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1. RESUMEN

La hormona vasopresina (VP) es un nonapéptido ciclico que posee varias
funciones biolégicas como por ejemplo, inhibicion de la diuresis, estimulacién de la
glicogendlisis hepatica y contraccion de la musculatura lisa vascular. Estos efectos
son ejercidos a través de la activacion de receptores que actuan acoplados a
proteinas G. Tres subtipos de receptores de vasopresina han sido distinguidos sobre
la base de caracteristicas funcionales y farmacolégicas: V1a, V1b y V2. Por
experimentos de RT-PCR en rifidn de rata, se detecté un producto de amplificacion
de aproximadamente 1100 pb. La secuenciacion demostré que éste cDNA
corresponde a una nueva isoforma de receptores de vasopresina a la cual
denominamos V2b. Esta nueva isoforma posee una deleccion de 76 pb en su
secuencia nucleotidica, lo que genera un cambio en el marco de lectura y un
extremo carboxilo terminal completamente distinto. El objetivo de la presente tesis
fue estudiar la localizacién subcelular de esta nueva isoforma en células epiteliales
polarizadas y determinar su capacidad funcional. Para ello, el cDNA de la isoforma
V2b fue subclonada en el plasmidio pEGFPN1 y posteriormente transfectada
establemente en células MDCK. Estudios de microscopia confocal y el uso del
marcador de membrana plasmatica Di-8 ANEPPS, permitieron localizar a la proteina
de fusion V2b-GFP en la membrana plasmatica, encontrandose tanto en el dominio
apical como basolateral. Sin embargo, la expresion pasajera del receptor V2b en
células CHO mostré que esta isoforma es procesada mas lentamente a la superficie
celular que el receptor V1a. Estos resultados apoyan la idea que esta isoforma

cumple un rol biolégico importante en la fisiologia tubular renal.



SUMMARY

Vasopressin hormone (VP) is a cyclic nonapeptide with plenty biological functions
like, diuresis inhibition, stimulation of hepatic glycogenolysis and vascular smooth
muscle contraction. These effects are exerted through the activation of vasopressin
receptors coupled to G proteins. Three vasopressin receptor subtypes have been
classified under the basis of their functional and pharmacological characteristic: V1a,
V1b and V2. RT-PCR assays of total RNA from rat kidney samples showed an
approximately 1100 bp amplification product. Sequencing of the cDNA showed that
this receptor corresponds to a new vasopressin receptor isoform which we have
named V2b. This new isoform bears a 76 bp deletion on its nucleotide sequence
producing a reading frame shift and therefore, a totally different C-terminal tail. The
aim of this work was to study the subcellular localization of this isoform in polarized
epithelial cells and to determine the functional and pharmacological properties. For
this purpose, cDNA V2b was subcloned on the pEGFPN1 plasmid and subsequently
stably transfected in MDCK cells. Studies with confocal microscopy and the use of
the plasma membrane marker Di — 8 ANEPPS, allowed us to localize the V2b-GFP
fusion receptor in both apical and basolateral domains in MDCK cells. However, the
transient expression of the V2b isoform showed that this receptor is processed to the
surface of the cell slower than the V1a receptor isoform. These results support the

idea that this isoform has an important biological role in renal tubular physiology.



2. INTRODUCCION

Vasopresina (VP) u hormona antidiurética (ADH) es un péptido ciclico compuesto
por 9 residuos aminoacidicos y un puente disulfuro entre las Cys 1 y 6 (Du
Vigneaud, 1954). En mamiferos es sintetizada como prohormona, junto a su
neurofisina respectiva, por neuronas magnocelulares del nucleo supraoptico y
paraventricular del hipotalamo y es liberada a la circulacion sistémica en el |6bulo
neural de la hipofisis (Pickering et al., 1983). Paralelamente VP es también liberada
dentro del sistema nervioso central mediante prolongaciones axonales que nacen en
los nucleos hipotalamicos y que se proyectan hacia distintas regiones del cerebro. El
control fisiolégico de la sintesis y liberacion de VP es regulada por cambios en la
osmolaridad del plasma, lo cual es detectado por osmoreceptores especializados en
regiones del hipotalamo anterior (Thrasher et al., 1982, Yang et al., 1994).

Esta hormona presenta variadas funciones fisiolégicas, de la cual la mas
destacable es de tipo endocrino, participando activamente en la reabsorcién de agua
en el rindbn. También participa en la contraccion del musculo liso vascular,
estimulacién de la glicogendlisis hepatica, agregacién plaquetaria y modulacion de la
liberacion de hormona adrenocorticotrofica desde la pituitaria. Ademas, de estas
funciones periféricas, VP esta involucrada en numerosos procesos del sistema
nervioso central incluyendo funciones del tipo cognitivas tales como aprendizaje y
memoria (Barberis et al., 1998).

Vasopresina actua, a través de la union a una familia de receptores de membrana
especificos acoplados a proteinas G (GPCR). Estos presentan siete hélices o

dominios transmembrana y han sido clasificados, basandose en caracteristicas



farmacolégicas y en los mecanismos de transduccion que utilizan, como: receptor
V1a de vasopresina encontrado en higado, células de musculo liso vascular y en la
mayoria de tejidos periféricos; receptor V1b de vasopresina expresado
predominantemente en adenohipdfisis y médula adrenal y el receptor V2 de
vasopresina encontrado principalmente en rifién (Jard et al., 1998).

La unién de VP al receptor V1a y V1b activa proteina Gq produciendo la activacién
de fosfolipasa C, D y A, ; y por lo tanto, la produccion de inositol 1,4,5 — trifosfato y
diacilglicerol. IP3, a su vez, aumenta los niveles de calcio intracelular en cambio,
DAG estimula a proteina quinasa C. Por un mecanismo aun no bien estudiado estos
receptores promueven la hipertrofia celular y proliferacién celular (Thibonnier et al.,
2000).

El receptor V2 de vasopresina es expresado predominantemente en las células
principales del tubulo colector renal (Klussmann et al., 2000). Estas células tienen
dos compartimientos de membrana plasmatica distintos: la apical, la cual esta en
contacto con el liquido urinario y el basolateral, a la cual accede el ligando desde la
circulacion. La activaciéon del receptor V2 en la membrana basolateral produce la
estimulacién de adenilato ciclasa, una enzima que se encuentra en la membrana y
que se activa via proteina Gs y por lo tanto, incrementa los niveles intracelulares
AMP ciclico. A su vez, AMPc estimula a proteina quinasa A induciendo la insercion
de vesiculas que contienen aquaporina 2 en la membrana apical, permitiendo de
esta forma la reabsorcion de agua en las células principales del conducto colector
renal.

Durante los ultimos afios se han clonado los receptores V1a de higado de rata



(Morel et al., 1992), V1a de higado humano (Howl et al., 1991), V1b de pituitaria
humana (Sugimoto et al., 1994) y V1b de pituitaria de raton (Ventura et al., 1999). El
receptor V2 fue clonado en rata (Lolait et al., 1992), en humano (Birnbaumer et al.,
1992), en ratén, cerdo y bovino (Oksche et al., 2002). Al comparar la secuencia
aminoacidica de estos receptores, se observa una alta homologia en las regiones de
transmembrana, asi como en el primero y segundo dominio extracelular, lo que
sugiere que los receptores de vasopresina pertenecen a la superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (Murasawa et al., 1995).

La secuencia nucleotidica del cDNA del receptor V1a de higado de rata posee
1354 pb y codifica para una proteina de 394 aminoacidos con una masa molecular
aparente de 44202 Da. Ademas, posee dos sitios putativos de N-glicosilacion en la
region amino terminal y numerosos sitios potenciales de fosforilacion localizados en
el tercer dominio intracelular y en la region carboxilo terminal, lo que sugiere que la
funcién del receptor es regulada por proteinquinasas (Morel et al., 1992). Thibonnier
y colaboradores clonaron en 1994 el cDNA del receptor V1a de higado de humano
encontrando una secuencia nucleotidica de 1472 pb que codificaba para un
polipéptido de 418 aminoacidos. Esta secuencia aminoacidica era idéntica en un
72% al receptor V1a de higado de rata.

Estudios farmacoldgicos y bioquimicos desarrollados en cultivos primarios de
pituitaria anterior de rata han mostrado la existencia de un receptor especifico de
pituitaria para liberacion de VP relacionado con receptores V1 (Antonni et al., 1988).
Este receptor es, sin embargo, farmacolégicamente distinto al receptor V1a . Es por

ello que se ha denominado V1b ¢ V3, identificandose un cDNA de 1272 pb que



codifica para un polipéptido de 424 aminoacidos (M. = 46977) con un sitio de
glicosilacion al extremo N-terminal (Ventura et al., 1999).

El cDNA del receptor V2 de riidn de rata, en cambio, presenta una secuencia de
1222 pb, que codifica para una proteina de 370 aminoacidos (M, = 40518). Posee
dos sitios putativos de N-glicosilacion en el extremo amino terminal extracelular y
numerosos sitios potenciales de fosforilacién en la regiéon carboxilo terminal de la
proteina (Lolait et al., 1992).

El clonamiento y caracterizacion del gen del receptor V2 de vasopresina humano,
realizado por Seibold y colaboradores en 1992, permitié determinar que esta
presente en el cromosoma X en la regién q28—qrtr. Comprende tres exones y dos
intrones pequefios, el primer exdn es muy corto y es practicamente el segundo exon
el que codifica para cerca del 80% del V2. Por su parte, el tercer exén codifica para
el séptimo dominio de transmembrana.

Es precisamente en las regiones de transmembrana y especialmente en el
segundo dominio extracelular, donde se ha determinado que existe una mayor
interaccidon entre el receptor V2 y el ligando vasopresina. Particularmente en el
residuo de Arg 202 del segundo dominio extracelular y el residuo Gly 304 en la
region transmenbrana siete. Los residuos aminoacidicos antes mencionados
estarian involucrados en la discriminacion de antagonistas, que en asociacién con el
residuo Lys 100 de la regidon transmembrana dos, serian discriminatorios para la
unién a péptidos agonistas (Cotte et al., 1998).

La transduccién de sefales de receptores acoplados a proteinas G es

caracterizada por una rapida desensibilizacién de tales receptores en respuesta a



prolongadas y repetidas exposiciones a agonistas (Lefkowitz, 1998). Ademas, en
este proceso de desensibilizacion participa la fosforilacion de dominios intracelulares
del receptor a través de quinasas acoplados a receptores unidos a proteinas G
(GRKSs) y quinasas reguladas por segundos mensajeros como por ejemplo del tipo
proteina quinasa C (Innamorati et al., 1997). Mas aun, se ha encontrado que el
patrén de interaccién con GRKs y PKC es unico para cada isoforma de receptores
de vasopresina/oxitocina por medio de motivos especificos presentes en la region
carboxilo terminal de estos receptores (Berrada et al., 2000).

Se sabe que el receptor V2 posee una desensibilizacion del tipo homdéloga. El
ligando vasopresina promueve internalizacion y fosforilacién del receptor con un tipo
de cinética distinta a la observada para el receptor V1a, sin producirse el reciclaje a
la superficie celular, reteniendo al receptor en el interior de la célula (Birnbaumer et
al., 1992).

