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1. RESUMEN

Los canales de cloruro tipo CIC son proteinas de membrana que participan en diversas
funciones celulares y mutaciones en los genes que los codifican son causa de
enfermedades. Para explicar el mecanismo por el cual estos canales se abren y cierran
se propuso el modelo de doble cafidn, basado en estudios en CIC-0 de T. marmorata.
Segun este modelo, existirian dos poros idénticos que se abren mediante compuertas
rapidas independientes y una compuerta lenta coman, ambas sensibles al potencial de
membrana. El estudio del mecanismo de compuerta de CIC-2 presenta dificultades por
su baja conductancia de canal Unico. Una forma alternativa de estudio es la mutacién
de aminoacidos potencialmente involucrados en dicho mecanismo. Pérdida de
dependencia de potencial de la compuerta lenta, por mutaciones en la cisteina 212 del
CIC-0 y la homéloga del CIC-1 humano (C277), han sido reportados previamente.

En la presente tesis se muestran los resultados de la evaluacion funcional de la
mutacion en la cisteina homdloga del canal CIC-2 (C256). Mediante la técnica de patch-
clamp, se estudiaron las propiedades electrofisiolégicas relacionadas con el
mecanismo de compuerta y de poro. Los resultados muestran un cambio de ~30 mV en
la dependencia de potencial, un aumento de la probabilidad minima de apertura en ~20
%, ademas de alterarse la cinética de apertura y cierre. La secuencia de permeabilidad
del canal a diferentes aniones no se modifico. Estos resultados sugieren que la
mutacion C256 en CIC-2 pone de manifiesto al menos dos mecanismos de compuerta,

uno de ellos homologable a la compuerta lenta descrita para CIC-0 y 1.



SUMMARY

CIC-type chloride channels are membrane proteins that perform a variety cellular
functions, and several mutations in their coding genes lead to disease. Based on
previous investigation of CIC-0, a so-called double-barrelled model has been proposed
to explain the channel voltage dependent opening and closing. In this model two
identical pores are gated independently (fast gates) and a common slow gate controls
both pores at the same time. In CIC-0 and CIC-1 a single point mutation of a conserved
cysteine, C212 in CIC-0 and C277 in human CIC-1, has been shown to abolish or
greatly reduce the contribution of the slow gate. This residue is conserved in CIC-2, a
channel of ~50 % homology with CIC-0 and 1. The study of the gating mechanism of
CIC-2 has been hampered by its low single-channel conductance. One way to approach
the problem might be to attempt the molecular identification of the gate by site specific
mutagenesis. In the present thesis a functional evaluation of a mutation in the conserved
cysteine of CIC-2, which corresponds to C256 in the rat, is presented. The functional
analysis was carried out using the patchclamp technique, studying the gating and pore
features. CIC-2C256A showed altered gating with a shift by ~30 mV of the voltage-
dependence curve. The minimum open probability was increased to about ~20 % and
both opening and closing kinetics were affected. The pore properties were not altered
as deduced from a study of the permeability sequence for different anions.

These results suggest that in CIC-2 there are at least two gating mechanisms, one of

which resembles the slow gating of CIC-0 and CIC-1.



2. INTRODUCCION

El cloruro (CI) es el anibn que se encuentra en mayor concentraciéon en el
espacio extracelular en sistemas multicelulares. Su movimiento a través de las
membranas tanto plasmaticas como de organelos ctoplasmaticos es mediado por
transportadores y canales ionicos.

En cuanto a los transportadores de cloruro identificados se ha determinado que
estos no consumen ATP en forma directa, sino mas bien utilizan la energia generada
por los gradientes de otros iones y con ello movilizan cloruro en contra de su gradiente
de potencial electroquimico. Ejemplos de estos son los cotransportadores NaCl y
NaK2Cl, que acoplan el gradiente de sodio generado por la bomba Na,K ATPasa para
generar la entrada de cloruro a la célula. Los cotransportadores de KCI acoplan el
movimiento de cloruro al gradiente inverso de potasio, permitiendo la salida de cloruro
de la célula.

Otro tipo de transportadores como los intercambiadores involucrados en la
regulacion del pH también afectan el gradiente de cloruro, este es el caso del
intercambiador de CI/HCOs el cual acumula cloruro al secretar HCOs'.

El movimiento pasivo a favor del gradiente de cloruro a través de canales i6nicos
ocurre por la acumulacion o disminucion de cloruro dentro de la célula, por accion de
procesos de transporte activo secundario.

Este movimiento a través de canales iGnicos participa en procesos tales como la
regulacion de la excitabilidad celular, transporte transepitelial de sales, regulacion del

volumen celular y acidificacién de organelos citoplasmaticos.



Entre los canales de cloruro identificados molecularmente se encuentran los
canales activados por ligando (receptores de glicina y GABA), CFTR, familia de canales

de cloruro CIC y CLCA (canales de cloruro activados por calcio).

2.1 Familia de canales de cloruro CIC

La familia de canales i6nicos CIC (chloride channel) estd formada por nueve
proteinas de membrana encontradas en mamiferos clonados por homologia a partir de
CIC-0 clonado desde el organo eléctrico de Torpedo marmorata (Jentsch et al., 1990).
Ademas, existen homoélogos en diversos organismos entre los que se encuentran
plantas (Miyazaki et al., 1999) levaduras (Gaxiola et al., 1998) y bacterias (Mindell &
Maduke, 2001) (ver figura 1).

La importancia fisiopatolégica de los canales CIC, ha sido demostrada por la
relacion causal existente entre mutaciones en alguno de sus miembros vy
enfermedades. Entre estas enfermedades se encuentran la miotonia congénita
relacionada con mutaciones en CIC-1 (Koch et al.,, 1992), enfermedad de Dent
relacionada con CIC-5 (Lloyd et al., 1996), sindrome de Bartter relacionado con
mutaciones en CIC-Kb (Simon et al., 1997) y osteopetrdsis con CIC-7 (Kornak et al.,
2001).

