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Caracterizacién de las corrientes iénicas inducidas en ovocitos de Xenopus laevis
inyectados con RNA mensajero de células epiteliales (MDCK)




PROLOGO

Los epitelios discriminan entre dos medios biol6gicos de distinta composicién, como la orina o la sangre,
gracias a que las células que los constituyen tienen dos propiedades fundamentales: la primera es que forman uniones
con sus vecinas y la segunda es que polarizan su membrana en un dominio apical y uno basolateral. Ambos dominios
tienen diferencias marcadas, tanto a nivel morfolégico, como en el de la composicién de los lipidos y protefnas que
constituyen a la membrana. La diversidad de componentes de membrana como son los transportadores, acarreadores
y canales iénicos tambien es distinta entre ambas caras.

Un problema biolégico particularmente interesante es saber como hace una célula epitelial para reconocer,
dirigir y ubicar adecuadamente las proteinas que habrén de incorporarse hacia uno u otro dominio de la membrana.
Puesto que las proteinas siguen inicialmente una via comin de sintesis, que va desde la transcripcion del DNA a
RNA mensajero en el miicleo, y de ahf su traduccién a secuencias peptidicas en el reticulo endoplasmico que despues
maduran y son glicosiladas en el aparato de Golgi. Actualmente se sabe poco acerca de como las células reconocen
y ubican polarizadamente sus protefnas de membrana. La mayor parte de informaci6n se ha obtenido desarrollando
anticuerpos que reconocen proteinas de membrana, que si bién se ha demostrado que se encuentran distribuidas
polarizadamente, se desconoce cual es su papel fisiol6gico.

Una alternativa es utilizar a los canales i6nicos como marcadores de polarizacion, pues representa dos
ventajas: (1) son proteinas de membrana cuya funcién es conocida, propiamente la de permitir el paso de iones de
una a otra cara de la membrana, (2) la sensibilidad de las técnicas electrofisiolégicas actuales, como el "patch clamp",
permiten distinguir la presencia de una sola de estas protefnas en la membrana.

Se han encontrado canales i6nicos en las células epiteliales, que como otras proteinas de membrana siguen
una distribucién polarizada, por ejemplo los canales de Na’ sensibles a amilorida estdn localizados en las
microvellosidades de la cara apical en epitelio intestinal, mientras que en las células MDCK se han descrito distintos
tipos de canales de K*, algunos de los cuales se encuentran solo en la cara apical o basolateral. De esta manera el
interés general del tema de trabajo en el laboratorio al cual me he incorporado es el estudio del fenémeno biolégico
de la polarizacién de proteinas de membrana en céiu las epiteliales, pero la intencién es enfocarlo con el estudio de
los canales idnicos.

Para dicho prop6sito en nuestro laboratorio se han utilizado como modelo biol6gico a las células MDCK
(Madin Darby Canine Kidney Cells), una linea derivada de rifién de perro. Estas células en cultivo forman uniones
oclusoras con sus vecinas y polarizan su membrana en un dominio apical y uno basolateral, formando asf monocapas.
En trabajos previos se ha demostrado, utilizando la técnica de "patch clamp", que estas células tienen cinco tipos
de canales selectivos a K' y un tipo a CI', también se pudo comprobar que estos canales estan distribuidos
polarizadamemente: cuatro tipos de canales selectivos al K' se encuentran sé6lo en la cara apical, mientras que el resto
lo hace sélo en la basolateral, Con estos antecedentes, sabemos que los canales iénicos en las MDCK constituyen
un modelo adecuado para estudiar el problema de la distribucién polarizada de proteinas de membrana.

Es muy probable que las protefnas tengan una sefial que las identifique, ya sea como basolaterales o apicales,



y que exista un mecanismo celular capaz de reconocer dicha secuencia. Nuestro interés principal es estudiar
precisamente esas sefiales. El enfoque consiste en identificar las secuencias de los mensajeros que codifican para los
canales apicales y basolaterales y compararlas, buscando una secuencia que sea comtn a los apicales y que no tengan
lo basolaterales, o viceversa. Para esto es preciso primeramente aislar, clonar y secuenciar los genes que codifican
para los distintos canales de potasio en las MDCK.

Dentro de las metodologias utilizadas para la clonacién de genes que codifican para canales idnicos se
encuentra la llamada clonacién por expresién, que consiste en la inyeccion de RNA mensajero total de las células
de interés a ovocitos de Xenopus laevis, registrando las corrientes idnicas inducidas y corroborando la selectividad
de los canales expresados, fraccionando posteriormente el mRNA y haciendo bancos de expresién de cDNA hasta
encontrar las clonas que especificamente codifiquen para los canales iénicos.

El propoésito de mi trabajo consiste entonces en poner a punto la metodologfa de expresién en ovocitos de
Xenopus, asi como aislar los mRNAs de las MDCK 6 horas después de ser sembradas, tiempo en el cual se ha
demostrado que se induce la expresion de los canales de K* y, utilizando posteriormente este sistema de traducién
in vivo, caracterizar las corrientes expresadas como un paso previo a la clonacién de los canales expresados.

Por lo anterior, he organizado esta tesis en 5 capitulos: En el primero hago una sintesis de los conocimientos
actuales sobre los canales i6nicos en general, asi como una breve revisién de la estructura de los canales i6nicos,
con énfasis en los canales de K* y CI, debido a que estos son los tipos de canales predominates en las células
MDCK. Presento también un resumen sobre las caracteristicas de la polaridad epitelial, asi como del modelo
experimental utilizado en este trabajo. En el segundo capftulo presento los objetivos a realizar y en el tercero la
metodologfa utilizada en esta tesis. En el cuarto describo los resultados obtenidos, mientras que en el quinto elaboro
una discusién comparando mis resultados con trabajos reportados por otros autores. En el sexto y ultimo capitulo

presento las conclusiones emanadas de mi trabajo.
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I. INTRODUCCION
1.1 CANALES IONICOS

El movimiento de iones a través de las membranas bioldgicas se realiza a través de dos tipos de proteinas
integrales: los acarreadores y los canales i6nicos. El primer tipo de proteinas incluye a la bomba Na*-K*, la bomba
de Ca®", la bomba de H', y el intercambiador CI-HCO,. Este tipo de entidades moleculares transportan iones con
un flujo del orden de mil millones en un segundo y requieren energfa para su funcionamiento. Los canales iénicos
forman, bajo ciertas circunstancias, poros acuosos en la bicapa lipidica, permitiendo el paso selectivo de iones a favor
de un potencial electroquimico (Hille, 1992)

La apertura de los canales iénicos modifica las propiedades eléctricas y termodinadmicas de la membrana
plasmatica, reduciendo la barrera energética al flujo idnico transmembranal hasta valores cercanos a 5 kcal/mol (Eisen
and Danni, 1987). Estas condiciones permiten altas velocidades de difusién del orden de un millén a cien millones
de iones en un segundo (Cereijido ef al., 1988).

Se han encontrado diferentes tipos de canales iénicos en todos los Fila animales (Hille, 1992), Divisiones
vegetales (Zeiger et al., 1977; Schroeder et al., 1984), protistas (Keller ef al., 1989), moneras (Moody and Bosma,
1989), y en la membrana de organelos intracelulares como cloroplastos (Althoff et al., 1989) y mitocondrias
(Sorgato et al., 1987; Kinnally ef al., 1987, Henry et al., 1989). Las funciones en las que participan los canales
i6nicos son tan diversas como la secrecién (Kidokoro, 1975; Cota et al., 1990), la regulacién osmética (Sackin,
1989), la transduccién mecénica (Erxleben, 1989; Sachs, 1991), la fertilizacién (Tyler et al., 1956; Darszon et al.,
1986; Simoncini and Moody, 1990), la produccién de sefiales repetitivas en neuronas (Connor and Stevens, 1971b;
Connor 1978), la proliferacién celular (Deutsch, 1988), la diferenciacién neural y la memoria (Ribera y Spitzer,
1992) entre otras.

Se han descrito una gran diversidad de canales. La mayorfa son selectivos a alguno de los iones més
importantes en biologfa (K, Na‘, Ca**, CI’), pero también existen canales que no distinguen entre los diversos
cationes o aniones (Partridge and Swandulla, 1988). Para cada especie idnica se han descrito varios tipos de canales,
y una célula dada puede tener varios tipos de canales selectivos para un mismo i6n. Por ejemplo, Raey Lewis
(1984) describen al menos seis canales de K' diferentes en la misma membrana de una sola célula epitelial,
mientras que Ponce y Cereijido (1991) encontraron cinco tipos distintos de canales de K* en las células MDCK.

Los canales, como la mayoria de los componentes membranales, no estén estaticos en la membrana, sino
que se renuevan continuamente. Su diversidad y abundancia depende del grado de diferenciacién de la célula
(Aguayo, 1989; Kubo, 1989), del ciclo celular (Block y Moody, 1989), o de la accién de agentes moduladores
(Gunning, 1987; Levitan, 1988). Su distribucién en la superficie de la membrana tampoco es homogénea. Por
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ejemplo, se ha encontrado que en musculos esquelético reptilianos y murinos los canales de Na* se encuentran con
mayor densidad en la placa terminal (Caldwell y Milton, 1987); mientras que en neuronas mielinizadas, los canales
se encuentran con mucho mayor densidad en los espacios internodales, distribucién asimétrica que se pierde cuando
los axones son desmielinizados (Angelides, 1990; Dwivedy, 1990). En el caso de las células epiteliales, Brown y
colaboradores (1989), utilizando marcadores especificos, encontraron gue los canales de Na' sensibles a amilorida
estan localizados en las microvellosidades de la cara apical, mientras que Ponce y colaboradores (Ponce y Cereijido
1991; Ponce et al., 1991a) han demostrado una distribucién polarizada de canales i6nicos de CI" y K' en las células
MDCK.

La expresion de canales en una célula puede estar regulada por factores extracelulares (como contactos
celulares a través de moléculas de adhesién celular (CAMs), Ca?, elementos de la matriz extracelular, etc. o bien
puede ser regulada por factores intrinsecos de la célula. Por ejemplo, Moody y Bosma (1989) observaron que antes
y después de la mitosis de los blastémeros de Voltenia villosa, un primitivo cordado marino, aparece y desaparece
una conductancia al Cl, encontrando ademds que estos cambios ciclicos en dicha conductancia son controlados por

un reléj biolégico de las células.

1.1.1 Propiedades de los canales iénicos

Ante la creciente diversidad de canales descritos y la ausencia de una nomenclatura molecular, debido a la
rapidez con que se han ido clonado o descrito nuevos tipos de canales, se ha vuelto cada vez mas dificil clasificarlos.

Latorre y Miller (1983) han propuesto agruparlos con base en sus propiedades funcionales, tales como:

1) Sensibilidad - Los canales idnicos se pueden clasificar por el tipo de estimulo al que responden: si se abren o
cierran debido a la unién de un ligando (como un neurotransmisor o un ién) a su receptor, se les denomina canales
dependientes de ligando (véase la revisién de Levitan, 1988), si responden a estimulos mecanicos se denominan
canales dependientes del estiramiento (Ver Sachs, 1991 para una revisién) y si operan por cambios en el voltaje

transmembranal se llaman canales dependientes de voltaje (Cereijido et al, 1987).

2) Selectividad- La mayorfa de los canales ionicos permiten el paso preferente de una sola especie idnica,
dependiendo de la carga, tamafio y radio de hidratacién del ién. Esta propiedad de los canales hace referencia
entonces a la facilidad con que las diversas especies i6nicas puede pasar a través de un canal idnico dado, y se debe
a la preferencia o afinidad de los sitios de uni6n o grupos protéicos capaces de interactuar con los diferentes iones
del entorno (Latorre y Miller, 1983). De esta forma, existen canales por los cuales el Na' puede pasar més facilmente
que el K', y este a su vez més facilmente que el Rb', y este que el Li', mientras que en otros tipos de canales, el

K' puede pasar mas facilmente que otros cationes. Se dice entonces, por ejemplo, que un canal es de K* cuando este
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i6n permea més ficilmente que, por ejemplo el i6n Na' u otros cationes. Esta propiedad es la més considerada en

la nomenclatura actual de los canales i6nicos.

3) Conductancia.- A pesar de ser igualmente selectivos para una especie idnica, los canales pueden diferir en su
conductancia, la cual se define como la facilidad con la que un ién puede pasar a través de ellos cuando es impulsado
por un gradiente electroquimico. Este pardmetro se puede calcular a partir de la pendiente de la relacién entre el
potencial de membrana y la magnitud promedio de la corriente registrada. La conductancia de un solo canal se
expresa en Siemens (S). La conductancia de un canal puede ser tan pequefia como 5 pS (Palmer y Frindt, 1986)
o tan grande como 460 pS (Kolb et al., 1985).

4) Cinética.- La cinética es un parametro que hace referencia a los estados de apertura o cierre de los canales. El
estudio de este pardmetro se lleva a cabo al realizar anélisis del curso temporal de la corriente iénica, la cual es
proporcional a la conductancia bajo condiciones de fijacion de voltaje. Estudiando corrientes a nivel macroscépico
se pueden distinguir varios estados cinéticos: activacidn, la cual se observa como un incremento gradual en la
conductancia hasta llegar a un estado estacionario, en respuesta a un cambio en el potencial de membrana;
desactivacion, que es el curso temporal de la conductancia cuando el potencial de fijacion es regresado a su condicién
inicial e inactivacién, que ocurre en algunos tipos de conductancias, como las de los canales de K' denominados
Shaker, y se distingue por que las corrientes disminuyen con el tiempo atin cuando el potencial de fijacién se

mantiene constante .

5) Farmacologia.- Para el estudio de canales i6nicos se puede utilizar una substancia de dos maneras: a) Ensayando
el efecto de una droga de efecto desconocido sobre un canal que ya se ha caracterizado por otros medios
(Siegelbaum et al., 1982) 6 b) Utilizando substancias cuyos efectos son conocidos, pudiendosele usar para caracterizar
un canal cuya naturaleza se ignora. Este tipo de substancias pueden clasificarse en: i) drogas que inhiben la
actividad del canal: como por ejemplo el tetraetilamonio (TEA) y la 4-AP, que bloquean los canales de K* activados
por Ca** en células MDCK (Bolivar y Cereijido, 1987); el Ba¥, ¢l cual inhibe canales de K" rectificadores entrantes
(Guy et al., 1992); derivados de acido indaniloxiacético y antranilico, los cuales inhiben canales de CI" epiteliales
(Landry et al, 1987). ii) Toxinas: tales como la tetrodotoxina (TTX), veneno extraido de Tetrarodon fugu o botete,
el cual bloquea canales de Na' de células excitables (Hartshorne et al., 1985) o la apamina, veneno de abeja que

bloquea especificamente una clase de canales de K' activados por Ca** (Romey et al., 1984).

6) Modulacién.- Los canales i6nicos son susceptibles de ser modulados ya sea por mecanismos intrinsecos a la célula
o bien a mecanismos debidos a la induccién por mensajeros extracelulares. Por ejemplo, la protein cinasa C, al ser

inducida su accién fosforilante con ésteres de forbol o diacilgliceroles, decrece las corrientes de K* (Baraban et
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al, 1985; Malenka er al, 1986), las corrientes de CI" (Madison ef al., 1986) y las corrientes de Ca** (Rane y
Dunlap, 1986).

1.1.2 Estructura de los canales iénicos

A pesar de los grandes progresos logrados en el estudio de la funcidn de los canales con el uso de técnicas
electrofisiolégicas, la naturaleza quimica y la estructura molecular de los canales idnicos permanecieron como una
incognita por mucho tiempo. Solo muy recientemente, con el uso de métodos bioquimicos y farmacolégicos, se
demostré que los canales idnicos son proteinas embebidas en la matriz lipidica, que forman un poro acuoso por el
cual pueden pasar los iones (Caterall ef al., 1979; Agnew, 1984; Barchi, 1986). La reciente introduccién de técnicas
de biologia molecular ha permitido un gran avance, pues con ellas ha sido posible aislar mRNAs que codifican para

canales i6nicos, y deducir a partir de la secuencia de aminoécidos la estructura de algunos canales.