Se han obtenido evidencias que en el caso del receptor V2, el ligando induce
rompimiento proteolitico del receptor por una metaloproteasa de membrana
plasmatica sensible a iones zinc (Kojro y Fahrenholz, 1995). El sitio de corte estaria
ubicado en la transicion entre el segundo dominio transmembrana y el primer
dominio extracelular (Gln 92 y Val 93), estos sitios estarian implicados en la unién al
ligando. Se ha visto, ademas, que el corte proteolitico del receptor V2 requiere una
conformaciéon definida, especialmente de los dos primeros dominios extracelulares
qgue son inducidos por la union al ligando. Mas aun, estos estudios darian cuenta de
un mecanismo especialmente unico de terminacion de la sefal y desensibilizacion

del receptor (Kojro et al., 1999).



El dominio carboxilo terminal intracelular del receptor V2 contiene dos residuos
adyacentes de cisteinas (Cys-341 y Cys—342) que serian sitios de palmitoilacion
implicados en la estabilidad de la proteina sobre la superficie celular (Sadeghi et al.,
1997). Mutagénesis sitio dirigida de estos residuos se utilizé para estudiar el
significado funcional de la palmitoilacion sobre el receptor V2, encontrandose que no
eran alteradas ni las propiedades de union al ligando ni la activacion de adenilato
ciclasa (AC), pero si el numero de sitios de unién sobre la superficie celular, los
cuales eran reducidos en un 30 %, sugiriendo un transporte defectuoso del receptor
mutado a la superficie celular. Estos resultados indican que la palmitoilacion del
receptor V2 es importante para el trafico intracelular y/o secuestracion-
internalizacién pero no para la union al ligando ni activacion de proteina Gs/AC
(Schilein et al., 1996).

Receptores quiméricos conteniendo los segmentos intracelulares del V2 en el V1a
y construcciones reciprocas, identificaron al segundo dominio intracelular de V1a
como el responsable del acoplamiento a proteina Gg11 y al tercer dominio
intracelular del V2 como el sitio de acoplamiento a Gs (Liu and Wess, 1996).
Experimentos adicionales de una larga lista de mutantes de receptores V2 en células
COS-7 mostré que residuos polares de este GIn 225 y Glu 231, cumplirian un rol
importante en el reconocimiento de proteina Gs. Mas aun, el segmento amino
terminal del cuarto dominio intracelular del V2 también contribuiria al acoplamiento a
Gs (Erlenbach y Wess 1998). En 1993 Rosenthal y colaboradores observaron que el
segundo dominio intracelular también participaria en la interaccién con Gs, puesto

que pacientes afectados con diabetes insipida nefrogénica (NDI) que poseian una



mutacion en la Arg 137 del receptor, que esta localizada en la interfase entre el
tercer y el segundo dominio transmembrana no activaban AC, a pesar de unir
correctamente vasopresina.

Recientemente, se ha obtenido bastante informacion acerca del trafico y destino
intracelular de receptores acoplados a proteinas G. Es asi, como para el receptor
V2, un rol crucial en el transporte a membrana lo desarrollaria el extremo carboxilo
terminal intracelular, particularmente ciertos residuos de cisteinas palmitoilados y
que al ser mutados reducen en forma significativa el trafico del receptor (Schiulein et
al., 1996). Ademas, estudios previos sugirieron la idea, que los residuos
inmediatamente precedentes a las cisteinas palmitoiladas de la region carboxilo
terminal, es decir, la secuencia conservada de glutamato/dileucina
(**ELRSLLCC>*) seria esencial para el transporte del receptor desde el reticulo
endoplasmico al aparato de Golgi (Schilein et al., 1998), ademas de la correcta
conformacién estructural del extremo carboxilo terminal (Krause et al., 2000).

Mutaciones que reducen la expresion o acoplamiento del receptor V2 son
responsables del 95% de los casos de NDI, la cual es una enfermedad caracterizada
por poliuria, que finalmente trae como consecuencia una severa deshidratacion
llegando incluso hasta la muerte. En ausencia de una via de sefalizacién para VP,
el rifdn no puede concentrar la orina y por lo tanto, se afecta la homeostasis del
agua. Se han clasificado dos tipos principales de NDI, una de las cuales esta
asociada a mutaciones en el gen para el receptor V2 que seria identificada como
NDI ligada al cromosoma X, mientras las mutaciones del gen de aquaporina-2

produce una NDI autosémica recesiva (Oksche et al., 1996, 1998). También, existe
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un tipo de diabetes insipida central que estaria asociada a mutaciones en el gen
precursor de neurofisina 1I-VP (Schmale et al., 1993). Se han reportado mas de 150
mutaciones diferentes (la mayoria missense y nonsense) del gen del receptor V2
humano y 22 mutaciones diferentes del gen de aquaporina 2 (Mulders et al., 1998).
Una fraccion de las mutaciones conllevan a la produccion de un receptor truncado
originando la aparicion de un stop codon o un cambio en la estructura
postransduccional. En otras mutaciones, existen cambios en simples aminoacidos, lo
cual, produce un mal plegamiento de las proteinas, reteniendo al receptor al interior
de la célula, reduciendo su presencia en la superficie celular. En cambio, otras
mutaciones no alteran significativamente la abundancia de las proteinas en la
superficie celular, pero si reducen la afinidad al ligando o la eficiencia de
acoplamiento a proteinas G (Knoers, 1994).

Estudios en células polarizadas (epiteliales y neuronas) han demostrado que los
receptores acoplados a proteinas G se expresan de manera predominante en la
superficie apical o basolateral de la célula (Schulein et al., 1998).

Estos dominios de superficie celular son morfolégica, constitutiva y funcionalmente
distintos. La superficie apical actua como barrera de proteccién entre el exterior y el
interior de la célula y contiene transportadores para ingresar pequefias moléculas.
La superficie basolateral, en cambio, esta involucrada en la adhesion célula a célula,
a través de uniones estrechas o tight junctions y uniones de anclaje como
desmosomas. Por otro lado, el dominio basolateral esta también comprometido en la
union de célula a matriz, a través de hemidesmosomas y contactos focales. Se

supone que las uniones estrechas confinan las proteinas en sus dominios de
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membrana apropiados, actuando como barrera en el seno de la bicapa lipidica
(Simons y Fuller, 1985; Alberts,1996).

Ademas se ha observado una distribucion no uniforme de las proteinas que
conforman el citoesqueleto en células polarizadas. Este hecho contribuiria a la
compartimentalizacién polarizada de proteinas, ya que el desarrollo de un fenotipo
estructural y funcionalmente polarizado es paralelo a la polarizaciéon del
citoesqueleto (Nelson, 1991).

La expresion apical ha sido observada para receptores A1 de adenosina
(Saunders, et al., 1996) y para el receptor de rodopsina (Chuang y Sung, 1998). La
expresion basolateral ha sido demostrada, en tanto, para el receptor adrenérgico aa
(Keefer y Limbird, 1993), oz y azc (Wozniok y Limbird, 1996), en receptores de TSH,
FSH y LH (Beau et al., 1997), receptores purinérgicos Pyy4¢1 (Zambon et al., 2001) y
receptores de vasopresina V1a y V2 (Campos, et al., 2001; Schilein et al., 1998).

Las senales de transporte que determinan localizacidon polarizada en superficie
celular de células epiteliales, han sido bien caracterizadas en los dominios
citoplasmaticos de proteinas de membrana no relacionadas. En la mayoria de los
casos, éstas sefales pueden ser del tipo tirosina, tal como fue descrito para el
receptor de lipoproteina de baja densidad (Matter et al., 1992) o del tipo dileucina,
que fue caracterizado para el receptor Fc IgG (Hunzeker y Fumey, 1994). Para
receptores acoplados a proteina G con siete dominios de transmembrana, estas
sefnales no estarian bien definidas, a excepcién del receptor de FSH, en donde
residuos de tirosina y leucina en el extremo carboxilo terminal contribuyen como

sefal de destino basolateral (Beau et al., 1998). En el caso del receptor adrenérgico
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a2a, €l dominio intracelular tres (ICL3) poseeria sefiales de destino hacia el dominio
basolateral (Edwards y Limbird, 1999).

Estudios de inmunocitoquimica del receptor V2 en rifidn de rata (Nonoguchi et al.,
1995) asi como, estudios con proteina verde fluorescente (Schulein et al., 1998) y el
uso de receptores etiquetados con c-myc en células epiteliales MDCK (Andersen-
Beckh et al., 1999) han demostrado su localizacion predominantemente basolateral.
Sin embargo pequenas cantidades del receptor han sido detectadas en el dominio
apical (Schulein et al.,1998; Andersen-Beckh et al., 1999).

Recientemente, se estudié cuales eran los dominios citoplasmaticos del receptor
V2 involucrados en el trasporte basolateral. Se demostréo que el segundo dominio
intracelular (ICL2) contiene senales de destino basolateral, mientras que el extremo
carboxilo terminal tiene sefiales de destino apical; en tanto, el tercer dominio
intracelular (ICL3) posee sefiales de retencidn en el reticulo endoplasmico por medio
de motivos del tipo RXR (Hermosilla y Schulein, 2001).

En nuestro laboratorio, mediante experimentos de RT-PCR con partidores gen
especificos para el receptor V2, hemos clonado, desde riidn de rata, un producto de
amplificacion de aproximadamente 1.1 Kb del receptor V2 de AVP. El clonamiento y
secuenciacion demostré que este cDNA corresponde a una isoforma del receptor V2
que se genera por empalme a un sitio alternativo, 76 pb rio abajo dentro del tercer
exon produciéndose un cambio en el marco de lectura. La nueva isoforma difiere en
el extremo C-terminal de la forma renal del receptor V2 y es, a su vez, 31

aminoacidos mas corta, generandose un nuevo segmento de transmembrana y un
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extremo carboxiterminal completamente distinto. Estos datos coinciden con los
encontrados en 1994 por Firsov y colaboradores (Firsov et al., 1994), quienes fueron
los primeros en dar evidencia de la existencia de un nuevo tipo de empalme en el
receptor V2, que fue denominado V2s, para diferenciarlo del V2 normal (V2L).
Nosotros en cambio, hemos designado a esta nueva isoforma como V2b.

Considerando los datos anteriormente mencionados y con la ayuda de un
marcador molecular ampliamente utilizado para monitorear proteinas, como lo es la
proteina verde fluorescente (GFP), se plante6 como hipdtesis de trabajo, que la
isoforma V2b unida a proteina verde fluorescente, presentaria caracteristicas
funcionales y alcanzaria la membrana plasmatica en células polarizadas al igual que
los demas receptores de vasopresina.

Por tanto, el objetivo de la presente tesis fue estudiar la distribucién subcelular de
la isoforma V2b de receptores de vasopresina en células epiteliales polarizadas y
determinar caracteristicas funcionales, para lo cual se cumplieron los siguientes

objetivos especificos:

1- Construccién del cDNA que codifica para la proteina de fusiéon pEGFPN1/V2b.