La topologia propuesta inicialmente para la familia CIC, obtenida mediante el
analisis hidropatico realizado para el primer canal clonado CIC-0, arroj6 13 dominios
potenciales de transmembrana (Jentsch et al, 1990). Posteriormente, mediante

estudios bioquimicos tanto de mutagénesis, proteccion de proteasas, como de



modificacion de cisteinas se postulé que los canales CIC tendrian entre 810 dominios
de transmembrana y los extremos carboxilo y amino terminal orientados hacia el
espacio intracelular (Schmidt-Rose & Jentsch, 1997); (Kuchenbecker et al., 2001).

Un gran avance en la comprension de la estructura de los canales CIC provino
de estudios recientes mediante cristalografia de rayos X, de los canales de origen
bacteriano, StCIC (Salmonella typhimurium) y EcCIC (Escherichia coli)
respectivamente (Dutzler et al., 2002). Entre los principales hallazgos de este estudio
estan:

1) El modelo topologico es altamente complejo presentando dieciocho alfa

hélices denominadas AR, las que en su mayoria no atraviesan por completo la

membrana (ver figura 2).

2) La disposicion espacial de las alfa hélices identificadas en la membrana es de

forma antiparalela, la que permite la presencia del cloruro en el centro de la

membrana de manera energéticamente favorable.

3) Se identificaron las regiones que forman el filtro de selectividad canal (ver

figuras 3-4).

4) Ademas se demostré que los canales CIC presentan una estructura

cuaternaria dimérica, con dos poros formados por cada subunidad. Confirmando

con ello los estudios iniciales de canal unico en CIC-0 que evidenciaban la
estructura de doble poro (Miller,1982).

Los canales cristalizados presentan un 11 % de identidad con res pecto los CIC
de origen mamifero, este bajo porcentaje se debe principalmente a la existencia en

éstos Ultimos de extremos tanto amino como carboxilo terminal de un largo mucho



mayor al de los canales bacterianos. Sin embargo, regiones tan importantes como el
filtro de selectividad son practicamente idénticas y algunas regiones de transmembrana
son altamente conservadas entre los canales tipo CIC, incluyendo a los canales de

origen mamifero.

2.2 Canal de cloruro CIC-2

2.2.1 Expresion del mRNA

El RNA mensajero de CIC-2 presenta una expresion ubicua, lo que ha sido
demostrado mediante las técnicas de Northern blot, RT-PCR e hibridacion in-situ
encontrandose en diferentes tipos celulares como por ejemplo: células epiteliales de
intestino, rifidn y pancreas, neuronas entre otras (Thiemann et al., 1992). Esta

expresion contrasta con otros integrantes de la familia CIC que presentan una expresion
tejido especifica como por ejemplo CIC-1 que solamente expresado en tejido muscular

asi como también las isoformas CIC-ka y CIC-kb que son especificas del rifion (ver

figura 1).

2.2.2 Expresion recombinante de CIC-2

La expresion recombinante de CIC-2 tanto en oocitos como en células de origen
mamifero, tales como las HEK-293, han permitido su estudio y caracterizacion,

determinandose que es un canal de lenta activacion a potenciales hiperpolarizantes



r==-CIC-0)
CIlC-1
Clc-2

CIC-3
ClC-4
CIC-5

e e e =)

Loy seClC
ClC-6
—CIC-7

I

—————— ALCIC-ed
-------- ecCIC-1

CIC-Ka
CIC-Eb

La Familia CIC de canales de cloruro

Espeacie /! Tejido

Torpedo marmorata

electrocitos del tejido eléctrica

Miseulo esquelatico
Thima

Fifidn

Fafidn

Thimao

Thimao

Fifidn, cerebro, hizado
Aaccharomyces cerevisiae
TThimao

Thimic

Arabidopsis thaliona

FEscherichia coli

Funcion propuesta
Estabilizacicn del potencial

de membrana

Estabilizacion del potencial

de membrana

Eegulacidn de wobumen cebalar?
Eegulacidn de [iC1] intracebalar?

Transporte de Cl transepitelial

Transporte de Cl transepitelial

Eegulacidn de vohumen cebilar?
7

Aoidificacion de vesioalas
intracehilares

Transporte de Clen wesimalas
intracehilares

¥
¥

¥

Enfermedad

Mictoma congémta

Dizbetes insipida en ratones KO,

Sindrome de Bartter

Enfermedad d= Dent

Figura 1. Familia de canales de Cloruro CIC. Canales de cloruro encontrados y

agrupados de acuerdo al grado de homologia que presentan con respecto al primer

canal clonado (CIC-0), se indica ubicacioén, funcion y enfermedades asociadas a ciertos

miembros de esta familia (Jentsch, T. et al, 1996).



Figura 2. Estructura de una subunidad de StCIC. A) representacion en forma de
cilindros de las regiones a-hélice denotadas (AR), se indica las regiones formadoras
del filtro de selectividad mediante color rojo B) representacion espacial de las regiones
a-hélice, indicandose ademas la presencia de un i6n cloruro (esfera de color rojo)

(Dutzler, R. et al, 2002).

Figura 3. Estructura del filtro de selectividad de StCIC. Regiones a-hélice
representadas en forma de cilindros con sus correspondientes denominaciones (A-R),
indicandose las regiones formadoras del poro, estando la region intracelular en

orientado hacia abajo y la regién extracelular hacia arriba (Dutzler, R. et al, 2002).