1) Canales de K'.- Los canales de K voltaje dependientes pertenecen a la superfamilia de canales dependientes
de voltaje, los cuales incluyen a los canales de Na' y Ca** (Catterall, 1988), a la de los canales cati6nicos
dependientes de segundos mensajeros (Jan and Jan, 1990), canales activados por nucleétidos ciclicos (Kaupp et al.,
1989) y los canales de K' dependientes de Ca** (Slo) (Atkinson er al., 1991). Debido a que no existen ligandos
de alta afinidad para los canales de K’, como los

existentes para los canales de Ca* o Na', su

estructura primaria no se conocié sino hasta que se NORMAL 22

desentrafi6 el comportamiento de las mutantes Shaker %

(Sh) de Drosophila melanogaster, las cuales fueron

reconocidas en el principio por su violenta forma de

agitar los apéndices bajo anestesia por eter (Kaplan MUTANTE

and Trout, 1969)(figura 1). Anélisis con el método de

fijacion de voltaje de las corrientes de membrana en

(& =)
las fibras musculares de larvas de Drosophila tanto a & =
nivel macroscépico como unitario, indicaron que las
mutantes Sh tienen alterados canales de K" tipo A (1,), Figura 1. Los musculos de las moscas de la fruta Drosophila
melanogaster presentan un fenotipo de corrientes de potasio tipo
un tipo 1, (arriba). Las mutantes Shaker de estas moscas deben su

nombre a la agitacion de sus extremidades cuando se les expone
a eter (abajo). El estudio electrofisiolégico de los misculos de
estas mutantes mostré que la corriente I, no se encuentra
presente, permitiendo suponer que los canales de potasio
responsables de las corrientes I, se encuentran mutados.
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Figura 2.- Representacion de los diferentes tipos de corrientes de polasio expresadas en ovocitos de Xenopus a los cuales s les inyectd con
transcritos de cuatro genes de canales de potasio de Drosophila (Shaker, Shal, Shab y Shaw). Las corrientes fueron obtenidas al comandar pulsos
depolarizantes de -80 a +20 mV a partir de un potencial de reposo de -80 mV. Los diferentes fenotipos de corrientes son registrados a distintas
temperaturas debido a la diferencia en la velocidad de activacion e inactivacion de cada una de ellas. Tomado de Wei e al.,, 1990.

de corriente que se inactiva rdpidamente (Solck ef al., 1987; Wu and Haugland, 1989). Un extensivo andlisis genético
permitié mapear el locus Sh en la regién 16F del cromosoma X de Drosophila. Este anélisis fue la clave para la
subsecuente identificacién molecular del gene del canal de K* tipo Sh. Con la técnica del "chromosome walking",
un mapeo fisico del locus Sh fue construfdo y posteriormente alineado al mapa genético (Baumann et al., 1987;
Papazian et al., 1987), aislandose subsecuentemente algunos cDNAs que podfan estar correlacionados con el locus
Sh (Kamb et al., 1987; Pongs et al., 1988), descubriéndose entonces que dichos cDNAs no codifican solo para una
proteina que forma canales de K* sino para varias proteinas molecularmente muy relacionadas entre si (Iverson et
al., 1988; Timpe ef al., 1988a, 1988b; Iverson and Rudy, 1990; Stocker ef al., 1990). El anélisis molecular indic6
que los cDNAs Sh se derivan a partir de una gran unidad de transcripcién, de aproximadamente 150 kb de longitud,
la cual contiene al menos 23 exones. Las vias de "splicing" y los sitios de inicio de transcripci6n alternativa permiten
la sintesis de una gran cantidad de diferentes mRNAs que codifican para més de 10 subunidades diferentes de canales
de K. El anélisis de estas proteinas a permitido agruparlas en subfamflias funcionales diferentes: Shab, Shal, Shaw,
(Christie et al., 1989). Estudios recientes utilizando dendrotoxina (DTX), han permitido estudiar la composicion
protéica de estos canales (Scott ef al., 1990). El receptor a DTX purificado consiste de dos subunidades: la subunidad
o (correspondiente a las subunidades clonadas), y la subunidad B cuya secuencia y funcién son

a la fecha desconocidas. Cada subunidad o de cada subfamilia se ensambla en un canal de K'
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homomerico con una estequiometrfa probable de 4 subunidades (Mackinnon, 1991) en el sistema de expresién de
ovocitos de Xenopus, dando origen a canales con diferentes propiedades. La mayoria de los canales que han sido
clonados presentan una inactivacion lenta, tipo rectificador tardio (Shaw o Shab en la figura 2). En contraste, los
canales de K' con inactivacion répida (tipo A) son menos abundantes, ya que solo 4 clonas de cDNA (RCK4, RShal,
Raw3 y RKShIIID) de los 25 canales tipo Sh conocidos a la fecha presentan dicha cinética (Sthmer et al., 1989;
Baldwin et al., 1991; Retting ef al., 1992; Vega-Saenz et al., 1991).

A pesar de la variada composicion de exones y la gran diversidad de canales tipo Sh, todos ellos presentan
ciertas caracterfsticas estructurales que les son afines (figura 3): Seis secuencias hidrofébicas (S1-S6), también
denominada regién nicleo, a lo largo de la cadena polipeptidica, las cuales atraviesan la membrana en forma de una
o hélice, existiendo un alto grado de conservacion entre los canales en los seis dominios, particularmente el S6. La
region nucleo se encuentra flanqueada por dominios hidrofilicos variables aminoterminales (NH,) vy
carboxiloterminales (COOH-) ambos orientados intracelularmente. Al menos cinco diferentes regiones NH,.
terminales o COOH- terminales en estas proteinas han
sido caracterizadas (Kamb er a/, 1988). Las regiones

NH,. terminales alternativas estan involucradas en el

ensamblaje de las subunidades (Ji et al., 1992) asi

como en la inactivacién tipo N (Hoshi et al., 1990).

Las regiones COOH- por su parte presentan sitios
consenso de fosforilacién por diversas protein cinasas,
ademas de estar involucradas en la inactivacion tipo C.
La combinacion de las regiones NH, y COOH-
terminales alternativas determinan el modo de
inactivacion de los canales Sh. Se ha demostrado
ademds que la region NH, terminal del canal ShA4

estimula la inactivacién tipo N al actuar como una

particula de bloqueo, mecanismo al cual se le ha

denominado como de "la bola y la cadena" (Hoshi et Figura 3.- (A) Modelo estructural de los canales de potasio tipo Shaker.
Estos canales presentan seis segmentos hidrofébicos cada uno con
aproximadamente 20 aminoécidos los cuales cruzan la membrana en
forma de una alfa hélice. El segmento S4 forma cl sensor a voltaje
debido a que presenta residuos cargados positivamente cada tercer

al., 1990). Este mecanismo sugiere que la bola de

inactivacion formada por la region NH, terminal se

coloca en la boca interna del canal, bloqueando al aminoécido. El segmento HS5 se encucntra formado por dos porciones
denominadas | y 2, hallandose en la primera el segmento P o formador
canal desde su interior. La inactivacion tipo N es del poro. (B) Cada subunidad se ensambla en un homotetrdmero o un
heterotetramero los cuales forman el canal funcional, en cuyo centro se
sensible a TEA (un bloqueador selectivo de canales de encucntran orientados los COO- o NH,, terminales de cada subunidad

4 : formando el poro.
K') cuando esta se aplica internamente. La Ly

inactivacion tipo C probablemente permite que la boca
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externa del canal se cierre. La inactivacion lenta es sensible a TEA por la parte interna, pero también se ve afectada
por la presencia de TEA por la parte externa.

El dominio hidrofébico S4 se encuentra altamente conservado entre una gran cantidad de canales
dependientes de voltaje, como los Sh o los canales de K* dependientes de Ca®, los canales de Ca** y de Na' Este
segmento contiene aminoécidos cargados positivamente (arginina o lisina) exhibiendo un patron general: (4rg/Lys-X-
X), , en donde n varfa entre 4 y 7. El cambio de estos aminoécidos, utilizando mutagénesis dirigida, cambia la
dependencia al voltaje de estos canales (Papazian et al., 1991). Estos resultados sugieren que la secuencia S4 juega
un papel muy importante en el cambio conformacional que acompafia a la activacién del canal, quiz4 debido a las
interacciones entre los residuos cargados positivamente y el campo eléctrico de la membrana estimulada.

La regién H5 es un dominio hidrofébico altamente conservado entre los canales de K' que une los
segmentos S5 y S6, la cual atraviesa la membrana parcialmente para después volver a salir (Atkinson et al., 1991,
Durrel and Guy, 1992). Estas caracteristicas ha permitido sugerir que este dominio juega un papel clave en la
selectividad al potasio de estos canales. En el domfnio H5 se encuentra una secuencia de 17 amino4cidos denominada
segmento P (formador del poro), el cual constituye la via de conduccién de iones del canal (Mackinnon and Yellen,
1990). Utilizando mutagénesis in vitro se ha demostrado que el cambio de solo 3 amino4cidos elimina la actividad
del canal o su farmacologfa. Este segmento también se ha sido encuentra en canales rectificadores entrantes, los
cuales son independientes del voltaje, lo que ha permitido especular que esta regién debi6 de aparecer en un gen
ancestral antes de la divergencia entre los canales de K* dependientes de voltaje y los rectificadores entrantes (Ho
et al., 1993).

Una gran cantidad de canales de K' que han sido clonados a partir de tejidos de mamiferos tienen su
contraparte en las cuatro subfamlilias de genes de Drosophila (Jan and Jan, 1992), pero a diferencia de estos, los
canales de vertebrados son generalmente productos de exdénes tnicos e ininterrumpidos (Chandy et al., 1990). Las
subfamilias de Drosophila y las de vertebrados comparten un 52-82% de homologfa, esto ha permitido especular que
las cuatro subfamilias aparecieron antes de la divergencia entre protostomados y deuterostomados (Wei et al., 1990).
Lo que es mas, el reciente descubrimiento de genes homélogos en la primitiva planta Arabidopsis thaliana (Anderson,
1992) ha permitido especular que el hipotético gen ancestral de la famflia Shaker debié de aparecer en la era
Precambrica, antes de la divergencia de los reinos Plantae, Fungi y Animalia (Jan and Jan, 1992)

Dos familias diferentes de canales de K* que no guardan semejanza alguna con la superfamilia Shaker han
sido clonados mediante la técnica de clonacién por expresién. Una de ellas es un canal de mamifero que presenta
una activaciéon muy lenta, del orden de minutos y virtualmente sin inactivacén. Este canal ha sido denominado
miniK o 1, (Takumi et al, 1988). Este canal, a diferencia de todos los canales conocidos a la fecha, presenta solo
139 aminoécidos, los cuales atraviesan la membrana una sola vez. La porcién NH,_terminal se encuentra localizada
en la region extracelular y el COOH- terminal en la region intracelular (figura 4a). La segunda familia de canales

que divergen de la familia Sh ha sido clonada muy recientemente y corresponde a la familia de los canales de K'
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Figura 4. (A) Lstructura del canal de potasio ly,. La proteina completa presenta solo 130 aminoécidos de los cuales 23 son transmembranales,
asl como dos sitios extracclulares suceptibles de N-glicosilacién (Tomado de Takumi et al., 1988). (B) Modelo estructural de los canales de potasio
rectificadores cntrantes. El segmento formador del poro del canal (P) se encuantra localizado en la region HS, la cual une los segmentos
transmembranales M1 y M2. La regién PO, es un sitio suceptible dc fosforilacién y de unién a ATP. Los simbolos representan distintos

aminodcidos (Tomado de Ho ef al., 1993).

rectificadores entrantes o rectificadores andmalos, uno de ellos regulado por ATP (Ho et al.,, 1993; Kubo ef al.,
1993). La estructura molecular de estos canales (ROMKI1 y IRK1) consiste de dos segmentos hidrofébicos con
grandes similitudes a los segmentos S5 y S6 de los canales de K* voltaje dependientes, asf como de una secuencia
entre estos dos segmentos que muestra una extensa similitud a la regién H5 (figura 4b). Estas caracteristicas han

sugerido que la regién HS es la més conservada entre los canales de K*.

2) Canales de Na'* .- El aislamiento de los canales de sodio tuvo sus inicios cuando estuvieron a disposicién drogas
especificas para este tipo en particular de canales iénicos, como la TTX y la STX marcadas radiactivamente, ya que
mediante técnicas bioquimicas permitieron identificar a sus receptores: los canales de sodio (Henderson and Wang,

/
1972). Cuando fue posible purificar completamente al canal se observé que estd compuesto de una sola cadena
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Figura 5.Estructura molecular de la subunidad a de los canales de Na* y Ca®. (A) Estructura de los canales de Na®, los repetidos internos se

encuentran representados por los nameros LIL1I y IV, Algunas regiones se cncucntran glocosiladas (vy) o fosforiladas (p). Las regioncs de union
a la toxina de escorpién (ScTx o a la tetrodotoxina (TTX) también se encuantran indicadas . (B) Estructura de los canales de Ca®, los repctidos

inlcrnos se encucniran idicados de igual forma que para los canales de Na'® (Tomado de Cateral, 1988).

polipeptidica (~2000 aminoéacidos) con un peso de 230 kDa, pero del cual el 30% de su peso corresponde a cadenas
de azacares unidos covalentemente y el 6% a 4cidos grasos. El canal purificado incorporado a bicapas fosfolipidicas
reconstituyd su sensibilidad al voltaje y a TTX (Caterall e al., 1979; Agnew, 1984; Barchi, 1986).

Los canales de sodio estan formados por un conjunto de subunidades (Barchi, 1988; Catterall, 1988,
Trimmer and Agnew, 1989) de las cuales la subunidad o -el receptor a TTX- presenta la mayoria de
las propiedades funcionales atribufdas al canal (formacion del poro, sensibilidad al voltaje,
etc). La introduccién de técnicas de biologia molecular permitié conocer mas acerca de este canal
y de la mayoria de los canales, pues con ellas ha sido posible aislar el mRNA que los codifica, y
deducir a partir de él su secuencia de aminodcidos asi como inferir su estructura molecular. El
primer canal clonado fue’precisamente el canal de Na' sensible a tetrodotoxina de la electroplaca de la
anguila Electrophorus electricus, por Shosaku Numa y colaboradores. (Noda ef al., 1982, 1983, 1984, 1986). quienes,
basdndose en las caracterfsticas hidrofébicas de los aminéacidos que constituyen la estructura primaria del canal de
Na', propusieron en 1984 un modelo consistente en cuatro unidades homélogas, cada una de ellas formada por una

cadena de aminodcidos que atraviesa seis veces a la membrana (figura 5a).
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3) Canales de Ca’* .- Los primeros canales de Ca*" aislados fueron los sensibles a dihidropiridinas (DHPs) de tiibulos
transversos de musculo esquelélico de rata, utilizando nitrendipina tritiada como marcador (Curtis and Catterall,
1984). Con base a los procedimientos de purificacién de los receptores a DHPs se propuso un modelo del canal de
Ca®', que consiste en dos subunidades (o, y a,) que junto con su zona de intcraccién forman el poro, interactuando
de forma no covalente con otras tres subunidades (Catterall et al., 1989); la figura 6 muestra un esquema de dicho
modelo. La subunidad &, contiene los sitios de unién
a los antagonistas a Ca’ y sitios suceptibles de
fosforilacion dependiente de cAMP, y se ha propuesto

que es el componente central que forma al canal. La

8

fat
8]
*

subunidad P no -interactia con la membrana vy

probablemente estd asociada con la parte intracelular de

la subunidad «,. La subunidad y interactua de forma X

-~
Q
—

independiente con la subunidad a,. Las subunidades a,

y & forman un dimero que parece interactuar con la 0y

subunidad «,, el cual se ha relacionado con la

actividad de unién a DHPs (Catterall et al., 1989).