2- Expresion estable en células MDCK vy expresion pasajera en células CHO-K1
de la quimera V2bGFP.

3- Determinacion de la distribucion subcelular de receptores de vasopresina
fusionadas a GFP, mediante microscopia confocal.

4- Realizacion de ensayos funcionales en las lineas celulares estables.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados en esta tesis fueron adquiridos a las siguientes empresas.

Sigma Chemical Co.: Agar, kanamicina, RNasa A, azul de bromofenol, bromuro de
etidio, medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), bicarbonato de sodio, sulfato
de magnesio MgSQOy,, antibidtico antimicético (Penicilina 10000 U/ml, Streptomicina
10 mg/ml, anfotericina 8 25 ug/ml), tripsina, polilisina, dimetil sulféxido (DMSO),
fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio dibasico, acido
etilendiamonotetraacético (EDTA), acido (N(2 hidroxietilpiperazina-N(2
etansulfénico)) (HEPES), acetato de sodio, colorante trypan blue, ATP-Tris, acido
4(dipropilamino) sulfonil benzoico (Probenecid), tampones para calibracion (pH 4.0,

7.0y 10).

Merck, Darmstadt, alemania: Acido clorhidrico, hidroxido de sodio, etanol absoluto,

acido acético glacial, glicerol, cloruro de sodio, cloruro de magnesio, cloruro de

calcio, glucosa, cloroformo, isopropanol.

Gibco BRL, Inc.: Enzima Superscript [l RT (200U/ul), Oligo dTs (500ug/ul), DTT,
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Taq DNA polimerasa (5 U/ul) y su tampoén 10X, MgCl, 50 mM, desoxinucleétidos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), tampdn endonucleasa (React 2 y 3), Eco-R1(10 U/ul),
Sal 1 (10 U/ul), Xba | (10 U/ ul), DNAasa |, xilen cianol, Tris, células DH5aq., triptona,
extracto de levadura, agarosa ultrapura, agarosa LMP (bajo punto de fusion),
marcador de tamafio molecular de 1 Kb DNA Ladder, marcador tamafo molecular
100 pb, Lipofectamina 2000, geneticina (G418), fraccion V de albumina sérica de
bovino (BSA).

Partidor sentido (V2FN): 5°GAATTCGGTGTGTTAGGTCATCATCAA 3’

Partidor antisentido (V2RN3): 5 TCTAGACAGTTGAGCTACAGAGGGTTT 3’

Partidor V2bpEGFPN1: 5’ ACGCGTCGACGTAAGAGGAGCTGG 3’

Promega: T4 ligasa y su tampodn, Kit Sistema de purificacion de midipreparaciones
de DNA “ Wizard Plus .

Clontech: Vector pEGFPN1

BIO 101, Inc.: Kit de purificaciéon de DNA “ Geneclean ”.

Boehringer-Mannheim: FUGENE 6

Biotecx. USA: Ultraspect RNA

Molecular Probes: Fura-2, marcador lipofilico potenciométrico Di- 8 Anepps

Riadel de Haen: Colorante rojo fenol

Arquimed: Cloruro de potasio (KCI)

Equilab: Isopropanol, tolueno

EM Science : Metanol

Frigosor: Suero bovino fetal

Animal de experimentacion: Ratas Holtzman (Rattus norvergicus)
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3.1.2 Equipos

Termociclador M.J. Research (MiniCycler™), bafio termorregulado Memmert,
lampara UV Camag (Type TL900/U), centrifuga clinica Heraus Christ (Biofuge A),
agitador termorregulado Lab-Line (Environ Shaker), fuente de poder Bio-Rad (Power
PAC200), cdmara para geles de agarosa Bio JSP, transluminador UV Viber-Lourmat,
Estufa de cultivo Memmert, camara fotografica instantanea Polaroid (DS34), camara
geles Life technologies (modelo 1160), camara de flujo laminar Nuaire 8 (clase Il
tipo A), bano termorregulado Kottermann, estufa de cultivo con CO, Forma Scientific
(Water Jacketed Incubator), microscopio invertido Nixon-TMS, pipeteador automatico
Drummond, agitador magnético Cole Palmer (Mod. 4658. Stirrer / Hot plate),
pHmetro WTW (pH521), centrifuga clinica International Equipment (Mod. CL),
agitador Scientific Industries (Vortex-2 Genie), balanza electréonica Shimadzu (321-
33557), Balanza analitica Sartorius (LA250S), Microscopio de fluorescencia Zeiss
(Axioskop HBO50 con camara fotografica MC80), microscopio confocal Micro system
Zeiss LSM (axiovert 135M, Laser argon), centrifuga Kubota (8KR-20000T),
espectrofotometro  Shimadzu  (UV-150-02), bomba de vacio Meduak,

espectruofluorimetro Perkin -EImer (LS50B).
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3.2 METODOS:

3.2.1 Clonamiento de isoformas del receptor de vasopresina

3.2.1.1 Purificacion de RNA total

Se obtuvo RNA total de rifidn de ratas Holtzman (Rattus norvergicus). Las ratas se
sacrificaron por decapitacion y el rindn fue inmediatamente sumergido en nitrégeno
liquido. Aproximadamente 110 mg de tejido fueron inmediatamente homogeneizados
en ULTRASPECT RNA, 1 ml por cada 100 mg de tejido y procesado siguiendo las
instrucciones del fabricante. EI homogeneizado resultante fue incubado por 5 min a
4° C para la completa disociacion del complejo de nucleoproteinas.

La extracciéon de RNA propiamente tal, se realizé agregando 0.2 volumenes de
cloroformo para 1 ml del homogeneizado anterior. Posteriormente se agitd
vigorosamente por 15 seg y se incubd en hielo por 5 min, después de lo cual, se
centrifugd a 12000 g por 15 min a 4°C. Se formaron dos fases: una fase organica y
otra acuosa, es en esta ultima en donde se encuentra el RNA, el cual fue precipitado
con un volumen de isopropanol igual al obtenido en la fase acuosa, se agité por 15
seg y se almacend por 5 min a 4°C. El homogeneizado resultante se centrifugé a
12000 g (4°C) por 15 min. El sobrenadante se elimind y el precipitado se lavo 3
veces con 1 ml de etanol 75 % mezclando y centrifugando por 5 min a 7500 g (4°C).
El precipitado de RNA se seco al vacio por 10 min y se disolvié en agua destilada

estéril tratada con DEPC.
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Se ley6 la absorbancia a 260 y 280 nm (1 DO2= 40 ug de RNA) contra un blanco
de agua estéril tratada con DEPC y se calcul6 la concentracién de RNA total en

(MQ/U') Yy la razén Azeo/Agso.

3.2.1.2 Electroforesis en geles de agarosa conteniendo formaldehido

Para la identificacion y separacion de fragmentos de RNA, se prepararon geles de
agarosa al 0.8% en tampon MOPS 5X (MOPS 0.2 M pH 7.0, acetato de sodio 50
mM, EDTA 5mM pH 8.0) conteniendo formaldehido 2.2M. Se utilizaron 20 ug de
RNA en tampdén MOPS 5X conteniendo formaldehido y formamida con 0.5 ug/ml de
bromuro de etidio. La muestra se incubd a 55 °C por 15 min. Se utilizé tampdn de
carga (glicerol 50%, EDTA 1mM, azul de bromofenol 0,4% y cianol de xileno 0.4%)
en relacion 1:10 con respecto al volumen de la muestra . Posteriormente se identifico
la integridad del RNA observando el gel por exposicion a luz UV en un

transluminador.

3.2.1.3 Sintesis de cDNA

El RNA total (5ug) de rifidn de rata se tratdé con 2 U de DNAsa | libre de RNasa en
una mezcla de reaccion de 50 pul que contenia 20Mm Tris-HCI pH 8.4, 2mM MgCl, vy
50mM de KCI. Se incubé a temperatura ambiente por 15 min y se detuvo la reaccion
agregando 5 ul de 25mM EDTA. La enzima se inactivd calentando a 70°C por 10

min.
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El cDNA de isoformas del receptor V2 de rata se obtuvo mediante el método de
RT-PCR. Para la sintesis de la primera hebra de cDNA una cantidad de 0.5 ug de
RNA total tratado con DNAsa, se incubd con 250 ng de oligo dT a 70 °C por 15 min
en un volumen de 12,5 ul. Luego se completé a 20 ul con una mezcla que contenia
50mM Tris-HCI pH 8.3, 3mM MgCl,, 10mM DTT, 0.5mM de cada uno de los
desoxirribonucleétidos y 100 U de Superscript || RNAsa H transcriptasa reversa. La
reaccion se incub6 a 42 °C durante 50 min. La enzima se inactivd calentando la
mezcla a 70°C por 15 min y colocandola en hielo. EI cDNA sintetizado se tratd con

RNAsa a 0.1 mg/ml y se almacené a -20°C hasta su uso.

3.2.1.4 Electroforesis en geles de agarosa

Para la identificacion y separacion de fragmentos de DNA, se prepararon geles de
agarosa al 1% en tampdn TAE 1X (Tris 20mM, &cido acético 10mM y EDTA 500uM)
con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio. Se utilizé6 tampdn de carga (glicerol 50%, SDS
1%, azul de bromofenol 0,5% en TE) en relacién 1:6, con respecto al volumen de la
muestra y 0,5 ug de estandar de tamafo molecular para DNA de 1 Kb. Los geles se
corrieron aproximadamente 30 min a 100 Volt en tampon de corrida TAE 1x y el

DNA se observo por exposicion del gel sobre el transluminador UV.



20

3.2.1.5 Amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa utilizé como templados cDNA V2 de rata y

partidores gen especificos:

Partidor sentido (V2FN): 5°GAATTCGGTGTGTTAGGTCATCATCAA 3’
Partidor antisentido (V2RN3): 5" TCTAGACAGTTGAGCTACAGAGGGTTT 3’

La reaccion de amplificacion contiene ademas Tris-HCI 50mM pH 8,3, KCI 50mM ,
MgCl, 1,5mM, 0,2mM de cada desoxirribonucleétido trifosfato, 60nM de cada
partidor gen especifico y 2U de Taq DNA polimerasa y agua destilada estéril para
completar un volumen final de 50 pl. Al mismo tiempo se amplific6 un control
negativo sin templado, utilizando las mismas condiciones mencionadas
anteriormente. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador y el
programa consisti6 en una etapa previa de denaturacion 96° C por 1 min,
apareamiento por 1 min a 63°C y extension por 2 min a 72°C completando 39 ciclos.

El producto de amplificacion se observé en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X.

