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RESUMEN

Los canales idnicos son proteinas de membrana que permiten el flujo de iones a través de
un poro acuoso en favor de su gradiente electroquimico; son selectivos al paso de un solo
ion, contribuyen a la homeostasis ionica, al control de la transmision eléctrica y la secrecion
hormonal. En particular, los canales de potasio controlan el potencial de membrana en
reposo y la fase de repolarizacion del potencial de accion en las células excitables. La
familia de canales de potasio rectificadores entrantes Kir esta presente en todas las células y
se encuentran abiertos en condiciones de reposo. En particular, la subfamilia Kir3 o GIRK
se regula por los receptores acoplados a las proteinas G (las subunidades GBy se unen a los
canales). Existen 5 tipos de estos canales: GIRK1-GIRK4 en mamiferos y GIRK5 en
anfibio.

Los ovocitos de la rana Xenopus laevis constituyen uno de los sistemas mas utilizados en
la expresion de los genes de diversas proteinas de membrana: transportadores, receptores y
canales ionicos. Sin embargo, los ovocitos presentan algunas corrientes ionicas enddgenas
(Weber, 1999). En una solucion con alto potasio se puede registrar ocasionalmente una
corriente rectificadora entrante (Bauer et al, 1996). En 1996, el grupo de Clapham aislo el
DNACc de una isoforma de un canal de potasio activado por proteinas G (GIRKS5, subfamilia
Kir3 o GIRK). De acuerdo a su secuencia de nucleétidos, el canal de potasio GIRKS5 tiene
tres posibles sitios de inicio, originando con ello tres posibles isoformas (Hedin et al, 1996).
Al estudiar la funcionalidad de las isoformas se encontrd que en la region del amino
terminal del canal GIRKS5 hay una tirosina (Y16) cuya fosforilacién por una cinasa soluble
mantiene al canal endocitado en los ovocitos maduros (Mora, I. y Escobar, L. 2005). A su
vez, en los primeros 25 aminodcidos del NHj-terminal se encuentra la secuencia
LYESPQLIQ, la cual corresponde a un motivo de dileucina [DE]XXXL[LI] que determina
la localizacion basolateral en células epiteliales y su trafico hacia lisosomas (Bonifacino y
Traub, 2003).

El objetivo de este trabajo fue determinar si el canal de potasio GIRK5 se encuentra
localizado en uno de los polos de los ovocitos de la rana Xenopus laevis.

Se utilizaron construcciones quiméricas con la proteina verde fluorescente EGFP y se
aplicaron técnicas de réplica en Western y de microscopia confocal. Los ovocitos se
analizaron al cuarto, quinto y sexto dia después de la inyeccién de los RNAs de los canales
EGFP-GIRKS.

La localizacion de los canales fue: EGFP-GIRKS en el citoplasma, EGFP-A25GIRKS5 en
toda la membrana plasmatica y en el citoplasma y, por ultimo, EGFP-GIRK5Y16A en la
membrana plasmatica del polo vegetal. Esto sugiere que el motivo LI presente en la posicion
21,22 en el amino terminal del canal de potasio GIRKS5, determina su localizacion en el polo
vegetal de los ovocitos.




1. INTRODUCCION

De los sistemas de expresion de proteinas que hasta hoy se han desarrollado, uno de los
mas exitosos es el que se basa en la microinyeccion de DNA o RNA en los ovocitos de la
rana Xenopus laevis (X. laevis). Este sistema de expresién heterdloga utilizado por Gurdon
en 1977 y posteriormente por Ricardo Miledi en 1982, permite la sintesis de proteinas de

membrana plasmatica exdgenas (transportadores, canales idnicos, receptores).

Miledi demostré que la expresion tenia propiedades similares a las de los receptores
nativos, mediante la sintesis de receptores nicotinicos de acetilcolina a partir de un RNAmM

extraido de células musculares de gato (Miledi, 1982).

Desde entonces los ovocitos se han utilizado para llevar a cabo mdltiples ensayos para
traducir RNAm de diferentes fuentes incluyendo virus, bacterias, levaduras, plantas y
animales (expression cloning). Su aplicacion méas frecuente es la expresion de proteinas
membranales, citosélicas, receptores y canales idnicos para estudios de la relacion

estructura/funcion (Vargas et al, 2004).

Una ventaja indiscutible de los ovocitos es la facilidad con la que se pueden manipular.
Ademas de la cirugia de la rana, los ovocitos se obtienen en poco tiempo (4-5 h) y no
necesitan mantenerse en condiciones muy elaboradas, como esterilidad absoluta 0 medios de
cultivo caros. Este sistema ofrece un gran ndmero de posibilidades de experimentacion

porque permite combinar el uso de varias técnicas en una sola célula (Weber, 1999).

Los ovocitos tratados apropiadamente: temperatura constante de 18 C y cambios diarios del
medio de cultivo, pueden ser utilizados entre 10 y 15 dias. Las temperaturas de incubacion
suelen ser entre 14 y 18° C tanto para ovocitos inyectados como para aquellos que se

mantienen como controles.

Los ovocitos de X. laevis son un sistema de expresion heterdloga excelente para la
investigacion y caracterizacion de proteinas de transporte, a los que se les pueden aplicar
técnicas electrofisiolégicas como voltaje-clamp (fijacion de voltaje con dos

microelectrodos), patch-clamp (registro en un segmento de la membrana), medicion
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continua de la capacitancia, medicion intracelular de iones con electrodos selectivos, etc.
Otras tecnicas incluyen las mediciones de corrientes de salida, corrientes de entrada,
microscopicas, técnicas de video-imagen, gravimétricas y de medicion de volumen (Weber,
1999).

Los ovocitos también poseen canales ionicos y receptores enddgenos, a pesar de ello, las
proteinas expresadas heter6logamente se pueden distinguir de manera clara. Muchas veces,
las corrientes producidas por canales ionicos enddgenos son pequerias, comparadas con las
corrientes de los canales recombinantes. En otros casos, el perfil farmacolégico de los
canales exdgenos es diferente al de los enddgenos. Sin embargo, debido a que algunos
canales forman heteromultimeros, el conocimiento de las corrientes ionicas endégenas es

fundamental cuando se caracterizan canales i0nicos exdgenos.

Los RNA mensajeros de los canales enddgenos se traducen en los ovocitos durante el
proceso de ovogénesis, el cual consiste en 6 etapas que ocurren en aproximadamente 8
meses. La ovogénesis es asincronica, lo que indica que pueden encontrarse ovocitos en
todos los estadios (I-V1) en un mismo momento, sin embargo, son los del estadio V' y VI los
que se seleccionan para la expresion heterdloga. A lo largo de estas etapas, los ovocitos
acumulan ribosomas, yema, lipidos y RNAmM materno que posteriormente regula la sintesis
de proteinas y el desarrollo embrional temprano. Al igual que otros vertebrados, los ovocitos
de X. laevis estan fisiologicamente detenidos la fase G2 antes de la primera profase de
meiosis (Weber, 1999).

Se sabe que el dimero beta-gamma (GBy) que forma parte de las proteinas G es el
responsable de mantener a estos ovocitos en estado arrestado. Es interesante que también
GBy es el responsable de activar al canal de potasio rectificador entrante acoplado a
proteinas G, el canal GIRKS5, que es un canal i6nico enddgeno de los ovocitos de X. laevis
(Hedin et al, 1996; Clapham et al, 1996).

El canal GIRK5 es un homomultimero a diferencia de los canales heteromultimeros de
GIRK1 con: GIRK2, GIRK3 y GIRK4 localizados en el corazon (GIRK1/GIRK4) vy el
cerebro (GIRK1-GIRKx) de los mamiferos. GIRK5 esta formado por 4 subunidades de

manera que es un homotetramero localizado en una célula no excitable. Se ha demostrado su
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expresion funcional en algunos lotes de ovocitos mientras que se encuentra ausente en otros.
Esta variabilidad ha promovido el estudio de su regulacién, encontrando que en la region del
amino terminal de su secuencia proteica esta presente en el residuo 16 una tirosina, cuya

presencia es de vital importancia para la funcionalidad del canal (Mora y Escobar, 2005).

Estudios en los que se utilizaron isoformas sintéticas sin los primeros 5 y 25 residuos de
aminoacidos (A5-GIRK5 y A25-GIRKS5, respectivamente), asi como la mutante de la
tirosina 16 por alanina (Y16AGIRKS5), demostraron que aquellas isoformas que no
contienen la tirosina son funcionales (A25GIRK5 y Y16AGIRKS5), mientras que aquellas
que poseen dicho residuo (A5GIRK5 y GIRK5) no lo son. Por otra parte, también la
fosforilacion de la tirosina Y16 por una proteina cinasa del tipo Src es lo que evita la
expresion funcional del canal en la membrana plasmatica del ovocito (Mora y Escobar,
2005).

Adicionalmente, en la region del amino terminal del canal de potasio GIRK5 se encuentra
la secuencia LYESPQLIQ, la cual corresponde a un motivo de dileucina [DE]XXXL[LI].
Este motivo es caracteristico de la localizacion basolateral de proteinas en células epiteliales
(Bonifacino y Traub, 2003). Como el ovocito de Xenopus laevis es radialmente simétrico y
la mayoria de los RNAs maternos se distribuyen en el polo animal o en el vegetal (Kloc et
al, 2001; King et al, 2005), es probable que el motivo de dileucina determine la localizacion
del canal GIRK5 en uno de los polos. A diferencia de los RNAs maternos que si estan
polarizados, (aunque no estad descrito que las proteinas correspondientes lo estéen también),

no se ha reportado la distribucién polarizada de ninguna proteina del ovocito.



1.1 HIPOTESIS

El motivo de dileucina [DE]XXXL[LI] presente en los primeros 25 aminoacidos
del amino terminal del canal de potasio GIRKS5, determina la localizacion del

canal en uno de los polos de los ovocitos de Xenopus laevis.

1.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

* Estudiar la localizacion del canal de potasio GIRK5 en los ovocitos de la rana

Xenopus laevis.

OBJETIVOS PARTICULARES

*  Determinar la expresion de los canales GIRKS5 en las fracciones de membrana por la
técnica de replica en Western.
* Determinar la localizacién de los canales GIRK5 en las células por microscopia

confocal.



2. ANTECEDENTES

2.1 Transporte deiones através de la membrana plasmatica.

El transporte de iones y de pequefias moléculas organicas hidrosolubles a través de la
bicapa lipidica se lleva a cabo por proteinas transmembranales, cada una de las cuales
permite la transferencia de una molécula, un ién especifico o un grupo de moléculas afines.
Los canales idnicos permiten la difusion selectiva de un tipo de ién: Na*, K*, Ca®* o Cl” a
favor de su gradiente de concentracion y eléctrico (potencia electroquimico).Todas las
membranas plasméticas tienen una diferencia de potencia (potencial de membrana) en las

gue el interior es negativo con respecto al exterior (Alberts et al, 2002).