[P +- ——

O

Numa y colaboradores lograron clonar a
mediados de la década pasada algunos genes que
codifican para canales de Ca** (revisado en Numa,
1989). La secuencia predicha de amino4cidos indic6

que este tipo de canales son estructuralmente semejantes

Figura 6 Subunidades dec los canales de Ca'. w, region
glicosilnda, -S8-, puentes disulfuro, P, regién losforilada

prescnta una estructura repetitiva: un motif de 300-400 (Modificado de Catterall, 1988).

a los canales de Na'. La subunidad o. de ambos canales

aminodcidos repetido cuatro veces en los 1800+
amino4cidos de la cadena (figura 5b). Cada uno de estos cuatro repetidos internos incluye multiples segmentos
transmembranales, 4sf como un segmento distintivo, el S4, que contiene aminodcidos cargados positivamente

(arginina o lisina) cada tercer resfduo.

4) Canales de CI - La identificacion y purificaciéon de los canales de Cl° ha tenido poco éxito debido a que no
existen ligandos de alta afinidad. Los canales de Cl que han logrado clonarse pertenecen a diferentes clascs
estructurales: canales activados por ligando, canales activados por voltaje y canales que semejan a transportadores
como el regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR) el cual es un canal dc CI'
formado por aproximadamente 1480 aminoacidos que forman una protefna con 12 dominios transmembranales y tres

dominios citopldsmicos que presentan secuencias de fosforilacién por protein cinasas reguladas por AMPc (Riordan’



Figura 7. El regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quitica (CFTR) es un canal de cloro con dos regiones luncionalcs, cada
una conteniendo seis dominios transmembranales y sitios de unién a ATP (representadas como cajas) asi como una regién altamentc cargada,

¢l dominio R, ¢l cual contiene sitios suceptibles de fosforilacién por protein cinasa A (Tomado de Riordan et al., 1989).

Figura 8. Estructura molccular del canal de cloro de la clectroplaca de Torpedo. La regién transmembranal entrc los dominios 12 y 13

(represcntado cn forma de elipse) conticne sitios de fosforilacién por protein cinasa A (tomado de Jentsch ef al,, 1990).
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et al.,1989). La figura 7 presenta una ilustracién esquemética del CFTR. Algunos laboratorios intentaron clonar otros
canales de CI" usando la técnica de PCR utilizando primers del gene de esta proteina sin resultado alguno, indicando
que los canales de CI podfan formar una superfamilia diferente a las de canales de Ca’*, K* o Na'. La clonacién
subsecuente de otros genes para canales de CI" , como el del canal de CI" de la electroplaca de Torpedo marmorata,
y de otros canales derivados de diferentes tejidos, como rifién y cerebro de rata (CIC-O, CIC-1 y CIC-2) (Steinmayer,
1991; Thiemann ef al, 1992), asf como de células MDCK (Paulmichl, 1992), y de otros tejidos comprobé dicha
hipétesis (Jentsch ef al ., 1990). La figura 8 presenta la estructura predicha para el canal de Cl de Torpedo.

1.2 POLARIZACION APICAL/BASOLATERAL

1.2.1 Distribucién polarizada de la membrana plasmética y sus elementos.

La idea de que las células epiteliales presentan una permeabilidad diferente en la cara apical y la basolateral
para un mismo tipo de i6n, fue propuesta inicialmente por Koefoed-Johnson y Ussing (1958) para explicar el
transporte vectorial de Na" a través de la piel de rana. La existencia de este tipo de polarizaciéon se corroboré
posteriormente en todos lo epitelios capaces de transportar substancias mediante el uso del microscopio electrénico,
técnicas de fraccionamiento de membranas, adhesién diferencial de sondas radioactivas y/o fluorescentes, asf como
por otros procedimientos experimentales.

La membrana plasmatica de las células epiteliales se encuentra dividida en dos grandes dominios: el apical
que se orienta hacia el medio externo (luz) y el basolateral hacia el medio interno (intersticio), en la frontera entre
ambos dominios se encuentra la unién oclusora (UO). Las caracteristicas estructurales, bioquimicas y fisiologicas de
la membrana apical difieren de aquellas de la membrana basolateral, esta propiedad permite el transporte vectorial
de las distintas substancias a través de estas células (figura 9). Las caracterfsticas anatémicas del dominio apical y
basolateral de la membrana plasmatica son diferentes. La cara apical se distingue por la presencia de
microvellosidades y la basolateral por la presencia de desmosomas y uniones comunicantes. Ambas regiones difieren
a su vez en sus areas (Weibel, 1976; Matsura et al., 1982; Simons y Fuller 1985; Vega-Salas ef al., 1987) y en el
nimero de particulas intramembranales por unidad de é4rea (Galli et al., 1976; Cereijido et al., 1980).

Respecto a los componentes protéicos, se sabe que pueden exhibir diferentes formas de polarizacién en las

membranas epiteliales:

a) Polaridad opucsta en la membrana de una misma célula. Por ejemplo, la Na-K-ATPasa (Lamb et al., 1981;
Cereijido et al., 1980, 1981), la aminopeptidasa (Louvard, 1980), la adenilato ciclasa (Reik e al., 1970), los
receptores a hormonas (Parr y Kirby, 1979; Taylor et al., 1982), los sistemas de transporte de iones y aminoacidos
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(Gmaj et al., 1979; Aiton el al 1982; Rabito et al.,
1982), canales de K* y CI" (Ponce et al., 19913) y los
de monosacédridos (Kinne et al., 1975; Rabito y
Ausiello 1980), asi como proteinas de uniones
comunicantes y desmosomas, se localizan en la cara
basolateral de la célula epitelial. Otros elementos, como
la leucinoaminopeptidasa (Desnuelle, 1979; Louvard,
1980; Kerjaschki ef al., 1984), el canal de Na’ sensible

wonaa
aamilorida (Lewis ef al., 1976), canales de K* (Bolivar w—"

et al, 1987, Ponce et al., 1991a), la dipeptidil
peptidasa, la L-glutamil transferasa (Inoue et al., 1983)
y los transportadores Na-glucosa y Na-aminoécidos
(Rabito y Karish 1983, Wolfram ef al., 1984) estan

localizados en la membrana apical de la célula. Figura 9. Representacién esquematica de la polarizacién de las

células epitcliales. Amiba: estas células forman un epitelio, en

-~ donde la cara apical se orienta hacia el medio externo (lumen o

luz) y la basolateral hacia el medio intemo (intersticio), en la

b) Distribucién polarizada en un tipo celular y no en frcustern eitine las dos Gacas $6 encasantra b wildn oslusors. Abajo:

K. . e, T esta asimetria morfolégica permite el transporte vectorial de
ofro. La Na-K-ATPasa exhibe una distribucién substancias ya sea a través de la propia célula (via transcelular)
homogénea en la membrana celular del eritrocito, DA EayEse Jon ENMPAEION DOk pltacEhR )

mientras que, en células de vejiga urinaria, pancreas,
piel de rana y células tubulares de rifién esta localizada sélo en el lado basolateral (Mills et al., 1975, 1978; Blitzer
et al., 1978; Bundgaar, 1981; Cereijido ef al., 1980; Lamb et al., 1981; Contreras ef al., 1989).

c) Polaridad opuesta en dos tipos de células epiteliales diferentes. Un ejemplo es la Na-K-ATPasa que, como se
dijo anteriormente, se encuentra en la regién basolateral de la mayorfa de los epitelios, sin embargo en el
epitelio de glandulas sudorfparas se la ha encontrado del lado apical (Quinton y Tormey, 1973). Esta asimetria

bioquimica confiere a las células epiteliales la capacidad de bombear iones vectorialmente.

d) Una especie protéica puede polarizarse en caras opuestas del mismo tipo celular. Brown y colaboradores
(1988) han demostrado que algunas células epiteliales intercaladas del tubulo colector cortical del rifién de la
rata tienen sus H'-ATPasas insertadas en la cara apical, mientras las células vecinas, del mismo tipo, tienen la

polaridad opuesta.

e) Diferentes especies protéicas en la misma célula pueden diferir en su grado de polaridad. El grado

de polarizacién apical/basolateral de una especie protéica es estudiado a través de la adhesién a la membrana
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plasmatica o fracciones de regiones apicales o basolaterales de sondas fluorescentes, radioactivas y quimicas (Fujita
et al., 1973; Meier et al., 1984; Lisanti ef al., 1988). Estas técnicas no estdn excentas de errores debidos a
contaminaciones con otras fracciones, ruido de fondo y enlaces no especificos. A pesar de esas fuentes de
incertidumbre, diferentes proteinas de membrana de la misma célula pueden exhibir un amplio rango de
polarizaci6n apical/basolateral, de tal manera que el exceso de una especie de proteina en una cara puede ser de solo

un 10% mientras en otros casos puede estar exclusivamente en ella (Rodriguez-Boulan, 1983).

1.2.2 Direccionamiento polarizado de protefnas

La mayorfa de las proteinas de membrana, incluyendo a los canales i6nicos, son segregados a través de
compartimentos membranales e incorporados a la membrana mediante un proceso de fusién exocitica que involucra
una continua gemacién y fusién de vesiculas fosfolipidicas. Durante los primeros estadios de sintesis, tanto las
proteinas apicales como las basolaterales se codistribuyen en el retfculo endopliasmico y son cotransportadas
progresivamente a través de los compartimentos cis-, medio y trans- del complejo de Golgi, es decir, comparten la
misma ruta, pero a partir del trans-Golgi se lleva a cabo su discriminacién, separacién y subsecuente migracion hacia
la cara apical o basolateral.

Se han encontrado dos mecanismos distintos por los cuales se distinguen las proteinas que han de ser
distribuidas diferencialmente en una u otra cara. En el primero, ambos tipos de protefnas son transportadas del
aparato de Golgi a la membrana basolateral y, posteriormente, las proteinas apicales son endocitadas y reubicadas
correctamente como ha sido demostrado por Contreras y colaboradores para el caso de las ATPasas de las células
MDCK (Contreras et al., 1989). En el segundo mecanismo diversos tipos de proteinas son transportadas a través
del reticulo endoplasmico y del complejo de Golgi, pero al final de este son segregadas en un compartimento
conocido como red tubular del trans-Golgi (TGN). En esta regién se lleva a cabo una clasificacion, tras la cual las
proteinas son incorporadas a vesfculas de transporte, que migran posteriormente hacia la cara correspondiente
(Chrispeels and Stahelin, 1992).

1.2.3 Sefiales de identidad en las proteinas apicales y basolaterales.

El estudio de la clasificacién de protefnas que han de ser enviadas a uno u otro polo de la membrana se ha
enfocado recientemente hacia el anélisis de su secuencia, o bien a la de los mRNAs que las codifican, para encontrar
alguna peculiaridad en su composicion o estructura que explique su distribucién. Asf se ha encontrado que algunas
proteinas poseen una "tarjeta de identidad" (tag), que puede ser una sefial intrinseca en su secuencia de amino4cidos

o en los grupos de carbohidratos que se afiaden al péptido durante su sintesis. Por ejemplo, las hidrolasas son
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conducidas hacia los lisosomas por poseer cadenas laterales de manosa, que son reconocidas en el complejo de Golgi
por receptores especificos (Sly, 1982). Sin embargo, los carbohidratos ligados al péptido por su terminal NH,- no
parecen mediar el direccionamiento de proteinas epiteliales de la membrana plasmética (Green er al, 1981).

Siendo posible que las proteinas presenten un mensaje intrinseco que funcione como una tarjeta de
indentidad se han ideado técnicas que permitan identificar las regiones o tags involucradas en el direccionamiento
o "sorting". Roth y colaboradores (1987), construyendo proteinas quiméricas a partir de proteinas HA
(hemaglutinina) y proteinas G, e incorporandolas en células MDCK, sugirieron que la sefial de identidad puede residir
en el ectodominio de la proteina. Al respecto, Brewer y Roth (1991) han encontrado que el cambio de solo un
residuo de aminoacido en el dominio citoplasmico altera la distribucién polarizada de HA.

La distribucién polarizada de proteinas puede depender también de modificaciones postraduccionales que
sirvan como sefiales. Lisanti y Rodriguez-Boulan (1990) encontraron que proteinas de membrana ancladas a través
de glicosil fosfatidil inositol (GPI) son enviadas preferentemente a la membrana apical de celulas epiteliales. La
secuencia de mRNA que no codifica podria tener otras clases de sefiales que podfan especificar la distribucién de
especies de mRNAs. Esto se ha observado en varios tipos de células de Drosophila y Xenopus, y en células de
vertebrado (Revisado en Gottlieb, 1990). La traduccién de proteinas en éreas localizadas también puede ser un
componente importante de la distribucién final de las proteinas de membrana, como se ha demostrado para algunas
células epiteliales, en donde se ha observado una asociacién del aparato de traduccién (RNA mensajero, polisomas
y factores de iniciacién) con el citoesqueleto en dreas localizadas polarizadamente, lo cual podria indicar que estos
mecanismos pueden estar influyendo en la distribucién localizada de algunas proteinas (Revisado en Hesketh y
Pryme, 1991).

1.3 Modelo Experimental.

En afios recientes se han dado grandes avances en el conocimiento de los mecanismos que inducen la
polarizacion de las células epiteliales. Se sabe, por ejemplo, que ciertos factores extracelulares como los componentes
de la matriz extracelular y los contactos celulares disparan los mecanismos que llevan a la célula a adquirir fenotipos
de polarizacion, tales como cambios morfolégicos o la expresion de determinadas proteinas en su membrana, aspectos
que se encuentran ausentes en una célula no polarizada ( Levine et al., 1985; Talavera, 1993).

En el caso de las células epiteliales se ha observado que cuando ocurre su polarizacién, se diferencfa la
membrana en un dominio apical y uno basolateral, y la aparicién de complejos de unién en los interespacios. Ambas
caracterfsticas se presentan sé6lo cuando las células forman parte de una monocapa epitelial. En estas circunstancias,
el epitelio muestra una especializacién en el transporte vectorial de substancias. A la fecha se siguen estudiando los
mecanismos intra y extracelulares que participan en la polarizacién de estas células. En nuestro laboratorio estudiamos

este fenomeno utilizando células MDCK (Madin Darby Canine Kidney) como modelo experimental. Estas células
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son una linea epitelial derivada de rifién de perro (Madin and Darby, 1956), las cuales cuando son cultivadas forman
monocapas que tienen las propiedades de un epitelio: forman uniones oclusoras con sus vecinas y polarizan su
membrana en un dominio apical y uno basolateral (Cereijido et al, 1978a; Cereijido et al, 1978b). Hemos observado
que el tratamiento de una monocapa madura de células MDCK con tripsina-EDTA provoca una pérdida de los rasgos
diferenciales de cada célula. Es decir, las células pierden tanto su polaridad como sus uniones y, de tener una forma
irregularmente cilindrica con abundantes microvellosidades en la regién apical y profusas interdigitaciones laterales,
pasan a ser células esféricas en donde desaparecen las microvellosidades y las interdigitaciones, y reducen
drasticamente la superficie de su membrana (Cereijido, 19783, b ; Ponce ef al., 1991b). No obstante, cuando las

células se resiembran en un medio adecuado, éstas reestablecen las caracteristicas originales.