3.2.1.6 Purificacion del DNA

El producto de amplificacion del fragmento que codifica para el receptor V2 normal
(V2a) se fracciono6 por electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusion
1% en tampon TAE 1X. Se cortd el gel que contenia el DNA utilizando luz UV de

baja intensidad y se procedio a la purificacion del DNA siguiendo la metodologia del
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Kit “ Geneclean ”. Al trozo del gel se le agregaron tres volumenes de Nal,
incubandose 5 min a 55 °C en un bafo termorregulado para fundir la agarosa.
Luego, se agregaron 6 ul de matriz de silice en agua y se incub6 la mezcla por 5 min
en hielo, agitando suavemente cada cierto tiempo. Se centrifugé a 13000 x g 30 seg
y se lavd el complejo matriz de silice/DNA, 3 veces con 500 pl de solucion “New
Wash’(Tris-HClI 20mM pH 7.2, NaCl 200mM, EDTA 2mM, etanol 50%),
centrifugandose entre cada lavado a 13000 x g por 30 seg y descartandose el
sobrenadante. Posteriormente, se eluyd el DNA en 10 ul de agua destilada estéril y
se incubd la mezcla a 50 °C por 5 min. Por ultimo, se centrifugé a 13000 x g por 30
seg y se extrajo el sobrenadante conteniendo el DNA.

El producto de amplificacién de la isoforma corta de receptores V2 (V2b) era
insuficiente como para clonarla directamente, por lo que se fraccion6 en un gel de
bajo punto de fusién cortandose la banda de interés. El trozo del gel se incubo a

55°C por 10 min y se utilizé 2 ul como templado para posteriormente reamplificarlo

siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente en el apartado 3.2.1.5.

3.2.1.7 Ligacion del fragmento codificante del receptor V2b al vector pGEM-T

El inserto del receptor V2b se clond en el vector pGEM-T, utilizando el protocolo
provisto por Promega para el Kit de clonamiento “ pGEM" T- Easy Vector System | ”.
La reaccion de ligacion consistié en 5 ul del tampdn de ligacion rapida 2X (T4 DNA

ligasa), 50 ng pGEM-T (3018pb linealizado), 2 ul del producto de amplificacion y 1U
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de T4 DNA ligasa en un volumen final de 10 ul, completado con agua destilada

estéril. La mezcla se incubd 24 h a 4°C.

3.2.1.8 Transformacion de células competentes

La transformacion de células DH5a se realiz6 agregando 10 ng de mezcla de
ligacién a un tubo que contenia 50 ul de células competentes. Se incubd en hielo por
30 min y posteriormente, las células fueron sometidas a un shock térmico 20 seg a
37°C. Luego fueron dejadas en hielo por 2 min y se incubaron a 37°C por 1h con 950
ul de medio LB (Triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l y NaCI 10 g/l pH 7.5). Se
centrifugaron las células 5 min a 6000 x g y el sedimento fue resuspendido en 100 pl
de medio LB. Finalmente, se sembraron placas de agar LB—kanamicina 70ug/ul

(agar 15 g/l) y se incubaron a 37 °C por 24 h.

3.2.1.9 Purificacion del DNA plasmidial a pequeia escala

Se aislaron colonias uUnicas de la placa LB—kanamicina y se cultivaron en 5 ml de
medio LB—kanamicina 70 ug/ul a 37°C por 24 h a 225 rpm en un agitador.
Posteriormente, se centrifugd 1.5 ml de cultivo a 13000 x g por 2 min y el precipitado
fue resuspendido en 300 pl de soluciéon TENS (NaOH 10N, SDS 10 % en TE 1X pH
7.5) recién preparada. Luego, se agrego 150 ul de acetato de sodio 3M pH 5.2 y se

centrifugd a 13000 x g por 2 min. Al sobrenadante se le agregaron 900 ul de etanol
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100% mezclando por inmersion y centrifugando por 10 min a 13000 x g. El
precipitado se lavé 3 veces con 500 ul de etanol 70 %. Finalmente se seco el
precipitado y se resuspendié en 50 ul de agua destilada estéril.

Una alicuota de 10 ul de DNA plasmidial fue digerida a 37°C por 12 h con 10 U de
Eco Rl y Sal |, utilizando 3 ul de tampén comun para las endonucleasas, RNasa A
300 pg/ul y agua destilada estéril para completar un volumen final de 30 ul. La

liberacion del inserto se verificd en una electroforesis en gel de agarosa al 1 % en

TAE 1X.

3.2.1.10 Purificacion del DNA plasmidial a mediana escala

El protocolo utilizado fue el recomendado por Promega para el Kit de purificacién
de midipreparaciones de DNA “Wizard Plus®. Se cultivaron 100 ul de la
midipreparacion a 37 °C por 24 h a 225 rpm en un agitador, en medio LB-
kanamicina 70 ug/ul. Luego, se centrifugd el cultivo a 10000 x g por 10 min a 4°C y
se resuspendio el precipitado en 3 ml de solucion de resuspension (Tris — HClI 50
mM pH 7.5, EDTA 10 mM pH 8.0 y RNasa A 100 ug/ml). Se agreg6é 3ml de solucion
de lisis (NaOH 200 mM, SDS 1%), mezclando por inversion. Posteriormente, se
adicion6 3 ml de solucién de neutralizacién (acetato de potasio 1.32 M pH 4.8) y
nuevamente se mezclo por inversion. Se centrifugo el lisado a 14000 x g por 15 min
a 4°C y se extrajo el sobrenadante para agregarle 10 ml de resina purificadora de

DNA. Se transfirio la resina a la minicolumna, se aplico vacio para empacarla y se
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efectuaron 3 lavados con 10 ml de solucion de lavado cada vez (etanol 55%, acetato
de potasio 80 mM, Tris-HCI 8.3 mM pH 7.5 y EDTA 40 uM). Se seco al vacio la
columna por 30 seg , se cortd y se coloco en un tubo eppendorf para centrifugar a
10000 x g por 2 min. Finalmente, se coloco la minicolumna en un tubo nuevo, se

agregaron 200 ul de agua destilada estéril y se centrifugé 5 min a 10000 x g.

3.2.1.11 Cuantificacion de DNA plasmidial

La concentracion de DNA obtenida, se determiné midiendo absorbancia a 260 nm
a diluciones de las muestras en un espectrofotdmetro Shimatzu UV- 150-02. Para el
calculo de la concentracién, se consideré que 1 unidad de absorbancia correspondia

a 50 ug / ml de DNA.

3.2.1.12 Subclonamiento del receptor V2b de rata en el plasmidio pcDNA3.

Se efectuaron digestiones del fragmento codificante del receptor V2b de rata y del
vector pcDNAS3 utilizando en cada una 2 ug de DNA, 3 ul de tampdn comun a las
endonucleasas utilizadas (Tris-Hcl 50mM pH 8.0, MgCl, 10 mM, NaCl 50mM), 10U
de Eco Rl y Xba | y agua destilada estéril para completar un volumen final de 30 pl.
La mezcla se incubo a 37°C por 24 h, observandose el DNA digerido en un gel de
agarosa al 1% en TAE 1X.

Las digestiones del receptor V2b de rata y del plasmidio pEGFPN1 fueron

fraccionadas por electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusién al 1% en
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TAE 1X segun el protocolo descrito en métodos 3.2.1.6, seguido de reaccion de
ligacién, transformacién de células competentes y purificacién plasmidial a pequena
y mediana escala (métodos 3.2.1.8, 3.219, 3.2.1.10), obteniéndose de esta manera,

el receptor fusionado en un plasmidio de expresion eucariotica.

3.2.2 Subclonamiento del fragmento codificante del receptor V2b de rata en el

plasmidio pEGFPN1

Se subcloné el fragmento codificante del receptor V2b de rifidn de rata desde el
plasmidio pcDNAS3 al vector pEGFPN1 mediante el método de PCR. Se utilizaron
partidores especificos de la secuencia de la isoforma V2b de rata a una
concentracion final de 5 uM. El partidor sentido V2FN incorporé un sitio de
restriccion Eco Rl y el antisentido V2bpEGFPN1 incorporé un sitio de restriccion Sal
I, ademas de eliminar el codon de término, dejando al receptor V2b y a la GFP en el
mismo marco de lectura. La reaccion de amplificacion utiliz6 ademas 1 ug de
pcDNA3/V2b, tampon PCR 1X, MgCl, 50 mM, dNTP 50 mM, 0.5 U de Tag DNA
polimerasa y agua destilada estéril para completar un volumen final de 50ul. El
programa consistié en una primera etapa de denaturacién a 95°C por 2 min y 34
ciclos de 94°C 1 min, 63°C 1 min, 72°C 1 min 45 seg. El producto de amplificacion

se observd en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X.
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3.2.2.1 Digestion del receptor V2b de rata y del plasmidio pEGFPN1

Las digestiéon del fragmento codificante del receptor V2b de rata y del vector
pEGFPN1 se efectuaron utilizando en cada una 2 ug de DNA, 3 ul de tampd6n comun
a las endonucleasas utilizadas (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, MgCl, 10 mM, NaCl 50 mM),
10U de Eco Rl y Sal | y agua destilada estéril para completar un volumen final de 30
ul. La mezcla se incubo a 37°C por 24 h, observandose el DNA digerido en un gel de
agarosa al 1% en TAE 1X.

La digestion del fragmento V2b de rata y del pEGFPN1 fueron fraccionadas por
electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusion al 1% en TAE 1X segun

el protocolo descrito en métodos 3.2.1.6.

3.2.2.2 Ligacion del fragmento codificante del receptor V2b al vector pEGFPN 1

La reaccion de ligacion del extremo 3’ del fragmento codificante del receptor V2b al
extremo 5 del fragmento codificante de la GFP en el vector pEGFPN1 se efectud
utilizando una razén volumen vector/inserto de 1:2, 1U de T4 DNA ligasa, 1 ul de
tampon de ligasa (Tris-HCI 300 mM pH 7.8, MgCl; 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10
mM) y agua destilada estéril para completar un volumen final de 20 pl. La mezcla se
incubd a 4°C por 24 h.

Se transformaron células competentes DH5a (métodos 3.2.1.8). Posteriormente se
realizd la purificacion del DNA plasmidial a pequefia y mediana escala segun lo

descrito en métodos 3.2.1.9y 3.2.1.10.
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3.2.2.3 Analisis de restriccion

El analisis de restriccion de las distintas construcciones se llevé a cabo digiriendo
1 ug de DNA con 10 U de cada endonucleasa, 3 ul de tampén comun a las
endonucleasa utilizadas y agua destilada estéril para completar un volumen final de
30 ul. La mezcla se incubd a 37°C por 12 h y el producto de la digestion se observo

en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X.

3.2.3 Distribucion subcelular y funcionalidad de la isoforma V2b en células

MDCK

3.2.3.1 Cultivos celulares

Se cultivaron células MDCK en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con 10 % de suero bovino fetal inactivado y 1 % de antibitico—
antimicético, a 37°C en una atmoésfera humeda con 5% de CO,. Cada 3 a 4 dias se
subcultivaron las células utilizando tripsina (tripsina 0.25 %, EDTA 1 mM en PBS pH

7.8) 5 min a 37°C.