TABLA 1. Comparacion de las concentraciones de iones dentro y fuera de una célula de mamifero tipica.

COMPONENTE CONCENTRACION CONCENTRACION
INTRACELULAR (mM) | EXTRACELULAR (mM)

Cationes

Sodio (Na") 5-15 145

Potasio  (K%) 140 5

Magnesio (Mg™) 0.5 1-2

Cacio  (Ca™) 10* 1-2

Hidrogeno (H") 10-7.20pH 7.2 10-740pH 7.4

Aniones

Cloro (C) 5-15 110

Los iones que han de ser transportados tienen que deshacerse de todas las moléculas de
agua asociadas para pasar através de la parte més estrecha del canal, o que se conoce como
filtro de selectividad. Esta propiedad de selectividad ionica (explicada posteriormente) y la

regulacion de su apertura distinguen alos canales iénicos de un poro acuoso.

La apertura de los canales ocurre en respuesta a un estimulo especifico. Los principales
estimulos son cambios en € voltge a través de la membrana (canales regulados por
voltaje), un estrés mecanico (canales regulados mecanicamente) o la union de un ligando
(canales regulados por ligando). El ligando puede ser tanto un mediador extracelular
(canales regulados por neurotransmisor) o un mediador intracelular, o un nuclettido
(canales regulados por nucledtidos). Ademas, la actividad de muchos canales ionicos esta

regulada por fosforilacion y defosforilacion (Alberts et al, 2002).
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Apertura por
ligando Apertura por
Apertura (extracelular) ligando Apertura
por voltaje (intracelular) mecanica
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FIGURA 1. Estimulos que regulan la apertura de canales ionicos (Alberts, 2004).

2.2 CanalesdeK".

Quiz& los canales i6nicos mas comunes son |os que permiten el transito de K™, juegan un
papel crucia para € mantenimiento del potencial de membrana en reposo de todas las
membranas plasmaticas y en controlar la fase de repolarizacion en las células excitables. El
potencial de lamembrana en reposo es muy cercano al potencial de equilibrio parael ion K*
debido a que los canales de potasio rectificadores entrantes (Kir) estan abiertos (Alberts et
al, 2002).

Los candes de potasio comprenden cuatro subunidades que contienen una region
altamente conservada que forma el poro central que atraviesa la membrana. En la entrada
citosdlica del poro se concentran aminoéacidos cargados negativamente, que atraen cationes
y repelen aniones, 1o que contribuye a que el canal sea selectivo para cationes. Dentro del
poro hay una secuencia de aminoacidos (TVGY G) altamente conservada que se denomina el
filtro de selectividad y favorece el paso de losiones K* sobre los del Na™ (Ruppersberg et al
2000, Heginbotham y Mackinnon 1992).

La estructura del filtro explica la gran selectividad ionica del canal. Para que un ion K*
pueda entrar en € filtro, tiene que perder casi todas las moléculas de agua gue tiene unidas e
interaccionar con los oxigenos de los grupos carbonilo que se alinean alo largo del filtro de
selectividad, espaciados rigidamente a una distancia exacta que permite acomodar al i6n K”.
Por el contrario, € ion Na' no puede entrar en € filtro porque los oxigenos carbonilo estan
demasiado alejados del Na', que es més pequefio que € K*, para compensar € gasto
energético asociado a la pérdida de las moléculas de agua que se requiere para entrar en el
canal (Alberts et al, 2002)
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FIGURA 2. Filtro de selectividad A)
Dos de las cuatro subunidades de un
canal de potasio. Las hélices internas
son las que estén en estrecha relacion
con la region del poro (P) y las
hélices externas se encuentran
embebidas en la membrana (m). El
filtro de selectividad se locdlizaenla —
region central y esta unida a una

pequefia a—hélice. B) Region de

filtro de selectividad con cuatro iones

K" rodeados de agua.

(Modificado de Mackinnon 2003)

2.2.1 Clasificacion.

Los canales de potasio se encuentran compuestos de subunidades
afa (o) y en algunos casos, de subunidades beta (). La subunidad
a s la responsable de la conduccion iodnica, atraviesa la bicapa
lipidica 'y contiene la region del poro con su filtro de selectividad.

La subunidad B modula algunas propiedades biofisicas de los

canales como la cinética de corriente, la probabilidad de apertura'y
puede modular la expresion de las subunidades o en la membrana
(Heginbotham y Mackinnon, 1992, Biggin et al, 2000).

FIGURA 3. Subunidades «'y #de un canal de K*.

Dependiendo de la subunidad o y de su topologia existen canales de potasio con dos,
cuatro, seis, siete y ocho segmentos transmembrana (TM); sus caracteristicas se describen en
latabla 1.

1M a\aITM b 7™M § ™M

f ! A
\ F IAWARLAY,
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TABLA 1. Clasificacion de los canales de potasio de acuerdo al nimero de segmentos
trasmembranales de la subunidad «.

SEGMENTOSTM TIPO DE NOMBRES CARACTERISTICAS REFERENCI
(ARRE(}LO CANAL A
OLIGOMERICO)
Dos Rectificador Kir. Una region P. Cinéticas| Kubo et al,
(Tetrdmeros) entrante. de apertura y modula- | 1993
cién muy complejas. Nichols y
Lopatin, 1997
Cuatro Sensible a esti- | KCNK, Candes de fuga. Con dos | Biggin et al,
(Dimeros) mulos mecéni- | TASK, regiones P en una subuni- | 2000
cos y a segun- | TREK, dad o. Ligera rectifica- | Wang et al,
dos mensgjeros. | TRAAK, cion entrante. 1999
TWIK.
Seis Dependiente de | KCN, HCN, | Unaregion P. Aidley et al,
(Tetrdmeros) voltgje (Kv). TRP, canales| Repolarizacion dela 1998
activados por | membrana durante un Hille, 1992
baja y media| potencial de accion.
conductancia.
Siete Dependiente de | BK: canales| Grupo amino del lado | Ruppersberg
(Tetrameros) voltgje (Kv). activados por | extracelular. Repolariza- | et al, 1990
alta conduc- | cién de la membrana du- | Shen et al,
tancia. rante un potencia de| 1993
accion.
Ocho Apertura  por | TOK. Corriente saliente de| Lesage et al,
(Dimeros) despolarizacion potasio. Bloqueo por | 1996
y  decremento Mg® dependiente del | Biggin et al,
de K™ externo. voltgje. Con dos regiones | 2000

P en una subunidad .

2.3 Canalesde K" rectificador es entrantes (Kir).

Los canales de K* cuya subunidad o. tiene dos segmentos transmembranales (M1y M2) se

denominan Kir. Entre los segmentos M1y M2 se encuentra la region que forma el poro; a

igual que los canales Kv se agregan en tetrameros para formar un canal funcional (Kubo et

al, 1993). Aunque los canales Kir parecen ser topol6gicamente menos complejos que el

resto de la familia, sus cinéticas de apertura, activacion e inactivacion, asi como su

modulacion por cationesy PIP2, entre otras, son complejas (Nicholsy Lopatin, 1997).
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Hélice interna
Hélice del poro

Modificado. Bichet et al. 2003 v Kuo et al 2005.

FIGURA 5. Topologia de los canales Kir. A) Representacion de una subunidad o con
dos segmentos transmembranales (M1 y M2), la region del poro (P), € amino (N) y €
carboxilo (C) terminales citoplasméticos. B) Vista extracelular del tetramero de un cana
Kir. C) Arreglo de los dominios transmembranales de dos subunidades a. Las esferas
representan los iones K™ en € filtro de selectividad. M1 y M2 estan inmersos en la
membrana plasmética (MP).

Los canales iGnicos abiertos permiten e movimiento siempre a favor de su potencial
electroguimico. Sin embargo, los canales rectificadores son de direccion Unica. Es decir,
solo permiten e movimiento del i6n en un sentido y no en el otro, aunque se encuentren
abiertos. Se les denomina rectificadores, por analogia a los diodos rectificadores en
electronica, que permite e paso de los electrones en un sentido y no en e otro

(http://webpages.ull.es/).

La corriente de rectificacion entrante puede observarse sélo cuando se aplican voltajes por
debajo del potencia de equilibrio del K* y declina con la despolarizacion de la membrana
(Esquema 1A y 1B). Los canales se bloguean por bario (Ba®) externo (Esquema 1A) y se
han estudiado en preparaciones diversas como son los ovocitos de estrellas de mar
(Hagiwara y Takahashi, 1974), las células del musculo esquelético (Standen y Stanfield,
1978), del musculo cardiaco (Matsuda y Sperelakis, 1993), las células B del pancreas
(Inagaki et al, 1995) y los ovocitos de larana Xenopus laevis (Bauer et al, 1996; Hedin et al,
1996; Salvador et al, 2001).
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ESQUEMA 1. Curso temporal de las corrientes de K™ de los canales Kir.  A) Canales
de potasio Kir2.1 transfectados en células BRL-1. Protocol o de pulsos de -140 a+80 mV,
con incrementos de 20 mV, y un potencial de mantenimiento de -60 mV. El panel inferior
muestra el bloqueo de la corriente al adicionar Ba. B) Relacion corriente- voltagje (1/V)
de las corrientes registradas en A, los circulos obscuros muestran la corriente control y
los cuadros claros muestran la corriente registrada en presencia de Ba®*. (Tomada de
Bianchi et al, 1996).

El papel de los canales Kir es mantener el potencial de reposo celular cercano al potencial
de equilibrio para €l i6n potasio (Ex). Los canales Kir juegan un papel importante en €l
control del tono vascular, la frecuencia cardiaca, la sefializacion neuronal y la excitabilidad
celular (Hille, 1992). Algunos de estos canales pueden ser modul ados en forma indirecta por
receptores sensibles a hormonas, neurotransmisores, componentes intracelulares y
membranal es como |os nuclebtidos ciclicos, los fosfolipidos, € ATP, las cinasas, € pH y las

proteinas heterotriméricas G, entre otros factores (Ruppersberg et al, 2000).

Los Kir permiten la entrada pero no la salida del K, pues su rectificacion depende de la
presencia de magnesio o iones poliaminas (particularmente esperminay espermidinag) en €l
espacio intracelular, que bloquean €l interior del poro a voltges mayores a Ex y evitan un
flujo de K™ hacia el exterior (Lopatin et al, 1994).
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2.3.1 Clasificacion.

En 1995 Doupnik y colaboradores agruparon a los canales Kir en varias subfamilias
tomando como base su secuencia de aminoacidos y sus propiedades. Los canales que
muestran mas del 65% de identidad se agrupan dentro de una misma subfamilia; a su vez, la
organizacién del genoma humano (HUGO) ha asignado |a nomenclatura de KCNJ para los
canales Kir (Gutman et al, 2003). En la actualidad se han identificado siete subfamilias

(Kirl- Kir7), algunas se encuentran mas relacionadas entre si que otras (Esguema 2).