Figura 4. representacion en cintas de la estructura dimérica del StCIC. A) Plano
superior mostrando la presencia de dos iones de cloruros uno en cada poro (esferas
de color verde) B) vista lateral de la representacion. La ubicacion de cada subunidad

es representada por un color diferente (rojo y azul) (Dutzler, R. et al, 2002).
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(Grunder et al., 1992) y que se encuentra en su estado cerrado en condiciones basales.
También puede ser activado por diferentes estimulos como aumento hipoténico del
volumen celular (Grunder et al., 1992), pH extracelular &cido (Jordt & Jentsch, 1997),
desestabilizacion del citoesqueleto por medio de reactivos como citocalasina D (Ahmed
et al., 2000).

El estudio del canal recombinante ha permitido establecer las caracteristicas
biofisicas y farmacolégicas de este canal.

Entre las propiedades biofisicas del CIC-2 se encuentran:

1 - Secuencia de selectividad caracteristica Cl -> Br > | -.

2 - Los procesos de activacion y deactivacion son dependientes de tiempo y

voltaje, siendo ademas ajustables a una funcion exponencial doble.

3 - Desde el punto de vista farmacolégico no existen inhibidores especificos de
CIC-2, sin embargo mediante el uso e una bateria de inhibidores se ha logrado una
buena identificacion, siendo también de gran importancia para este fin los farmacos que
no ejercen efecto sobre el canal.

CIC-2 es inhibido por:

-Cd*2 (100 mM) Y Zn*+2 (100 mv)
-9-AC (anthracene-9-carboxylic acid) en una concentracién de 1 mM
-DPC (diphenylamine-2-carboxylic acid) 1 mM
-NPPB (5-nitro-2-(3-phenylpropylamino) benzoic acid 0.5 mM
No presenta inhibicién por:
-DIDS ( 4.4’-diisothiocyano-2.2 disulfonic acid)

-Tamoxifeno
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2.2.3 Expresion de CIC-2 en células nativas

El canal de cloruro CIC-2 es una proteina de 908 aminoéacidos (ver figura 5) y de
~99 KD. Mediante estudio de patch-clamp, evaluando tanto propiedades biofisicas
como farmacoldgicas antes mencionadas es posible identificar corrientes tipo CIC-2,
que muy probablemente reflejan la expresion funcional del canal. Dichas corrientes se
han encontrado en neuronas (Clark et al., 1998); (Smith et al., 1995), células gliales
(Ferroni et al., 1997); (Nobile et al., 2000), células de Sertoli (Bosl et al., 2001), células
de Leydig (Bosl et al., 2001), células del pigmento retinal (Bosl et al., 2001), células
acinares de la parotida (Arreola et al., 1996) y células de colon distal (Catalan et al.,
2002). Sin embargo, esta identificacion debe ser confirmada mediante un estudio en el
modelo knock-out, o que s6lo ha sido demostrado para células acinares de la parétida
(Nehrke et al., 2002), de Sertoli, Leidyg y del pigmento retinal (Bosl et al., 2001).

Ademas se han identificado corrientes tipo CIC-2 en lineas celulares T84 (células
de colon humano); (Fritsch & Edelman, 1997) y células Caco2 (epitelio intestinal

humano); (Mohammad-Panah et al., 2000).

2.2.4 Rol fisiolégico propuesto para CIC-2

En cuanto al rol fisiolégico que cumpliria CIC-2, no existe consenso por el

momento, sin embargo existen varias hipotesis propuestas por diferentes investigadores

entre las que se encuentran:
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- funcién reguladora de la concentracion de cloruro del medio intracelular (Staley
etal., 1996).

- regulacién del volumen celular (Grunder et al., 1992); (Furukawa et al., 1998);
(Xiong et al., 1999).

- participacion en el proceso de formacién de pulmén y rifidbn (Murray et al.,
1995); (Blaisdell et al., 1999); (Huber et al., 1998).

- participacion en el transporte transepitelial (Schwiebert et al,
1998).(Mohammad-Panah et al., 2000;Catalan et al., 2002)

- participacion en la secrecion gastrica (Malinowska et al., 1995).

- participacion en el ciclo celular (Furukawa et al., 2002).

No obstante las hipétesis propuestas, el modelo knock-out del CIC-2 en raton no
contribuy6 al esclarecimiento del rol funcional, mostrando solo cambios degenerativos
en testiculos (espermatogonias) y retina (fotorreceptores). En ambos tipos de tejidos
existe un contacto muy estrecho entre estos Ultimos y células epiteliales de soporte
(células de Sertoli y células epiteliales del pigmento retinal respectivamente). La
degeneracion se inicia cuando se comienza a formar la barrera hemato-testicular y
hemato-retinal, lo que sugiere un rol critico del canal en el transporte a través de tales
barreras (Bosl et al, 2001). Sin embargo, la existencia de mecanismos de
compensacion activados en respuesta a la falta de una proteina en etapas muy
tempranas del desarrollo, podrian enmascarar otras funciones expresadas

posteriormente una vez terminado el desarrollo.
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2.3 Mecanismos de apertura de los canales de cloruro CIC

Para los canales CIC se ha propuesto un modelo de doble cafién basado
principalmente en estudios electrofisiologicos realizados en bicapas de vesiculas de
membrana plasméatica del 6rgano eléctrico de T. marmorata. Mediante estudios de
canal unico se identificd dos niveles de conductancia igualmente espaciados de ~10 pS
y ~20 pS ademas de periodos inactividad (cero conductancia). La distribucién de estos
estados de conductancia se ajustaron a una distribucion binomial siendo la primera
evidencia de la estructura de doble poro confirmada recientemente por la estructura
cristalizada. El modelo de doble cafion establece la existencia de dos poros idénticos
que pueden abrirse y cerrarse en forma independiente el uno del otro mediante
compuertas rapidas o fast gates y otro mecanismo que controlaria ambos poros en
forma simultanea mediante una compuerta lenta o slow gate. Ambos procesos
dependientes de potencial. Sin embargo esto soélo ha sido demostrado para los canales
CIC-0 y CIC-1 lo que se logré mediante el estudio de la actividad de canal unico (Miller,
1982); (Saviane et al., 1999) (ver figura 6).