3.2.3.2 Transfecciones estables

Las transfeccién de células MDCK con la proteina de fusion pEGFPN1-V2b de

rata, se realiz6 utilizando el reactivo Fugene 6 segun las instrucciones del fabricante.
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Se usé una razén masa DNA (ug) / volumen Fugene (ul) de 2:3. Primero se diluyo el
Fugene 6 en medio de cultivo libre de suero a 100 ul del volumen final y se incubd
por 5 min a temperatura ambiente. Luego, se agregd lentamente el reactivo de
transfeccion diluido a un tubo conteniendo el DNA y se incub6 15 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se agregd la mezcla a placas de MDCK de 100 mm de
diametro, cultivadas a 50-80 % de confluencia. El proceso de seleccion fue iniciado
a las 48 h de transfeccion utilizando geniticina de 700 a 1000 ug/ml, manteniéndose
en cultivo por 2 semanas, posterior a las cuales fueron aisladas por medio de
cilindros de clonamiento. En tanto, la linea estable expresando el receptor V1a
unido a GFP en células MDCK fue provista por el mismo laboratorio.

Para la transfeccidon pasajera de células CHO-K1 con las construcciones
pEGFPN1, pEGFPN1-V1a y pEGFPN1-V2b se utilizé el reactivo de transfeccion
lipofectamina 2000; se mezclaron 4 ug de DNA y 10 ul del reactivo a un volumen
final de 500 ul de DMEM base, incubandose por 30 min a temperatura ambiente. La
mezcla fue agregada a placas de 35 mm de diametro de células CHO-K1 cultivadas
a 95% de confluencia con cubreobjetos en su interior. Transcurridas las 48 h de
transfeccion, las muestras fueron montadas y preparadas para su observacién por

microscopia confocal.
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3.2.3.3 Distribucion subcelular de la isoforma V2b de receptores de

vasopresina

Se sembraron placas de 35 mm que contenian cubreobjetos redondos con
polilisina, utilizando las lineas estables obtenidas de las transfecciones con la
proteina verde fluorescente y las proteinas de fusion pEGFPN1-V1a y pEGFPN1-
V2b, asi también como las transfecciones pasajeras de estas mismas quimeras,
tanto en células MDCK como en células CHO-K1. Luego de dos semanas de cultivo
a confluencia, se realizaron estudios de localizacion subcelular utilizando un
marcador de membrana plasmatica lipofilico denominado Di- 8ANEPPS. Las
preparaciones, fueron lavadas 2 veces con tampon Krebs Ringer Hepes (NaCl 136
mM, HEPES 10mM, KCI 4.7mM, MgSO4 1.25 mM, CaCL; 1.25mM vy glucosa 1.25
mM) e incubadas con la sonda lipofilica a una concentracion de 1 uM por 5 min a
4°C y en oscuridad. Las preparaciones se lavaron nuevamente 2 veces con tampodn
Krebs Ringer Hepes (KRH) y fueron montadas en una camara especialmente

disefiada para la observacién de células vivas en microscopio confocal.

3.2.3.4 Movilizacion de calcio

Células MDCK, células A-10 y lineas estables obtenidas de las transfecciones
con las construcciones pEGFPN-1/V1a y pEGFPN-1/V2b de rata en células MDCK,
se cultivaron a 70% de confluencia en placas de 100 mm de diametro. Luego se
soltaron con 4 ml de tripsina por 10 min y espatula, completando un volumen final de

10 ml con DMEM completo. A 25 ul de mezcla se les agregd 75 ul de colorante azul
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tripano, aplicandose 12 ul de esta solucidn a una camara de Neubauer para el
conteo de células.

Paralelamente, se centrifugaron los 10 ml de células a 100 x g por 5-10 min,
eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en tampoén fisioldgico
(NaCl 140mM, KCI 4 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 1 mM, Na;HPO4 1 mM, glucosa 5SmM,
HEPES pH 7.4 20mM, probenecid 1 mM y BSA 1 mg/ml) para asi tener finalmente
107 células/ml. Luego, se incubaron las células 30 min a temperatura ambiente y
oscuridad, en presencia de FURA-2 2 mM, posterior a las cuales se lavaron 2 veces
con tampdn fisioldgico, centrifugandose 5 a 10 min a 100 x g. Por ultimo, se elimind
el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en tampdn fisioldégico para
conservar 10’ células/ml.

La medicidn de calcio intracelular se realiz6 en un espectrofluorimetro, a 37°C,
colocandose en una cubeta de cuarzo 2 ml de mezcla a una concentracion
aproximada de 10° células / ml en agitacion constante. La fluorescencia emitida por
el agente acomplejante unido a calcio se detecto utilizando una medida raciométrica
en la cual se utilizaron dos longitudes de onda de excitacion a 340nm y 380 nm y
una longitud de onda de emision a 510 nm, calculandose de ésta manera la razén de
340/380 nm. Luego de la estabilizacion de la linea basal se agreg6 en experimentos

individuales Arg® AVP 100 nM y ATP 100 uM como control positivo.
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4. RESULTADOS

4.1 Clonamiento de isoformas de receptores V2 de vasopresina

4.1.1 Gen del receptor V2 de vasopresina y disefio de partidores

En la figura siguiente se detalla la estructura del gen del receptor V2 de AVP de
rata. Comprende tres exones y dos intrones pequenos, el primer exén es muy corto
y practicamente es el segundo exon el que codifica para cerca del 80% del receptor
V2. El tercer exén en cambio, codifica para el séptimo dominio de transmembrana

(Seibold et al., 1992).

356 nh 237 nh
— Exon I 4. Exo6n 11 Exén 11T —

Intrén I Intron 11

Figura 1: Esquema del gen del receptor V2 de vasopresina: En el esquema
superior se indica la posicion de los partidores gen especificos utilizados (flechas),
ademas, la posicion de los sitios consenso aceptores de empalmes (recuadros

azules).
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V2a > B |« 22200
vab > < 1146 pb
V2a » <4— 625pb
vab > < 625 pb

V2a B ] <« 292pb

V2b < 222 pb

Figura 2: Diseio de partidores: En el esquema superior se detalla la combinacion

de partidores, la posicion y el tamafio molecular de los productos de amplificaciéon

por RT-PCR deducidos a partir de la secuencia del gen. Se destaca los fragmentos

esperados para el receptor V2a (forma larga y normal) y para la nueva isoforma V2b

(forma corta).

Segun el esquema mostrado en la figura 2, el receptor V2a posee 1222 pb, es

decir, 76 nucledtidos, mas, que la isoforma corta denominada V2b, que consta de

1146 pb. Ademas se concluye que los fragmentos esperados difieren en tamano,

obteniéndose distintos fragmentos por RT-PCR. Es asi, como para el receptor V2a

se obtienen fragmentos de 625 pb y 292 pb a diferencia de la isoforma V2b en

donde se obtienen fragmentos de 625 pb y 222 pb.
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4.1.2 Obtencion de RNA total de rindn de rata

Con el objetivo de comprobar la correcta integridad del RNA total de rifiidn de rata
se realizd una electroforesis en geles de agarosa conteniendo formaldehido. Como
se muestra en la figura 3 se obtuvieron las dos bandas correspondientes a RNA

ribosomal 18S y 28S.

<+— 288

<+— 18S

Figura 3: Electroforesis de RNA total de rinén de rata: Gel de agarosa 1.2 %
conteniendo formaldehido. Carril 1,2 y 3 corresponden a RNA ribosomal de distintas

preparaciones de rifion de rata. Las flechas indican RNA ribosomal 18S y 28S



34

4.1.3 Amplificacion del cDNA de receptores V2 de Vasopresina de rata

En la amplificacion del cDNA de receptores V2 de vasopresina se utilizd RNA total
de rifdn de rata, ya que segun la literatura es el tejido en donde mayoritariamente se
expresa este tipo de receptor (Guillon et al., 1982).

En la figura 4 se presenta una electroforesis en gel de agarosa de la amplificacién
por PCR, utilizando los partidores gen-especificos V2FN y V2RN; y el cDNA total de
rindn de rata como templado. En las condiciones de la reaccion de amplificacion, se
obtienen dos bandas que corresponden a un producto de amplificacion de
aproximadamente 1100 y 1200 pb comparado con el estandar de tamafio molecular
100 pb. La banda a la altura de 1200 pb corresponde al receptor V2a, mientras que
la banda ubicada aproximadamente a 1100 pb es atribuida a la isoforma V2b. Se
observa ademas, que la intensidad de las bandas es distinta, obteniéndose un

producto de amplificacion mayoritario para la isoforma V2a que para su similar V2b.
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Figura 4: Amplificacion por RT-PCR de transcritos para los receptores V2 de
vasopresina: Electroforesis en gel de agarosa 1% en TAE 1X, tefiido con bromuro
de etidio. Carril 1: marcador de tamafio molecular 100 pb, Carril 2: Amplificacion
cDNA total de rifidn de rata V2a, Carril 3: Amplificacion cDNA de rifidn de rata V2b.
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4.1.4 Alineamientos de las secuencias nucleotidica y aminoacidicas deducidas

Los productos de amplificacién fueron clonados en el vector pGem T de Promega
segun el protocolo descrito en métodos 3.2.1.7 y secuenciados en ambos sentidos
por el método didesoxi, usando los partidores sp6y T7.

Al comparar la secuencia nucleotidica de los receptores V2a y V2b se puede
observar que la isoforma V2b es mas corta que el V2a. Esto se debe a que en el
receptor V2b se produce un empalme en el tercer exén, 76 pb mas abajo que el
empalme producido en el receptor V2a. Esto produce, ademas de la carencia de 76
pares de bases, un corrimiento en el marco de lectura, dando como resultado una
proteina cuya parte carboxiterminal es mas corta y completamente diferente,
comprometiendo al tercer dominio extracelular, al séptimo dominio de
transmembrana y al carboxilo terminal intracelular. De este modo se origina un

receptor de 339 aa a diferencia del V2a que posee 371 aa.
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CDS V2A CCTCTGGAAA GACCCCCCTT TGTGTTGCTC ATGCTGCTGG CTAGCCTTAA
CDS VZB SO . . . o i et i eescceocs oossoosoce oeueensees
951 1000
CDS V2A CAGCTGTACC AACCCTTGGA TCTATGCTTC CTTCAGTAGC AGTGTCTCCT
CDS V2B I N TAGC AGTGTCTCCT
1001 1050
CDS V2A CGGAGTTGCG TAGCCTGCTT TGCTGTGCTC AGAGGCACAC CACACACAGC
CDS V2B CGGAGTTGCG TAGCCTGCTT TGCTGTGCTC AGAGGCACAC CACACACAGC
1051 1100
CDS_V2A CTGGGTCCTC AAGATGAATC CTGTGCCACA GCCAGCTCCT CTTTGATGAA
CDS V2B CTGGGTCCTC AAGATGAATC CTGTGCCACA GCCAGCTCCT CTTTGATGAA
1101 1116
CDS V2A GGATACACCC TCCTGA
CDS V2B GGATACACCC TCCTGA

38

Fig 5: Alineamiento de la secuencia nucleotidica deducida para
receptores V2 de vasopresina: Los nucledtidos marcados en color gris
representan secuencias consensos para ambos receptores, mientras que la
zona mostrada en amarillo corresponde a la deleccion de 76 nucledtidos que
se produce en la nueva isoforma V2b producto del empalme alternativo al

tercer exon.
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50

LALLSTIFVA
LALLSTIEVA

100
FQVLPQLAWD
FQVLPQLAWD

150
ICRPMLAYRH
ICRPMLAYRH

200
DCWARFAEPW
DCWARFAEPW

250
SERAGRRRRG
SERAGRRRRG

300
QLWAAWDPEA
QLWAAWDPEA

350
CCAQRHTTHS

Figura 6: Alineamiento de la secuencia aminoacidica deducida para receptores

V2 de vasopresina: En gris se aprecia aquellos aminoacidos idénticos para las dos

isoformas. El cambio en el marco de lectura para la isoforma V2b es marcado en

color amairillo.
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4.2 Subclonamiento del fragmento codificante de receptores V2 de rata

Se realizé el subclonamiento del fragmento codificante de la isoforma V2b de rifidn
de rata en el vector pEGFPN1 mediante el método de PCR segun lo descrito en
métodos 3.2.2.