Kjp1.1 [KCNJ1,17q24]

Kjr7.1 [KCNJ13, 2q37]
Kjr4.2KCNJ15, 21922]

Kjrd.1 [KCNJ10, 1g22]
) Kjr5.1 [KCNJ18, 17g23]

Kir Kir2.1 [KCNJ2, 17q23]
KCNJ —————— Kir2.4 [KCNJ14, 19q13]
— Kjr2.2 [KCNJ12, 17p11]
Kjr2.3 [KCNJ4, 22q13]
Kjr3.1 [KCNJ3, 2q24]
Kjr3.3KCNJg, 1921]
Kir3.4 [KCNJS, 11q24]

Kir3.2 [KCNJs, 21q22]

Kjy6.1 [KCNJ8, 12p11]

Kjrb.2 [KCNJ11, 11p15]

ESQUEMA 2. Arbol filogenético de los canales Kir. Entre corchetes se muestrala
nomenclatura de los canal es segiin HUGO [Modificada de Gutman et al. 2003].

2.4 La subfamilia Kir3 (GIRK) activada por € dimero Gpy.

Un experimento clésico de transmision quimica en la sinapsis, es la estimulacion del
nervio vago que secreta acetilcolina y ocasiona una disminucion en e ritmo cardiaco
(Loewi, 1921). La acetilcolina actla en receptores muscarinicos m2 acoplados a proteinas
Gi/Go a nivel del nodo sinoauricular, 1o que provoca la disociacion de las proteinas Gi,
cuyas subunidades Gy abren los canales de potasio rectificadores entrantes de la subfamilia

KIR 3.x (GIRK), originando la corriente tipica IK ach. El heteromultimero GIRKL/GIRK 4 da
origen alalKach (Krapivinsky et al, 1995).
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Los canales GIRK se expresan en corazon, sistema nervioso (central y periférico), las
plaguetas (Shankar et al, 2006) y las células cancerosas de mama y pulmon (Dhar y
Plummer, 2006). Cinco miembros de la subfamilia GIRK se han clonado hastalafecha. Los
canales GIRK1 (Kubo et al, 1993) y GIRK4 (Krapivinsky et al, 1995) se clonaron de
auricula de raton mientras que GIRK2 y GIRK3 del cerebro de mamiferos (Lesage et al,
1994). En contraste, la isoforma GIRKS5 se clond de los ovocitos de la rana Xenopus laevis
(Hedin et al, 1996).

En cuanto a la asociacion de estos canales, se ha identificado que e cana GIRK1
usualmente colocaliza con los canales GIRK2, GIRK3 o GIRK4 en el cerebro de raton
(Karschin et al, 1997). Esta observacion y estudios posteriores indican que los canales
GIRK de mamifero se agregan como heterotetrameros del canal GIRK 1 con cualquier otra
subunidad (GIRK2, GIRK3 0 GIRK4). Estos heterotetrameros forman canales funcionales
con propiedades idénticas a la corriente cardiaca IKacn (Kennedy et al, 1999, Jelacic et al,
1999).

En cuanto a homotetrdmeros, se han identificado canales funcionales formados por
algunas de las variantes de los canales GIRK2 en testiculo de raton (GIRK2d) (Inanobe et
al, 1999) y homotetrameros no funcionales del canal GIRK4 en la auricula bovina (Corey y
Clapham, 1998).

2.4.1. Canales GIRK en células no excitables.

La presencia de estos canales no esta restringida a células excitables. En las plaguetas
humanas se han encontrado los canales GIRK 1, GIRK2 y GIRK4 que son activados a través
de los receptores P2Y 1, acoplados a proteinas G (Shankar et al, 2006). En células cancerosas
de pulmon se ha detectado |a expresion de mRNA de los canales GIRK1/GIRK4 (Plummer
et al, 2004). De igual forma, en lineas celulares de cancer de mama se ha reportado la
existencia de canales funcionales GIRK 1, GIRK2 y GIRK4 involucrados en la sefializacion
celular (Dhar y Plummer, 2006).
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El cana GIRK5 locdizado en los ovocitos de X. laevis se encuentra en forma de

homomultimeros funcionales que son activados por una poza endégena de subunidades
GBy (Lutz et al, 2000).

TABLA 2. Localizacién y forma de asociacion de las subunidades de la subfamilia Kir3 6 GIRK.

. TIPO DE 2
MULTIMEROS CELULAS EJEMPLO LOCALIZACION | ORGANISMO
. GIRK1/GIRK4 Corazon.
Excitables. ) K1/ GIRK(2.3.4) | Sistema nervioso. ,
Hetero- Mamiferos
tetrdmeros. No GIRKY GIRK(24) | Plaquetas. (humano, ratay
. GIRK1/GIRK?2 Células cancerosas <
excitables. , raton).
GIRKVGIRK4 (mamay pulmon).
Excitables. GIRK?2 Testiculos de ratén.
Homo- No Ovocitosdelarana | Anfibio
tetrameros. . GIRK5 ) .
excitables. X. laevis. X. laevis.

2.5 Un canal enddgeno de los ovocitos de la rana Xenopus laevis: el canal de potasio
GIRKS5.

Los ovocitos de larana X. laevis se han utilizado ampliamente en investigacién en areas
como bhiologia del desarrollo, cascadas de sefiaizacion intracelular, rutas biogquimicas y
fendmenos relacionados a transporte. Aunque se han desarrollado varios sistemas de
expresion, el més favorecido se basa en la inyeccion de RNAm o DNA en los ovocitos.
Cuando € RNA que se traduce origina un receptor, una proteina transportadora o un canal
iénico, estos resultan funcionales y conservan sus propiedades farmaco- y electro-
fisiologicas. Esto vuelve a ovocito un modelo para investigar € proceso de transporte a
nivel celular. Como los ovocitos se utilizan como un sistema de expresion heteréloga, es

necesario ubicar que presentan algunas corrientes enddgenas (Weber, 1999).

Las corrientes endégenas principales incluyen a las de Cl” dependientes de Ca’* (Barish
et al, 1983), de Ca?* dependientes de voltaje (Miledi et al, 1982), de K* del tipo rectificador
tardio (Lu et al, 1990) y de potasio del tipo rectificador entrante (Bauer et al, 1996). La
corriente rectificadora entrante muestra que a voltgjes hiperpolarizantes se induce un
incremento de la conductancia de K* seguida por una inactivacion. Se ha observado que la
amplitud de la corriente enddgena varia de 0.2 a 1.5 pA y en algunos lotes de ovocitos es
dificil detectarla (Bauer et al, 1996). A partir de estas observaciones surge € interés por

conocer ¢de qué depende que los canales sean funcional es?.
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En 1996 e grupo de Clapham reporto la clonacion del canal de potasio rectificador
entrante endégeno de los ovocitos de la rana Xenopus, Kir 3.5 o0 GIRK5 (XIR) y en su
secuencia se puede ver que tiene tres posibles sitios de inicio correspondientes a las
metioninas localizadas en laposicion 1, 6 y 26 del amino terminal.

M IPERMSAPSPQWKHLT ESPQLIQTIM AH (GIRKS)

=M APSPQWKHLYI ESPQLIDTIMmAﬁ‘ (A5GIRKS)
M AR (425GIRKS)

Posteriormente se obtuvieron las tres isoformas del canal GIRKS5 (GIRK5, ASGIRKS y
A25GIRKD5) y se estudid la expresion funcional de cada homomultimero en los ovocitos de
X. laevis. Se demostré que Unicamente la isoforma més corta era funcional (A25GIRK5)
(Salvador et al, 2001).

En los primeros 25 aminoécidos de la secuencia del canal GIRKS y A5GIRKS5 se encuentra
un residuo de tirosina (Y 16) que se ubica dentro de una secuencia probable de fosforilacion
(I/L-Y-D/E-X-L) (Schmitz et al, 1996). La mutacién de este residuo de tirosina por alanina
(Y16A) promueve la expresion funcional del canal GIRK5. Lo anterior se determind
utilizando quimeras de las isoformas GIRK 5, A25GIRK5 y la mutante Y 16A con la proteina
verde de fluorescencia aumentada (EGFP), expresadas en ovocitos de X. laevis. Mora y
Escobar (2005) observaron que tanto la isoforma A25GIRK5 como la mutante Y 16AGIRK5S

se encontraban en la membrana plasmaticay eran funcionales (Figura 6).

FIGURA 6. Expresion de las
proteinas de fusién con la
EGFP. A) Localizacion de
los ovocitos dentro del
campo Optico. Imagenes
obtenidas en contraste de
fases. B) Ovocitos observa
dos con e microscopio

Contral EGFP-GIRKS EGFP-AZ5GIRKS EGFP-GIRKSY164
confocal. C) Registros de la
corriente de los ovocitos

C (Tomado de Moray Escobar,
' = 2005).
F uF«|_ F’—'—"_'_'_ |r"__ JE—
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2.6 Localizacién intracelular de proteinas.

2.6.1 Péptido sefial y secuenciastopogénicas.

Las células de organismos eucariotes estan altamente compartamentalizadas. contienen
organel os diversos con una composicion particular de proteinasy lipidos. Por lo tanto, no es
sorprendente que se requieran mecanismos de transporte altamente especificos para dirigir
moléculas hacia localizaciones definidas, que garanticen la identidad y funcion de los
compartimentos individual es.

L as proteinas contienen informacion estructural que las dirige hacia su destino correcto y
esto ocurre a través de sefiales de localizacion. A pesar de que la sintesis de la mayor parte
de las proteinas comienza en los ribosomas libres, las proteinas cuyo destino es ser
secretadas o residir a lo largo de la via secretora, contienen un péptido sefial ubicado
tipicamente en e amino terminal, éste las dirige hacia el lumen del reticulo endoplasmico
(RE), en donde se transloca el polipéptido (Alberts et al, 2002; van Vliet et al, 2003).

Los organelos de la via secretora estan involucrados en la clasificacion de las proteinas
hacia los distintos compartimentos intracelulares. A través de esta via, las proteinas pueden
transportarse en vesiculas hacia |os lisosomas o ser retenidas como ‘residentes’ en alguno de
los organelos (Alberts et al, 2002; van Vliet et al, 2003).

El péptido sefial que dirige a las proteinas en formacion hacia €l RE esta formado por uno
0 més residuos de aminoacidos de carga positiva, seguido por un segmento continuo de 6-12
residuos hidréfobos (Alberts et al, 2002; Lodish et al, 2002).

Para las proteinas de secrecion, una vez que se translocan a la membrana del RE, €
péptido sefial se escinde por una peptidasa localizada también en el RE, en donde un nimero
de proteinas chaperonas pliegan ala proteina en la conformacién correcta.