En publicaciones recientes mutaciones en residuos de cisteina tanto en CIC-0
(C212S) (Lin & Chen, 2000) como en la cisteina homodloga del CIC-1 (C277S) (Accardi,
A.2001), provocaron la pérdida de la dependencia de potencial de la compuerta lenta,
presumiblemente a causa de una estabilizacion de dicha compuerta en su estado
abierto. La mutacién en CIC-0 no afectd la compuerta rapida y mostr6 ademas una

estrecha relacién con el efecto de inhibicién mediado por Cd** y zZn**, estos cationes
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ejercerian su efecto alterando la compuerta lenta, por tal motivo esta mutacién genera
la pérdida de inhibicion por estos cationes divalentes (Chen, 1998;Lin et al., 1999).

En CIC-1 la mutacion afectdé en un grado mucho menor la compuerta rapida a
diferencia de CIC-0, lo que sugiere que existe una relacibn mas estrecha entre ambas
compuertas, a diferencia CIC-0. Para CIC-2 no existen estudios de canal Unico que
permitan el analisis de los mecanismos de compuerta, por lo tanto una de las formas de
estudiar y postular un modelo es mediante la identificacion de las compuertas
propuestas mediante el estudio de las corrientes macroscépicas.

CIC-2 junto con CIC-1 y CIC-0 forman parte de la primera rama de la familia CIC
(ver figura 1), esta rama solo es integrada por canales que se expresan en la
membrana plasmatica y tienen alrededor de un 50 % de identidad. La presencia en
CIC-2 de un residuo de cisteina homadlogo a los anteriormente mencionados (ver figura
5), permite postular un papel en los mecanismos de compuerta andlogo a los de CIC-0y
CIC-1. De verificarse esta prediccion, se podria especular que las compuertas
presentes en los canales mejor estudiados también estan presentes en CIC-2.

En el siguiente trabajo se muestran los resultados obtenidos al generar la
mutacion sitio dirigida en la cisteina 256 por alanina (C256A) y su efecto en la las
propiedades electrofisioldgicas del CIC-2. El estudio de los canales tanto mutados
como tipo silvestre fue realizado por medio de la técnica de patch-clamp. Dicha técnica
permite el analisis de la dependencia de voltaje de la activacion, la cinética de apertura

y cierre y el estudio de la selectividad a diferentes aniones.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias aminoacidas de los canales CIC-0, CIC-1

y CIC-2. Secuencias obtenidas de la base de datos NCBI codigos de acceso X56758,

CAA80996 y X64139 respectivamente. Se indican los residuos de cisteina homaologos,

ademas de las regiones alfa hélice identificadas.
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Figura 6. Esquema cinético propuesto para los canales de cloruro CIC. Modelo de
doble cafion propuesto inicialmente para CIC-0, se representan las dos compuertas

independientes que controlan cada protoporo (compuertas rapidas) y una compuerta
comun que controla ambos protoporos (compuerta lenta), ademas se indican las

constantes de velocidad que controlan los diferentes estados cinéticos (Miller, 1982).



18

2.4 HIPOTESIS DE TRABAJO

La mutacion del residuo de la cisteina 256 por alanina en el canal de cloruro

rCIC-2 afecta el mecanismo de compuerta del canal.

2.4.1 Objetivo general

Estudiar la cinética del canal de cloruro rCIC-2 mediante el estudio

electrofisiologico de un canal recombinante al que se realizé un cambio de un residuo

aminoacido especifico utilizando la técnica de mutaciones sitio-dirigidas mediante

oligonucledtidos.

2.4.2 Objetivos especificos

1. Generacion de la mutacion sitio dirigida cisteina 256 por alanina en rCIC-2.

2. Estudiar el efecto de la mutacion puntual cisteina 256 por alanina sobre los

mecanismos de compuerta propuestos para el rCIC-2.

3. Evaluar el posible efecto que produce la mutacién en las propiedades de poro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Biologia molecular

3.1.1 Diseio de partidores

Se disefiaron dos partidores para la generacion de la mutacion puntual C256A,

para ello se considero la secuencia nucleotidica del rCIC-2 (NCBI codigo de acceso
X64139), un partidor mutagénico en orientacion sentido sC256A (5¢
TAGGAGTGGGCGCCTGCTTTGCCGCACC-39 y wuno antisentido asC256A (5¢
TGCGGCAAAGCAGGCGCCCACTCCTACTGCG-30¢), estos partidores presentan el

cambio de triplete codificante para el residuo aminoacido cisteina por el triplete

codificante para el aminoacido alanina (el cambio nucleotidico se indica en negrita y
subrayado), ademas se disefiaron dos partidores no mutagénicos uno de los cuales

esta en orientacion sentido AT-8 (56 GCTACCCCAGAGCTCCTA-3¢ y esta ubicado rio
arriba  del sitio a mutar y un partidor antisentido TRBD8 (5¢
GGGAAGAGCAGCCGTTTC-39) ubicado rio abajo de este sitio. Estos partidores fueron

sintetizados por Metabion (Alemania).

