PCR a 60°C x 35 ciclos con los oligonucleétidos especificos. A) Amplificacion en células RCE1 de 8 dias de
cultivo. B) Amplificacion en ECC. En el primer carril de cada ensayo de PCR de la imagen Ay B, se muestra el marcador
de peso molecular (MPM), escalera de 50pb de DNA Invitrogen. El segundo carril corresponde al amplicon de cada canal
en RCE1 (A) y ECC (B). El tercero es el control negativo (s/cDNA). Geles de agarosa al 2%. Los tamafios de los
fragmentos esperados se indican con una linea.

El tamano esperado en la amplificacién de los canales Ky1 fue: Ky1.1= 136 pb,
Kv1.4= 143 pb y Ky1.6= 138 pb. Los tamafos de las secuencias amplificadas son muy
proximos entre si, por lo que es dificil determinar con presicion el tamafio correspondiente
para dicha secuencia en cada gel. Sin embargo para dicernir si los oligonucleétidos
especificos amplifican a cada canal por separado, se analizaron las secuencias alineadas
de la figura 25, a partir de los oligonucleétidos especificos marcados con una flecha;
hasta el oligonucledtido antisentido (KV1R) en el programa NEBcutter V2.0
(www.tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) y se investigd qué enzima corta Gnicamente a
cada canal por separado. Para determinar que enzimas de restriccion utlizar en el corte
de cada secuencia (Ky1.1, -1.4 y -1.6), se examiné qué enzimas cortan a la secuencia

Kv1.1 pero no a Ky1.4 ni a Ky1.6. Para Ky1.4 de la misma manera se eligié una enzima



gue corte esta secuencia pero no a Ky1.6 ni a Ky1.1, y lo mismo fue realizado con Ky1.6.
Por otra parte también se tom6 en cuenta el tamano del fragmento que generaria cada
restricciobn con cierta enzima, ya que fragmentos menores a 50 pb dificilmente son
visibles en el gel de agarosa. Por lo tanto, las enzimas que se eligieron fueron aquellas
que cortaban Unicamente a cada secuencia por separado y que generan fragmentos
mayores a 50 pb. En la figura 27 se muestra los sitios de restriccion de Ky1.1, Ky1.4 y
Kv1.6. Las enzimas de restriccion utilizadas para cortar a cada una de las secuencias
fueron: para Ky1.1 Mfel: que produce dos fragmentos de 100 y 36 pb, para Ky1.4 Bsml:

que produce los fragmentos 108 y 35 pb y para Ky1.6 Hgal: produciendo 90 y 48 pb.

A KvlA 2 1

B Kv14d 1l - 1 43
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Figura 27. Analisis de los sitios de restricciéon de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6, y las enzimas que los cortan. El analisis
fue realizado con el programa NEB Cutter (NEW ENGLAND Bio Labs). A) Secuencia del canal Ky1.1. B) Secuencia
del canal Ky1.4. C) Secuencia del canal Ky1.6. Las enzimas empleadas en el corte de cada secuencia estan
sefaladas con un ovalo rojo.

Para realizar la restriccion de las secuencias Ky1.1, -1.4 y -1.6, inicialmente se amplificé

el cDNA de las células RCE1 de 8 dias por medio de PCR con los oligonucleétidos



especificos de cada secuencia. Posteriormente con el producto de cada PCR realizada
por separado, se realizé la restriccion de cada una de las secuencias. En la figura 28 se
muestra la amplificacién de los canales: Ky1.1, -1.4 y -1.6 y el andlisis de restriccién
realizado para cada secuencia. En los carriles Ky1.1 + Mfel, Ky1.4 + Bsml y Ky1.6 + Hgal
se muestran las restricciones de cada secuencia con su respectiva enzima. La enzima
Mfel corté a la secuencia Ky1.1 generando fragmentos de 100 + 36 pb. La enzima Bsml
cortd a la secuencia Ky1.4 generando fragmentos de 108 + 35 pb y la enzima Hgal cort6
a la secuencia Ky1.6 generando fragmentos de 90 + 48 pb. En los carriles Ky1.1, -1.4 y -
1.6 se muestran las amplificaciones de cada una de estas secuencias sin realizar la
restriccion. Evidentemente las enzimas empleadas que cortan a cada fragmento por
separado, demostraron la especificidad de los oligonucleétidos para amplificar las

secuencias: Ky1.1, -1.4 y -1.6 por separado.
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Figura 28. Amplificacién especifica y analisis de restriccién de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6. Ensayo de PCR con
oligonucleotidos especificos a 60°C x 35 ciclos. El primer carril corresponde al MPM, escalera de 50 pb de DNA
Invitrogen. Gel de agarosa al 2%. En cada carril se indica el fragmento de PCR analizado y la enzima utilizada para su
restriccion.