FIGURA 7. Transocacién de una

proteina de secrecion a traves de
la membrana del RE
(Alberts et al, 2002).
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Otro tipo de proteinas, las integrales de membrana, poseen una orientacién singular con
respecto a la bicapa fosfolipidica. Estas proteinas se sintetizan en la membrana del RE y
permanecen asociadas a membrana mientras se mueven hacia sus destinos definitivos.
Durante este transporte |a topologia de |a proteina se preserva. Por |o tanto, la orientacion de
estas proteinas en sus sitios definitivos se establece durante la biosintesis en la membrana
del RE. Estas proteinas interactian con membranas de forma diferente. Muchas contienen
un solo segmento gue cruza toda la membrana (de paso simple) y otras poseen multiples
segmentos a-helicoidales que la atraviesan (paso multiple). A pesar de esta variacion, la
insercion de todas €ellas en la membrana de! RE depende de secuencias topogénicas
especificas. Estas secuencias de hasta 25 aminoécidos, aseguran que una proteina adquiera
la orientacion adecuada durante su insercion en la membrana (Alberts et al, 2002; Lodish et
al, 2002).

Muchas proteinas importantes, como son las bombas idnicas, los canaes ionicos y los
transportadores, atraviesan la membrana varias veces. En estas proteinas de paso multiple se
cree que cada hélice-a. que atraviesa la membrana actla como secuencia topogénica. El
primer segmento a-helicoidal inicia la insercion en la membrana del RE de la cadena en
crecimiento. Esta secuencia funciona como la secuencia interna de sefid-fijacion no
escindida (Lodish et al, 2002).

Conforme la cadena polipeptidica naciente que sigue a la primera hélice-a en una
proteina de paso mdltiple se alarga, también se mueve a través de un complejo proteico,
conocido como translocon, hasta que se forma la segunda hélice o hidréfoba. Esta hélice
actlia como secuencia de detencion de transferencia y de fijaciéon ala membrana, por lo que
impide la salida adicional de la cadena naciente a través del translocdn. En consecuencia,
tras la sintesis de las dos primeras hélices-a. transmembrana, ambos extremos de la cadena

naciente estan en € citosol y hacialaluz miraun asa (Lodish et al, 2002). Ver figura 8.
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FIGURA 8.
Integracion de una proteina

transmembranal, con un péptido sefial Proteina
interno, dentro de la membrana del RE madura de
(Alberts et al, 2002). ﬁ;ﬂe paso

2.6.2 Motivos delocalizacion intracelular.

Para comprender |os principios generales con los cuales operan |as sefiales de localizacion
intracelular, es importante distinguir tres diferentes rutas por las cuales cada proteina se
mueve desde un compartimiento a otro. En primer lugar, el transporte de proteinas por poros
como €l que ocurre entre e citosol y €l nucleo. En segundo lugar esta el transporte
transmembranal, donde ciertos complejos unidos a la membrana translocan a las proteinas
desde el citosol hacia un organelo. Un gjemplo es el transporte de proteinas desde el citosol
hacia el lumen del RE o alamatriz mitocondrial. Este tipo de transporte es € que ocurre por
el reconocimiento del péptido de sefial en proteinas de secrecion o transmembranales
(Alberts et al, 2002).

Por dltimo, @ transporte vesicular, con intermediarios que son peguefias vesiculas de
transporte esféricas o largas, o fragmentos de organelos formados irregularmente. El
transporte por vesiculas comienza con moléculas desde el lumen de un compartimiento y se
descarga a fusionarse con un segundo compartimento. La transferencia de proteinas desde
el RE hacia €l aparato de Golgi ocurre de estaforma (Alberts et al, 2002).

Cada uno de estos model os de transferencia de proteinas es usua mente guiado por sefiales
de clasificacion en € transporte de proteinas que son reconocidas por receptores
complementarios. Si una proteina larga es importada hacia el nucleo, debe poseer una sefial
de clasificacion que es reconocida por un receptor de proteinas que la guie a través del

complgjo del poro nuclear. Si una proteina se transfiere directamente a través de la
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membrana, debe poseer una sefial de clasificacion que sea reconocida por €l translocador y
por lamembrana que cruza. Y s esta cargada dentro de un cierto tipo de vesiculas o retenida
en organelos, su sefial de localizacion debe ser reconocida por un receptor complementario

en lamembrana apropiada (Alberts et al, 2002).

Cada secuencia sefial especifica un destino particular en la célula. De las proteinas que en
un principio se transfieren hacia el RE por una secuencia sefial en su amino terminal,
algunas pasarén hacia el aparato de Golgi, pero aquellas con una secuencia especifica de
cuatro aminoacidos en su carboxilo terminal (KDEL) son reconocidas como residentes del
RE y son regresadas hacia €. Es asi, que por medio de secuencias de aminoacidos se
selecciona a las proteinas que deben recorrer la via secretora y a aquellas que deben entrar
en e transporte retrogrado como residentes del organelo anterior (Alberts et al, 2002;
Lodish et al, 2002; van Vliet et al, 2003).

Por otra parte, las proteinas destinadas hacia las mitocondrias tienen secuencias sefial de
otro tipo, en las cuales aminoacidos cargados positivamente aternan con aminoécidos
hidrof ébicos. Finalmente, algunas proteinas destinadas hacia peroxisomas tienen un péptido
sefial de tres aminoacidos caracteristicos (SKL) en su carboxilo terminal. Algunas

secuencias sefial especificas se presentan en latabla 3 (Lodish et al, 2002).

TABLA 3. Sefides de localizacién de proteinas en distintos tipos de organelos (Lodish et al, 2002).

Secuencia sefal Proteinas con sefial Vesiculas queincor poran
proteinas con sefial.
Lys-Asp-Glu-Leu Proteinas luminales residentes en el RE. COPI
(KDEL)
LysLysX-X Proteinas de membrana residentes en € RE | COPI
(KKXX) (dominio citosdlico).
Manosa 6-fosfato | Enzimas lisosdmicas solubles después de | Clatrina/AP1
(M6P) ser procesadas en € cis-Golgi.
Asn-Pro-X-Tyr Receptor LDL en la membrana plasmética | Clatrina/AP2
(NPXY) (dominio citosdlico).
Tyr-X-X-® Proteinas de membrana en red trans-Golgi | Clatrina/AP1
(Y XX D) (dominio citosdlico).
Proteinas de la membrana plasméatica | Clatrina/AP2
(dominio citosdlico).
Leu-Leu (LL) Proteinas de la membrana plasmética | ClatrinslAP2
(dominio citosolico).
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Las secuencias sefid son suficientes para la localizacion de las proteinas. Aungue las
secuencias de aminoacidos puedan variar un poco, las secuencias sefial de las proteinas
mantiene su destino y funcionalidad. Propiedades fisicas tales como la hidrofobicidad,
frecuentemente demuestran ser mas importantes en el proceso de reconocimiento de la sefia

gue la secuencia de aminoécidos exacta (Lodish et al, 2002).

Muchas proteinas no tienen sefiales de clasificacion y consecuentemente permanecen en €l
citosol. En la via secretora de la célula, una vez que las proteinas son dirigidas hacia el RE,
las recién sintetizadas se revisan para asegurar su plegamiento correcto, se glicosilan antes
de ser empacadas en las vesiculas y entonces son movidas hacia €l cis-Golgi. Las proteinas
se transportan a través de las cisternas del aparato de Golgi hacia la red de trans-Golgi
(TGN). En el TGN las proteinas se clasifican de acuerdo a sus destinos finales que dependen
de motivos de localizacion (Alberts et al, 2002; Lodish et al, 2002; van Vliet et al, 2003).

Un motivo se define como una region, dominio especifico o secuencia breve de
aminoécidos que se comparte entre proteinas que no necesariamente presentan homologia en
el resto de sus secuencias y que indica una correlacion funcional en las proteinas que lo
poseen. La mutacién del motivo puede llevar a la pérdida de la funcién de la proteina. Esta
acepcion tiene un significado muy similar a la de una secuencia consenso de aminoécidos,
aunque en este caso los aminoacidos conservados pueden estar separados entre si

(http://tremedica.org).

L os motivos tienden a poseer funciones similares conservando su secuenciay estructura a
lo largo de la evolucion. Los motivos conservados son el resultado de una seleccion sobre
regiones especificas de las proteinas que se escogieron por ser requerimientos estructurales
y/o funcionales importantes.

2.6.3 Motivos de localizacion endosomal-lisosomal y basolateral.

Varias de las sefides caracterizadas hasta ahora para enviar las proteinas hacia los
endosomas y los lisosomas se encuentran en e dominio citosdlico de las proteinas
transmembranales. Estas sefiales consisten en arreglos en linea y cortos de residuos de

aminoacidos que no son exactamente secuencias conservadas pero gue generan motivos de
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cuatro a siete residuos. Los residuos son generalmente voluminosos o hidrofébicos, aunque
también los residuos con carga son determinantes en |a especificidad de esas sefidles. Dos de
los principales motivos de sefializacién hacia endosomas-lisosomas se conocen como
sefiales ‘basadas en tirosinas o0 ‘basadas en dileucinas’. Estas sefides pueden ser
consideradas como un subconjunto de un grupo mayor, que contemplan las interacciones
que existen en los dominios de reconocimiento péptido-motivo, y que son caracteristicas en
la maguinaria de sefializacion endocitica y hacia los lisosomas. Lo que los hace distintos de
otros motivos, es su presencia en los dominios citosolicos de las proteinas transmembranal es
(Bonifacino y Traub, 2003).

TABLA 4. Motivos de localizacion hacia los complejos endosomas/lisosomas (Bonifacino y Traub,
2003).

TIPO DE SENAL FUNCIONES

Asn-Pro-X-Tyr Internalizacion.

NPXY
Tyr-X-X-O® Internalizacién, localizacion lisosomal y basolateral.
YXX®D
Asp-Glu-X-X-X-Leu-Leu-lle Internalizacion, localizacion lisosomal y basolateral.
[DEJXXXL[LI]
Asp-X-X-Leu-Leu Clasificar las proteinas de TGN a endosomas.
DXXLL

Phe-Trp o P(n) Clasificar de endosomas a TGN.

FW o varias Prolinas

FW- or P-rich
Asn-Pro-Phe-X(1,2)-Asp Internalizacion.

NPFX(1,2)D

Ubiquitina Internalizacién, localizacion lisosomal y vacuolar.

® representa un residuo de aminoécido con cadena lateral hidrofobica.

L os motivos de dileucina se identificaron cuando se estudiaban sefiales de internalizacion
basadas en tirosinas que dirigian las proteinas hacia lisosomas 0 a endocitosis. Sin embargo,
en algunos casos, aungue la proteina de interés no tenga residuos de tirosina, ésta se
internaliza rapidamente y se libera a lisosomas. Andlisis posteriores revelaron que un
segmento que contenia la secuencia DKQTLL era responsable de esa actividad y, ademés,
gue ambos residuos de leucina eran necesarios. Finalmente, se dedujo que € residuo &cido
también es importante para la sefidizacion. De esta forma se obtuvieron los motivos
[DE]XXXL[LI] y DXXLL; e cambio de la segunda leucina por una isoleucina no ocasiona
pérdida de la actividad (Bonifacino y Traub, 2003; Letourneur F. y Klausner R., 1992).
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Al parecer, € tipo de sefiales [DE]JXXXL[LI] se encuentra presente desde proteinas
animales hasta en proteinas de protozoarios, puesto que se han encontrado en aves, peces, C.
elegans, tripanosomas y levaduras. Por gjemplo, |a fosfatasa alcalina de S. cerevisiae tiene
una sefid dileucina [DE]XXXL[LI] hacia vacuolas (equivalente a lisosomas en levaduras).
Estas sefides en proteinas de mamiferos regulan rdpidamente la internalizacion y direccion
hacia los compartimentos endosomas-lisosomas, sugiriendo con ello que pueden ser
reconocidas tanto a nivel de la membrana plasmética como en organelos intracelulares
(Bonifacino y Traub, 2003).