1.3.1 Distribucién polarizada de canales iénicos en células MDCK

En trabajos previos se ha demostrado que las células MDCK maduras presentan corrientes de K* y Cl que
contribuyen en su totalidad a la forma y magnitud de las corrientes i6nicas totales en estas células (Stefani y
Cereijido, 1983; Paulmichl et al., 1985). Recientemente se ha demostrado que los canales i6nicos a los cuales se
deben estas corrientes estan distribuidos polarizadamente en la membrana de células MDCK confluentes (Ponce et
al, 1991 y 1991a). El dominio apical tiene 4 tipos diferentes de canales de K*: (1) un maxi K de 220 pS dependiente
de Ca* y voltaje (un Maxi-K) (Bolivar y Cereijido, 1987); (2) un canal de 109 pS probablemente relacionado con
el canal descrito por Kolb y colaboradores (1987) para células MDCK subconfluentes; (3) un canal de 89 pS y (4)
uno de 31 pS, todos ellos distinguiendose entre sf por sus curvas de probabilidad de apertura asf como el valor de
sus parAmetros cinéticos. El dominio basolateral presenta un quinto tipo de canal de 26 pS con propiedades cinéticas
y curva de probablidad de apertura distinta a la del canal de 31 pS localizado en el lado apical (Ponce y Cereijido,
1990). De la misma manera hasta el momento s6lo se ha identificado un tipo de canal de Cl" de 46 pS en la
membrana basolateral de estas células MDCK confluentes (Ponce et al., 1991a), y uno de 400 pS en células MDCK

subconfluentes (Paulmichl, 1991).

1.3.2 Reduccién de la magnitud de las corrientes de K' y de la superficic membranal mediante el tratamiento
de células MDCK con tripsina-EDTA.

Como ha sido demostrado por Ponce y colaboradores (1990, 1991b) las células MDCK después de ser tratadas
con tripsina-EDTA, reducen drasticamente la magnitud tanto de sus corrientes de K' como de su superficie de
membrana (figura 14). La reduccion en el nimero de canales ha sido explicada con base en dos posibles mecanismos:
1) endocitosis de grandes porciones de membrana plasmaética conteniendo canales, esto como resultado de la

disrupcién de los contactos establecidos entre una célula y otra, y a que las células reducen importantemente su
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superficie de membrana al adoptar una forma

esférica, perdiendo sus microvellosidades en la
cara apical e interdigitaciones en el espacio lateral.
“[Lv 2) degradacién proteolitica de los canales que no
son endocitados y que permanecen en la superficie

de la membrana expuestos al efecto de la tripsina.

‘g La comprobacién de que el tratamiento con
tripsina-EDTA no dafia la viabilidad de las células

5rn|.e
[L _Wr viene de la observacién de que la conductancia
inespecifica no se i

incrementa durante el

-

tratamiento con tripsina, y que las células son
Figura 10.- Arriba: Corrientes capacitivas (izquierda) ¢ ibnicas (derecha) capaces de restaurar tanto sus canales como su
registradas de una célula en monocapa madura. Abajo Registros de una célula i
recién sembrada. Tomado de Ponce et al, 1991b. membrana, proceso que probablemente se inicia

tan pronto como las células son sembradas.

1.3.3 Restauracién de las corrientes de K' y de la superficic membranal en células recién sembradas.

Como se menciond arriba, las células MDCK reducen la magnitud de sus corrientes de K* y de su superficie
de membrana después de ser tratadas con tripsina-EDTA, no obstante ambas las recuperan en un lapso de 24 horas
(Ponce et al., 1991b). La cinética de restauracién tanto de canales i6nicos como de superficie membranal, ha
permitido ensayar diferentes drogas que bloquezin pasos especificos en la sintesis y transporte a la superficie de
membrana de diversas proteinas de membrana, en particular los canales i6nicos (Ponce et al., 1991). La recuperacion
de las corrientes de K* es seriamente afectada por actinomicina D y cicloheximida que inhiben la transcripcién y la
sintesis protéica respectivamente (figura 10). Estos resultados fueron obtenidos en células durante las 5-6 horas de
tratamiento, indicando que los canales son sintetizados de novo.

Ponce y colaboradores (1991b), observaron también que drogas que afectan a los elementos del citoesqueleto
(Citocalacina-B y Colchicina) también impiden la insercién de canales a la membrana, hecho que sugiere fuertemente
que los canales son insertados a la membrana mediante eventos de fusién exocitica. La observacién de que la
Citocalacina-B inhibe la restauracién de canales de K' sin producir un efecto significativo sobre la adicién de
superficie de membrana es evidencia de la participacién de mas de un grupo de vesiculas citopldsmicas cuyos eventos
de fusién exocitica son controlados independientemente por la célula (Ponce ef al., 1991b).

Recientemente Talavera (1993) ha demostrado que la recuperacion de la conductancia al K' y de membrana
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plasmética en las MDCK es dependiente de
Ca® y de los contactos celulares, Este autor

ha demostrado que el Ca** y los contactos

w E 2500 - célula-célula, actuando en forma excluyente,
o 2000 |-
w no son suficientes para que las células
o 1500
E g 1000 - restauren completamente sus canales o su
i E 500 | membrana. El hecho de que ambos factores
n

= oL

sean requeridos, indica que probablemente

esten involucradas moléculas que permiten la

adhesion entre las células y que a su vez estas

requieren de la presencia extracelular de Ca®'.

N
1

CONDUCTANCIA (nS)
'S
T

ot 1.3.4 Estrategia experimental
AD Cr T™M CH cCc8 CO
Recapitulando, sabemos entonces que
las MDCK tienen canales i6nicos de los
cuales la mayorfa son de K, que estos se
Figura 11.- Efecto de drogas inhibidoras de procesos celulares sobre la
recuperacién de membrana (arriba) y de conductancia a potasio (abajo) en células  encuentran polarizados y que al ser tratadas
MDCK tripsinadas. Los circulos vacios representan el valor inicial de cada = .
variable(20-45 minutos despues de sembradas). Los circulos llenos indican los  1as células con tripsina-EDTA los pierden,

valores alcanzados por células control de 4 a 6 horas despues de sembradas. AC: diend | Foohmrtiic
Actinomicina D, CY: Cicloheximida. TU: Tunicamicina. CH: Cloroquina. CB;  PUudi€ndo recuperarios nuevamente. Adem

Citocalasina B. Tomado de Ponce et al, 1991b. de esto, suponemos que, para que una célula
pueda reconocer las proteinas apicales de las
basolaterales, es preciso que estas tengan una seflal que las identifique, ya sea como basolaterales o apicales. De esta
forma nuestro interés es descubrir precisamente esas sefiales. El enfoque consiste entonces en conocer las secuencias
de los mensajeros que codifican para los canales apicales y basolaterales de las MDCK, deducir su secuencia de
aminodcidos y compararlas entre sf, buscando una secuencia que sea comin a los apicales y que no tengan lo
basolaterales, o viceversa, Para esto es preciso primeramente aislar, clonar y secuenciar los genes que codifican para
los distintos canales de las MDCK.

Existen diversas estrategias para clonar canales ionicos. Dentro de estas técnicas se encuentra la de PCR
utilizando oligos degenerados obtenidos a partir de la secuencia de genes de canales de K' (Christie e al, 1989), o
la de hibridizacion a alta astringencia de cDNAs de canales de K' conocidos contra genotecas de las células o cultivos
de interés (Lester, 1990). La desventaja es que si la secuencia de los mensajeros que codifican para el o los canales

que se quieren estudiar no tienen ninguna relacién con los canales ya secuenciados, el método nunca funcionaria. Otra
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técnica de reciente apicacion es la utilizacién de mutantes de levaduras que carecen de canales de K*, las cuales solo
crecen en sustratos apropiados cuando un mRNA o un gen de un canal de K* les es transfectado (Chandy ef al,
1992); su desventaja es que solo se puede aislar un canal cuando se han obtenido evidencias mediante los métodos
anteriores de su presencia.

Una cuarta y altima estrategia es la de clonacién por expresién (Colman 1987; Soreq y Seidman, 1992). Esta
técnica es un sistema de expresion in vivo, que consiste en inyectar material genético, generalmente mRNA, de las
células o tejido de interés a ovocitos de Xenopus laevis. Después de varios dias de incubacién, los ovocitos son
capaces de traducir esos mensajeros en protefnas, y en el caso de canales y bombas, expresarlos en su membrana.
Posteriormente, con un sistema de fijacion de voltaje con dos microelectrodos, se puede registrar la corriente iénica
de la membrana y caracterizar su naturaleza i6nica. Con esto se puede saber si en el mRNA total inyectado al ovocito
estaba incluida una especie que codifique para cierto canal iénico de interés. Posteriormente se puede fraccionar el
mRNA total por peso, de manera que al inyectar separadamente cada fraccién a los ovocitos se puede determinar
el peso aproximado del mRNA que codifica para el canal. De la fraccién positiva se puede construir una genoteca
de expresion, probando las clonas hasta encontrar aquellas que especificamente codifiquen para los canales i6nicos
deseados (i.e. Paulmichl et al, 1992). Esta técnica ha permitido, en contraparte a los sistemas de traduccién utilizando
lisados celulares, o reaccién en cadena de la DNA polimerasa (PCR), la expresion, clonacién asf como estudios sobre
su funcién de una gran cantidad de canales idnicos (para una revisién vease Lester, 1991),

La técnica de clonacién por expresion tiene sus bases en las propiedades intrinsecas de los ovocitos: Durante
la ovogénesis los ovocitos acumulan grandes cantidades de enzimas, protefnas de almacenamiento y organelos, los
cuales forman una reserva materna que seré utilizada durante el desarrollo embrionario. Un aspecto crucial en este
desarrollo temprano es el gran incremento postfertilizacién en la sintesis de proteinas, el cual resulta del incremento
en la traduccién del mMRNA materno. No es sorprendente por tanto que una proporcién significativa de la reserva
materna se encuentre representada por componentes que son requeridos para la transcripcién (Kushner et al., 1989).
El cimulo de la reserva materna en cada ovocito consiste de proteinas de la yema, de fosvitina y de lipovitelina, las
cuales (~200 pg/ovocito) provienen de la sangre materna, y que llevan al ovocito hasta alcanzar un didmetro de ~1.2
mm en el dltimo estadio. Estas dos facetas del ovocito -la reserva materna y el tamafio del ovocito- han hecho de
él un eficiente sistema de prueba para estudios de transcripcién, replicacién, ensamblaje, particionamiento, y
traduccién de macromoléculas inyectadas (Lester 1991).

Esta técnica ha sido utilizada en muchas 4reas de la biologfa celular y molecular, y especialmente en éareas
como la neurobiologfia molecular. La reconocida capacidad de los ovocitos para traducir eficientemente informacion
genética, combinada con su habilidad para ensamblar complejos oligoméricos, incluyendo receptores y canales, e
insertarlos en la membrana plasmatica para generar respuestas electrofisiolégicas, ha hecho de ellos una herramienta
muy poderosa para la biologia de las protefnas de transporte membranal, ya que ha permitido la expresién heteréloga

de numerosos canales i6nicos, como los canales tipo Shaker (Papazian ef al, 1987), los canales de K* rectificadores
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tardios (Ho et al., 1993; Kubo et al, 1993), el CFTR (Riordan et al.,1989), etc; transportadores, como el
transportador de dopamina (Coats and Navarro, 1990), y receptores como el receptor matabotrépico de glutamato
(i.e. French and Joho, 1992) o el receptor al factor activador de plaquetas (revisado en Lester, 1988). Las técnicas
de mutagénesis dirigida, ingenierfa de proteinas quiméricas y la reconstitucién in ovo de moléculas con multiméricas
han sido utilizadas en affos recientes para dilucidar los papeles funcionales de varios de los compenentes moleculares
que intervienen en las funciones y propiedades biolégicas de dichos conglomerados. Los avances en estas técnicas
pueden ser de gran ayuda, e incluso indispensables, en la bisqueda de respuestas sobre la expresién genética,
procesamiento postranscripcional y de las funciones biolégicas de muchas de las proteinas de transporte, sea cual

fuere el tipo celular o tejido en estudio.
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II OBJETIVOS

En el presente trabajo me propongo por tanto:

1) Estandarizar la técnica de expresién de mRNA exdgeno en ovocitos de Xenopus laevis

2) Demostrar su funcionalidad mediante la expresién de canales de K* que han sido clonados previamente

3) Inyectar el mRNA de células MDCK seis horas después de haber sido sembradas a confluencia, y caracterizar
las corrientes expresadas

4) Separar por tamafio los mRNAs y expresarlos en los ovocitos para determinar el tamafio del o de los mensajeros

que codifican para canales de las MDCK

Todos estos objetivos como estudio previo para una futura clonacién de los canales i6nicos de estas células y conocer

sus mecanismos de polarizacion.
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III MATERIAL Y METODOS

3.1 Obtencién y mantenimiento de Xenopus laevis

Hembras adultas de la rana africana X. laevis con ovocitos, usualmente de estadios V y VI (Dumont, 1970),
fueron obtenidas de Nasco Biologicals Inc. (Fort Atkinson, WI). Las ranas, debido a su condicién de ranas acudticas,
son mantenidas en cajas de plastico (50 cm de alto por 90 cm de largo) llenas hasta 20 cm de agua sin cloro
(usualmente agua destilada) siendo alimentadas con alimento especial para ranas (Nasco ULT food), manteniéndolas

en un fotoperiodo de aproximadamente 10 hr-luz y 14-oscuridad, y a temperatura ambiente.

Figura 12. Obtencioén de ovocitos. (A) I.0bulos ovéricos con ovocitos de los cstadifos I-V1 en su interior. los ovocitos ¢n cstadios V y VI se
diferencian por sus polos vegetal (blanca) y animal (negra) (B). Durante ¢l tratamiento con colagenasa los ovocitos pierden gradualmente las
células foliculares hasta llegar a estar completamente desfoliculados (C) aunque algunos presentan "capuchones” de células foliculares en alguno
de sus polos (cabeza de flecha). Los ovocitos antes de ser inyectados sc seleccionan, separandose los ovocitos muertos (+) o los ovocitos cuya

polaridad no es perfecta (flecha). En algunos ovocitos ¢s posible observar su nucleo en el polo animal (*)
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3.2 Aislamiento de Ovocitos

Se anestesia la rana por inmersion en agua con hielo 5-10 min o hasta que la rana se duerma. Se coloca la
rana en una charola, cubriéndola completamente con hielo, salvo en la regién ventral, en donde se hace una pequefia
incisién para descubrir las génadas. Con unos forceps finos se tira de las génadas y se cortan aproximadamente tres
o cuatro l6bulos. Se cose la herida en dos etapas, la cubierta interna con catgut y la externa con hilo de nylon. La
rana parcialmente ovarectomizada se coloca en una tina con suficiente agua para que le cubra la mayor parte del
cuerpo, pero cuidando de que esta no tape las narinas. Después de 2 hr de reposo se le regresa al bioterio.

Los l6bulos extraldos se colocan en solucién ND-96 (ver soluciones) y se lavan varias veces. Se disgregan
y se rasuran los ovocitos de las células foliculares que las rodean mediante el tratamiento con colagenasa a una
concentracion de 2 mg/ml durante 90 min. en agitacién suave. Se seleccionan los ovocitos que se encuentran en los
estadios IV y V y que no presentan maduracién meibtica. Posteriormente se les incuba en medio MBS (ver

soluciones) a una temperatura de 17 °C (figura 12).