6.2. Identificacion del canal de potasio Maxi-K en epitelio corneal

Ademas de los canales de K* de la familia Ky1, los canales de K" dependientes de
calcio (Kca) también han sido relacionados como reguladores de la proliferaciéon en varios
tipos de celulares. Por esa razon en el presente trabajo también nos interesamos en
identificar el canal Maxi-K y determinar si participa en la regulaciéon de la proliferacion de
células de epitelio corneal. Por lo que de igual manera inicialmente se identifico la

expresion de RNAm del canal Maxi-K en RCE1.

6.2.1. Amplificacion del RNAm del canal de potasio Maxi-K

La identificacion del canal Maxi-K expresado en células RCE1 de 3 y 8 dias fue
realizado mediante experimentos de RT-PCR usando los oligonucle6tidos DsloF y DsloR
que reconocen una regién que no presenta variaciones de procesamiento alternativo
equivalente al que usaron para detectar Maxi-K en las células MDCK en trabajos previos
en el laboratorio (Garcia-Villegas et al., 2007). En primer lugar se realiz6 la sintesis de
cDNA a partir de RNA total de células RCE1 de 3 y 8 dias de cultivo como se describi6 en
materiales y métodos. Posteriormente se relizaron ensayos de PCR a 60°C de Tay 35
ciclos, amplificando un fragmento de 255 pb (Figura 29 A - B). Posteriormente se cloné el
fragmento amplificado de 255 pb para obtener clonas independientes y secuenciarlas
para determinar si correspondieron a la secuencia del canal Maxi-K reportado en el Gen

Bank (No. acc. AF201702).
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Figura 29. Expresion del canal Maxi-K en células RCE1. Ensayos de RT-PCR con los oligonucleétidos DsloF-DsloR a
60°C de Ta x 35 ciclos. Geles de agarosa al 2%. A) Amplicon en células RCE1 de 3 dias. En el primer carril se muestra el
MPM, escalera de 50 pb de DNA Invitrogen. El segundo carril corresponde al amplicén del canal Maxi-K. El tercer, cuarto
y quinto carril son controles negativos, el tercero no contiene el oligonucledtido sentido DsloF (sentido), el cuarto no
contiene el antisentido DsloR y el quinto no contiene cDNA. B) Amplicon en células RCE1 de 8 dias. En ambos ensayos
(A-B) se amplificé el fragmento esperado de 255 pb.

6.2.2. Seleccion de clonas Maxi-K

El fragmento Maxi-K amplificado por RT-PCR fue clonado de la misma forma
como se describié para los canales de K* de la familia Ky1 anteriormente descritos. Se
obtuvieron quice clonas, las cuales fueron también analizadas por restriccion con la
enzima Eco RI. El producto de cada restriccion se corrié en un gel de agarosa al 1.2% y
solo se escogié una clona de las quince para su posterior secuenciacion, ya que esta

presentd el tamaro esperado de ~250 pb (Figura 30).
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Figura 30. Seleccion de clonas Maxi-K con insertos de ~250 pb. Se observa el DNA de los posibles candidatos cortados
con la enzima Eco RI. De izquierda a derecha se muestran las clonas selecionadas con un circulo rojo. En el primer carril
MPM se muestra la escalera de 50 pb de DNA invitrogen. Gel de agarosa al 1.2%. La seleccién de clonas se basé en
aquellas que contuvieran insertos de ~250 pb como se indica con la flecha roja.

Para determinar si el canal Maxi-K se expresa en las células RCE1, la clona 1 se
purificé por Minipreps y fue procesada para su secuenciacion automatizada como fue
descrito para los canales de K™ de la familia Ky1 en el apartado 5.7.2. En la figura 31 se
muestra el electroferograma de la secuencia 4 que esta delimitada por los
oligonucleétidos DsloF-DsloR. El electroferograma de la secuencia 4 también fue
revisado de la misma manera como se realizé con los canales Ky1, antes de realizar el
andlisis in silico para evitar obtener alguna secuencia erronea. Al no encontrar errores de
lectura por el secuenciador automatizado se procedié a determinar la identidad de la

secuencia 4 por medio de analisis in silico.
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.6.2.3. Identificacion in silico de la secuencia 4 (Maxi-K)

La secuencia 4 que fue obtenida a partir de la secuenciacion fue comparada
contra la base de datos del Gen Bank al ser alineada en el programa BLAST (blast-
nucleétidos) determinando el mayor porcentaje de identidad con las secuencias de
canales depositadas en el Gen Bank de las especies: Homo sapiens, Mus musculus,
Rattus norvegicus y Oryctolagus cuniculus. En la tabla 8 se muestra el analisis in silico
realizado en el programa BLAST (blast-nucleétidos). Este analisis indicé que la secuencia
4 es el canal Maxi-K, ya que la identidad que mostré frente al canal Maxi-K de las
especies: Mus musculus, Rattus norvegicus y Oryctolagus cuniculus fue de 90 — 98%
(tabla 8). En Homo sapiens no hubo secuencia alguna que tuviera identidad con la

secuencia 4.