Deigual forma, las secuencias que conforman este motivo dileucina han sido relacionadas
con la localizacién basolateral en células epiteliales (células polarizadas). (Bonifacino y
Trabu, 2003; Matter et al, 1994).

30



3. METODOLOGIA

Para determinar la localizacion del canal de potasio GIRKS5, la isoforma A25GIRK5 y la
mutante Y16AGIRK5 en los ovocitos de la rana X. laevis, se siguié una estrategia
experimental que se apoy0 principalmente en dos técnicas: réplica en Western y microscopia
confocal. Se llevé como se indica de forma abreviada en el diagrama 1.

Transcripcion in vitro

|

Obtencion de ovocitos
de X. laevis

3

Microinyeccion delos
ovocitos

3

Procesamiento delas
muestras

Réplicaen Western Microscopia confocal
I .

DIAGRAMA 1. Diagrama de flujo de la metodologia experimental.
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3.1 Transcripcion in vitro de RNA.

Se realiz6 primero la linearizacion del vector que contiene el DNACc de las construcciones
quimeéricas, con la enzima de restriccion Mlu 1. Posteriormente, la trascripcion se realizé con
el kit mMMESSAGE mMACHINE (Ambion Corporation, Austin, TX) de acuerdo con las
especificaciones del proveedor y con la enzima SP6 RNA polimerasa. Los distintos DNAc y
RNA se analizaron en geles de agarosa al 1%. EI RNA obtenido se diluy6 con solucion
amortiguadora TE y se realizaron alicuotas de 1 uL que se almacenaron a -70°C. La
concentracion del RNA se determin0 por espectofotometria UV a una longitud de onda de
260 nm.

3.2 Obtencién delos ovocitos.

Se anestesia la rana de la especie Xenopus laevis sumergiéndola, cubierta por una red o
gasa de algodon, en hielo durante una hora; se realiza una ovariectomia parcial que consiste
en cortar piel y musculo en la zona del vientre aproximadamente un centimetro arriba del
pliegue del anca. Una vez abierta, se retiran los foliculos con los ovocitos y éstos se abren
con unas pinzas en una solucion ND96 sin calcio. La rana se sutura y se deja en agua fria
mientras se recupera de la anestesia. Los ovocitos incuban durante hora y media en una
solucion de ND96 con colagenasa 0.9 mg/mL con la finalidad de remover el saco vitelino de
los mismos. Transcurrido este tiempo se realizan 5 lavados de los ovocitos con medio ND96
sin calcio para remover la colagenasa, 5 lavados con medio ND96 con calcio y por Gltimo 5
con medio ND96 con calcio y gentamicina para preservarlos a 18° C.

3.3 Microinyeccion de los ovocitos.

Transcurridas 24 horas de la obtencion de los ovocitos, se seleccionan aquellos que estén
en el estadio V -VI (de buen tamafio, consistencia y forma redondeada). Para la inyeccion
se descongela la muestra de RNA almacenada a -70° C, y se diluye con una solucién
amortiguadora Tris-EDTA (TE) para lograr una concentracion final aproximada de 20 ng
por ovocito. Posteriormente, se lleva a cabo la inyeccion de 50 nL en los ovocitos mediante
un manipulador y un microinyector manual. Los ovocitos inyectados se almacenaron a 18° C

durante 6 dias para permitir la traduccion del RNA inyectado.
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3.4 Réplicaen Western.

El fundamento de la réplica en Western consiste en llevar a cabo una interaccion de forma
especifica entre un anticuerpo y su epitope antigénico (secuencia particular de aminoacidos)
que se encuentra expuesto por la proteina de interés, la cual se fija en un soporte solido. El
metodo de reconocimiento de esta interaccion utilizado fue el de emision de luz no
radiactivo (ECL: Enhanced Chemiluminiscence), mediante el empleo de anticuerpos
conjugados con peroxidasa de rabano, misma que cataliza la reaccion de
quimioluminiscenca del luminol (diacilhidrazida ciclica) en presencia de perdxido de
hidrogeno, el producto de la oxidacion (éster de acridinio) alcanza un estado energético
excitado que al decaer emite la luz que se detecta por autoradiografia (Amersham

Biosciences, www1.gelifesciences.com).

Peroxidasa
2H2 02 02 + 2H2 o
0 / o) 0
D _
Z~NH 72 NH 0, 0 )
@INH W @INH — = QJ%D_ + N, + hu(k=415 nm)
NH, NH, NH,
Luminol Luz

FIGURA 9. Reaccion quimioluminiscente por oxidacion del luminol.

Al cuarto dia después de la inyeccion del RNA de los canales EGFP-GIRK5, EGFP-A25-
GIRK5 y EGFP-GIRK5Y16A, los ovocitos se homogenizaron en solucién amortiguadora de
lisis con inhibidor de proteasas (Complete, Mini, Roche). Se centrifugaron a 4000 g por
duplicado para retirar la yema. El sobrenadante que contenia las membranas totales se
mezcl6 con solucion amortiguadora de carga (Laemmli, Biorad) y se denaturalizaron las
proteinas a 95° C durante 5 min. La cantidad correspondiente a 10 ovocitos se separd
mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%. Las condiciones de la
electroforesis fueron de 70 V para el gel concentrador, 110 V para el gel separador, con un

gel de 1.0 mm de espesor.
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Posteriormente se hizo una electrotransferencia usando una membrana de nitrocelulosa
(Hybond-P, Amersham) como soporte solido, a 20 V durante 1 h en la celda de
transferencia. La membrana se bloqued durante toda la noche en buffer salino con 1% de
tween 20 (TBST) y 5% de leche descremada (BioRad), para disminuir las interacciones
inespecificas. Enseguida, se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
monoclonal anti-GFP JL-8 (1:1000, Clontech), que reconoce un epitope en la parte final de
la proteina verde fluorescente, y se incubé 1 h mas con el anticuerpo secundario de cabra
anti-ratén unido a la peroxidasa de rabano (Amersham). La deteccion del complejo
antigeno-anticuerpo se realiz6 con el kit ECL Plus de Amersham y la sefial se revel6 en

placas autorradiograficas.

3.5 Microscopia confocal

La microscopia confocal se ha utilizado para resolver la estructura de numerosos objetos
en tercera dimension, incluidas fibras de citoesqueleto, arreglos de cromosomas y genes en
el ndcleo, transporte intracelular, endocitosis, expresion génica, hibridacion in situ con
sondas fluorescentes, expresion y localizacion de proteinas u otro tipo de moléculas en 2 o

3 dimensiones, tanto en cultivos celulares como tejidos histologicos.

Los detalles dpticos de la microscopia confocal son complejos, aunque la idea basica es
simple. EI microscopio es generalmente utilizado con fluorescencia, pero en vez de iluminar
la muestra completa una sola vez, el sistema 6ptico enfoca un punto unico a una profundidad
especifica en la muestra. La fluorescencia emitida por el material iluminado es recogida y

convertida a imagen en el detector de luz adecuado (Figura 10).

Se requiere una fuente de iluminacion muy brillante, la cual es usualmente
proporcionada por un laser cuya luz tiene que pasar a través de una primera ranura confocal

(pinhole iluminador).

Una segunda apertura confocal (pinhole de convergencia) estd colocada enfrente del
detector en una posicion confocal con el pinhole iluminador. Por lo tanto, la luz que viene
desde el punto iluminado en la muestra converge en esta segunda apertura y entra en el

detector.
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En contraste, la luz emitida por diferentes
regiones fuera del plano focal se encuentra
también fuera de enfoque en la segunda
apertura y es excluida en gran parte del
detector.

Para construir una imagen en dos
Confocal

dimensiones, los datos de cada punto son ‘pinholes’

recogidos secuencialmente mediante un
barrido a través de un plano de la muestra y
entonces son mostrados en una pantalla. El
barrido se realiza por desviacién de las
emisiones de luz con un espejo oscilatorio
(Alberts et al, 2002).

IWodificado de: hitp :Hm.ub.es:"hincel-’wbcfﬁnagesfﬂunrescencia.-’c:ls'ﬁl:ipg

Detectar
. . Cbjetivo
FIGURA 10. Microscopio confocal.
Disposicidn bésica de sus componentes.
Chieto

11 el Plano Focal
“fera del Plano Focal

Los ovocitos inyectados con el RNA de las quimeras EGFP-GIRKS5, EGFP- A25GIRKS5
y EGFP-GIRK5Y16A se incubaron de 4 a 6 dias a 18° C. Se tomd una muestra de 5

ovocitos por cada una de las mutantes y se incub6 a 4° C toda la noche en una solucién de
PBS con parafolmaldehido al 4% y en oscuridad. Los ovocitos se sumergieron en una
solucion de sacarosa al 30% hasta que se embebieron de la solucién; se mantuvieron en la
oscuridad y a 4° C. Para cortarlos, los ovocitos se cubrieron con medio de congelamiento
Tissue-Tek ® (alcohol polivinilicol0.24 % y glicol polietileno 4.26 %) a -25° C, con un

cridstato se realizaron cortes de 10 um de espesor y se fijaron en portaobjetos gelatinizados.

Las preparaciones se montan en VECTASHIELD® para conservar su fluorescencia y se
observan con el objetivo de 10X en el microscopio confocal (LEICA TCS PS5), con una
linea de emisién de lampara de argon a 488 nm y deteccion a 508 nm. El barrido XYZ se

realiz6 aproximadamente en la regién media de cada ovocito.

Para mas detalle consultar el Apéndice.
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4. RESULTADOSY DISCUSION.

4.1 Transcripcion in vitro de RNA.

Anteriormente en el laboratorio se realizaron las quimeras de los canales GIRK5 con la
proteina verde fluorescente (EGFP; Mora y Escobar, 2005). La union de la EGFP qued6 en
el amino terminal de las proteinas. La quimera de la EGFP con el canal GIRK5 completo se
denomind EGFP-GIRKS5; la que contiene al canal sin los primeros 25 aminoacidos fue
nombrada EGFP-A25GIRKS5 y por ultimo la que contiene la mutacién puntual de la tirosina
16 por una alanina, llamada EGFP-Y16AGIRKS.

El tamafio del DNA de EGFP-GIRKS5 y EGFP-Y16AGIRKS5 es cercano a 5351 pb, en
tanto que para EGFP-A25GIRKS5 es de 5276 pb (Figura 11).