3.3 Transcripcién in vitro de cDNAs de canales de potasio clonados (ShA42, droséfila, y
RCK1, rata).

3.3.1 Aislamiento de Pldsmidos

Se inoculan 20 ml de medio LB adicionado con Ampicilina (50 pg/ml) con la bacteria E.coli C600
conteniendo los plasmidos pShA2 6 pRCKI, y se incuban a 37°C con agitacién durante toda la noche. Se centrifuga
el cultivo a 3500 rpm durante 15 min., y se resuspende la pastilla en 1 ml de solucién I (50 mM glucosa, 25 mM
Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8). Se agregan 2 ml de solucién II (0.2 N NaOH, 1% SDS, se prepara en el
momento), mezcldndose suavemente por inversién. Se incuba esta solucién en hielo 5 min. Posteriormente se
agregan 1.5 ml de solucién 111 (3 M Acetato de potasio pH 4.8), y se mezcla suavemente por inversién. Se centrifuga
a 3,500 rpm durante 10 min. Se recupera el sobrenadante, cuidando de no tomar el precipitado, y se le agregan 3
ml de isopropanol, se mezcla por inversién y se incuba 15 min a temperatura ambiente. Se centrifuga a 10,000 rpm
durante 20 min a 4°C (Centrifuga Sorvall, rotor S534).

Se resuspende la pastilla de DNA en 200 pl de agua y se agregan 2 ul de RNasa A (10 pg/ml). Se incuba
30 min a 37°C. Se digiere con proteinasa K; para ello, se le agrega a la muestra de DNA: 30 pl buffer 10X, 30 pl
SDS 2%, 37 ul agua, 3 pl proteinasa K 20 mg/ml. Se incuba 1 h a 60°C y se lleva el volumen a 500 ul con agua.
Posteriormente se agregan 0.5 ml de fenol saturado en Tris 0.1 M pH 8 y se mezcla y centrifuga 5 min en la
microcentrifuga. Se recupera la fase acuosa y se le agregan 250 pl de fenol y 250 pl de cloroformo, se mezcla y

centrifuga 5 min. Se recupera la fase acuosa y se le agregan 500 pl de cloroformo, se mezcla y se centrifuga 3 min.
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Se recupera la fase acuosa y se le agregan 50 ul de acetato de sodio 3M pH 7 y 300 pl de isopropanol, se mezcla
e incuba 10 min a temperatura ambiente. Se centrifuga 5 min. Se lava la pastilla con 1 ml de etanol 70 %, y se

resuspende en 100 pl de agua. Se determina la concentracién de DNA por absorvancia a 260 nm. (1 D.O.,, = 40
pg/ml)

3.3.2 Electroforesis de DNA (minigel de agarosa al 1%)

Se disuelve | g de agarosa en 100 ml de buffer TAE 1X, y se calienta para que se disuelva. Se vacia la
agarosa (20 ml agarosa 1% + 2 pl bromuro de etidio 5 mg/ml) y se deja solidificar. Para aplicar la muestra de DNA,
se mezcla con buffer de muestra 6X. Se realiza la electroforesis a 100 V utilizando como amortiguador de corrida

TAE 1X. Se visualizan las muestras bajo luz ultravioleta mediante un transiliminador.

3.3.3 Restriccidon de los pldsmidos que contenien los canales de potasio clonados

Se incuban 10 pg de DNA plasmidico 1-2 h a 37°C en 20 ul de buffer de restriccion. Se verifica la
restriccion por electroforesis en agarosa al 1%. Posteriormente se lleva la muestra a un volumen de 500 pl con agua
y se agregan 50 pl de acetato de sodio 3 M pH 7. Se elimina la enzima por extraccién fenélica. Se precipita el RNA
con isopropanol, se lava la pastilla con etanol al 70% y se resuspende en 10 pl de agua DEPC. Se utiliza 1 pl para

determinar la concentracién de RNA por absorvancia a 260 nm. Se analiza el RNA en gel de agarosa al 1%.
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3.3.4 Transcripcion in vitro

El RNA obtenido de la restriccién de los plasmidos se incuba 1h a 40°C en un amortiguador estandard de
transcripcién (ver soluciones), posteriormente se agrega 1 pl de DNasa I libre de RNasa y se incuba 15 min a 37°C.
Se lleva a un volumen de 500 pl con agua DEPC, se agregan 50 ul de acetato de sodio 3 M pH 7. Se extrae con
fenol para eliminar la enzima, se le precipita y se le resuspende en 20 pl agua DEPC. Se determina la concentracién

de RNA. Se verifica la integridad del RNA por electroforesis en gel de agarosa-formaldehido.

3.4 Cultivo de células MDCK

Las células MDCK fueron obtenidas de la American Type Culture Collection (MDCK, CCL-34). Se utilizan
células entre los pasajes 60 y 90. Las células son cultivadas a 36.5 °C en botellas de plastico desechables (Costar
3150, Cambridge, Mass) con una atmésfera de aire y 5% de CO, (Incubadora 417, VIP CO,,Lab. Line Instruments,
Inc, New Brunswick, NY) en 20 ml de medio basal de Eagle, modificado por Dulbecco(DMEM, Grand Island
Biological Co. -GIBCO- 430-1600, Grand Island, NY) con 100 U/ml de penicilina, 100 g/ml del estreptomicina (In
Vitro S.A., México D.F.), 0.08 U/ml de insulina (Eli Lilly, México D.F.) y 10% suero fetal de bovino (Flow
Laboratories, McLean, Virginia). Este medio completo es denominado CDMEM.

Cada 3 a 4 dias se subcultivan para fines de produccién o experimentales. Para esto se lava la botella 3 veces
con solucién salina de Dulbecco amortiguada con fosfatos y libre de calcio y magnesio (PBS sin calcio,
GIBCO,450-1300) y luego se despegan las células con una mezcla de 0.05% de tripsina y 0.05% de EDTA (GIBCO
610-5300). Después de 10 a 20 minutos las células se resuspenden en 16 a 18 ml de CDMEM vy una parte de esta
fraccién se reparte en cajas de Petri desechables de 40 por 40 cm a razén de 10 ml por caja (con una densidad
aproximada de 50,000 células por cm?) mientras el resto se regresa a la botella para mantener el cultivo. Cada 2

subcultivos se reemplaza la botella de plastico.

3.5 Aislamiento de RNA total de células en monocapa.

La extraccion del RNA total se lleva a cabo siguiendo ¢l método de Chomcynski y Sacchi (1987), el cual se detalla
como sigue:

Se remueve el medio de cultivo de las cajas por aspiracion y se lavan las células 2 veces con 7 ml de PBS
frio sin calcio ni magnesio, manteniendo las cajas en hielo. Se agregan 2 ml de solucién D por caja de 90-mm y se
raspan las células con un "Police-Man". Se coloca el lisado en un tubo corex de 15 ml tratado con agua DEPC y
Horneado.
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Se agrega 1/10 vol de Ac. de sodio 3 M pH 5.6 y 1 vol. de fenol (equilibrado en agua), y se mezcla en
vortex, dejandosele incubar durante 15 min a 4°C. Se le agrega 0.5 ml de cloroformo isoamilico y se separan las
fases por centrifugacién a 5K rpm durante 10 min. en una centrifuga Sorvall con rotor $S34. El DNA forma un
precipitado blanco en la interfase.

Con una pipeta pasteur, se recupera la fase acuosa superior cuidando de no tomar material de la interfase.
Se agrega | ml de buffer D a la fase orgdnica, se mezcla en vortex y se centrifuga como se indicé anteriormente.
Se juntan los sobrenadantes y se agrega | vol de cloroformo. Se mezcla en vortex y se centrifuga a 5 K durante 10
min,

Se recupera la fase acuosa y se le agrega | vol de isopropanol, dejandosele incubar a -20°C durante 30 min
o mas (o bien en hielo seco durante 15 min.). Se centrifuga a 10 K durante 30 min para precipitar el RNA. Se
resuspende la pastilla en 200 pl de buffer D y se pasa a un tubo Eppendorf de 1.5 ml nuevo y estéril. Se lava el
corex con 100 pl de buffer D y se juntan en el Eppendorf. Se le agrega 1/10 vol de Acetato de sodio 3M pH 5.6
y | volumen de isopropanol para precipitar el RNA. Se agita y se incuba a -20°C durante 30 min o més (o 15 min
en hielo seco). Se centrifuga durante 10 min a 4°C en microcentrifuga. Se lava la pastilla con 1 ml de etanol al 70%
y se centrifuga 2 min. Se elimina el sobrenadante por succién. Se resuspende en 200 ul de agua tratada con DEPC.

Para almacenar el RNA por periodos prolangados, se le agrega | vol de isopropanol y se almecena a -20°C.
Para recuperar el RNA se le agrega 1/10 vol de AcNa 3M pH 5.6, se mezcla y se centrifuga 10 min a 4°C. Se lava
con etanol al 70% y se resuspende en agua DEPC.

La concentracién de RNA se determina midiendo la D.O.,,, de una alicuota de la preparacién final. Para ello
se toman 10 pl de la solucién de RNA y se mezclan con 400 pl de agua DEPC. Se mide la D.O. Una solucién de
RNA con D.O.,=1 contiene 40 pg/ml de RNA.

3.6 Purificacién de RNA poli (A)" por poli(U)-sepharosa

Se resuspenden 0.5 g de poli(U)-sepharosa (BRL, Life Tecnologies Inc., Gaithesburg USA) en 1.5 ml de
Buffer de unién (BiB) y se agita suavemente por 1.5 hrs; este material es suficiente para cargar tres columnas
desechables (BioRad) de 0.75 ml de volimen hiumedo de poli(U)-sepharosa (1 ml de suspensién).

Se lavan las columnas con 20 volimenes (15 ml) de Buffer de elucién (ELB), seguidos de 20 voliimenes
(15 ml) de BiB. Posteriormente se disuelve la muestra de RNA en SDS al 0.5% a 65° C durante 20 min. A
continuacion se le agrega un volumen de BiB 2X y se incuba a 70° C por 3 min. Se enfria violentamente a 0° C. Se
calienta la muestra a 65° C para disolver el SDS, y se pasa por la columna. Se recupera el volumen vacfo y se repite
dos veces el pasaje.

Se recupera el RNA poli (A) y el DNA contaminante. Se lleva a una concentracion 0.4 M de Na con NaCl

5M y se afiade 1 volumen de isopropanol a -20 ° C. Se incuba en hielo seco 30 min. Se lavan las columnas con 60
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volimenes (45 ml) de BiB para eliminar inespecificos. Se recupera el poli (A)* pasando 8 ml de ELB, en fracciones
de 1 volumenes, y se le afiade a cada una de ellas 0.1607 volimenes NaCl 5SM y 0.2267 volimenes de H,O-DEPC
agua, para obtener una soluciéon de mRNA en 0.4 M de NaCl. Cada fraccién se divide en dos y a cada una se les
pone un volumen de isopropanol a -20 ° C, y se incuba en hielo seco 30 min. Se centrifuga a 4°C por 20 min.,
descartando los sobrenadantes y secando las pastillas al aire. Cada pastilla se resuspende en 10 pl de H,0-DEPC.

Se mide posteriormente la D.O. (A,q)
3.6.1 Electroforesis de RNA

Gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido. Se mezclan 0.4 g de agarosa, 4 ml buffer MOPS 10X, 28.8 ml agua
DEPC, se pesa y se calienta para que se disuelva y se recupera el agua evaporada (llevar al peso inicial).Finalmente,

se agregan 7.2 ml de formaldehido. Se vacia el gel y se deja que solidificar (aproximadamente 30 min).
3.6.2 Desnaturalizacién del RNA

Se mezcla 2.2 pl de RNA y 7.8 ul de sol. desnaturalizante (buffer MOPS 1.3 X, 64% formamida, 23%
formaldehido). Se incuban las muestras durante 15 min a 65°C. Se agregan 2 pl de buffer de muestra para RNA y
1 pl de bromuro de etidio.Se utiliza RNA ribosomal como marcador de peso molecular. Se precorre el gel en buffer

MOPS 1X a 60 V durante 30 min. Posteriormente se aplica la muestra y se corre el gel a 60 V.,
3.7 Fraccionamiento de mRNA por centrifugacion en gradiente de sacarosa
Método modificado de Frech y Joho (1992):

Se tratan tubos para rotor Beckman SW 40 Ti (o equivalente) con 0.1% (v/v) DEPC toda la noche y se
lavan posteriormente con agua DEPC autoclaveada. Para hacer el gradiente de sacarosa del 10-30% se preparan
soluciones de sacarosa (w/w) al 10, 14, 18, 22, 26 y 30% en 10 mM tris-HCI (pH 7.5), 0.5% SARCOSIL, | mM
EDTA vy se tratan con DEPC 0.05% (v/v) toda la noche. Se meten a autoclavear las soluciones por 15 min.. Se
colocan los tubos de centrifuga en hielo seco. Se pipetean 2 ml de la solucién de sacarosa al 30% y se colocan en
el fondo del tubo (no dejando caer la solucion por las paredes). Cuando la solucién se ha congelado (toma
normalmente unos minutos) se pipetean 2 ml de la solucién decreciente en concentracion y asf sucesivamente. El paso
final (10%) es omitido debido a que el volumen de la soluci6n se incrementa cuando es congelada. Los gradientes
se almacenan a -80- C.

Antes de utilizar los gradientes se deben de colocar en tubos de centrifuga a 4° C y posteriormente agregar
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la solucién de sacarosa al 10%, dejando espacio para la muestra de mRNA. Se dejan los gradientes de sacarosa a
4: C al menos por 12-14 hr, lo cual permite la formacién de un gradiente continuo. Se calienta la solucién con
mRNA poli (A)" a 70 C por 5 min, se enfria en hielo seco y se coloca en el gradiente de sacarosa. Se centrifuga
inmediatamente por 20 hr a 2-4- C en un rotor Beckman SW40 Ti a 25,000 rpm (110,000g,,..). Se colectan las
fracciones (de 0.4 ml c/u) en tubos Eppendorf nuevos y estériles. Se les agregan 20 pul de NaCl 4 M y 1 ml de
etanol. Se dejan incubando las muestras a -20° C toda la noche. Las muestras se centrifugan a 11,000 rpm por 1 hr
a 2 <C. Se elimina el sobrenadante y las pastillas se lavan con 1 ml de etanol al 75% frio (-20> C). Se secan las

pastillas de mRNA y se disuelven an agua DEPC autoclaveada. Se guardan las muestras a -80- C hasta ser utilizadas.

3.8 Microinyeccién

Micropipetas para microinyeccioén: Las micropipetas son elaboradas con tubos de vidrio de borosilicato con didmetro
interno de 1.1 mm con capacidad para 10 pl (Drummond Scientific Co.), previamente horneadas durante 2 hr a
200°C para eliminar RNAsas, utilizando protocolos de dos y tres pasos de estiramiento. Para ello, el tubo es centrado
en la resistencia del estirador de pipetas (Flaming/Brown Micropipette Puller Modelo P-87, SUTTER Instruments
Co., USA). Se hace pasar una corriente hasta que el vidrio se funda y se estire, despues se hace pasar una corriente
hasta que se separa el tubo de vidrio y forma asf un microelectrodo. La superficie en la punta se rompe contra el
electrodo de una microforja, que consiste en un filamento de platino cubierto de vidrio, con el fin de que la punta
quede en forma de aguja. El proceso se verifica con la ayuda de un microscopio éptico.

Posteriormente se llenan con aceite mineral en su extremo abierto cuidando de no dejar burbujas en la
interfase. La pipeta se inserta entonces en el microinyector (Drummond Digital serie 500). Posteriormente, una
alicuota de 1 a 2 pl se deposita en un pedazo de Parafilm y después se succiona hacia la pipeta con ayuda del
microinyector.

Los ovocitos se colocan en cajas de cultivo de 35 x 40 mm (LUX, USA) que contienen en el fondo una
malla de plastico. Posteriormente se inyectan los ovocitos con 50-100 nl de mRNA (1-2 pg/pl). Los ovocitos
inyectados se incuban durante 2-3 dfas para permitir la traduccién de los mRNA y verificar la expresién. Después

de este lapso se registran las corrientes f6nicas.