Tabla 8. Identificacion in silico de la secuencia 4 (Programa BLAST blastx- proteinas).

IDENTIDAD (sec. 3) _TIPO DE CANAL ESPECIE N2 ACCESO

Maxi-K Rattus norvegicus U93052.1

250/255 (98%)

244/255 (95%)

Al realizar el analisis in silico de la secuencia del canal Maxi-K de RCE1 (MaxiK-RCE1) se
obtuvo 90% de identidad con el canal Maxi-K de Oryctolagus cuniculus reportado en el
Gen Bank (MaxiK-GenBank), sin embargo al realizar un analisis in silico con MaxiK-RCE1
en el programa BLAST (blastx-proteinas) se obtiene 100% de similitud en distintas

especies (resultados no mostrados) lo que confirmé su identidad.

Debido a que la secuencia del canal Maxi-K de las células RCE1 (MaxiK-RCE1)
en teoria deberia ser idéntica a la secuencia del canal Maxi-K depositada en el Gen Bank
(MaxiK-GenBank), se decidié analizar las diferencias que existen entre cada secuencia

mediante un alineamiento.



6.2.4. Alineamiento de MaxiK-RCE1

En las células RCE1 de 3 y 8 dias por primera vez se detectd la expresion del
canal Maxi-K. En la figura 32 se muestra el alineamiento del canal MaxiK-RCE1 VS

MaxiK-GenBank, el cual fue realizado en el programa NTI Vector V7.0.

DsloF
- p 50
MaxiK-GenBank (1) TGGACCAAGACGATGACGACGACCCCEACACAGAACTGTACCTCACACAS
MaxiK-RCE1 (1) TGGACCAAGACGATGATGACGACCCTGACACAGAGCTGTACCTCACACAG

Si 100
MaxiK-GenBank (51) CCCTTTGCCTIGTGGGACAGCCTTTIGCCGTCAGCGTCCTGGATTCACTCAT
MaxiK-RCE1 (51) CCCTITGCTIGTGGGACAGCATTTGCCGTCAGCGTCCTGGACTCACTCAT

101 150
MaxiK-GenBank 101) GAGTGCGACGTACTICARCGACAATATCCICACCCTGATACGGACCCTGE
MaxiK-RCE1 101) BAGCGCGACATACTICAATGACAATATCCICACCCTARTACGGACCCTGE

151 0
1) TGACCGGAGGGGCCACGCCGGAGCTGGAGGCTCTARTCGLC Gmmu
)

MaxiK-GenBank (2
( TGACAGGAGGAGCCACACCAGAGCTIC BAGGCICTA&IAGC‘W

MaxiK-RCE1

)lil;lh

MaxiK-GenBank (201) mmm&m:x:wsnm:mm
MaxiK-RCE1 [201) GCGCTICGAGGAGGCTACAGCACTCCGCAGACATIGGCCARTAGGGACCSG

(N
<
v
«

MaxiK-GenBank (251) CTGCC
MaxiK-RCE1 (251) CTGCC DSIOR

Figura 32. Alineamiento de MaxiK-RCE1 VS MaxiK-GenBank de conejo. La primera secuencia corresponde a MaxiK-
GenBank. La segunda a la secuencia MaxiK-RCE1.
Se encontraron 23 diferencias en el fragmento de 255 pb de la secuencia MaxiK-RCE1
con respecto a la secuencia de Maxi-K reportada en el Gen Bank, tanta discrepancia se
podria deber a que tal vez podrian haber errores en la secuencia reportada como Maxi-K

en el Gen Bank.

Finalmente para determinar la especifidad de los oligonucle6tidos DsloF-DsloR se
analizé la secuencia MaxiK-RCE1 en el programa NEBcutter V2.0 y se eligi6 la enzima
Aval, ya que esta enzima genera fragmentos de 174 + 82 pb en el fragmento de PCR

amplificado en MaxiK-RCE1 (Figura 33).
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Figura 33. Analisis de los sitios de restriccion del canal MaxiK-RCE1 y las enzimas que lo cortan. La enzima utilizada fue
Aval sefialada con un ovalo rojo.