3.1.2 Reaccién de la polimerasa en cadena (PCR)

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas en un termo ciclador Perkin

Elmer GeneAmp 2400, usando las siguientes condiciones: denaturacion inicial a 94 °C
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por 2 min seguidos de 20 ciclos con una temperatura de denaturacién de 94 °C por 30
s, una fase de alineamiento a 60 °C por 45 s y una fase de elongacion a 72 °C por 5
min, estas condiciones fueron utilizadas en todas las reacciones de PCR realizadas.
Las mezclas de reaccion contenian alicuotas de las siguientes soluciones
estandar: templado (DNA) de concentracion 100 ng, 0.2 nM de cada partidor, 2.5 u.e.
de DNA polimerasa Pfu (Roche), 100 nM de dNTPs y un volumen final de reaccion de

50 m.

3.1.3 Mutagénesis sitio dirigida

La mutacién sitio dirigida fue redizada mediante un protocolo estandar basado
en la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) (Ho et al., 1989).

Este protocolo consiste en dos rondas de PCR, la primera corresponde a dos
reacciones de PCR separadas, en cada una de éstas se us6 como templado el cDNA
de rCIC-2 clonado en el vector de expresion pCR3.1 (pCR3.1/rCIC-2) ademas de un
partidor mutagénico y un partidor normal lo que gener6 dos productos de amplificacion,
uno por cada reaccion.

Estos productos presentan una region terminal complementaria (region
correspondiente a los partidores mutagénicos).

La segunda ronda del protocolo corresponde a una nueva PCR usando esta vez
como templado los productos de amplificacion obtenidos en la primera ronda, previa
purificacion mediante minicolumnas (Concert, Gibco) ademas del uso de los partidores

normales en este caso TRB-D8 y AT-8 (ver figura 9).
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3.1.4 Subclonamiento del producto de amplificacién en el vector pGEM-T

El fragmento de PCR final fue sometido a un procedimiento para la adicion de
una adenosina extra en los extremos 5¢terminal.

Para esto se utilizé 7 nt de producto de PCR purificado, 1 i de buffer de reaccion
con MgCl 2 Tag DNA Polimerasa 10 X, dATP en una concentracion final de 0.2 mM ,1 ni
de Tag DNA Polimerasa en un volumen final de reaccion de 10 nh Esta mezcla fue
incubada a 70 °C por 30 min y luego se utilizé6 2 m en una reaccion de ligacién usando
el vector pGEM-T (Promega).

Este vector presenta una timidina extra en ambos extremos 3tterminal lo que
mejora la eficiencia de la reaccidbn de ligacibn de poseer genes que confieren
resistencia a antibidticos (ampicilina y kanamicina). Ademas posee el gen de la b-
galactosidasa que permite la seleccidon de las colonias que han sido transformadas con
el vector religado (capaces de metabolizar la b-galactosa y presentan una coloracion
azul) de las colonias que presentan el vector ligado con el inserto deseado, el cual
interrumpe la secuencia de este gen y por tal motivo son incapaces de metabolizar X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolytbeta-D-galactoside) y presentan un color blanco. El
subclonamiento del producto de PCR en el vector pGEM-T tubo como objeto el generar
grandes cantidades de DNA que presenta la mutacion.

La reaccidon de ligacion fue llevada a cabo usando la enzima T4 DNA ligasa
(Promega) durante 16 h a 4 °C en un volumen final de 20 m. La relacion molar entre

inserto y vector fue de 3/1, siendo la concentracion del vector de 50 ng/ n.
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3.1.5 Transformacion de células competentes DH5a con reaccion de ligacion

La reaccion de ligacion fue posteriormente usada para transformar células
competentes DH5a (Gibco BRL), las cuales se descongelaron a 4 °C. A 50 ni de células
competentes se les agregd 3 ni de reaccion de ligacidon y se incub6 en hielo por 30 min.
luego se aplicé un golpe térmico por 1 min. a 37 °C y se incub6 por dos minutos en
hielo. Posteriormente se adicionaron 450 m de medio de cultivo LB sin antibiético y se
mantuvo por una hora a 37 °C con una agitacion de 225 rpm. Esto Gltimo para la
expresion de los genes de resistencia a antibioticos que proporciona el vector pPGEMT
en las células transformadas efectivamente.

Transcurrido este tiempo se cultivo estas células en placas de agar con 100 m/ml
de ampicilina, 50 n/ml de X-Gal y 20 nml de IPTG.

Las placas fueron incubadas a 37 °C toda la noche, luego de lo cual las colonias
de color blanco fueron cultivadas en 5 ml de medio liquido LB con ampicilina a 37 °C
con agitacion a 225 rpm. Luego se realizé la extraccion de DNA plasmidial por el
método de hervido (Holmes & Quigley, 1981), y se llevdO a cabo un analisis de

restriccion para la confirmacion de la existencia del inserto.

3.1.6 Digestion de DNA con laenzima de restriccion BstE

Para confirmar la existencia del producto de amplificacion en el plasmidio

extraido de las bacterias transformadas con la reaccion de ligacion, se realizd un
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analisis de restriccion usando para ello el sguiente procedimiento: se tomé 15 n del
DNA extraido y se agreg6 2 m del buffer de digestion de la enzima (BstE Il) 10 X, 2 ni
de RNAsa y 1 i de la enzima de digestion BstE II, luego se dej6é incubando por una
hora a 37 °C.

Finalmente el andlisis de esta digestion fue realizado mediante una electroforesis
en gel de agarosa al 1.5 % usando como buffer de corrida TEA 1 X. Las bandas de
DNA fueron visualizadas por medio de la tincion con bromuro de etidio en un

transiluminador con una lampara U.V. y fotografiadas para luego ser procesadas.

3.1.7 Purificacion de DNA plasmidial

Una vez confirmada la existencia del producto de amplificacion, se selecciono
una de estas colonias y se dejé creciendo en medio de cultivo liquido LB, con lo cual se
amplificé la cantidad de DNA. Este DNA fue extraido por medio del sistema de
purificacion de DNA Wizard plus midipreps (Promega) basado en lisis alcalina y
purificacion del DNA mediante resinas. La cantidad de DNA extraido de esta forma fue
determinado por medio de un espectrofotometro (Génesis 2) a una longitud de onda de

260 nm.