Con el objetivo de comprobar la correcta construccién del plasmidio pGFPN1-V2b,
se realiz6 un andlisis de restriccion del DNA plasmidial purificado (fig. 7) segun el

procedimiento descrito en métodos 3.2.2.3.

pb 1 2 3 4 5 6 7 8
= - - |
T - - —
—

2500 — > e

2000 —P

1500 —»

1000 —» e T

R ——
500 —p .

Fig. 7: Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del analisis de restriccion de la
proteina de fusiéon pEGFPN1/V2b. Carril 1. Estandar de tamafo molecular 1 Kb
DNA Ladder. Carril 2: Digestion con EcoRIl y Sal I. Carril 3: Digestién con Apa |.
Carril 4: Digestion con BamHI. Carril 5: Digestion con Pst | y EcoRIl. Carril 6:
Digestién con Pst | y BamHI. Carril 7: Digestiéon del clon con EcoRI. Carril 8:
Digestion plasmidio pEGFPN1 con EcoRI.
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Segun lo esperado, al digerir la proteina de fusion pEGFPN1/V2b con las enzimas
de restriccion EcoRIl y Sall, se aprecia la liberacion del fragmento codificante de la
isoforma V2b de receptores V2 de vasopresina de aproximadamente 1100 pb. Al
utilizar la endonucleasa Apa | se observa la liberacion de dos fragmentos de
aproximadamente 500 y 300 pb lo que concuerda con los fragmentos esperados. En
la digestion con BamHI| se observa la liberacién de un fragmento de 150 pb
aproximadamente. En tanto, al digerir con las enzimas Pst | y EcoRI se libera un
fragmento de aproximadamente 300 pb. Por su parte, en la digestion con las
enzimas Pst | y BamHI se aprecian dos bandas a la altura de 150 pb. Finalmente al
digerir el plasmidio pEGFPN1 y el clon pGFPN1/V2b con la endonucleasa EcoRI se
linearizaron ambos. Estos resultados apoyan la idea de que la secuencia
nucleotidica que codifica para el receptor V2b ha sido insertado correctamente en el
plasmidio de GFP.

Lo que no se podia inferir a través del mapa de restriccion era si producto de la
amplificacion por PCR, realizada con la enzima Taq polimerasa, ésta podria haber
introducido alguna variacién en la secuencia nucleotidica. Por ésta razdn se
secuencio la construccion completa, incluyendo tanto la zona de fusion a GFP como
la secuencia del receptor. Los resultados de la secuenciacion realizada en EE.UU.
indicaron que la secuencia nucleotidica de la isoforma V2b unida a GFP poseia una
mutacién en el nucleétido 115 correspondiente al aminoacido 39, en la cual ocurria
una substitucion de alanina por prolina. Este aa se encuentra ubicado dos unidades
aminoacidicas antes del comienzo del primer segmento transmembrana del receptor
V2, sitio que no estaria involucrado ni en la llegada a membrana plasmatica ni en la

unién a la hormona como tampoco en la union a proteina G.
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4.3 Transfecciones estables en células polarizadas MDCK y células no

polarizadas CHO-K1

Se efectuaron transfecciones estables en células MDCK con el plasmidio
pEGFPN-1 (clon GFP) y con la proteina de fusion pEGFPN1-V2b (clon V2bGFP)
segun protocolo descrito en métodos 3.2.3.2. Por su parte, la proteina de fusién
pEGFPN1/V1a (clon V1aGFP) expresada en células MDCK (Campos , et al., 2001)
fue utilizada como control de receptores de vasopresina para el estudio de
localizacion subcelular de la nueva isoforma, puesto que se ha demostrado que éste
receptor se localiza en el dominio basolateral.

También fueron transfectadas de forma pasajera células CHO-K1 con el plasmidio
pEGFPN1 y con las proteinas de fusion V1aGFP y V2bGFP.

La determinacion de la concentracion de geniticina a utilizar en la seleccién de los
clones se realizd mediante una curva de sensibilidad al antibiotico. Para ello se
cultivaron células MDCK con concentraciones crecientes de geniticina,
estableciéndose que la concentracion minima necesaria para obtener muerte celular
en células MDCK era de 700 pg/ml.

Luego de la seleccion y del aislamiento individual de los clones, se observaron
eéstos mediante microscopia de fluorescencia, concluyéndose que poseian diferente
intensidad de fluorescencia, por lo cual, para experimentos posteriores se prefirid

aquellos clones que presentaban una mayor intensidad de fluorescencia.
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4.4 Localizacion subcelular de la isoforma V2b de receptores de vasopresina

Se realizaron estudios de localizacién subcelular del receptor V2bGFP utilizando
microscopia laser confocal. Las células control fueron transfectadas con el plasmidio
pEGFPN1 y con el constructo V1aGFP ademas de tener células no tranfectadas. La
preparacion y montaje de muestras se realizd segun el protocolo indicado en

métodos 3.2.3.3.

Figura 8: Localizacion de receptores de vasopresina acoplados a GFP en
células MDCK confluentes. Clones de células MDCK fueron crecidos sobre
cubreobjetos redondos para su observacion in vivo, A. Células tranfectadas con el
plasmidio pEGFPN-1, B. Células transfectadas con la proteina de fusion V1aGFP y
en C. Células transfectadas con la isoforma V2b unida a GFP.
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Las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal permitieron observar que
el clon V1a-GFP, que fue utilizado como control, se encuentra predominantemente
localizado a nivel de la membrana plasmatica. El clon V2b-GFP, en cambio,
presentd una distribucion diferente, esto es, se distribuyé tanto a nivel de membrana
plasmatica como en el interior de la célula. Se utilizé como control también la GFP la
cual presentd una localizacion principalmente intracelular y nuclear.

Ademas, se utilizé una sonda potenciométrica de tipo lipofilica, marcadora de
membrana plasmatica denominada Di-8 ANEPPS. Primeramente se hizo un control
en células CHO expresando pasajeramente la proteina verde fluorescente para
determinar si la sonda poseia especificidad sobre la membrana plasmatica. En la
figura 9 se aprecia las células CHO expresando GFP, la cual por ser proteina soluble
se encuentra mayormente localizada en el interior de la célula, observandose

ademas en rojo la sonda que tiene afinidad por la membrana.
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Figura 9: Localizacion de la proteina verde fluorescente en células CHO-K1:
Células CHO-K1 fueron transfectadas pasajeramente, sembradas en cubreobjetos
para su observacion mediante microscopia confocal, A. Marcador de membrana
plasmatica, B. Células CHO-K1 tranfectadas con GFP y en C. Superposicion de

imagenes de la GFP y la sonda de membrana.
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Obtenidos estos resultados se observé mediante microscopia confocal la proteina
de fusion V2bGFP, la cual se expresaba establemente en células MDCK,
incubandose con el marcador de membrana plasmatica. En la figura 10 y 11 se
puede observar la localizacién de la quimera V2bGFP utilizando microscopia

confocal.

Figura 10: Localizacién de la isoforma V2bGFP en células MDCK mediante
microscopia confocal: En A se aprecian células MDCK V2bGFP tefidas con el
marcador de membrana Di-8 ANEPPS. En B se aprecia el mismo plano de células
pero observandose solo la fluorescencia emitida por la proteina verde fluorescente
unida al receptor. Las imagenes fueron obtenidas secuencialmente en cortes de 0.8
um. Las imagenes se muestran en tres planos (x,y,z), observandose en la parte
superior el corte transversal mientras que la imagen lateral corresponde al corte

longitudinal de las células.
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Para analizar la distribucion subcelular de esta nueva isoforma de receptores de
vasopresina, se utilizé la proteina de fusion V2b-GFP en conjunto con el marcador
de membrana plasmatica Di-8 ANEPPS. La secuencia de imagenes mostrada en la
figuras 10 y 11 muestran una distribucion en toda la superficie celular citoplasmatica
alcanzando la membrana plasmatica (amarillo, plano xy). Mas aun, el plano Z
permitié discriminar entre subdominios apical y basolateral, encontrandose a la

nueva isoforma V2b igualmente distribuida en ambos compartimientos.

Figura 11: Colocalizacion de la isoforma V2bGFP en células MDCK mediante
microscopia laser confocal. Células expresando establemenete el cDNA de la
isoforma V2b de receptores de vasopresina unida a GFP fueron monitoriadas por
microscopia confocal. El plano xy muestra la colocalizacién en membrana plasmatica
de la quimera V2bGFP con el marcador Di-8 ANEPPS (Amarillo). En el plano Z se

puede apreciar la localizacion atribuida tanto a membrana apical como basolateral.
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Igualmente se hicieron estudios en un tipo celular distinto al renal, escogiéndose la
linea celular no polarizada CHO-K1. Todo esto con el objetivo de observar el
comportamiento de la nueva isoforma en un tipo celular que no contenga receptores
de vasopresina. Se transfectaron pasajeramente el receptor V1a y la nueva isoforma
de receptores de vasopresina V2b unida a la proteina verde fluorescente (métodos
3.2.3.3). Los clones V1a-GPF y V2b-GFP fueron observados mediante microscopia

laser confocal segun se aprecia en las figuras 12y 13.
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Figura 12: Colocalizacion del receptor V1aGFP en células CHO-K1 mediante
microscopia laser confocal: Células CHO-K1 expresando pasajeramente el
receptor V1a unido a GFP fue incubado con el marcador especifico de membrana
Di-8-Anepps. En A células incubadas con sonda Di-8 ANEPPS , En B se observa la
imagen de células transfectadas con la quimera V1aGFP y en C se aprecia la

colocalizacion de ambas en color amairrillo.
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Figura 13: Colocalizacion del receptor V2bGFP en células CHO-K1 mediante
microscopia laser confocal: células CHO-K1 expresando pasajeramente el
receptor V2b unido a GFP fue incubado con el marcador especifico de membrana
Di-8- Anepps como se muestra en A. En B se observa la imagen de células
transfectadas con la quimera V2bGFP y en C se aprecia la colocalizacion tanto del

marcador como de la isoforma V2b.
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Los estudios mediante microscopia confocal de células no polarizadas CHO-K1
tranfectadas con el receptor V1a y la colocalizacién con la sonda especifica de
membrana plasmatica permitieron confirmar la localizacion del receptor V1aGFP
fundamentalmente a nivel de membrana plasmatica. Sin embargo, al examinar la
distribucion de la isoforma V2b en éste tipo celular, ésta se encuentra localizada al
interior de la célula en el citoplasma celular, no logrando colocalizar con el marcador
de membrana. Cabe destacar que la linea celular CHO-K1 no expresa
endégenamente receptores de vasopresina a diferencia de las células MDCK que si

expresan el receptor V2 de vasopresina.