En la figura 34 se muestra el analisis por restriccion con la enzima Aval que gener6 un
fragmento de 174 y uno de 82 pb en MaxiK-RCE1 de 3 dias de cultivo. El andlisis
anterior indic6 que los oligonucleétidos empleados (DsloF-DsloR), pueden amplificar el

fragmento de MaxiK en RCE1 de manera especifica.
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Figura 34. Amplificacion y analisis de restriccién del canal MaxiK-RCE1. Ensayo de PCR con oligonucleétidos DsloF-
DsloR a 60°C x 35 ciclos. En el carril MPM se muestra la escalera de 50 pb de DNA Invitrogen. El carril Aval+Maxi-K
corresponde a la restriccién realizada y el carril Maxi-K es el control negativo. Gel de agarosa al 2%.

6.3. Identificacion de los canales de calcio de la familia Cay1 en epitelio corneal

Debido a que los canales de calcio de la familia Cay1 tambien han sido reportada su
expresion durante la proliferacion celular en muchos tejidos, se verific si estos canales se
expresan en el epitelio corneal, ya se ha visto que son importantes reguladores del calcio

que participa en los eventos intracelulares que gobiernan el crecimiento y la diferenciacion

celular.

6.3.1. Amplificacion de canales de calcio de la familia Cay1

Los RNA mensajeros de los canales de calcio de la familia Cay1 en células RCE1
de 3 y 8 dias de cultivo fueron amplificados demostrando su expresion en estas células

(Figura 35). La amplificacion de los canales de calcio de la familia Cay1 expresados en



las células RCE1 de 3 y 8 dias, fue realizada mediante experimentos de RT-PCR, usando
los oligonucleétidos CAV1F-CAV1R que se muestran en la seccién de metodologia en la
tabla 1. El tamano esperado fue de 352 pb como se indica en la figura 34. El nivel de
expresion de células RCE1 fue interesantemente mayor a los 3 dias en comparacién con
el de las células de 8 dias, por otro lado en el ECC no fue posible amplificar los canales
Cay1, lo que sugiere que posiblemente estan ausentes en este tejido ya diferenciado. La
clonacion, secuenciacion e identificaciéon de los canales calcio de la familia Cay1
amplificados en células RCE1 de 3 y 8 dias no fue realizada debido a la falta de tiempo

en este estudio, por lo que en futuros trabajos se realizara.
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Figura 35. Expresion de canales i6nicos de la familia Cay1 en células RCE1 y ECC con oligonucleétidos CAV1F-
CAV1R. Amplificacion del RNA total por RT-PCR a 60°C x 35 ciclos. El tamano del fragmento esperado es de 352pb.



6.4. Efecto del TEA sobre el crecimiento de las células RCE1

Debido a que en el presente estudio se identificé la expresion de los canales
Kv1.1, -1.4, -1.6 y Maxi-K, el siguiente paso fue bloquear canales de K" con TEA y
determinar si estos canales tienen algun efecto en la proliferacién celular de las células
RCE1.
Durante el cultivo celular de RCE1, la adicion del bloqueador de canales de K* (TEA) al
tercer dia de cultivo, inhibe el crecimiento de las células RCE1 (Figura 36). La inhibicion
del crecimiento celular ocurre a partir de una concentracion de 10 mM. Al usar una
concentracion de 50 mM de TEA en el cultivo celular, el nimero de células total no
incrementa, inclusive disminuye a cero a los cuatro dias. Lo anterior sugiere que la
mayoria de los canales K* a partir de 10 mM estan bloqueados y a 50 mM de TEA se
observa toxicidad celular. Esto demuestra que posiblemente los canales de potasio estan

participando en la proliferacién celular de las células RCE1 de epitelio corneal.
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Figura 36. Cinética de crecimiento de células RCE1 en presencia del bloqueador de canales de potasio TEA. Se
probaron las concentraciones de 2, 10, 25 y 50 mM de TEA. El bloqueador se agregd al tercer dia de cultivo y se
reqistrando el nimero de células cada 24 horas hasta el séptimo dia.