A partir del DNAc de las quimeras se procedio a obtener el RNA in vitro mediante el kit
mMessage mMachine (Ambion Corporation, Austin, TX). Este proceso se puede evaluar

mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

En la figura 11 se aprecia una banda de un tamafio aproximado de 5300 pb que

corresponde al DNA linearizado de cada muestra.

FIGURA  11. Linearizacion  del = DNA.
Electroforesis de DNA en gel de agarosa al 1%
con bromuro de etidio. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2: EGFP-GIRKS5, carril 3: EGFP-
A25GIRKS5 vy carril 4: EGFP-Y16AGIRKS.

<— 5300 pb
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Después de realizar la transcripcion, se realiza nuevamente una electroforesis en gel de
agarosa (figura 12). En los carriles 2 a 4 se observa una banda muy intensa de peso cercano
a 2.348 kb la cual corresponde al RNAm de las quimeras, e indica que la transcripcion in

vitro se realizé satisfactoriamente obteniendo un RNA de buena calidad.

FIGURA 12. RNA transcrito in vitro. Electroforesis
de RNA en gel de agarosa al 1%. Carril 1. marcador
de peso molecular, carril 2: EGFP-A25GIRKS, carril
3: EGFP-Y16AGIRK5 y carril 4: EGFP-GIRKS

Se determind la concentracion del RNA mediante
espectrofotometria UV a una longitud de onda de
RNA 260 nm caracteristica para acidos nucleicos. Las
concentraciones obtenidas se muestran a

continuacion.

RNA Concentracion ug/ul
EGFP-GIRKS5 2.52
EGFP-A25 GIRK5 1.91
EGFP-Y16A GIRKS5 2.15

1 2 3 4

4.2 Réplica en Western.

Los ovocitos seleccionados fueron los que se encontraban en el estadio V y VI, porque
estos son los ovocitos maduros que estan en las etapas finales de la ovogénesis, se
encuentran listos para ser fertilizados y por lo tanto permiten la expresion eficiente de

material exdgeno.

Al cuarto dia se homogenizaron en una solucién que contiene un inhibidor de proteasas
para impedir que durante este proceso se degradaran las proteinas de interés. El homogenado
se centrifugo y el sobrenadante que contenia la fraccién de membranas totales se mezcl6 con
solucién de Laemmli que junto con la temperatura elevada, se promueve la desnaturalizaron

de las proteinas.

Se realiz6 una separacion de las proteinas por electroforesis en un gel de SDS-

policacrilamida al 10%. El rango efectivo de separacion de los geles de SDS-poliacrilamida

37



depende de la concentracion de poliacrilamida usada para formar el gel y de la cantidad del
agente de entrecruzamiento. La concentracion de 10% resulta ser Optima para separar
proteinas en intervalos de peso molecular entre 31y 97 kDa (Sambrook et al, 1989). El peso
esperado para las quimeras es aproximado a 75kDa (45 kDa del canal GIRK5 y 30 kDa de la
EGFP) por lo tanto la concentracion del gel al 10% se consider6 apropiada.

Previamente se utiliz6 a la proteina verde de fluorescencia aumentada (EGFP) para
comprobar la especificidad del anticuerpo (figura 13), observando una banda de tamafo
aproximado a 30 kDa que corresponde a la proteina EGFP, lo cual concuerda con lo
reportado por el proveedor (masa molecular aparente entre 30 y 35 kDa en geles de SDS-
poliacrilamida, Clontech).

kDa  gpp

100
5

50 I .
FIGURA 13. Especificidad del anticuerpo JL8

37 anti-GFP. Utilizando la proteina  verde

' <—EGEP fluorescente GFP.
15
-

20

La cantidad de muestra cargada en cada carril se expresa comunmente en nimero de
ovocitos. Esta aproximacién es posible porque se conoce el volumen agregado por cada uno
tanto con la solucidn de lisis como con la solucion Laemmli. De esta forma la cantidad de

muestra por carril es la equivalente a 2.5 ovocitos.

EGFP-A25GIRES
EGFP-GIRES
EGFP-Y16AGIRES
Da iy
250 = =

120 FIGURA 14. Inmuno réplica con
100 anticuerpo monoclonal JL8 anti-GFP.

15 — — uimeras Todos muestran el mismo orden de las
— <_Q(75 kDa) muestras, carril 1: marcador de peso
] molecular, carril 2: EGFP-A25GIRKS5,
carril 3: EGFP-GIRKS, carril 4. EGFP-
37 Y16AGIRKS, carril 5: sin inyectar. Todos
- ' _— con 2.5 ovocitos de muestra por carril.
25 - —
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Las imagenes de la figura 14 muestran que se detect6 una banda definida cercana al peso
esperado de 75 kDa. Las bandas con pesos entre 37 y 25 kDa se atribuyen tanto a la EGFP,
como a la degradacion de las proteinas quiméricas. Se observan también bandas en la parte
superior de peso mayor a 250 kDa que corresponden a agregados de las proteinas. La
muestra de ovocitos sin inyectar no presenta la deteccién de ninguna banda actuando como

control negativo. Los resultados son reproducibles para el 4°, 5°y 6° dia de expresion.

Puede observarse que la intensidad de las bandas correspondientes a las proteinas
quiméricas es diferente entre muestras, para la EGFP-GIRK5 es menor con respecto a las
otras dos. Lo anterior puede deberse a la pérdida del canal GIRK5 en el proceso de

centrifugacion.

Estos resultados demuestran la existencia de las proteinas EGFP-A25GIRK5, EGFP-
GIRK5 y EGFP-Y16AGIRKS5 en los ovocitos desde el cuarto, quinto y hasta el sexto dia de
expresion. Con una mayor expresion de EGFP-A25GIRKS en el 5° dia mientras que para la
quimera del canal completo EGFP-GIRK5 y la de la mutante EGFP-Y16AGIRKS5 se
observa en el 4° Sin embargo, estos datos no indicaban en que parte de la célula se

encontraban las construcciones y para ello se utilizé la microscopia confocal.

4.3 Microscopia confocal

Las imagenes del microscopio confocal se obtuvieron de los ovocitos en el cuarto,
quinto y sexto dia de expresion. Cortes de 10 um de espesor realizados en un criostato se
fijaron en portaobjetos gelatinizados para retener la muestra, fueron montados en
Vectashield ®, un compuesto que conserva por mas tiempo la fluorescencia de las proteinas,
y se observaron en el microscopio confocal con el objetivo 10X que permite observarlos en
su totalidad.

Los cortes se hicieron con el ovocito orientado como se

muestra en la figura 15, con el polo animal (polo

pigmentado) en el lado derecho y el vegetal en el lado

FIGURA 15. Ovocito de

izquierdo, para asi poder observar la distribucion de las .
la rana X. laevis

proteinas a través del ovocito y las posibles diferencias en

su localizacion.
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En todas las figuras, cada corte de los ovocitos con las muestras EGFP-A25GIRKS5, EGFP-
GIRK5 y EGFP-Y16AGIRK5 se muestra en tres imagenes: la primera es una imagen de
transferencia que permite observar la estructura del corte, después esta la imagen confocal
donde la fluorescencia indica la emision de luz por parte de las proteinas quiméricas y la
ultima corresponde a un traslape de las dos primeras donde se observa la fluorescencia

superpuesta en la estructura.

Cabe mencionar que el sistema de fijacién con paraformaldheido hizo que varios ovocitos se
deformaran un poco y por lo tanto algunos de los cortes no se observan totalmente
redondeados, sin embargo se manifiestan las diferencias de la distribucion de las proteinas.
En la recepcion de imagenes en el microscopio confocal, la orientacion del ovocito resulta
con el polo animal en la parte superior y el polo vegetal en la parte inferior. La diferencia
entre los polos puede verse en la imagen de transferencia sin fluorescencia y en la
superpuesta donde se observa la pigmentacion mas intensa de la membrana en el polo

animal.

A continuacion se presentan en cada figura las imagenes por muestra y dia de expresion.



EGFP-GIRKS

Para esta proteina se realizaron aumentos durante la toma de las imagenes, por lo tanto los
resultados de cada dia se muestran por separado. El canal de esta quimera tiene un tirosina
previa al motivo EXXXLI que al estar fosforilada mantienen al canal endocitado (Mora y
Escobar, 2005). Es por ello que la proteina quimérica se encuentra retenida aungue tenga el
motivo de localizacion basolateral, lo cual se puede ver en las imagenes. Ademas, en el 4°
dia se observa en la columna derecha (la de mayor aumento) unos agregados que podrian ser
vesiculas de migracion, mientras que en la del centro se aprecia en la parte inferior derecha
una estructura desconocida con ligera acumulacion de proteina.

FIGURA 16. Imagenes de microscopia confocal para EGFP-GIRK5. Dia 4 de la expresion; la
equivalencia del tamafio de la barra inferior se indica arriba de cada columna.

EGFP-GIRKS5, dia4

0-250 um 0-100 um 0-75 um

: Bo o ;l |
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Del 5° dia se presentan imagenes de 3 cortes de un mismo ovocito donde se puede
observar una de las formas del organelo donde estan retenidas las proteinas. La distribucion
a través del eje animal-vegetal es distinta: el nucleo y pequefios depésitos de yema se
encuentran en el polo animal; el aparato de Golgi, depositos mayores de yema y regiones
especializadas del RE se encuentran en la mitad vegetal. De acuerdo a la forma que se
observa y dado que el RE estd en las cercanias del nucleo, se sugiere que la proteina se
encuentra retenida en el RE.

FIGURA 17. Imagenes de microscopia confocal para EGFP-GIRK5. Dia 5 de expresion, la barra
inferior equivale a 250 pum.

EGFP-GIRKS5, dia5

Cortel Corte 2 Corte 3




Para el 6° dia se muestran dos cortes y un aumento del ultimo, donde se puede apreciar
mejor la subestructura de retencién de la proteina con caracteristicas similares a la que se
observa en el dia anterior, lo cual sugiere que se mantiene ahi desde su expresién. Sin
embargo, no puede concluirse a que organelo corresponde hasta que se utilicen marcadores
de organelos.

FIGURA 18. Imégenes de microscopia confocal para EGFP-GIRK5. Dia 6 de expresion, la
equivalencia del tamafio de la barra inferior se indica en la parte superior de cada columna.

EGFP-GIRKS5, dia 6

Corte 1 0- 250 um | Corte 2 0-250 um | Corte 2 0-100 um

43



EGFP-A25GIRK5

En esta figura puede notarse que la quimera que lleva al canal A25GIRKS5 esté distribuida
tanto en el polo animal como en el vegetal. Estos resultados, indican que la isoforma del
canal sin el motivo EXXXLI no tiene una distribucion preferente en el ovocito en ninguno
de los tres dias de expresion estudiados. En la imagen del 5° dia se observa una ligera
acumulacion casi en el centro, sin embargo estos resultados son insuficientes para poder
definir qué es.