3.9 Sistema de estimulo y registro de las corrientes iénicas expresadas in ovo

La figura 13 representa el sistema empleado. Los ovocitos a registrar se colocan en una cdmara de lucita
con una perforacion que es ocupada por un solo ovocito. La cdmara se llena con medio MBS y el ovocito inmerso
en ella es penetrado con dos microelectrodos conteniendo 3 M de KCI, uno (0.5 -3 MQ) para la inyeccién de
corriente y otro (3-5 MQ) para el registro de voltaje. Los didmetros de las puntas de los microelectrodos se



29

Figura 13, Diagrama esquemético del sistema de estimulo y registro utilizado en este trabajo. La salida del amplificador-comparador de la
izquierda (Vm) es la diferencia de potencial entre el electrodo en el bafio y el colocado en el ovocito. Vm es comparado con el potencial de
comando del "Oocyte Clamp" y cualquier diferencia es inyectada al ovocito a través del electrodo de corriente. Esta corriente fluye a ticrra a través

de electrodo de tierra en el bafio. Si Vm iguala al potencial de comando el potencial es cero.

encuentran en el rango de 1 a 5 pm. El contacto eléctrico entre el sistema de registro y la solucién de llenado del
microelectrodo se realiza a través de un filamento de plata clorurado. Los electrodos de referencia se encuentran
conectados al bafio por un puente de agar 3 M de KCl a la tierra virtual. Para reducir el ruido de fondo el electrodo
de corriente se blinda con una capa de papel aluminio. Todos los pasos durante la penetracién son supervisados bajo
un microscépio estereoscopico WILD (Heerbrugg, Ger.). Los contenedores (holders) de las micropipetas se sujetan
a micromanipuladores hidraulicos (Narishige MF83, Tokyo, Jap6n), con los que se posicionan las micropipetas.

Durante el registro electrofisioldgico de los ovocitos el potencial de membrana es checado regularmente.
Esto se lleva a cabo mediante la fijacién del potencial de membrana del ovocito a valores de voltaje predefinidos
usando la técnica convencional de dos microelectrodos. Para ello, un microelectrodo intracelular se utiliza para
registrar el potencial intracelular al momento, mientras que el segundo microelectrodo se utiliza para pasar corriente
de forma que se mantenga el potencial deseado. Esto se logra utilizando un circuito de retroalimentacién que es un
elemento intrinseco de la fijacién de voltaje.

Para iniciar el registro, los electrodos de corriente y voltaje se aproximan al ovocito, se ajusta a cero la



30

lectura de voltaje y corriente mediante un par de potenciémetros que son parte del amplificador Oocyte Clamp OC-
725A (Warner Instrument Corp.), y se penetra primero con el electrodo de voltaje para medir su potencial de reposo
(normalmente de -20 a -80 mV) desechandose aquellos con potenciales mayores de -20 mV. Seguidamente se penetra
el ovocito con el electrodo de corriente y se verifica la permanencia del potencial de reposo.

Para registrar las corrientes i6nicas se utilizan distintos protocolos de estimulacién, dependiendo del
experimento a realizar, los cuales se llevan a cabo mediante una computadora a través del conversor digital-analégico
usando el programa CLAMPEX (Axon Instruments, PCLAMP versién 5.51). En todos los protocolos realizados se
lleva a cabo el procedimiento P/4, el cual consiste en pasar 4 pulsos con un valor del 10% del pulso final de interés,
esto con la finalidad de sumar la corriente obtenida de los cuatro pulsos y restarla a la corriente del pulso de prueba,
eliminando asi los componentes lineales capacitivos y resistivos.

La sefial de corriente registrada se preamplifica y se convierte en voltaje. Después se amplifica y se filtra
en un pasabajos tipo Bessel (Frequency Devices Inc) y se muestra en un osciloscopio Tektronix 2211 (Beaverton,
Oregon). Los registros se almacenan en la memoria de una computadora (STANDARD 286/12 Mhz) para su posterior

analisis.



Soluciones

Alislamiento de Ovocitos

ND-96 (sin Ca’*):

96 mM NaCl

2 mM KCl

I mM MgCI2

5 mM HEPES pH 7.6

MBS

88 mM NaCl

I mM KCI

0.33 mM Ca(NO,)

0.41 mM CaCl,

0.82 mM MgSO,

2.4 mM NaHCO,

15 mM HEPES (NaOH) pH 7.6
Ampicilina-Pencilina(10000 u/ml)

Soluciones para extraccion de RNA total
BUFFER D

4 M Tiocianato de guanidina

25 mM Citrato de sodio pH 7

0.5 % Sarkosyl
1% B-mercaptoetanol
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Soluclones para el alslamiento de RNA poli (A)+

Buffer de Unién (BiB) 2X

NaCl 04 M
Tris-HCI, pH 74 20 mM
EDTA 2 mM
SDS 0.4%
Buffer de restriccidn

20 pg de DNA

5 pl buffer 10X

5 pl enzima Eco RI 20u/pl
aforar a 50 pl con agua bidestilada esterilizada

Transcripcion in vitro

Volumen (ul):

4
2
2

Buffer de transcripcién 5X
DTT 100 mM
BSA Img/ml

0.5 RNasin 40 uw/pl

1
|
1
I
2

Mezcla NTPs (A,C,U y G 2.5 mM)
ATP 10 mM

CTP 10 mM

UTP 10 mM

GpppG 5 mM (CAP)

4.5 2-4 ug DNA de plasmido

RNA pol SP6 20 wjl

Buffer de Elucién (ELB)

Formamida 90%
Tris-HCIL, pH 74 10 mM
EDTA 2 mM
SDS 0.05%



Medio LB (Luria-Bertani)
para 100 ml:

95 ml de H20 desionizada

| gr bactotriptona

0.5 gr extracto de agar-levadura
I gr NaCl

pH 7

Buffer TAE 1X
40 mM Tris-acetato
I mM EDTA

pH 8
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4.1 SISTEMA DE EXPRESION EN OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS

Los ovocitos de Xenopus presentan una corriente endégena de CI" activada por Ca® (I, Barish, 1983).

Esta corriente saliente es activada por despolarizacion y es debida a la apertura de canales de Ca** dependientes de

voltaje, los cuales promueven un influjo de Ca®" hacia el ovocito, activando los canales de CI" dependientes de Ca*".

Esta corriente de CI, a pesar de tener amplitudes promedio menores de 1 pA (Miledi, 1982; Barish, 1983), podria

interferir en experimentos subsecuentes, y en especial durante las pruebas de selectividad. Para eliminar esta I,

en todos nuestros experimentos utilizamos solucién extracelular MBS adicionada con 5 mM de Mn?%, el cual se sabe

que bloquea la I, (Rudy et al.,1988).

4.1.2 Expresién de canales clonados.- Nuestro primer objetivo fue el estandarizar la metodologia de expresion en

(Vs i o

L

Figura 14.- Representacion esquemética de los plasmidos conteniendo los genes

de los canales ShA2 (A) y RCK1 (B).

ovocitos de Xenopus. Para ello era necesario el
probar mediante el uso de controles positivos que
el sistema es funcional, observando para ello las
corrientes expresadas, para compararlas luego con
las corrientes reportadas para dichos canales en la
literatura. Para este primer objetivo empleamos
los cDNAs de canales de K* de distintas cinéticas
y amplitudes de expresién.

a) Canal transiente ShA2.- El canal ShA2,
también conocido como Kv1.2 en la literatura
actual, es un canal de K' clonado a partir de
genotecas de expresion de musculo y cerebro de
Drosophila (Papazian et al.,, 1987; Kamb et al.,
1987). Este canal pertenece a la subfamila
Shaker, y es un producto derivado por splicing
alternativo del gen Shaker (Kamb et al., 1988).
Los plasmidos conteniendo a este gen o al gen

RCKI1 fueron disefiados por Martin Stocker y

generosamente otorgados por Olaf Pongs, ambos del Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie., de la Universidad de
Hamburgo, Alemania. Este plasmido, el pAKS2, es un derivado directo del pBLUESCRIPT al cual le fue extraida
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la region Sgal. Cuando se encuentra conteniendo al gen ShA42 a este pldsmido se le denomina Sh42pAKS2, mientras
que cuando contiene al gen RCK/ (ver adelante) es denominado RCKI/pAKS2 (figura 14). El plasmido tiene como
célula hospedero a E. coli de la cepa C600. La figura 14 muestra también el mapa genético de este plasmido, en
donde se encuentran indicadas sus principales caracteristicas: promotor del virus SP6 y promotor especifico para la
RNA polimerasa del fago T7, sefial de poliadenilacion del virus SP6, resistencia a ampicilina y un sitio polilinker.
En este estudio se realizé la transcripcion in vitro de este gen utilizando la RNA pol T7 debido a que la orientacion
del promotor T7 transcribe cRNAs con sentido, mientras que utilizando la RNA pol SP6 se obtienen transcritos
antisentido. Los cDNAs de ambos canales se obtuvieron al restringir los plasmidos con Hindlll, la cual corta al DNA
del plasmido en el sitio en donde se encuentran clonados los genes Sh42 6 RCK . Las transcripciones Run-off fueron
realizadas usando aproximadamente 2 pg de DNA molde y utilizando G(5’)ppp(5’)G (un andlogo de CAP), y 15
unidades de RNA pol T7 en un buffer estandar de transcripcion. Después de incubar 1 hr a 37° C el molde de DNA
fue digerido con DNasa. Los 4cidos nucléicos obtenidos fueron precipitados con etanol, puestos a secar y
resuspendidos en H,0-DEPC a una concentracién de 1-2 pg/ul.

Los ovocitos inyectados con el cRNA Sh42 (50 ng) expresaron una corriente saliente a los tres dias
postinyeccion cuya cinética es de tipo transiente, con una amplitud al pico de 17.69 + 3.23 pA (n=8) medida a +80
mV (figura 15). Las corrientes expresadas se activan a -10 mV,alcanzando una amplitud méxima e inactivandose
rapidamente. La constante de tiempo (t) para la activacion es de 0.35 + 0.017 ms, y la de la inactivacién de 1.10
1 0.2. El tiempo necesario para que las corrientes alcancen un méximo después de la despolarizacién (tiempo al pico)
decrece cuando se incrementa la despolarizacion, alcanzando un valor minimo a valores depolarizantes altos. El rango
en el cual la corriente declina o se inactiva durante el pulso despolarizante es también voltaje-dependiente,
aumentando cuando se incrementa el voltaje. Las propiedades del canal Sh42 descritas arriba concuerdan con las
caracteristicas reportadas en la literatura (Papazian et al., 1987; Kamb et al., 1987; Pongs et al.,1988). Estos
resultados, aunados a que los ovocitos no inyectados no mostraron nunca esta corriente (0.5 + 0.03 pA n=7), proveen

evidencia de que la corriente expresada se dede a la activacion de canales Sh42.

b) Canal de corriente sostenida RCK1 .- El canal RCK1, es el producto de un gen del mismo nombre derivado de
genotecas de cDNA de corteza cerebral de cerebro de rata (Bauman et a/ 1988), siendo un canal homélogo al
codificado por el gene Shaker. El plasmido que contiene el gen RCK/ fue descrito en la seccidn anterior. El cRNA

de este gen fue obtenido de la misma manera que para el cRNA ShA42.
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Figura 15.- Corrientes tipo A expresadas en ovocitos inyectados con cRNA del canal ShA2. (A) Registro representativo de las corrientes

expresadas al ser estimulado el ovocito mediante pulsos de voliaje despolarizantes (inserto) a partir de un potencial de mantenimiento de -80
mV. Esta corriente nunca fue observada en ovocitos no inyectados (B).
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Figura 16.- Corrientes tipo rectificador tardio expresadas en ovocitos inyectados con cRNA del canal RCK|. (4) Corrlente representativa obtenida
de ovocitos estimulados con pulsos de voltaje despolarizantes (inserto) a partir de de un potencial de reposo de -80 mV. (B) corrientes obtenidas
de ovocitos no inyectados.



Al aplicar pulsos de voltaje despolarizantes a
ovocitos inyectados con 50 ng de cRNA RCK/ después
de tres dias de incubacién se obtuvieron corrientes
salientes con una amplitud, medida a 600 ms y a +80
mV, de 42.01 £ 7.78 pA (n = 8) (figura 16). La
activacion de esta inicia a potenciales de -30 mV, Las
magnitud de la corriente decrece menos del 20%
durante los pulsos de voltaje de 750 ms a un potencial
de membrana de +80 mV, mientras que su activacién
es rapida, iniciando a los 17 ms (n = 8). Los resultados
descritos arriba concuerdan con lo reportado por
Stithmer y colaboradores (1988).

La figura 17 compara las curvas I-V de las
corrientes inducidas por los cRNAs Sh42 y RCK|. Se
puede observar que ambas corrientes presentan
diferentes amplitudes asf como diferentes umbrales de
activacién, las cuales coinciden con lo reportado en la
literatura (Kamb et al., 1988; Rudy et al., 1988;
Stbhmer et al., 1988; Butler et al., 1989). Los
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Figura 17.- Curva I*V de corrientes de K* inducidas por el
mRNA de los canales RCK 1 y ShA2 expresados en ovocitos de
Xenopus. Los valores se obtuvicron al medir el valor méximo de
la corriente para cada pulso de voltaje.

resultados obtenidos de los experimentos expuestos arriba demuestran que el sistema de expresion en ovocitos de

Xenopus que se implement6 en el laboratorio es funcional. El uso de controles positivos era importante debido a que

existe una gran variabilidad entre los ovocitos de una rana y otra, asi como variabilidad estacional en la capacidad

de expresién de ellos. De manera que de no haber tenido estos controles, no podriamos haber sabido si la carencia

de expresion de corrientes de nuestra muestra de interés se debfa a un mal manejo experimental o a una deficiencia

en la capacidad de expresién de los ovocitos. Una ves comprobado que el sistema, en nuestras condiciones, funciona,
procedimos a estudiar la expresién del mRNA de las MDCK.