7. Discusion

La funcién que realizan los canales de K* y de Ca®" dependientes de voltaje en
tejidos no excitables eléctricamente, aun no es bien conocida, aunque ya existen
varios reportes en donde se evidencia su participacion en fenémenos como, regulaciéon
del volumen celular, apoptosis, proliferacion, etc. En nuestro caso particular estamos
interesados en estudiar el papel de los canales de K* y de Ca®* en la proliferacién
celular. En este estudio se demostré la expresion de canales de potasio de la familia
Kv1 en la linea celular RCE1 y en el epitelio corneal, un tejido eléctricamente no
excitable. La expresion fue demostrada por medio de RT-PCR con oligonucleétidos
generales que se unen a todos los miembros de la familia Ky1, una estrategia muy util
para amplificar RNAm con secuencias homologas. La expresion de canales Ky1 se ha
analizado en otros estudios, por ejemplo en células MDCK de rifién de perro, se
detectaron tres distintos canales de la familia Ky1: Ky1.4, -1.6 y -1.7 utilizando los
mismos oligonucle6tidos generales (KV1F-KV1R) que se emplearon en el presente
trabajo (Garcia-Villegas et al., 2007). Del mismo modo, en las células A2780 una linea
celular de cancer de ovario, se ha identificado la expresion de canales Ky1 por RT-
PCR con oligonucleétidos disefiados a partir de las regiones conservadas del
segmento S4 y la region del poro de multiples canales Ky que incluyen los subtipos
Kv1l.1,-1.3, -1.5y -2.1 (Weng Z et al., 2007). También en células de oligodendrocitos
(OLGs) y progenitores de oligodendrocitos (OP) se ha reportado la expresién de
multiples transcritos de canales de K" activados por voltaje como son; Ky1.2, -1.4, -1.5
y -1.6 por RT-PCR usando oligonucleé6tidos generales que se unen a los dominios

conservados de secuencias de canales de la familia Shaker (Attali B et al., 1997).

En el presente estudio, la clonacién, secuenciaciéon e identificacion in silico
permitié conocer los canales de K* de la familia Ky1 que estan presentes en el epitelio
corneal (Figura 26 B), ahora podemos decir que al menos se expresan los canales

Kv1.1, -1.4 y -1.6. Sin embargo, existen otros trabajos previos en donde también se ha



evidenciado la expresion de canales de K* en este tejido. Por ejemplo, en el epitelio
corneal de rata se han realizado estudios utilizando un panel de anticuerpos
especificos contra Ky1.1, -2.1, -3.1, -3.2, -3.4, -4.2 y -4.3 demostrando que el canal
Kv3.4 es el mas altamente expresado en extractos celulares y en preparaciones de
membrana celular utilizando Western blot (Wang L et al., 2004). Por otro lado se ha
detectado la expresion del RNAm del canal Kir2.1 en epitelio corneal por RT-PCR,
ademas de haber sido caracterizada su corriente idénica por medio de la técnica de
fijacion de voltajes (patch clamp) (Rae J et al., 2000). Los estudios en donde se han
identificado canales Ky, particularmente los canales Ky1 en el epitelio corneal son
escasos, ademas en la linea celular RCE1 no existen estudios de este tipo, por lo que
el presente trabajo es el primer estudio realizado en la linea celular RCE1 y la primera
vez que se reporta la expresion de RNAm de canales de K™ de la familia Ky1 en

epitelio corneal.

Durante el andlisis in silico de las secuencias obtenidas en este trabajo se
determiné qué canales ibnicos se estan expresando en la linea celular RCE1 a nivel
de RNA mensajero. Los canales de potasio de la familia Ky1 identificados fueron:
Kv1.1,-1.4y -1.6 (ver tabla 4, 5 y 6), siendo el canal Ky1.1 el que mayoritariamente se
repiti6 en las clonas obtenidas, esto podria sugerir que el RNAm del canal Ky1.1 es
mas abundante que el de los canales Ky1.4 y -1.6, aunque para afirmar lo anterior se
tendrian que realizar estudios de PCR semicuantitativa o PCR en tiempo real. Quizas
los niveles de expresion de los canales de K* de la familia Shaker, dependen del tipo
de tejido en que se encuentren y la etapa del ciclo celular en que se halla la célula, ya
que en cultivos de astrocitos de ratdon, se ha visto que los RNA mensajeros de los
canales Ky1.1 y -1.2 tienen niveles muy bajos, mientras que el del canal Ky1.6 esta
altamente expresado en este tejido (Sharon et al., 1997). Por otra parte, en el presenta
trabajo faltaria realizar un estudio con anticuerpos especificos para cada uno de los

canales de K" identificado y asi poder saber si estos canales también se expresan a



nivel de proteina. Adicionalmente faltaria confirmar su presenca a nivel funcional

haciendo estudios con registros electrofisiol6gicos para caracterizar sus corrientes.

El alineamiento de los canales Ky1.1, -1.4 y -1.6 evidencié las diferencias que
existen en la regiébn de 191 pb secuenciadas de cada canal, las cuales fueron
suficientes para disefar oligonucleétidos que serviran como herramientas moleculares
para identificar a cada RNAm por separado en futuros trabajos en la linea celular

RCE1 y en el epitelio corneal.