4.5 Movilizacion de calcio

Se realizaron ensayos de movilizacion de calcio en células A-10, MDCK y células
transfectadas establemente con las construcciones V1aGFP y V2bGFP, segun lo
descrito en métodos 3.2.3.4.

Primero se realizd un ensayo control en células A-10 a fin de comprobar que la
medida raciométrica utilizada para medir calcio fuera confiable. Las células A-10
expresan enddégenamente el receptor V1a de vasopresina y ademas, segun la
literatura aumentan calcio, lo que fue corroborado al hacer la medicion como lo

muestra la Fig. 14.
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Figura 14: Movilizaciéon de calcio en células A-10 estimuladas con AVP: Células

A-10 fueron incubadas en tampdn fisioldgico conteniendo Fura 2 y luego estimuladas
con AVP 100 nM.

En la Fig. 14 puede apreciarse que AVP fue capaz de aumentar el calcio
intracelular en células A-10.
A continuacion en la Fig. 15 se observa el resultado de células MDCK sin

transfectar estimuladas con AVP 100 uM.
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Figura 15: Movilizacion de calcio en células MDCK estimuladas con AVP:
Células MDCK fueron incubadas en tampodn fisiolégico conteniendo Fura 2 y luego
estimuladas con AVP 100 nM.

En la figura 15 se puede observar que las células MDCK nativas no movilizan
calcio al ser estimuladas en repetidas ocasiones con vasopresina.

El resultado de la movilizacion de calcio en células MDCK frente al estimulo con

ATP 100 uM se muestra en la figura 16.
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Figura 16: Movilizacién de calcio en células MDCK estimuladas con ATP:
Células MDCK fueron incubadas en tampodn fisiolégico conteniendo Fura 2 y luego
estimuladas con ATP 100 uM.

En la figura 16 se puede observar que ATP fue capaz de elevar las
concentraciones de calcio intracelular, pues las células MDCK poseen receptores
purinérgicos expresados endégenamente.

Se midid movilizacidén de calcio intracelular en células MDCK transfectadas
establemente con la quimera V1a-GFP con el fin de utilizarla como control especifico

de aumento de calcio en receptores de vasopresina, observandose el resultado en la

Fig. 17.
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Figura 17: Movilizacion de calcio en células MDCK V1aGFP estimuladas con
AVP: Células MDCK V1aGFP fueron incubadas en tampén fisiolégico conteniendo

Fura 2 y luego estimuladas con AVP 100 nM.

En la Fig. 17 se observa que la quimera V1a-GFP es capaz de aumentar el calcio
intracelular lo que corrobora experimentos realizados anteriormente en nuestro

laboratorio (Campos et al., 2001).
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Figura 18: Movilizacion de calcio en células MDCK V2bGFP estimuladas con

AVP: Células MDCK V2bGFP fueron incubadas en tampén fisiolégico conteniendo

Fura 2 y luego estimuladas con AVP 100 nM.

La figura 18 muestra que la isoforma V2b-GFP de receptores vasopresina no

moviliza calcio intracelular al ser estimulada en repetidas ocasiones con vasopresina

100 nM. Sin embargo en la figura 19 se aprecia que al estimular con ATP 100uM se

observa un aumento del calcio en células MDCK V2bGFP.
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Figura 19: Movilizaciéon de calcio en células MDCK V2b-GFP estimuladas con

ATP: Células MDCK V2b-GFP fueron incubadas en tampodn fisioldgico conteniendo

Fura 2 y luego estimuladas con ATP 100 uM.
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5. DISCUSION

Los efectos bioldgicos de la hormona arginina vasopresina son llevados a cabo por
tres subtipos de receptores: V1a y V1b que activan fosfolipasas via proteina Gq/11 y
el receptor V2 que activa adenilato ciclasa (AC) via proteina Gs (Birnbaumer, 2000).
El receptor V1a en su mayoria es expresado en higado, cerebro y células del
musculo liso vascular, mientras que el receptor V1ib o V3 se expresa
mayoritariamente en la pituitaria anterior. El receptor V1a y V2 presentan una
estructura primaria con aproximadamente un 45% de homologia en la secuencia
aminoacidica y pertenecen a la superfamilia de receptores con siete dominios de
transmembrana.

Las células epiteliales del riidn son el sitio mas abundante de expresion de
receptores V2. Estudios funcionales de activacién de AC y ensayos de union a
vasopresina han identificado al subtipo V2 principalmente en el asa gruesa de Henle
y tubulo colector (Morel et al., 1987). Sin embargo estas dos porciones del nefrén
difieren en sensibilidad a vasopresina circulante (Imbert-Teboul et al., 1978),
observandose en el tubulo colector un aumento del Ca®* intracelular, via receptor V2
(Champigneulle et al., 1993). Estos datos sugieren la posible existencia de dos
subtipos distintos de receptores V2, o bien la posibilidad de una versatilidad de
acoplamiento a proteinas G del mismo receptor en distintas porciones del nefrén.
Por otro lado, se sabe, que la regidén codificante del gen del receptor V2 es separada
por 2 intrones (Pan et al., 1992), o que podria originar una diversidad de receptores
de vasopresina por empalmes alternativos del RNA mensajero. En 1994 Firsov y

colaboradores (Firsov et al., 1994) demostraron la existencia de un RNA mensajero
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de la porcion distal del nefrén distinto al descrito para el receptor V2 originado por
una variante de empalme al tercer exén, al cual denominaron V2s.

De acuerdo a los datos anteriormente mencionados, se optd por caracterizar esta
nueva isoforma de receptores de vasopresina, clonandola desde rindn de rata por
RT- PCR. Mediante este procedimiento se obtuvieron dos productos de amplificaciéon
correspondientes a dos formas de empalmes distintos del transcrito primario. La
forma predominante correspondié a un fragmento de 1225 pb que codifica para una
proteina de 371 aa, la que fue identificada como el cDNA del receptor V2 de rata
descrito por Lolait en 1992 (Lolait et al., 1992). Ademas, fue identificado un
fragmento de aproximadamente 1100 pb, el cual fue denominado isoforma V2b. El
analisis de la secuencia del gen del receptor V2 revelé que la region codificante es
interrumpida por dos intrones pequenos; el intron | comienza 25 pb rio abajo del
ATG. Esto quiere decir, que posee una secuencia de aproximadamente 357
nucledtidos con un sitio consenso aceptor y uno donador de empalme. El intrén 2
comienza en cambio, en el nucledtido 910, teniendo un sitio donador y dos sitios
aceptores de empalme, siendo estos ultimos, los responsables de las isoformas
detectadas por RT-PCR para receptores de vasopresina.

Producto del empalme alternativo al tercer exén, en la isoforma V2b se produce
una deleccion de 76 pb en el cDNA, lo que provoca un cambio en el marco de
lectura originando una proteina de 31 aa mas corta que la forma normal. Este
cambio compromete a la tercera asa extracelular, al dominio de transmembrana
siete y a la parte carboxiterminal. Basados en andlisis de hidrofobicidad, Firsov y

colaboradores en 1994 postulan que en este segmento generaria un nuevo dominio



60

de transmembrana. Por lo tanto, serian necesarios nuevos experimentos para
determinar si el carboxilo terminal de esta isoforma es intra o extracelular.

A fin de estudiar la localizacién intracelular de esta isoforma del receptor de
vasopresina se clond el V2b en el plasmidio pEGFPN1 de tal forma que la GFP
quedd al lado carboxilo terminal del receptor y en el mismo marco de lectura que
éste y al eliminar el conddn de término del receptor el producto de este gen fue una
proteina de fusion entre el receptor y la GFP.

Una vez obtenido el constructo V2b-GFP, se secuencio tanto el cDNA del receptor
V2b como la GFP, encontrandose una mutacion del cDNA del V2b correspondiente
al nucleétido 115, el cual origina un cambio aminoacidico en la posicién 39
substituyendo el aminoacido alanina por prolina. Esta mutacion esta ubicada 2 aa
antes del comienzo del primer dominio de transmembrana sitio que, probablemente,
no estaria involucrado ni en la llegada a membrana ni en la funcionalidad del
receptor. Esta mutacion fue introducida al subclonar por PCR el receptor en el
plasmidio pEGFPN1, puesto que el cDNA del V2b original no posee esta mutacion.
Este paso fue necesario a fin de eliminar el codén de término del receptor y colocar
en el mismo marco de lectura al receptor y la GFP. La reaccion en cadena de la
polimerasa es una técnica in vitro que imita la habilidad natural de la célula de
duplicar el DNA (Stryer, 1995). EI mayor problema en el PCR es la fidelidad de copia
de la enzima Taq polimerasa. Existen distintos tipos de polimerasas que de acuerdo
a la fidelidad de la replicacion se clasifican en mas o menos confiables para efectuar
la reaccidon de PCR. De acuerdo a esto la mutacién habria sido provocada por el uso
de un tipo de Taq polimerasa que no poseia actividad para corregir los errores en la

insercion de nucledtidos.
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Ahora bien, teniendo en cuenta la importancia que juega el segmento carboxilo
terminal en el correcto procesamiento e insercion del receptor en la membrana
plasmatica (Schilein et al., 1996), se investigo si la nueva isoforma V2b era capaz
de comportarse funcionalmente de manera parecida a los demas receptores.