4.2 Corrientes inducidas por mRNA poli(A)* de células MDCK

En la segunta fase de este trabajo extrajimos el
RNA total de las células MDCK sembradas a

confluencia 6 horas después de ser tripsinadas, que

coma habiamos comentado con anterioridad es el
tiempo en el cual se da la sintesis de mensajeros de los
canales, y posteriomente separamos el mMRNA poli (A)’
mediante el pasaje del RNA total por una columna de
Poli(U)-Sepharosa. Posteriormente lo inyectamos a
ovocitos de Xenopus a razén de 50 ng por ovocito.
Dichos ovocitos expresaron después de 3 tres dias de
incubacién a 17 °C una corriente saliente (observada
como una deflexién positiva) activada por pulsos de
voltaje despolarizantes cuya magnitud fue de 3.24 +
0.18 pA (n=15) en respuesta a un pulso de +80 mV.
Esta corriente no fue encontrada en ovocitos no
inyectados (0.17 £ 0.01 pA, n = 15), ovocitos
inyectados con H,0 (0.25 + 0.02 pA, n = 7) o en
ovocitos inyectados con RNA degradado (0.25 + 0.04
pA, n =7) (figura 18). Debido a que los ovocitos no

inyectados presentan la misma amplitud de corriente

que el resto de los ovocitos control, se opté por

I (uA)
. pam

L st D

H,0  RNA-D RNA poli(a)

Figura 18.- Amplitud de las corrientes idnicas obtenidas de la
medicion de corriente a +80 mV y a 600 ms de ovocitos no
inyectados (NI) inyectados con H,0-DEPC (H,0), RNA
degradado (RNA-D) o mRNA poli(A)* de células MDCK.

utilizarlos como tnicos controles negativos en los siguientes experimentos.
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La figura 19 muestra en su parte derecha los patrones de corrientes observadas en los ovocitos inyectados
con mRNA poli(A)' de células MDCK, y la parte izquierda la frecuencia observada para cada una de ellas. El patron

de corriente méas comunmente observado (tipo I) tuvo una frecuencia de 42.7% (29 de 68 ovocitos), y presenta una

lenta activacién (1 = 114.22 + 8.5 ms), la cual se mantiene a lo largo del pulso despolarizante. El tipo de corriente

que siguié en frecuencia fue denominada tipo Il. Esta corriente presenté una frecuencia de 35.2% (24 de 68

ovocitos). Esta corriente consiste de una lenta activacioén (t = 3.62 + 0.3 ms), la cual alcanza un estado estable a los

60 ms, y se mantiene hasta el final del pulso depolarizante. Por su parte, la corriente con menor frecuencia

(denominada tipo I11) tuvo una frecuencia de 22.1% (15 de 68 ovocitos) presentando una cinética que consiste de

una rapida activacién (1 = 0.99 + 0.14 ms), seguida de una lenta inactivacion, la cual tiene una t de 145.1 £ 14.9.
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Figura 19.- Patrones de corriente expresadas en ovocitos inyectados con mRNA poli(A)'de células MDCK. (A) Frecuencia de los tres tipos de

corrientes obtenidas que se presentan en (B).
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4.2.1 La corriente expresada es una corriente de K
® MBS

Por convensi6bn, una corriente saliente, | (uA) v MetSO,
observada como una deflexion positiva, se atribuye al
flujo de cationes de la célula hacia el medio, o bien
del influjo de aniones del medio hacia la célula. Como
se menciond en la introduccion, se sabe que el mayor
numero de canales i6nicos presente en las células
MDCK es de K* (Ponce ef al 1991a y b). Debido a
ello, cabia esperar que la corriente expresada en
ovocitos inyectados con mRNA poli (A)" de células
MDCK fuese selectiva a este ién. De esta forma, si la

corriente saliente expresada fuese provocada por la

salida del cati6n K', la sustitucién del anién CI" por un

anién impermeable como el MetS0,, dicha corriente
deberia de mantenerse invariable. La figura 20
muestra que la sustitucién del CI" por MetSO, no
afect6 ni la amplitud de la corriente inducida por el :;ig;:";i};ﬁ“;' :m“ml’;"’:gc"f”: i':ﬂ'::;'i‘::: P;:
RNA poli(A)' de las células MDCK. Esta primera condicion control (circulos llenos) y en medio MBS sustituyendo
aproximacién indicé que los canales podrfan ser HTERERRSE Ot
selectivos a K.

Para probar la selectividad de los canales
expresados se midi6 el potencial de inversion a diferentes concentraciones de K' extracelular. Para determinar
el potencial de inversién utilizamos un protocolo de estimulacién que consta de un prepulso despolarizante (+80 mV),
el cual activa una corriente de membrana substancial. Siguendo al prepulso, se aplica un segundo pulso que fija al
ovocito a diferentes potenciales de prueba que van de -80mV a +30 mV. El potencial de prueba en el cual la
corriente de cola cambia su direccién es el potencial de inversién. El protocolo experimental y uno de los registros
del potencial de inversién en una solucién que contiene 40 mM [K'], se muestra en la figura 21. La curva I-V
obtenida de este registro muestra que a esta concentracion de K* extracelular el potencial de inversion es cercano a -
40 mV, similar al potencial de inversién esperado de -43 mV predicho por la ecuacién de Nemst bajo estas
condiciones fonicas (figura 21C). Repetimos estos experimentos con ovocitos en cinco diferentes concentraciénes
de K' (en mM): 5, 40 y 80, respectivamente. Los resultados se encuentran graficados en la figura 22. El potencial
de inversion para las corrientes expresadas variaron linealmente con el logaritmo de la [K'],, como era esperado para

un canal selectivo a K*. La linea recta de la figura 25 representa los datos predichos por la ecuacién de Nernst .
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Figura 21.- Efecto del cambio de concentraciones de K’ sobre los potenciales de inversion de las corrientes expresadas. A, Protocolo utilizado
para la obtencion de las corrientes de cola. En B se presenta uno de los registros obtenidos y en C la curva I+V de dichas corrientes. La amplitud
de la corrientes se obtuvo al medir el valor al inicio de la corriente de cola.

Para calcular el coeficiente de permeabilidad utilizamos una derivacién de la ecuacién de Goldman-Hodgkin-
Katz (Goldman, 1943; Hodgkin y Katz, 1949):

Pya = K, -K,

P, Arev/ (ET)
Na,-Na, e "

en donde P es la permeabilidad a un ién dado, Na y K las concentraciones de dichos iones en la solucién, 4, el
resultado de la resta entre dos de los potenciales de inversién experimentales, R la constante de los gases, T la
temperatura absoluta y F la constante de Faraday. El valor obtenido para las corrientes expresadas sustituyendo los
valores de E, en [K'], de 5 y 80 mM es de P,/Py = 0.01, indicando que los canales expresados son selectivos a
K"
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4.2.2 Farmacologia de la corriente expresada

Para comprobar que la corriente inducida por el mRNA poli (A)" de células MDCK es debida a canales de
K', se estudio el efecto de bloqueadores especificos de canales de K'. Para ello probamos los bloqueadores de canales
de K* TEA y la toxina 4-AP. La conductancia al K" utilizando TEA a una concentracién de 10 mM no fue afectada
como lo demuestra la curva I-V expuesta en la figura 23 (n= 3). Pero al aplicar 10 mM de 4-AP se di6 una
inhibicién del 50% de las corrientes que presentan activacion rdpida y una ligera inactivacién (tipo 111 en la figura
19), siendo su efecto parcialmente reversible (n=3) (figura 24a). Al realizar una resta analégica utilizando el programa
CLAMPAN de una corriente representativa en condicién control y con 4-AP del mismo ovocito, con el fin de
determinar el componente bloqueado de dicha corriente (figura 24 y 25a), se observé que esta es similar al tipo de
corrientes obtenidas con mayor frecuencia (tipo II, ver figura 19). Cuando se obtuvieron corrientes tipo I y 11 y se
logré probar el efecto de la 4-AP sobre ellas, se observé que las corrientes se abaten completamente (n=3) (figura
25b). Estos resultados sugieren que las corrientes tipo I1I pueden ser debidas a la activacién de por lo menos dos tipos
diferentes de canales, los cuales al parecer son

diferencialmente expresados en los ovocitos. Estos

resultados no descartan la posibilidad de que exista =20 r
un ensamblaje heterélogo entre distintas subunidades ~-30 ¢
de canales de K expresadas en los ovocitos o~ —40 [~
inyectados, o bien a la expresién de una sola especie & _ 50 + §
de mRNA cuyo producto tuviese un diferente & _gQ L
ensamblaje. = =70 k=
-80 | ®
4.2.3 Determinacion del tamafio de los mRNA que -390 L S s
inducen las corrientes de K* 10° 10! 102
(K*] (mM)
Una vez que se comprob6 que el mRNA de e
las MDCK es capaz de inducir corrientes en los
ovocitos y que esta se debe a canales de potasio, el Figura 22.- Valores de los potenciales de inversion obtenidos de

las corrientes de cola a diferentes concentraciones de potasio
extracelular. La concetracién de potasio fue eclevada al

tamafio y buscar la actividad funcional de las reemplazar concentraciones isoosmolares de Na” en el medio
MBS (n=4).La linea recta representa los valores predichos por la

fracciones obtenidas. Este paso tiene dos objetivos ecuacién de Nemst.

siguiente paso fue fraccionar el mRNA poli(A)" por

fundamentales: el primero es determinar el tamafio
aproximado del mensajero o mensajeros que inducen las corrientes expresadas cuando se inyecta el mRNA poli (A)"

total a ovocitos, y el segundo es obtener una fraccién enriquecida de los mensajeros deseados, los cuales
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potencialmente pueden servir para hacer una genoteca de expresion y asf llegar a clonar los canales iénicos deseados.
Con esta finalidad el mRNA poli (A)" células MDCK 6 hrs después de ser sembradas (~78 pg) se centrifugé

@® MBS
v MBS+10 mM TEA

I (uA)

i 1 1 il

? 0+ f T y 1
-80-60-40-20 0 20 40 60 80

Em (mV)

Figura 23.- Efecto del TEA sobre las corrientes inducidas por la
inyeccion de mRNA en ovocitos de Xenopus. Curvas I*V de
corrientes representativas obtenidas en ovocitos antes (circulos
llenos) y después (circulos vacios) de afiadir medio MBS
adicionado con 10 mM de TEA. La solucién fue mantenida a pH
7.6.

en un gradiente de sacarosa del 10-30%. El mRNA poli
(A)" de cada una de las 16 fracciones obtenidas (~5 ml
cada una) se precipité y resuspendié en 10 pl de H,O-
DEPC. Todas las fracciones fueron sujetas a una
electroforesis desnaturalizante para determinar el
tamafio de los mRNA utilizando marcadores de peso
molecular. Los pesos moleculares de cada fraccién se
presentan en la tabla I. Para la microinyeccién se tomé
una alfcuota de 1 pl de cada fraccién obtenida del
gradiente (por ejemplo 1-2, 3-4, etc.), y se juntaron,
Cada una de las 8 muestras asf obtenidas (denominadas
A, B, C, etc.) se inyectaron a razén de 60 nl por
ovocito. Después de 3 dias se registraron los ovocitos.
Durante el registo los ovocitos fueron mantenidos en
medio MBS, sustituyendo el ClI" por MetSO y
adicionandole 5 mM de Mn". La amplitud y la
cinética, as{ como un registro representativo de cada
una de las corrientes obtenidas medidas a 612 ms y a
+80 mV, se presenta en la figura 26. Los resultados
o btenidos muestran que las fracciones B y H
correspondientes a mensajeros de 6.6 kb y ~0.3 kb

respectivamente, no inducen corrientes diferentes a las obtenidas de ovocitos no inyectados. La fraccién A, que

contiene mensajeros de ~9 kb, a pesar de que no indujo corrientes de amplitudes diferentes a las controles, indujo una

pequefia corriente transiente (4504 30 nA, n=9). Esta corriente nunca fue observada en ovocitos no inyectados (I en

la figura 26). La fraccién C por su parte indujo una corriente cuya cinética es similar a las corrientes tipo II obtenidas

cuando se inyecta el mRNA poli (A)" total. Esta corriente presenta una amplitud de 714 + 120 nA (n=10) y una <

=100.11 + 5.73 ms (n =10), no existiendo diferencias significativas respecto a las corrientes tipo II (p = 0.307), lo

que puede indicar que este tipo de corrientes pueden ser debidas a mRNAs de canales de K* contenidos en esta
fraccion de 6.3-6.6 kb. La fraccién D (~4.8 kb), indujo corrientes cuya amplitud (2.199 + 0.249 pA, n= 10) y cinética

son similares a las corrientes tipo III (ver figura 19). Se puede observar que estas corrientes son semejantes en

cinética a las obtenidas de la fraccion E, por lo que cabe la posibilidad de que esta fraccién tenga una contaminacién

de mensajeros de la fraccién D, lo que explicarfa la identidad de la cinética y la menor amplitud de corriente.
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Figura 24.- Efecto de la toxina 4-AP sobre las corrientes tipo 1. Corrientes de potasio antes (A) durante (B) y después (C) de afiadir 10 mM de
4-AP en el medio extracelular. (D) Registro de la corriente obtenida de la resta analdgica de la corriente en ausencia y presencia de 4-AP.
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Figura 25.- (A) Curva I*V de las corrientes presentadas en la figura 24 antes, durante y después de la aplicacion de 10 mM de 4-AP en el medio
extracelular. Este tipo de coriente es parcialmente inhibida por ¢l 4-AP, mientras que las corrientes tipo I y 11, como la corriente tipo I presentada

en B, son completamente inhibidas. En ambos casos el efecto es reversible.
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Tabla I
Peso molecular de los mensajeros obtenidos del fraccionamiento en gradiente de sacarosa

=S e —————— =]
Fraccion A B C D E | F | G H

(kDa) ~9 6.6 6.6 -6.3 48 31 <2 04 <03

El peso molecular fue determinado al interpolar los valores de RF de cada una de la poblaciones de mRNA, visualizadas en un gel de agarosa
y tefidas con bromuro de etidio, en una gréfica logaritmica del RF/MW de los marcadores de peso molecular para RNA (Gibco BRL).

200 e n=9 10 10 10 3 10 8 3 3

HA)

Corriente de potasio (
L]

Figura 26.- Corrientes de potasio expresadas en ovocitos inycctados con diferentes poblaciones de mRNA separados por peso mediante gradiente
de sacarosa del 10-30%. A la izquierda se presentan cjemplos representativos de los diferentes tipos de corrientes inducidas por cada fraccién.
Las letras de la A a la H representan las fracciones obtenidas del gradiente; | representa las corrientes de un ovocito no inyectado. En la parte
derccha de la figura se presenta la amplitud de Ia corriente medida a +80 mV y a 600 ms en la poblacién de ovocitos inyectados de cada fraccion..
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La fraccién F (2.06-1.7 kb), indujo la mayor expresién de corriente de todas las fracciones (4.399 + 0.681
pA), siendo su cinética (t = 55.76 £ 3.13 ms, n = 6) y amplitud similares a las corrientes tipo I, no existiendo
diferencias significativas (p = 0.476) entre las © de ambas corrientes. Las 1 de las corrientes obtenidas de la fraccién
G no fueron a su vez significativamente diferentes de las de la fraccién F (p = 0.304), pero los mensajeros de esta
fraccion tienen en contraparte 0.4 kb por lo que, a pesar de las similitudes cinéticas, es probable que se trate de
mensajeros que codifican para diferentes tipos de canales de K* de la misma subfamflia o bien que ambos tipos de

corrientes sean diferentes productos de splicing alternativo de un solo gen.
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V DISCUSION

Desde la introduccién del modelo de piel de rana por Koefoed-Johnson y Ussing (KJU) (1958) se han dado
grandes avances sobre el conocimiento del paso de substancias a través de los epitelios pero para nuestro infortunio
aun no sabemos porqué las células de un mismo organismo, a pesar de tener exactamente la misma informacién
genética, expresan tipos distintos de canales i6énicos y cémo logran distribuirlos polarizadamente.

Las metodologfas para responder estas preguntas utilizando los canales iénicos como modelo experimental
fueron recientemente abordadas por Ponce y colaboradores (Ponce y Cereijido, 1990; Ponce et al., 1991a,b), quienes
utilizaron ¢l modelo de monocapas formadas por la linea epitelial MDCK (Cereijido et al., 1978a,b) observando que
hay una distribucién asimétrica asimétrica de canales de K', encontrando que existen en el dominio apical cuatro
canales de K* distintos, y uno solo en la cara basolateral.

Estos autores demostraron que cuando estas células son tratadas con tripsina-EDTA, adoptan una forma
esférica y endocitan parte de su membrana, reduciendo su superficie en un 62%, mientras que el niimero de canales
de K" disminuye en una proporcion considerablemente mayor (83%), encontrando en contraparte que la conductancia
al CI" no se ve disminuida. La razén por la cual los canales de K" disminuyen drésticamente y en cambio los de CI*
no, fue explicada en base a que cuatro de los cinco tipos de canales de K* son apicales (cara por la cual se agrega
la tripsina) mientras que los canales de CI" son exclusivamente basolaterales. Con estas observaciones quedaba claro
que las células perdfan canales inicos, pero no se resolvia el como estos canales son recuperados.

El siguiente paso abordado fue determinar la cinética de reestablecimiento de los canales iénicos a la
membrana. Ponce y colaboradores (1991b) demostraron entonces que las células MDCK sembradas a confluencia
6 hrs despues de ser tripsinadas necesitan restituir sus canales perdidos por el efecto de la tripsina, debiendo
comenzar por leer su genoma y producir el mensajero correspondiente, luego sintetizar el péptido, y enviarlo a la
membrana en vesiculas exoclticas que se funden con ella, proceso en el que participa el citoesqueleto de
microfilamentos y de microtibulos. Por estos resultados quedaba claro entonces que si se aislaba el mRNA poli (A)"
total durante este lapso este podrfa inclufr mensajeros codificantes para canales de K*, pudiendo ser clonados
utilizando metodologias como la de expresién en ovocitos de Xenopus laevis.