Por otra parte, también se realizé la identificacion del RNAm del canal Maxi-K
en la linea celular RCE1, sugiriendo que posiblemente este canal ibnico esta
involucrado en alguna funcién de las células RCE1, ya que se expresa a los 3 y 8 dias
de cultivo. Anteriormente no se habia reportado la expresién del canal de potasio
Maxi-K en células RCE1, aunque se cree que este canal se encuentra en todos los
tipos celulares cumpliendo funciones importantes como: el mantenimiento del potencial
de reposo (Ashcroft, 2000). Respecto al nivel de expresién del RNAm de este canal,
no se observé ningun cambio aparente, por lo que posiblemente la expresion del canal
Maxi-K se mantiene constante durante la proliferacién y diferenciacion celular de las
células RCE1. En células MDCK se han realizado estudios mediante RT-PCR
semicuantitativa de los niveles del RNAm del canal Maxi-K, demostrando que el nivel
de expresion aumenta 8 veces cuando las células se siembran y entran en contacto
con el sustrato, sin embargo no se observo ningun efecto general de este canal en el
crecimiento y diferenciacion de las células MDCK (Garcia-Villegas et al., 2007). En
este trabajo para verificar si realmente hay cambios en el nivel de expresion del canal
de potasio Maxi-K en células RCE1, se tendrian que realizar estudios adicionales de
PCR semicuantitativa 6 PCR en tiempo real en células proliferando y células
diferenciadas. De igual manera serd necesario amplificar el canal Maxi-K en el epitelio

corneal para verificar su presencia en el tejido ya diferenciado.



Con respecto a la amplificacion de los canales de Ca®* activados por voltaje de
la familia Cay1 en células RCE1 fue posible observar la presencia de RNAm tanto a
los 3 dias como a los 8 dias de cultivo utilizando los oligonucle6tidos generales
(CAV1F-CAV1R). Sin embargo se observé una mayor expresién a los 3 dias (Figura
35). Por el contrario, en el epitelio corneal no se logré la amplificacién de canales
Cay1, lo que sugiere que posiblemente no se expresa este tipo de canales de Ca* en
el tejido ya diferenciado. Hasta ahora se sabe que los canales de Cay1 participan en la
actividad eléctrica de tejidos excitables, pero ademas también se han asociado a la
transduccién de sefales que modulan la expresion genética a nivel transcripcional
(Kahl y Means, 2003). Los resultados que se obtuvieron en este trabajo sobre la
expresion de RNAm de canales de calcio Cay1, podrian sugerir que las células RCE1
de 3 dias estan transcribiendo un mayor numero de mensajeros de canales Cay1,
durante la etapa de proliferacion celular y conforme se diferencian las células,
disminuyen los niveles de RNAm de canales Cay1. Esto coincidiria con la ausencia de

la expresion de canales Cay1 en epitelio corneal (Figura 35).

En células mioblasticas ML-1 se ha reportado que la induccion de la
diferenciacién esta asociada con la inhibicién de la actividad de canales de K* (Lu et
al., 1993, Xu et al., 1993 y Wang et al., 1997). Sin embargo, en otros estudios se ha
detectado la presencia de los canales de potasio Ky, pero la ausencia de canales de
calcio en las células A2780, sugiriendo que los canales Cay1 no existen en células
A2780 (Weng Z et al., 2007). Posiblemente la presencia de los canales Ky en un tejido
en proliferacién 6 diferenciacion celular no siempre esta relacionado con la presencia
de los canales de Ca®* de la familia Cay1. Por otra parte, para probar si los canales
Cay1 estan participando de manera general durante la proliferaciéon celular de RCE1
en estudios futuros, seria necesario utilizar bloqueadores especificos, como las DHP

en la cinética de crecimiento de células RCE1, ademas de identificar especificamente



que canales Cay1 (Cay1.1, -1.2, -1.3, -1.4) estan presentes en este tejido por medio de

clonacion, secuenciacion e identificacion in silico.

Una vez identificando la identidad molecular de los de canales i6nicos
expresados en un tejido, las herramientas farmacol6gicas son una de las maneras de
entender el rol de los canales de K* en la fisiologia celular, pero a la vez son limitadas
ya que muchas de ellas no son tan especificas dada la diversidad que existe de
canales de K*. En las células RCE1 se emple6 el blogueador inespecifico de canales
de K" TEA a distintas concentraciones (Figura 36). En otros estudios se ha reportado
que el bloqueador TEA a 10 mM, bloquea la mayoria de los canales de potasio Ky
(Wolosin et al., 1987). Lo anterior coincide con los resultados obtenidos en la cinética
de crecimiento de las células RCE1. La inhibicion del crecimiento de células RCE1 se
logré a partir de 10 mM de TEA, lo que demuestra que al menos un canal de K*
dependientes de voltaje, estd participando en la proliferacion celular de RCE1.
Particularmente para el canal Maxi-K, en otros trabajos se ha visto bloqueada su
actividad a 2 mM de TEA (Vogalis et al., 2005), si la inhibicién del crecimiento de
células RCE1 ocurrié a partir de 10 mM, podriamos suponer que el canal Maxi-K
posiblemente no este participando de manera directa en la proliferaciéon celular. Sin
embargo, para descartar de una manara mas directa la participacion del canal Maxi-K
en la proliferacion de células RCE1 habria que hacer una cinética de crecimiento en
presencia de bloqueadores especificos para este canal como son: la Iberiotoxina y la
caribdotoxina, como se ha reportado en otros tipos celulares (Weng et al., 2007).
Aunque se ha reportado que el canal Maxi-K en células de cancer de ovario A2780, no
es critico en la proliferacion celular ya que no se afecta en presencia de Iberotoxina y
Chtx. En este tipo de células, sin embargo, la proliferacion es inhibida con el
blogueador 4-aminopiridina que inhibe canales de potasio Ky (Weng et al., 2007).