La GFP ha sido ampliamente utilizada para observar expresion génica, trafico de
proteinas y localizacion de receptores (Kain et al., 1995; Tavaré et al., 2001)
incluyendo estudios de distribucion subcelular de receptores de vasopresina
(Schilein et al.,1998; Campos et al., 2001). Estos estudios han demostrado que la
expresion de los receptores como proteina de fusion a la GFP no cambia las
propiedades funcionales ni farmacolégicas de los receptores

Con el objeto de estudiar la localizacion intracelular de la isoforma V2b, se escogio
la linea celular MDCK, la cual esta bien caracterizada para estudiar polaridad celular
(Yeaman et al., 1999). Estas células cumplen varios requisitos, entre los cuales el
mas destacable, es la capacidad de poder diferenciarse en subdominios, originando
una estructura polarizada. Ademas, en estas células se han realizado numerosos
estudios de trafico intracelular de receptores acoplados a proteina G (Schiulein et al.,
1998; Campos et al., 2001; Hermosilla y Schilein 2001). Se realizaron
transfecciones estables en células MDCK de la fusion de fusion V2b-GFP, ademas
como control fueron utilizadas células que expresaban establemente el receptor V1a
unido a GFP (Campos et al., 2001) y GFP en el mismo tipo celular. Se escogio al
receptor V1a de vasopresina como control, pues alcanza la membrana plasmatica
con facilidad, posee funcionalidad y ademas es un receptor modelo en la familia de

receptores acoplados a proteina G (Thibonnier, 2000).
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Los estudios de microscopia confocal de la proteina de fusion V2b-GFP se
realizaron en células cultivadas a 100 % de confluencia, puesto que es requisito
fundamental que sean cultivadas por un periodo largo de tiempo para alcanzar la
diferenciacién de los compartimientos apical y basolateral. Se utilizaron como
proteinas control la quimera V1a-GFP. Se observd que este receptor estaba
localizado principalmente en la membrana plasmatica confinado al compartimiento
basolateral, no observandose en el dominio apical. Estos resultados son
coincidentes con aquellos obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio sobre el
comportamiento de este receptor (Gonzalez et al., 1997; Campos et al., 2001 ). Por
otra parte, microscopia confocal de células MDCK expresando solamente a la GFP,
mostré que esta proteina se encuentra ubicada en el citoplasma y nucleo celular.
Cuando se estudido mediante microscopia confocal la localizacién de la proteina de
fusion V2b-GFP, ésta se localizé en membrana plasmatica, pero también se aprecio
marca en el citoplasma celular. Posteriormente, a fin de determinar si efectivamente
el receptor V2b unido a la proteina verde fluorescente se encuentra en la membrana
celular se utilizé un marcador de membrana plasmatica. Se escogid por tanto una
sonda lipofilica del tipo potenciométrica fluorescente denominada Di - 8 Anepps que
se intercala en la membrana plasmatica. Este marcador emite a dos longitudes de
onda de emision, 465nm y 635 nm, observandose emision roja al ser excitada. Por lo
tanto, al hacer la superposicién de ambas imagenes, es decir, aquella dada por el
receptor V2b unido a GFP y aquella dada por la sonda de membrana deberia
observarse de color amarillo. Como control se expresdé de forma pasajera a la

proteina verde fluorescente en células CHO-K1, que por ser proteina soluble no
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deberia aparecer en membrana, sino quedar retenida en el citoplasma celular y por
lo tanto, no deberia haber colocalizacién de ambos. Los resultados apoyaron la idea
que el marcador de membrana plasmatica era especifico pues la GPF no logré
colocalizar con la sonda.

Observaciones por microscopia confocal revelaron que el receptor V2b se localizé
en toda la superficie celular, es decir tanto en el dominio basolateral como en el
compartimiento apical. La superposiciéon de imagenes obtenidas del receptor V2b y
aquellas generadas con la sonda de membrana muestran claramente que el receptor
V2b alcanza la membrana celular. Estos resultados son diferentes a lo observado
respecto a distribucién subcelular de receptores de vasopresina, pues el receptor
V1a se ubica principalmente en el dominio basolateral al igual que el receptor V2,
encontrandose cantidades casi indetectables en el subdominio apical (Schulein et
al., 1998; Andersen- Beckh et al., 1999; Campos et al., 2001).

La expresion apical generalmente es menos comun en receptores acoplados a
proteinas G observandose solo en receptores A1 de adenosina (Saunders, et al.,
1996) y en el receptor de rodopsina (Chuang y Sung, 1998). La expresion
basolateral ha sido demostrada, en cambio, para el receptor adrenérgico aa (Keefer
y Limbird, 1993), a2s y aoc (Wozniok y Limbird, 1996), en receptores de TSH, FSH y
LH (Beau et al., 1997), receptores purinérgicos Pyy11 (Zambon et al., 2001), receptor
de glutamato metabotrépico R7 (mGIuR7) (McCarthy et. al., 2000) y los receptores
de vasopresina V1a y V2 (Campos et al., 2001; Schulein et al., 1998).

Estudios sobre las bases moleculares involucradas en la polarizacion de GPCRs,

indican que la direccion de las proteinas a distintos subdominios estaria relacionada
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con secuencias de sefal localizadas en regiones de la proteina ya sean contiguas o
no (Saunders et al., 1998).

Se ha determinado que las sefiales citoplasmaticas basolaterales son dominantes
frente a aquellas apicales exoplasmaticas. De hecho, formas truncadas de
receptores de membrana basolateral, como por ejemplo el receptor de LDL y Fc, que
han perdido sus sefnales citosdlicas, son destinadas a menudo a membrana apical,
reflejando la existencia de sefales apicales recesivas (Mostov et al., 1986; Prill et al.,
1993). Recientemente, sin embargo, se han determinado ciertas excepciones a la
regla de las sefales basolaterales dominantes, como es el dominio corto
citoplasmatico de la proteina apical hemoaglutinina (Jacob et al., 1999).

Estudios anteriores mostraron que el receptor V2 de vasopresina era expresado
predominantemente en membrana basolateral (Schuilein et al., 1998; Andersen-
Beckh et al., 1999), siendo el dominio intracelular numero 2 el que contenia las
sefales que promueven expresion en esta superficie, la cual era senal dominante
frente a la porcidén carboxilo terminal que contiene la sefiales de direccion apical
(Hermosilla y Schulein 2001).

En el presente estudio se observd la localizacion del receptor V2b tanto en el
dominio apical como basolateral. Esto podria tener al menos dos explicaciones
posibles, la primera que el receptor pierda su expresion polarizada al cambiar su
parte carboxiterminal y entonces ser destinado tanto al dominio apical como
basolateral, y la segunda, que el receptor sea destinado a la membrana apical y

aquel que se encuentra en el dominio basolateral sea producto del rescate por
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oligomerizacion con el receptor V2a nativo. La posibilidad que el receptor V2b sea
destinado a la membrana apical se sustenta en el hecho que este receptor conserva
los dos sitios de N-glicosilacion, los cuales se ha visto que son sefales de
destinacion apical y por otro, pierde dos potentes dominios de destinacion
basolateral, como son los motivos NPXY y un motivo dileucina al cambiar la parte
carboxiterminal producto del empalme alternativo. La oligomerizacion de receptores
es un fendbmeno cada dia mas aceptado y explicaria el rescate funcional de formas
mutadas o truncadas de receptores, lo que ha sido ampliamente demostrado en los
receptores V2 de vasopresina (Zhu and Wess, 1998; Birnbaumer, 2000). Este
mecanismo podria estar ocurriendo en este sistema puesto que las células MDCK
expresan endogenamente receptores V2a de vasopresina y eso podria explicar la
localizacion basolateral de parte del receptor V2b.

Ahora bien, con el objetivo de establecer si esta nueva variante de empalme
cumple algun rol funcional, se realizaron ensayos de movilizacion de calcio
intracelular en células MDCK transfectadas con V2b-GFP y se usaron como control
células A-10 que expresan receptores V1a y células MDCK transfectadas con el
V1a-GFP. Se determin6 el aumento de calcio intracelular en células MDCK que
expresan establemente la proteina de fusion V2b-GFP y a concentraciones de 100
nM no fue posible observar una respuesta, sin embargo las células respondieron
correctamente a ATP, indicando que los sistemas de transduccion de sehales
estaban intactos. En cambio células que expresaban establemente la proteina de
fusién V1a-GFP o expresaban enddégenamente el receptor V1a como las células A-

10 respondieron a las mismas dosis de AVP. Estos resultados claramente muestran
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que esta nueva isoforma al menos no estaria acoplada al sistema PLC-IP3-aumento
de calcio intracelular.

La transduccion de sefiales es un mecanismo complejo que necesita de la
interaccion de un conjunto de proteinas que amplifiquen una sefal a través de la
célula (Alberts, 1995). El resultado negativo respecto a la movilizacién de calcio en la
quimera V2b-GFP puede deberse a varios motivos. Primero, puede ser que el
mecanismo de transduccion de sefales para este receptor sea por interaccion a
adenilato ciclasa al igual que el receptor V2 de vasopresina, o bien que la GFP
fusionada al extremo carboxilo terminal pueda ocasionar un plegamiento anormal del
receptor que no permita la interaccion con las otras proteinas de la cascada, sin
embargo, este no es el caso para el receptor V1a unido a la GFP que responde
adecuadamente. También puede que el tipo celular utilizado contenga en menor
cantidad ciertos elementos implicados en la transduccion de sefiales o bien que
simplemente esta isoforma no sefalice por si sola, sino que necesite de la
interaccion con otros receptores formando heteroligomeros, como ya ha sido
descrito para una gran cantidad de receptores acoplados a proteina G, entre ellos el
receptor GABA, (White et al. 1998) .

Las células MDCK poseen receptores del tipo V2 de vasopresina, como se
menciond anteriormente, por esta razon se estudid en un tipo celular totalmente
distinto que no expresara receptores de vasopresina, como la linea celular derivada
de ovario de hamster chino CHO-K1. Se hicieron transfecciones pasajeras de las
proteinas de fusién V1a-GFP y V2b-GFP observandose la localizacion mediante

microscopia confocal con el marcador de membrana Di- 8 Anepps. Los resultados
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fueron concluyentes, el receptor V1a se localizé principalmente en membrana
plasmatica mientras que la isoforma V2b no logré colocalizar con la sonda
marcadora de membrana, quedandose en el interior del citoplasma celular. Esto
puede ser porque el receptor V2b en esta linea celular no alcance la membrana
plasmatica o porque el receptor es procesado mas lentamente que el V1a. Oksche y
colaboradores en el 2000 han demostrado que el receptor V1a humano alcanza
rapidamente la superficie celular cuando es expresado en forma pasajera mientras
que el receptor V2 de ratdn es procesado mas lentamente y gran parte del receptor
permanece en el citoplasma después de 24 horas de transfeccion. Estos mismos
antecedentes mostraron que el reemplazo de una lisina cargada positivamente por
un acido aspartico en la posicion 100 del V2a humano causa una dramatica
reduccion de la cantidad de receptor que alcanza la superficie celular acompanado
por una retencion en el reticulo endoplasmico. Al contrario, un reemplazo del acido
aspartico en posicién 100 por una lisina en el receptor V2a de ratdbn aumento la
expresion en la superficie celular y disminuyé notablemente la retencion en el
reticulo endoplasmico. Dada la similitud en la secuencia entre el receptor V2 de
ratén y de rata, incluyendo el residuo de acido aspartico en posicion 100, podria ser
posible que el receptor V2b de rata al ser expresado en forma pasajera, es
procesado mas lentamente al igual que el receptor de ratén y por lo tanto, solo una
pequefa proporcidon llegue a la superficie. En cambio, en células que expresan
establemente el receptor la cantidad de receptor que llega a la superficie es mayor y
detectada facilmente en la microscopia confocal. Posteriores experimentos seran

necesarios para substanciar este punto.
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Considerando los resultados obtenidos en esta tesis seria importante investigar si
esta nueva isoforma es funcional, es decir si une el ligando y cual seria el
mecanismo de transduccion de sefial implicado en la conduccidon del mensaje del
V2b. Ademas, seria muy interesante el estudio de rescate funcional de esta isoforma
con el segmento carboxiterminal del receptor V2. Estos nuevos experimentos
podrian aportar valiosa informacién acerca de la real importancia de esta isoforma

del receptor V2 de vasopresina en la fisiologia tubular renal.
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