El propésito inicial de esta tesis fue entonces el de poner a punto esta metodologia y probar su funcionalidad
al utilizar canales de potasio que han sido clonados. Los resultados obtenidos de la expresién de los canales ShA2
y RCK1 demostraron que el sistema es funcional, lo que permitié llevar a cabo el siguiente objetivo que fue el de
expresar el mRNA poli(A)" de las MDCK obtenido bajo las condiciones experimentales comentadas arriba, todo
ello como un paso previo al estudio molecular y clonacién de los canales de estas células epiteliales.

Los resultados obtenidos de la expresién de los mensajeros de las MDCK 6 horas despties de haber sido
sembradas indicaron que en las condiciones utilizadas en este trabajo las corrientes de K' se expresan

preferentemente, sino exclusivamente, deduciéndose que existen en los mRNA poli (A)" total mensajeros especificos



48

para canales de K' dependientes de voltaje, como pudo ser demostrado por las pruebas de sustitucién iénica,
selectividad asi como de farmacologia. Las corrientes obtenidas no fueron homogeneas como cabria haberse esperado
de un lote de mMRNA homogéneo, sino que variaron en cinética asf como en el grado o tipo de bloqueo por drogas.
Encontramos también que las corrientes expresadas, en contraparte a lo observado para las corrientes macrosc6picas
de las MDCK, no son inhibibles por TEA, y que la toxina 4-AP es capaz de disminuir la magnitud de las corrientes
expresadas. Estos resultados indicaron que: 1) podria existir mas de un tipo de canal de K" en la poblacién de
mensajeros, 2) que las subunidades que constituyen los canales i6nicos codificados podrian haberse traducido y
posteriormente ensamblado en heterotetrameros cada uno con diferente cinética y amplitud de expresién (Isacoff et
al., 1990; Christie et al., 1990), si es que en realidad se trata de canales tipo Sh, 3) que la cinética de los canales
pudo estar influenciada por la concentracion de mRNA inyectado y expresado, como ha sido demostrado por Honoré
y colaboradores (1992) para algunos de los canales clonados, y 4) que pueden existir en el poo! de mensajeros
moléculas moduladoras de los canales, tal y como ha sido demostrado para algunas de las subunidades B de los
canales de K' (Rehm y Lazdunsky, 1988; Parcej y Dolly, 1989; Trimmer, 1991).

Algunos de los argumentos a favor de que probablemente se trataba de mas de un tipo de canal i6nico
preferentemente expresado y que los resultados no podrian deberse a los argumentos expuestos arriba provino de los
experimentos de bloqueo con la toxina 4-AP, ya que se pudo demostrar que una de las corrientes que presentan
inactivacién no es resultado de un solo tipo de canal expresado, sino mas bien de la adicién de dos corrientes, una
carente de inactivacién sensible a 4-AP y otra cuya cinética presenta una lenta activacion e inactivacion la cual es
parcialmente sensible a esta toxina. La corriente cuyo estado estable se alcanza inmediatamente después de la
activaci6n y que no tiene inactivacién (corriente tipo II) nunca pudo ser observada junto con la corriente de lenta
inactivacion, esto quizis se debi6 a que ambas corrientes podfan haber estado sobrelapadas y, debido a que ambas
corrientes fueron inhibidas con 4-AP, no pudieron ser separadas. La observacién de que las diferentes corrientes
observadas aqui tienen su contraparte en las corrientes macroscépicas de las MDCK (Ponce y cereijido, Ponce et al.,
1991a y b; Talavera, 1993), es un argumento mas que indicé la heterogeneidad de canales.

El hecho de que en las células MDCK existan diferentes tipos de corrientes (Talavera, 1993) y que dichas
corrientes hallan sido similares a las obtenidas de la expresién de distintos mensajeros en los ovocitos, indica
probablemente que tanto las MDCK como los ovocitos inyectados pueden expresar diferencialmente y
preferentemente un tipo de canal i6nico dado. Las razones de esta selectividad de traduccién pueden ser debidas a
1) la probable existencia de proteinas moduladoras de los canales funcionales codificadas por mensajeros existentes
en las células MDCK, los cuales pudiesen encontrarse también en el mRNA poli (A)" total obtenido de ellas, un tipo
de regulaci6n similar ha sido sugerido por Pongs (1993) para el caso de neuronas; 2) la existencia de mecanismos
intrinsecos de ambas células, los cuales permiten la traduccién preferencial de ciertos mensajeros, como ha sido
observado para algunos canales de K' (Matsubara ef al., 1991; Lesage et al, 1992); o bien 3) que exista un

transporte de las subunidades hacia distintos polos de la membrana, como ha sido demostrado en el caso de ovocitos



49

por Peter y colaboradores (Peter et al.,1991) para algunos tipos de canales y receptores, estando quiz4 este tipo de
regulacién compartida por ambos tipos celulares.

Es importante resaltar en estos momentos que a pesar de que las células MDCK expresan corrientes
semejantes a las observadas en este trabajo, principalmente aquellas que ocurren con mayor frecuencia, se debe de
tomar en cuenta que gran cantidad de estudios han demostrado que la cinética de un canal expresado en ovocitos no
necesariamente refleja la cinética que presenta el canal en las células de origen, quizas debido a factores intrinsecos
del ovocito, como por ejemplo el procesamiento postraduccional de la proteina del canal (Perney y Kaczmazarek,
1993).

La prueba que confirmé la expresién diferencial de canales en los ovocitos provino de la expresion de las
diferentes poblaciones de mRNA fraccionado por tamafio. Asi, pudimos comprobar que la inyeccién del mRNA poli
(A)' total de las MDCK induce tres tipos diferentes de corrientes, cada una con diferente cinética y amplitud de
expresion. Cuando se realiz6 el anélisis de expresion de los mensajeros fraccionados utilizando gradientes de sacarosa
se pudo observar que solo las fracciones A (~9 kb), C (6.3-6.6 kb), D (~4.8 kb), F (2.06-1.7 Kb) y G (0.4 kb)
inducieron corrientes. Los tres tipos de corrientes fueron similares a las obtenidas de la inyeccion de mRNA poli(A)"
total, a excepcion de las corrientes inducidas por los mensajeros de ~9 kb.

Recientemente Desir y colaboradores (1992) clonaron tres canales de K' de las células epiteliales renales
LLC-PK, utilizando primers obtenidos de regiones conservadas del canal Shaker. Estos canales, los LLC1, LLC2 y
LLC3, no han sido expresados en ovocitos de Xenopus, por lo que la cinética y farmacologfa no pueden ser
comparadas con los canales observados en esta tesis. A pesar de ello, el peso molecular del canal LLC1 (450 pb)
no es diferente al de la fraccién de ~0.4 kb (fraccién H). Es de destacar ademas que el canal LLC1 presenta una alta
homologia con el canal RBK 1 (Mackinnon, 1989; Christie et al., 1989) cuya corriente cuando se expresa en ovocitos
es muy similar en cinética al canal expresado por la fraccion H. Estos resultados sugieren entonces la posibilidad de
que los canales expresados las MDCK sean similares a los del tipo LLC. Un canal de peso similar ha sido expresado
por una fraccion de mRNA poli(A)" de 0.4 kb obtenido de intestino del pez Lenguado por Field y colaboradores
(1989).

Las corrientes con inactivacién lenta inducidas por los mensajeros de ~4.8 kb fueron idénticas a algunas de
las obtenidas cuando se expresa el mRNA poli (A)" total. Esta corriente es muy similar a la corriente tipo D (1,,).
Esta corriente presenta una rapida activacion, la cual difiere de las corrientes I, (como las expresadas por el ShA2)
principalmente por su lenta inactivacion, y ha sido atribuida a canales de tipo RCK o de la subfamilia la RAW (Frech
et al., 1989; Rettig er al., 1992). Asf, mientras la corriente I, se inactiva entre los 50 ms, la I, requiere de varios
segundos para decaer completamente, siendo ademés sensible a 5 mM 4-AP e insensible a TEA (>50 mM), lo cual
concuerda con las pruebas farmacolégicas obtendias en este trabajo sobre este tipo de corriente. Esto puede indicar
entonces que los canales expresados pueden pertenecer a dichas subfamilias, las cuales como ha sido demostrado por

Rettig y colaboradores (1992) no se ensamblan en heteromultimeros con canales de la subfamilia Shaker (los cuales
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incluyen a algunos canales tipo rectificador tardio como los RCKs).

Las células MDCK presentan en el dominio apical cuatro canales de K* distintos, que no se encuentran en
el basolateral, siendo todos ellos claramente distinguibles por su conductancia, por la forma de la relacién entre la
probabilidad de apertura y el voltaje, y por sus caracteristicas cinéticas. Estos canales, como dijimos anteriormente,
pueden ser los que principalmente se encuentren expuestos a la tripsina, siendo necesario que las células resinteticen
los que hallan sido degradados. Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren la existencia de al menos tres tipos
diferentes de mensajeros especificos para canales idnicos cuando son expresados en ovocitos de Xenopus, debido a
ello es posible especular que probablemente algunos de estos canales correspondan a canales apicales de las MDCK.

Las pruebas farmacoldgicas realizadas en este trabajo demuestran que los canales expresados presentan
diferencias de aquellos canales expresados por las MDCK, ya que la conductancia al K* en estas células es
completamente inhibida cuando se aplica TEA por la cara externa (Bolivar y Cereijido, 1987; Ponce et al., 1991a).
Ramashwami y colaboradores (1990), y Rudy y colaboradores (1991) reportaron esta misma discrepancia entre las
corrientes propias de las células y las corrientes obtenidas de la inyeccién de mRNA total cuando este es expresado
en ovocitos, adjudicando estas diferencias a procesos postraduccionales que ocurren en el ovocito, y principalmente
al probable ensamblaje heterélogo entre subunidades cuando se inyecta el mRNA total. La respuesta a esta pregunta
puede ser respondida cuando se lleven a cabo andlisis farmacoldgicos de las corrientes expresadas por cada una de
las fracciones.

En estudios realizados utilizando la técnica de patch clamp (Kolb et al., 1987; Friedrich ef al., 1988, 1989;
Lang et al., 1990,1991) se han descrito canales de potasio con caracterfsticas de rectificador entrante en las MDCK.
Este tipo de canales nunca fue observado en los ovocitos inyectados por lo que, debido a que este tipo de canales
presenta un alto grado de expresion cuando se inyecta mRNA total (Cui er al., 1992; Kubo et al.,, 1993), cabe
suponer que los mensajeros que los codifican no existen o bien se encuentran pobremente representados en el mRNA
poli(A)" total obtenido 6 hrs después de haber sido sembradas las células a confluencia. Por otra parte, Takumi y
colaboradores (Takumi et al., 1988; Murai et al., 1989) han reportado que el cDNA del canal I, obtenido de células
epiteliales de rifion de rata, de 430 pb, induce la expresion de una conductancia la K* cuando se expresa en ovocitos
de Xenopus. La cinética de este canal presenta una lenta activacién la cual nunca llega a un estado estable, no
presentado inactivaci6n incluso en el orden de 100 s. Este canal a pesar de que presenta un peso molecular semejante
al obtenido de la fraccién H no fue observado este trabajo.

En la presente tesis demostramos también que el mRNA de las MDCK obtenido bajo las condiciones
experimentales utilizadas aqui no contiene canales de Cl', los cuales, como demostraron Ponce y colaboradores (Ponce
y Cereijido, 1991) se encuentran solo en la cara basolateral. Estos resultados, aunados a que se expresaron tres tipos
diferentes de canales de K', sugieren que el tratamiento con tripsina-EDTA induce la degradacién mayoritariamente
de los canales apicales, los cuales como se mencion6 arriba son de K, necesitando la célula resintetizarlos. El mRNA

de cada fraccion obtenida que expresd una conductancia al K' puede por tanto ser utilizada para la clonacién de los
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canales de K* que contienen, los cuales si en un futuro se clonan y se demuestra su localizaci6n apical podrian servir
para comparar su secuencia con otros canales que se sabe se encuentran polarizados en la cara basolateral cuando
se expresan en células epiteliales, como recientemente demostraron Trimmer y colaboradores (1993) para canales
DRKI.

Por ultimo, como se mencioné con anterioridad, las protefnas de membrana, como son los canales iénicos,
son por lo general muy dificiles de purificar y aislar. Este problema ha podido ser resuelto mediante el uso de la
técnica de expresion en ovocitos. Esta técnica interdisciplinaria, a pesar de que ha permitido la identificacion de més
de 30 genes que codifican para canales de K y més de un centenar de proteinas de membrana como transportadores
o receptores, no se encontraba instalada en México. Uno de los logros de esta tesis fue precisamente el poner a punto
esta metodologia tan poderosa. Ademés de ello, nuestros resultados no solo permitieron la caracterizacién de las
corrientes expresadas por el mRNA de las MDCK sino el conocer también el peso molecular de algunos mensajeros
especificos de canales de K" de estas células, lo que nos permite pensar en utilizar las fracciones que inducen mayor
expresion de dichos canales para realizar genotecas de expresi6n. En estos momentos estamos por adquirir uno de
los vectores de expresion mas utilizados el cual es el plasmido pSPORT. En este vector podremos clonar el cDNA
de los mensajeros de las fracciones, lo que nos permitird en poco tiempo realizar el screeining por expresion de la
genoteca y asi aislar los genes de los canales de K* de las MDCK. La secuencia de los marcos abiertos de lectura
de los canales podrian ser entonces comparados con secuencias tanto de canales de otros tejidos como de otras
proteinas que se encuentran polarizadas apical o basolateralmente buscando sefiales que posiblemente se encuentren
compartidas y que puedan funcionar como tarjetas de identidad que permitan su direccionamiento y por lo tanto su
polarizaci6n. El andlisis de las secuencias de protefnas conocidas distribuidas asimétricamente en ambos polos de la
membrana lo hemos recientemente iniciado utilizando bancos de datos, como el GeneBank o el MBL, lo que nos

permitird en un futuro hacer las respectivas comparaciones con las secuencias de los canales de las células MDCK.
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VI CONCLUSIONES

I. El sistema de expresién en ovocitos de Xenopus laevis establecido en este trabajo es funcional, como se demostrd
al expresar los canales RCK1 y el ShA2, cuya cinética y amplitud de expresién fue identica a lo reportado en la

bibliografia.

2. El mRNA poli (A)" extraldo de las células MDCK seis horas después de haber sido sembradas a confluencia
induce la expresién de tres tipos de corrientes de K' dependientes de voltaje, cada una con diferente cinética y
amplitud, cuando se inyecta a ovocitos de Xenopus. Estas corrientes son inhibibles por la toxina 4-AP pero no por
TEA, ademas de que presentan una alta selectividad de K* sobre Na'. La poblacién de mRNAs obtenida no contiene
o bien no presenta cantidades suficientes de mensajeros especificos para canales de CI', sugiriendo que, debido a que
la mayoria de los canales de las MDCK son de K" y que estos son apicales, es probable que los canales expresados

sean algunos de los canales apicales de estas células.

3. El fraccionamiento del mRNA por peso evicencié la existencia de al menos tres tipos de canales de K* cada uno
con distinto peso molecular. Dichos mensajeros estuvieron contenidos por las fracciones de ~6, 4.5, y 0.4 kb, cuyo
peso molecular es muy similar al reportado para algunos canales iénicos que han sido clonados con anterioridad,
ademas de que la cinética de dichos canales reportados es muy similar a la obtenida de la expresién de los mensajeros

obtenidos en esta tesis.
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