Existen numerosos estudios de canales de K* involucrados en la proliferacion

celular. El caso mejor estudiado corresponde a los canales Ky1.3 y Kco3.1, quienes



gobiernan la respuesta mitogénica en linfocitos (DeCoursey et al., 1984). En células de
melanoma se expresan una diversidad de tipos de canales idnicos y se ha reportado
que los bloqueadores de canales de K" inhiben su crecimiento (Allen et al., 1997). En
células cancerosas gastricas de humano, la actividad y expresion del canal Ky1.1
juega un importante rol en la proliferacion celular (Lan, et al., 1997). En musculo liso
los canales de K* regulan la su proliferacién celular (Jackson, 2005). Actualmente hay
un gran numero de reportes de distintos tipos celulares con que documentan el
requerimiento de canales de K* funcionales para su proliferacién celular como son:
linfocitos, adipocitos, células de Schwann, melanoma, carcinoma de mama,
neuroblastoma, cancer de pulmén, cancer de vejiga, células neuroendécrinas,
hepatocitos, células pituitarias GH3, células endoteliales, queratinocitos, células del
pigmento retinal, condrocitos, leucemia miblastica, cancer de préstata,
hepatocarcinoma, mesotelioma y células de cancer de colon (Wonderlin y Strobl, 1996;

Pardo, 2004).

En estudios futuros se podria emplear algun bloqueador mucho mas especifico
para canales de potasio Ky y asi tratar de determinar qué subtipo de canales de
potasio Ky especificamente estan involucrados en la proliferacion celular de RCE1.
Otra alternativa podria ser la sobre expresién de los canales Ky1 encontrados (Ky1.1, -
1.4, -1.6) en las células RCE1 ¢ la inhibicion de sus RNAm por medio de
oligonucledtidos antisentido 6 RNA de interferencia (RNAIi). Aunque algunos canales
de la familia Ky1 ya han sido estudiados en distintos tejidos, la funcién que ejercen de
manera especifica en la proliferacion celular, ain se desconoce. Por ejemplo, valorar
la sobre expresion de canales Ky1 en células progenitora de oligodendrocitos (OP), ha
demostrando que la proliferacion celular pueden ser disminuida con la sobre expresion
del canal Ky1.6, sin embargo, se incrementa cuando se sobre expresan los canales
Kv1.3 6 -1.4 (Vautier et al., 2004). Por otro lado, se ha probado que la linea celular de

epitelio mucoso gastrico RGM-1 tiene altamente expresados los canales de potasio



Kv1.1y 1.6. Al silenciar la expresion del canal Ky1.1 por medio de RNAI especificos, se
suprime la proliferacion celular, sugiriendo que el canal Ky1.1 regula la proliferacion
de células epiteliales gastricas (Ka Kei et al., 2006). En células OP se probaron tres
distintos blogueadores de canales de K*: quinidina a 100 y 500 uM, clofilium a 10 uyM y
4-aminopiridina a 3 mM logrando inhibir la proliferacién celular en cada ensayo por
separado, posteriormente se detecté el RNAm de los canales Ky1.5y -1.6 lo que hacia
creer que estos canales de K* posiblemente estaban participando en la proliferacién
de OP. Se utilizaron oligonucleétidos antisentido contra Ky1.5 y -1.6 pero no hubo
ningun efecto sobre el crecimiento celular, lo anterior sugiri6 que la participacion en
conjunto de los canales de K" esta implicada en la proliferacién y no especificamente
un canal de la familia Ky1 en particular (Attali et al., 1997). También se ha propuesto
que las células podrian expresar mas de un tipo de canales de K*, y que la actividad
de éstos para mantener su potencial eléctrico de reposo, sea lo que al modificarse
afecte la proliferacion. De modo que si la selectividad de un bloqueador inhibe una
poblacién de canales de K* pero no otra, la segunda poblacion de canales de K*
podria permitir la proliferacion. En otros estudios se ha determinado que inclusive
algunos canales de K*, por ejemplo: los canales de K* activados por Ca® (Kca)
participan en la proliferacion celular, regulando la progresion de la fase GO hacia la
fase G1 del ciclo celular (Wonderlin et al., 1996). Algunos autores han reportado que la
participacién del canal Maxi-K en la proliferacion celular, depende del tejido que se
analice. Por ejemplo, los canales de K* activados por Ca** (Kc.) dentro de los cuales
se encuentra Maxi-K, se han asociado mas con la proliferacién celular en las células
cancerosas de mama, que en otros tejidos (Allen et al., 1997). Probablemente al
emplear un bloqueador especifico para el canal Maxi-K, como la Caribdotoxina en la
cinética de crecimiento de células RCE1, nos permitiria demostrar si el canal Maxi-K,
esta participando de manera mas especifica en el proceso de proliferacién celular de