3.1.8 Subclonamiento del DNA mutado en pCR3.1/rCIC-2

El siguiente paso consistio en extraer el fragmento que tiene la mutacion desde

el vector pGEM-T e incorporarlo al vector de expresion de rCIC-2. La digestion del
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primero se realiz6 con la enzima BstE Il (ver protocolo de digestion 4.16) recuperandose
la banda de 381 pb. que correspondia al inserto. La banda fue extraida del gel y el DNA
fue purificado mediante minicolumnas (Concert, Gibco BRL). Una vez extraido, el DNA
fue ligado en el pCR3.1/rCIC-2 previamente digerido con BstE 1l y desfosforilado con
fosfatasa alcalina intestinal (Roche) con lo que se restablecié la secuencia del rCIG-2
con la mutacién incorporada.

La reaccion de ligacion se realiz6 usando la T4-DNA ligasa (Promega)
incorporando un control para evaluar la posible religacion del vector, en que la Unica
diferencia con respecto a la reaccion de ligacion experimental fue la falta del inserto, en
este caso el DNA de 381 pb. Estas reacciones fueron utilizadas para transformar
células competentes DH5a (Gibco BRL), de haber crecimiento en las placas de agar
sembradas con las células transformadas con la reaccion de religacion el experimento
seria descartado y se deberia repetir la reaccion de ligacion optimizando las
condiciones de desfosforilacion del vector pCR3.1/rCIC-2. Una vez que so6lo se obtuvo
crecimiento de bacterias en la placa experimental, el DNA aislado de las colonias
crecidas fue analizado por medio de un ensayo de restriccibn con la enzima de
restriccion Nhe |. Esta enzima ademas de confirmar la existencia de la secuencia
completa de rCIC-2 informaba acerca de la orientacion en que se habia ligado el
inserto, debido a la presencia de un sitio de corte en el inserto y otro en el vector.
Finalmente se confirmo la presencia de la mutacion mediante la secuenciacién del
fragmento clonado incluyendo los sitios de restriccion en los cuales se realizé el

clonamiento (Medigenomix Alemania).
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3.1.9 Transfeccion transitoria en células HEK-293

Para los estudios funcionales se utilizé la linea celular HEK-293, estas células
fueron cultivadas en placas de vidrio de 60 mm de diametro, usando medio DMEM/F12
suplementado con un 5 % de suero bovino fetal e incubados a 37 °C con un 5 % de
CO2, luego de alcanzar entre un 60-80 % de confluencia, estas células fueron
cotransfectadas con 0.9 ng del vector de expresion pCR3.1 que contiene el cDNA del

rCIC-2 o rCIC-2C256A y 0.3 ng de pH3-CD-8 (este cDNA codifica para el cluster de

diferenciacion CD-8, antigeno de superficie que se expresa en la membrana) ademas
de Lipofectamina Plus (Gibco BRL), segun el protocolo descrito por el fabricante, luego
las células fueron subcultivadas en placas de poliestireno de 35 mm de diametro
(Falcon) e incubadas por 24 h.

La expresion de CD-8 es utilizada como medio de identificacion de las células
que efectivamente habian sido transfectadas, esta identificacion se realizé mediante
microesferas (Dynal) cubiertas con el anticuerpo contra el CD-8. Después de 24 h de
incubacion las células transfectadas fueron puestas en contacto con estas microesferas
por 3 min luego de lo cual se lavaron para eliminar el exceso de microesferas e

inmediatamente se realizaron los estudios funcionales en las células marcadas.
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3.2 Electrofisiologia

3.2.1 Teoria de la técnica depatch-clamp

La técnica patch-clamp es un método electrofisiolégico desarrollado en 1979 por
Neher y Sackmann (Neher & Sakmann, 1992), el cual permite el registro de corrientes a
través de membranas biolégicas de células generadas por la accion de canales ionicos.
Mediante esta técnica se puede mantener y manipular el potencial de membrana
permitiendo el estudio detallado de los canales dependientes de potencial. Esta técnica
se basa en la formacién de un sello con una alta resistencia la que es del orden de los
giga ohm (GW) (10°W), que se establece entre la pipeta vidrio que contiene al
microelectrodo inmerso en la solucién de pipeta y la regibn de membrana que hace
contacto con la pipeta.

La pipeta en contacto con la célula puede controlar el potencial de membrana
debido a que esta conectada a la entrada negativa de un amplificador operacional
(amplificador A figura 7) conectado a una alta resistencia de retroalimentacion, cuya
entrada positiva esta sometida a un potencial (V). La corriente generada por los
canales ionicos (im) modifica el potencial impuesto a la pipeta, siendo esta modificacion
detectada por el amplificador via electrodo de pipeta y con el objeto de mantener el
potencial en el valor fijado, en la entrada negativa del amplificador A, pasa una corriente
de igual magnitud de signo opuesto compensando esta variacion. Por lo tanto el

potencial de salida del amplificador A es igual a:
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Figura 7. Circuito electrénico de la técnica de Patch Clamp. Béasicamente este
circuito actla como un conversor corriente-potencial. Esto permite convertir pequefias
corrientes en cambios en el potencial monitoreables desde un osciloscopio o ser

digitalizados para su almacenamiento y posterior andisis.

Figura 8. Variante de célula completa de la técnica de patch clamp. Después de la
formacion del gigasello, se aplica una leve succién por la pipeta de registro. Como
consecuencia de esto, el parche circunscrito a la pipeta se rompe, quedando la
solucién de pipeta en contacto con el contenido intracelular. La velocidad con que
estos dos contenidos se equilibran dependera del tamafio de la pipeta y de la

resistencia de acceso.