FIGURA 19. Imagenes de microscopia confocal para EGFP-A25GIRKS5. La barra inferior equivale a
250 um, lo que indica que el tamafio completo aproximado del ovocito es de 1.0 a 1.3 mm.

EGFP-A25GIRK5
Dia 4 Dia 5 Dia 6




EGFP-Y16AGIRKS

Esta quimera contiene el canal GIRK5 con la mutacion puntual de un residuo de tirosina a
alanina, para que no pueda ser fosforilada ni retenida como sucede con el canal completo.
Por consiguiente, el motivo de localizacion basolateral ejerce su papel: las imagenes
muestran que independientemente del dia, la proteina se encuentra localizada en el polo
vegetal de los ovocitos. Estos resultados demuestran la distribucion preferencial y polarizada
del canal GIRKS5 debida al motivo EXXXLI del NH.-terminal. Las imagenes corresponden
a distintos cortes en los distintos dias de estudio.

FIGURA 20. Imagenes de microscopia confocal para EGFP-Y16AGIRKS. La barra inferior equivale
a 250 pm.

EGFP-Y16AGIRK5

Dia 4 Dia5 Dia 6




La figura 21 muestra imagenes con aumento del corte correspondiente al 6° dia para la
proteina EGFP-Y16AGIRKS5, donde se observan las vesiculas que contienen a la proteina y que
estan cercanas a la membrana plasmatica del polo vegetal.

FIGURA 21. Imagenes de microscopia confocal para EGFP-Y16AGIRKS. El tamafio de la barra
inferior se indica en la parte superior de cada columna.

EGFP-Y16AGIRKS

0-250pum 0-100 um _ 0-75
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La expresion de las proteinas quiméricas permitié comprobar por microscopia confocal
que existe una distribucion diferente de las proteinas dependiendo de su secuencia. La
quimera con A25GIRKS5 se encontr6é con una distribucién uniforme sobre toda la superficie
del ovocito, la de GIRK5 se mantiene retenida en una estructura subcelular y la de
Y16AGIRK5 se encuentra polarizada. Cabe mencionar que en otros estudios se ha
demostrado que la expresion de la proteina verde fluorescente se encuentra dispersa dentro
del ovocito (Aydar y Palmer, 2006).

FIGURA 15. Distribucion de la proteina
GFP en ovocitos de X. laevis
Modificado de Aydar y Palmer, 2006

En el ovocito puede observarse una polaridad en la pigmentacion que tan sélo es un reflejo
extrinseco de una polaridad interna mucho mas compleja a un nivel subcelular y molecular.
Como se mencion0 anteriormente, la disposicion de los organelos del ovocito esta
polarizada, y a nivel molecular se observa por diferentes distribuciones de RNAs y proteinas
localizados en un polo u otro. Como no existen indicios de sefiales externas que determinen
la polaridad, se considera que su desarrollo es una propiedad auténoma e intrinseca del
ovocito (Kloc et al, 2001).

Ahora se conoce que el fendmeno de RNAs localizados es comdn para organismos
evolutivamente distantes tales como levaduras y vertebrados. Esto sugiere que la
localizacion del RNA representa una estrategia ancestral altamente conservada vy
evolucionada que permite a la célula producir asimetrias locales en ciertos subdominos del

citoplasma (King et al, 2005).

En la mayoria de los vertebrados e invertebrados, el propio desarrollo del embrion depende
de esta distribucion asimétrica de RNA materno y proteinas en el citoplasma. Sin embargo,
el proceso de localizacion diferencial del RNA en el ovocito no es instantaneo y ocurre
durante su largo periodo de diferenciacion y desarrollo, acompariado por la elaboracion de la
polaridad (Kloc et al, 2001; King et al, 2005).
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4.4 Papel delos canales GIRK5 en la formacion de la vesicula de rompimiento.

El proceso de ovogénesis requiere aproximadamente de 8 meses y, finalmente, al igual que
muchos vertebrados, los ovocitos de Xenopus permanecen fisiolégicamente arrestados en la
fase G2, antes de la primera profase meiotica (Weber, 1999). Una poza enddgena de
proteinas GPy actia como inhibidor de la maduracion y mantiene de forma constitutiva el
estado arrestado del ovocito (Lutz et al, 2000). El inicio de la maduracion comienza con la
accion de la progesterona segregada por el foliculo del ovocito, permitiendo la entrada a
meiosis Il que se observa con la formacion de la vesicula de rompimiento (GVBD, germinal
vesicle breakdown) (Weber, 1999).

De manera preliminar se realizo un ensayo donde se inyecto el RNA de los canales GIRK5
y A25GIRKS5 a ovocitos que se incubaron en una solucion con progesterona 50 nM. Después

de 48 horas se contaron los que tenian la GVBD y se obtuvieron los resultados siguientes:

Sin progesterona Con progesterona
Muestra (n=20) (n=20)
inyectada #ovocitos | % deovocitos | #ovocitos | % deovocitos
con GVBD con GVBD con GVBD con GVBD
Agua 0 0 1 5
GIRK5 0 0 1 5
A25GIRK5 0 0 15 75

Donde n = 20 significa que se utilizaron 20 ovocitos por cada muestra.

En estos resultados se aprecia claramente un efecto de la progesterona sobre los ovocitos
inyectados con A25GIRK5. Una explicacion de este efecto puede ser que como esta
isoforma se expresa funcionalmente en la membrana plasmatica necesita de proteinas Gpy,
entonces, los canales disminuirian la cantidad de proteinas GPy libres y permitirian la
accion de la progesterona para reanudar el ciclo celular con la subsecuente formacién de la
GVBD, sin embargo la presencia de canales deberia ser muy alta para poder disminuir
significativamente la cantidad de Gy libres. Otra hipdétesis seria que los canales GIRK5
ademas hiperpolarizan a la membrana y que este valor de voltaje (Ex ~ -90 mV) también es

crucial para el efecto de la progesterona.
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Estos resultados sugieren que los canales GIRK5 participan en el proceso de maduracién
y /o fertilizacion de los ovocitos de X. laevis en una forma desconocida hasta el momento.
De ser asi, la distribucion polarizada de este canal facilitaria el cumplimiento de dicho papel

funcional.

La mayoria de los tipos celulares en organismos multicelulares estan polarizados y
encaran dos ambientes diferentes. Por ejemplo, las células epiteliales miran hacia el exterior
o0 el lumen de un dérgano por un lado y hacia el ambiente intersticial por el otro. Estas células
muestran asimetrias funcionales y estructurales en su membrana apical y basolateral que son
esenciales para su funcion. La polaridad de las células epiteliales depende de la localizacién
de las proteinas de las membranas apicales y basolaterales (Sharma et al, 2006).

Los principales tipos de células polarizadas son los epitelios y las neuronas. La generacion
de la polaridad ocurre en dos pasos para las células epiteliales de mamifero, primero se
forman las uniones adherentes entre células y después, en el lado apical de cada célula
comienzan a formarse uniones estrechas, que actuan como barrera evitando que los
componentes de una membrana se mezclen con la otra. En las neuronas la polaridad
comienza con la extension del axon hasta un punto dado y entonces ocurren una serie de
cambios para inducir especializaciones presinapticas y postsindpticas. Por otra parte, las
cascadas de sefializacion coordinan la organizacion del citoesqueleto y regulan la
endocitosis y dinamica del trafico de proteinas requerido para un circuito sinaptico (Solecki
et al, 2006).

El estudio de proteinas polarizadas es un campo emergente, por lo tanto no se cuenta con
mucha informacion al respecto. Como ejemplos de proteinas con distribucion asimétrica en
celulas polarizadas se tienen a la sintaxina-3 que tiene un motivo de localizacion apical y
estd involucrado en las vias de trafico para fusion de proteinas en la membrana plasmatica
apical (Sharma et al, 2006); las proteinas PAR (partitioning defective) intervienen en la
division asimétrica de neuroblastos en Drosophila, sus homdélogos mamiferos forman un
complejo proteico que se localiza en el domino apical de las células y en Caenorhabditis

elegans intervienen en la polaridad de sus zigotos (Solecki et al, 2006).
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Sobre canales i6nicos polarizados la informacion es aun mas escasa, un ejemplo es el
canal CLIC I, un canal de cloro distribuido en distintos tipos celulares cuya funcion no ha
sido determinada, pero se sabe que interviene en el proceso de reciclaje de la membrana

apical en los epitelios (Ulmasov et al, 2007).

El direccionamiento polarizado de estas proteinas esta determinado por motivos presentes
en sus secuencias de aminoacidos. En 1994 el grupo de Kart Matter determind que el
transporte basolateral y la endocitosis dependia de un motivo comun de tirosina o dileucina
y ademas que los aminoacidos adyacentes en estos motivos determinan si el motivo favorece
la endocitosis, la localizacidn basolateral 0 ambas. Sus estudios se realizaron con proteinas
LDL y receptores Fc en células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney, células derivadas del
tubulo proximal de rifion de perro). Ademas de observar el efecto de las dos leucinas, se
demostro que la presencia de uno a tres residuos de aminoacidos acidos es importante para
la localizacion basolateral mas que para la endocitosis. Sin embargo, el receptor de la
fraccion Fc 1gG presente en los macrdfagos de raton tiene un motivo dileucina que origina la
localizacion basolateral y la endocitosis del receptor en células MDCK (Matter et al, 1994,

Hunziker y Fumey, 1994).

Otro tipo de proteinas que presentan este motivo dileucina son: E-caderina, la proteina
mayoritaria presente en las union adherentes de células epiteliales, con una funcion
importante en las uniones célula-célula y la polaridad células, donde el motivo la dirige
hacia la superficie basolateral en células MDCK (Miranda et al, 2001); la acuaporina-3, este
es un canal de agua presente en células de los tubulos colectores del epitelo renal, cuya
localizacion basolateral depende de un motivo dileucina en combinacion con un motivo de
tirosina (Rai et al, 2006).

Los canales GIRK tienen un papel importante regulando la excitabilidad del ritmo
cardiaco y de muchas regiones del cerebro, a traves de la activacion de varios receptores
acoplados a proteinas G como los receptores opioides, canabinoides y dopaminergicos.
Recientes descubrimientos sobre las implicaciones de los canales GIRK han demostrado que
pueden ser inhibidos por cocaina y algunos antidepresivos (tioridazina, haloperidol,
clozapina), y activados directamente por etanol, opioides, canabinoides y cocaina, e incluso

se promueven como los sitios blanco de los inhibidores de la recaptura de serotonina (SSRI),
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utilizados para el tratamiento de la depresion, como fluoxetina (Prozac®). Se ha visto que la
funcion de los canales GIRK esta involucrada en atacar la susceptibilidad y antinocicepcion
por opioides, canabinoides o etanol. Por lo tanto, los moduladores de los canales GIRK
pueden ser agentes potenciales para tratar a los consumidores de drogas adictivas, al igual
que para el tratamiento de la epilepsia y el dolor (Kobayashi et al, 2004).