RCE1. Los estudios electrofisiologicos, el empleo de RNAi y la sobre expresion del



canal Maxi-K, son otras estrategias que se podrian utilizar para comprender el rol que

juega el canal Maxi-K en la fisiologia de las células RCE1.

Finalmente la inhibicion de la proliferacion celular por bloqueadores de canales
idnicos es necesaria, pero no es suficiente para saber que tipo de canales de K*y Ca**
estan participando durante la proliferacién celular. Sin embargo, algunos autores han
descrito de manera general que los canales de potasio Ky especificamente, pueden
modular la proliferacion celular por varios mecanismos. A) Se cree que se requiere una
hiperpolarizacién transitoria para la progresion de la fase temprana G, del ciclo celular.
Asi, el bloqueo de los canales Ky resulta en una despolarizacién que suprime la
proliferacion celular por la inhibicion de tal hiperpolarizacién (Pardo, 2004; Wonderlin y
Strobl, 1996). B) Se ha reportado que la expresion de canales de potasio Ky puede
incrementar el gradiente electroquimico para Ca** (Wang et al., 2000). Los elevados
niveles de Ca®" intracelular incrementan la actividad de algunas enzimas, incluyendo la
cinasa tipo Il dependiente de Ca®* calmodulina, la cual puede potenciar la progresion
del ciclo celular (Kahl y Means, 2003). De igual manera se ha demostrado que otras
enzimas dependientes de Ca®* pueden regular la activacién de ciclinas y cinasas
dependientes de ciclinas, que a la vez su actividad es responsable de la progresion del
ciclo celular (Santella, 1998). Por ultimo, C) La proliferacion también esta asociada con
el volumen celular a lo largo de la fase G, ya que controla la concentraciéon de solutos
necesarios para soportar la proliferacion (Rouzaire-Dubois et al., 2004). Los cambios
en el potencial de membrana y el volumen celular son necesarios para la progresién

del ciclo celular y ambos requieren la accion de los canales de K* (Pardo, 2004).

En resumen, la identificacion molecular de la expresién de los canales de potasio
Kv1.1, -1.4 y -1.6 asi como del canal Maxi-K en células de epitelio corneal RCE1
realizada en este trabajo, es el primer paso en el estudio del papel funcional de estos
canales en el epitelio corneal, su proliferacién y probablemente su diferenciacién. Este

trabajo abre las puertas hacia nuevas lineas de investigacion, por un lado identificar



molecularmente cual es el 6 los canales de K* necesarios para la proliferacion de las
células RCE1 y por otro lado, esclarecer cuales son las funciones celulares en las que

participan los canales Ky1.1, -1.4, -1.6 y Maxi-K.



8. Conclusiones

La linea celular RCE1 y el epitelio corneal expresan RNAm de canales de
potasio Ky1 (Ky 1.1, -1.4 y -1.6). Las diferencias que presentan las secuencias de
Kv1.1, -1.4 y -1.6 fueron suficientes para disefnar oligonucleétidos especificos que
amplifican a cada canal por separado. Por otro lado el crecimiento de las células RCE1
en fase exponencial es inhibido en presencia del bloqueador TEA, a partir de 10 mM,
lo que demuestra que los canales de K* de manera general estan participando en la
proliferaciéon celular de RCE1.

La linea celular RCE1 de 3 y 8 dias expresa RNA mensajero del canal Maxi-K
sin ningun cambio aparente en el nivel de expresion.

Las células RCE1 a los 3 dias tienen una mayor expresion de RNAm de
canales Cay1 que a los 8 dias, mientras que en el epitelio corneal no se expresan los
canales Cay1. Esto sugiere una mayor expresion de Cay1 durante el crecimiento
exponencial del cultivo.

Este estudio finalmente nos permiti6 demostrar la expresién de canales dependientes
de voltaje en un tejido no excitable eléctricamente, y que los canales de K* estan

participando en la proliferacion celular de RCE1.
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