28

Vi=imRf +V

La entrada positiva del segundo amplificador (B) esta conectada a la salida del
primero (A) y la entrada negativa al generador de voltaje por tal motivo la funcion del
segundo amplificador es sustraer V con el objeto de obtener un voltaje proporcional a la
corriente de membrana y dicha corriente estara dada por la actividad de canales. Por tal

motivo el voltaje a la salida del segundo amplificador (V) es:

Como el valor de la resistencia de retroalimentacion se conoce, la magnitud

generada por la actividad de canales idnicos se obtiene mediante la ecuacion anterior.

3.2.2 Obtencion de corrientes macroscopicas

Las corrientes macroscopicas son obtenidas mediante la medicion simultanea de
la corriente generada por una poblacion de canales frente a un estimulo activador
(voltaje), para medir esta corriente se utiliza una variante de la técnica de patch-clamp
denominada ceélula entera (whole cell). Esta configuracidbn consiste en romper
mediante una leve succion la superficie de la membrana que esta en contacto con la
pipeta de registro luego de la formacion del giga-sello, con lo cual se puede manipular
el contenido intracelular, debido a que producto de la ruptura de la superficie de

membrana se produce un equilibrio entre la solucion de pipeta y el contenido
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intracelular, siendo el volumen de la solucion de pipeta enormemente mayor al
contenido intracelular.

Dependiendo de la configuracion utilizada en la técnica de patch clamp, es
posible la manipulacion de la solucion extracelular mediante un sistema de perfusion
local, lo que permite el estudio de los canales frente a bloqueadores y agonistas,

ademds de la caracterizacion de las propiedades biofisicas de cada canal.

3.2.3 Registros depatch-clamp en su configuracién de célula entera.

Las placas de poliestireno que contenian las células marcadas con microesferas
fueron montadas en un microscopio invertido Nikon Diaphot y la medicion de las
corrientes fue por medio de un amplificador RK-400, todos los experimentos realizados
fueron a temperatura ambiente (20-25 °C). La solucién de bafio fue perfundida por
gravedad usando un perfusor local y la mantencion constante del volumen de la
solucion de bafo en la placa fue por medio de una bomba peristaltica Pharmacia, las
pipetas utilizadas para las mediciones se hicieron en un estirador BB-CH (Mecanex
Suiza) usando capilares de borosilicato (Harvard apparatus), las resistencias de pipeta
variaban entre 2-3 MW.

Las corrientes registradas fueron digitalizadas mediante un computador equipado
con un conversor analogo-digital/digital-andlogo Digidata modelo 1200 (Axon
Instruments), ademas se utilizo el programa de generacion de pulsos Clampex (Axon

Instruments).
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La solucién de pipeta utilizada en los experimentos de patch-clamp contenia
100 mM Nagluconato, 33 mM CsCl, 1 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7.4
y la solucion de bafio 140 mM NaCl, 2 mM CaCl;, 1 mM MgCl,, 20 mM Sacarosa, 10
mM HEPES, pH 7.4. Para la determinacion de la selectividad anidnica la solucion de
pipeta utilizada contenia 133 mM CsCl, 1 mM MgCl,, 2 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH

7.4 y en la solucion de bafio se reemplaz6 130 mM de NaCl por una cantidad

equivalente de NaX, donde X representa Gluconato, NO3", Br, [ o F.

3.2.4 Andlisis de datos

El analisis de los datos fue realizado por medio de los software Clampfit (Axon
Instruments) y SigmaPlot. Los trazados de corrientes de activacion y deactivacion

(corrientes de cola registradas a un potencial de +40 mV) fueron ajustadas a una

funcion exponencial doble del siguiente tipo:

I(t)=ale('m D4 ame ("2 4 ¢

Donde I(t) es la corriente en funcién del tiempo (t), t1 y t> son las constantes de
tiempo y a y a, corresponden a las amplitudes de corrientes de los componentes
respectivos y c corresponde a la amplitud de corriente constante en el estado
estacionario. Las fracciones de amplitud A, A fueron obtenidas dvidiendo & y & por

la corriente total obtenida, para la obtencion de A en la activacion se sumoé &y, & yCcy
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el resultado fue dividido por la corriente total en este caso c, para A correspondiente a
la deactivacion se obtuvo dividiendo ¢ por la suma deaj, a; y C.

Para la determinacion de la activacion dependiente de potencial, las amplitudes
de las corrientes de cola fueron ajustadas a la funcién exponencial doble y luego
normalizadas a su maximo valor extrapolable y graficadas en funcién del protocolo de
pulsos utilizado (potenciales). La asi obtenida dependencia de voltaje fue ajustada a

una ecuacion de Boltzmann del siguiente tipo:

Donde I, I, y Imax SOn la corriente en funcion del voltaje, corriente residual
independiente de voltaje y la corriente maxima en estado de completa activacion
obtenida por medio de la extrapolacion respectivamente, V2 es el voltaje en el cual
existe un 50 % de activacion y b es la pendiente de dicha funcion.

La razon de permeabilidad (P) fue calculada a partir del cambio en el potencial
de reversion Eey, frente a un cambio en la concentracion de cloruro, usando para ello la

ecuacion de Goldman-Hodkin-Katz:

_@®Tq, @ P[Cl] 0 aRTg aRy[Cl ],
e

E rev,Cl g F o éPu[Cl lo +PiX 1.5 éF @ ng[Cl Lo+

-E

rev,X

Donde R, T y F son la constante de los gases ideales, la temperatura medida en
grados Kelvin y la constante de Faraday respectivamente, [X] corresponde a la

concentracion del anién de intercambio (Gluc’, NOs', Br, [ o F), [Cl]o ¥ [ClI]o*
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corresponden a la concentracion de cloruro en la solucion de bafio antes y después del
cambio anionico, [CI]; y [CI]ix corresponden a la concentracion de cloruro en la solucion
de pipeta antes y después del cambio anidnico.