5. CONCLUSIONES

Este trabajo demuestra por primera vez:
e Lalocalizacion asmétrica generada por un motivo de dileucina de un cana
iénico.
e Quee motivo de internalizacion o de localizacion EXXXLI esta acotado por
unatirosinafosforilable.

6. PERSPECTIVAS

e Identificar el organelo donde se encuentra retenido el canal GIRK5 mediante el

uso de marcadores especificos.

e Comprobar por medio de mutaciones puntuales de las leucinas y el é&cido
glutdmico, ligadas con la EGFP, s la secuencia EXXXLI es el motivo que
Ilevaacabo lapolarizacién del canal.

e Se sabe que la fosforilaciéon de dos tirosinas del NH2-terminal de los canales
GIRK1 y GIRK4 inhibe su actividad (Rogalski et al, 2002). Por consiguiente,
seria importante estudiar si su inhibicién se debe a la internalizacion de los

canales en €l cerebro y en el nodo sinoauricular del corazon.
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8. APENDICE

8.1 Metodologia.

- Obtencién in vitro de RNA.

Se lineariza el plasmido que contiene el DNA de interés utilizando lo correspondiente a 6
ug de DNA y 2 uL de laenzima de restriccion Mlu-I para llegar a un volumen de reaccion
final de 20 uL. Seincuba durante 3 h a 37 °C y se comprueba posteriormente con 1 uL dela
reaccion anterior en un gel de agarosa al 1% que se hayalinearizado el DNA; se adicionan 1
uL de EDTA 0.5 M, 2 uL de acetato de amonio y 44 pL de etanol 100%. Se mezcla bien e
incuba toda la noche a -20 °C.

Al dia siguiente, se centrifuga a 14000 rpm a 4 °C durante 20 min y se recupera €l
precipitado retirando el exceso de etanol; una vez seco, resuspender en 6 uL de agua grado

biologia molecular y se comprueba con 1 pL la presencia de DNA en un gel de agarosa a
1%.

Unavez linearizado el DNA se realiza la reaccion de transcripcion, se mezclan 10 uL de
nucledtidos trifosfatados (NTP/Cap) 2x, 2 uL de solucion amortiguadora de reaccion 10x, 5

uL de templado de DNA lineal, 2 uL de enzima SP6 RNA polimerasay 1uL de GTP, e
incuba a 37°C durante 3 h.

Se agrega 1uL de DNasa a la reaccion anterior y se incuba 15 minutos a 37 °C para
eliminar el DNA presente. Para detener la reaccion y recuperar €l RNA trascrito se
adicionan 30 uL de agualibre de nucleasasy 25 uL de cloruro delitio y se deja precipitando
a-20 °C durante toda la noche.

Finalmente, se centrifuga a 14000 rpm a 4 °C durante 20 min, se recupera el boton, éste se
lava con 1mL de etanol al 70% y se centrifuga para eliminar todo el etanol. Se deja secar €l
botén durante 10 min y se resuspende €l pellet en 20 uL de solucion amortiguadora Tris-
EDTA.

* Cuantificacion del RNA.

La concentraciéon del RNA se determina por espectrofotometria UV, se mezclan 2 uL del
RNA recién preparado con 498 uL de agua destilada; se agita brevemente y se lee en celda
de cuarzo a unalongitud de onda de 260 nm. El espectrofotémetro se calibra con 500 uL de
agua destilada.

-Réplica en Western.

1. Obtencion de | as fracciones membranal es de |os ovocitos de la rana Xenopus.
- Homogenizar |os ovocitos en la solucion de extraccion con 2mi/ovocito.
- Centrifugar a4000 g por 10 min a4°C.
- Recuperar lafase acuosa.
- Centrifugar a4000 g por 10 min a4°C.
- Recuperar lafase acuosa.
- El boton contiene la fraccion de membranas totales
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2. Separacion de las proteinas por electroforesis.

e La electroforesis se llevo acabo utilizando un gel SDS- poliacrilamida a 5% como
concentrador y al 10% como separador.

e Lafraccion membranal de 2.5 ovocitos fue resuspendida en 10 ul de buffer de carga
(SDS-gel loading buffer, Laemmli). Larelacion fue de 4 ul de buffer por ovocito.

e Las muestras fueron calentadas a 95 °C por 5 minutos. Se utilizé el marcador de
peso molecular pretefiido Full Range Rainbow (Amersham).

e Correr las muestrasa 70 V hasta pasar € gel de concentracion.

e Correr las muestras en el gel separador a110 V.

3. Transferencia semihimeda de |as proteinas a membranas de PVDF.

e Humectar la membrana de PVDF en metanol absoluto.

e Remojar en la solucion de transferencia el gel separador, la membrana de PVDF y
los cojinetes por un lapso de 15 min.

e Hacer el sandwich especificado para la transferencia de proteinas siguiendo las
especificaciones del Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic transfer cell (Bio-Rad).

e Transferir las proteinasa 7 V por 1 h.

e Tefir el gel paracomprobar laeficiencia de latransferencia.

4. Blogueo de lamembrana
e Incubar la membrana en una disolucion de TBST con el agente bloqueador a 0.4%
(Non- Fat Dry Milk, Bio-Rad) durante todalanoche a4° C.
e Enjuagar unavez con TBST.

5. Incubacién de la membrana con |os anticuerpos.

e Incubar la membrana una h a temperatura ambiente con €l anticuerpo primario anti-
GFP en una dilucion 1:1000 (monoclonal antibody JL-8, Clontech). El anticuerpo se
diluyé en TBST con 0.2% del agente bloqueador.

e Enjuagar lamembrana con TBST.

e Lavar la membrana con TBST 3 veces por 10 min a T° ambiente y agitacion
vigorosa

e Lavar lamembrana con TBST a T° ambiente por 15 min con agitacion vigorosa.

e Incubar la membrana una h a T° ambiente con e anticuerpo secundario HRP
conjugado de cabra anti-ratén en una dilucion 1:50000. El anticuerpo se diluyé en
TBST con 0.2% del agente bloqueador.

e Lavar la membrana con TBST 3 veces por 10 min a T° ambiente y agitacién
vigorosa

e Lavar lamembrana con TBST a T° ambiente por 15 min con agitacion vigorosa.

5. Deteccion
e Revelar la membrana con e kit ECL Advance de Amersham siguiendo las
instrucciones del proveedor.
e Exponer lamembrana ala placa radiografica
e Revelar y fijar laplacaradiogréfica.
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-Microscopia confocal.

1

Fijacion de los ovocitos
e Sumergir los ovocitos en una solucion fijadora de parafolmaldehido al 4% en PBS,
mantener durante toda lo noche a4° C.
e Cambiarlos a una solucion de crioproteccién con sacarosaa 30% y mantenerlos toda
lanoche a4° C para que la solucion seincluya por completo en los ovocitos, esto se
comprueba cuando descienden al fondo del tubo que los contiene.

Obtencion de los cortes.
e Los ovocitos se cubren con Tissue-teck ® y se degjan en €l cridstato hasta que éste
mantenga una temperatura de -25° C.
e Realizar cortes de 10 mm de espesor.
e Colocarlos en portaobjetos gelatinizados.
e Dejar secar d airelibrey en oscuridad durante 20 min.
e Montar las muestras con Vectashield ®.

Microscopia confocal.
e Los cortes se observan con objetivo 10X.
e Se excitalamuestra con unalampara de argon con linea de emision a488nmy de
deteccion a 508nm.
e Lasimagenes se capturan con el sistema de deteccion del microscopio confocal
LEICA TCSPSbG.

8.2 Formulacion de soluciones.

Gel Agarosa 1% para ADN.
Agarosa0.3 g

TBE1X 30 ml

Bromuro de etidio 1.4 pl

Solucién amortiguadora TBE.
- StocK 1X (sol de trabajo)

- Trisbase 89 mM

- Acido bérico 89 mM

-EDTA 05M pH 8.02 mM

Colorante para corrimiento en gel (ADN).
Azul de bromofenol 0.25%

Xileno cianol FF 0.25%

Glicerol en agua 30%

Guardar a4° C.
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Gel Agarosa ARN.

0.3g de agarosa en 30 ml de H20.

3 ml de MOPS 10X.

1.5 ml de formaldehido.

Nota: El formaldehido se tiene que afadir cuando €l gel esté a~50° C

MOPS 10X.
MOPS (libre de &cido) 41.86 g 0.4 M
Acetato de sodio 6.8 g 0.1M

EDTA 0.5M pH 8.020 ml 0.01M
Llevar apH 8.0 con 6.8 ml de NaOH 10N. Filtrar y
guardar a 4° C tapado con aluminio.

Solucion amortiguadora delisis.

Sacarosa 250 mM

EDTA 1 mM

TRIS 10 mM

Ajustar pH 7.6

Agregar 1 pastilla de inhibidores de proteasas a 10 ml de la sol de extraccion (mini
Complete, Roche)

Gedlesde acrilamida.
Gel concentrador, 5% acrilamida

H.O 34ml
30% archilamida 830 pl
1M TrissHCI (pH 6.8) 630 ul
10 % SDS 50 ul
10% APS 50 ul
TEMED 5ul

Gel separador, 10% acrilamida
H.O 4.0ml
30% acrilamida 3.3ml
1.5M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml
10 % SDS 100 ul
10% APS 100 pl
TEMED Al

L os valores reportados son para la preparacion de dos geles.
*Lamezcla de acrilamida: bisacrilamida tiene una relacion molar de 29:1

Buffer de carga Laemmli.
Tris—HCI, pH 6.8 62.5 mM
Glicerol 25 %

SDS2 %

Azul de bromofenol 0.01 %
[-mercaptoetanol 5%
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Buffer de electroforesis Tris-glicina.

Tris base 25 mM

Glicina 250 mM

SDS 0.1 %

Nota; el pH normal de esta solucién se encuentra alrededor de 8.0 a8.5

Solucion de transferencia.

Tris base 25 mM

Glicina 250 mM

SDS0.1%

Metanol 20 %

Nota; el pH normal de esta solucién se encuentra alrededor de 8.0 a8.5

Solucion amortiguadora TBS.

NaCl 137 mM

Tris base 20 mM

Ajustar pH a7.6

TBST: Paraun litro de TBS agregar 1 ml de Tween 20

Medio ND96 pH= 7.5 con NaOH 1M
NaCl 96 mM

KCl, 2mM

CaC|2 1.8 mM

MgCl, 1mM

Piruvato de Na" 2 mM

HEPES 5mM

Solucién amortiguadora de fosfatos PB, 0.2 M, pH=7.4

Solucion A HzNaPO4.2H,O 0.2M
Solucion B NapHPO,.7H,O 0.2M

Mezclar 81mL sol A + 19mL sol B pH=7.4

PBS0.02M pH=7.4
PB 0.2M 100 mL
NaCl 8.76 9
KCI 029
H,Ocbp 1000 mL

60



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Metodología
	4. Resultados y Discusión
	5. Conclusiones   6. Perspectivas
	7. Referencias
	8. Apéndice