Debido a que la solucion de pipeta se mantiene constante en todos los
experimentos de intercambio de aniones, la razén de permeabilidad es simplificada a la

siguiente expresion:

B 2. (Erev a-Erev x) F .
gl ],. 6 oot = 1o,
§[CT ], 5 X ]

P
I:)CI
Los potenciales de reversion obtenidos de los registros de corriente fueron
corregidos con respecto al potencial de union liquida para cada anién evaluado. Los
experimentos electrofisiologicos fueron repetidos a lo menos tres veces y los datos son
entregados como el promediozerror estandar promedio y las diferencias fueron
evaluadas por medio del test de Student’'s considerando como diferencias significativas

un p<0.05 (*) y (**) indica un p<0.01.



4. RESULTADOS

4.1 Mutagénesis sitio dirigida

Para la generacion de la mutacion sitio dirigida se utiliz6 un método basado en la
polimerasa en cadena (PCR) esquematizado en la figura 9, con este fin se utilizaron los
partidores mutagénicos sC256A y asC256A ademas de dos partidores no mutagénicos
uno de ellos ubicado rio arriba del sitio a mutar y en orientacion sentido (AT-8) y otro en
orientacion antisentido ubicado rio abajo (TRB-D8) en orientacion antisentido, la figura
10 muestra el resultado de las reacciones de PCR, obteniéndose los productos de
amplificacion de los tamafios esperados. La figura 10A muestra el producto de
amplificacion por PCR usando los partidores AT-8 y AsC256A ademas del templado
pCR3.2/rCIC-2 obteniéndose una banda de 596 pb, la figura 10B muestra el resultado
de la PCR usado los partidores TRB-D8 y sC256A, ademéas del templado pCR3.1/rCIC-
2, dando un producto de amplificacion de 362 pb. Una vez obtenido los productos de
PCR deseados se realiz6 la extraccion de estos productos del gel de agarosa. Luego
de purificados se realizé una nueva PCR usando esta vez como templado los productos
de PCR purificados (bandas de 596 pb y 362 pb) y los partidores AT-8 y TRB-DS,
obteniéndose un producto de amplificacién del tamafio de 932 pb lo que corresponde al
tamano esperado (figura 10C).

Los controles negativos de todas las reacciones de PCR realizadas se
diferencian Unicamente de la reaccion experimental por la falta del templado

correspondiente para cada caso, el que fue reemplazado por agua.
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Figura 9. Procedimiento esquematico para la generacidn mutaciones sitio
dirigidas. Método de mutagénesis basado en PCR de extension por superposicion

(overlap-extension PCR).
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Figura 10. Productos de amplificacion por PCR. Electroforesis en gel de agarosa al
1 % tefiido con bromuro de etidio A) carril 1, control negativo de la reaccién de PCR,;
carril 2, estandar de peso molecular de 1 Kb; carril 3, producto de amplificacién de
596 pb obtenido usando los partidores AT-8 y AsC256A. B) carril 1, estandar de peso
molecular de 100 pb; carril 2,control negativo de la reaccion de PCR; carril 3,
producto de PCR de 362 pb obtenido usando los partidores sC256A y TRB-D8 C)
carril 1, Estandar de peso molecular de 1 Kb; carril 2, producto de PCR de 932 pb
obtenido a partir de los fragmentos generados (carriles 3 de las figuras Ay B), como
templado y los partidores AT-8 Y TRB-D8; carril 3, control negativo de la reaccion de

PCR.
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Una vez obtenido el producto de amplificacion final (banda de 932 pb), se extrae
del gel de agarosa y se realizO una reaccion de ligacion usando para ello el vector
PGEM-T y la enzima T4 DNA ligasa (ver materiales y métodos), luego se transformaron

bacterias competentes DHa-5, las que fueron sembradas en placas de agar con

ampicilina como antibiético de seleccion ademas de IPTG y XGal. De las colonias
crecidas se seleccionaron las que presentaban una coloracion blanca y se dejaron
creciendo en medio liquido LB con ampicilina y posteriormente se realizd una extraccion
de DNA plasmidial de las bacterias seleccionadas y un analisis de restriccion para
comprobar la existencia del inserto de interés (producto de PCR final). La enzima
utiizada para este fin fue la BstE Il (Gibco; BRL), la cual presenta dos sitios de
restriccion en el inserto y cuya digestion genera un fragmento de 381 pb ademas de no
presentar sitios de restriccion en el vector pGEMT.

El analisis de restriccion del vector que ha incorporado el inserto debe mostrar la
presencia de dos bandas correspondientes a una de 381 pb y de 3551 pb que
corresponde al vector (3000 pb) mas los 551 pb restantes del producto de PCR final, el
andlisis de restriccion (figura 11) muestra los patrones de digestion de diferentes
colonias bacterianas seleccionadas (carriles 2-4,6-11 y 13-16), mostrando un patrén de
digestion positivo, se indican las bandas y su correspondiente peso molecular, el carril 1
muestra el andlisis de restriccion de una colonia cuyo color azul indicaba la religacién
del vector y por tal motivo la no existencia de sitios de restriccion para la enzima BstE I,
por lo tanto sélo aparece una banda de alrededor de 3 Kb correspondiente al vector

religado.
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Figura 11.

Andlisis de restriccion DNA plasmidial

transformadas con la reaccion de ligacion del producto de PCR final y el vector

pPpGEM-T. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio, las

digestiones fueron realizadas por una hora a 37 °C con la enzima BstE II; Carril 1,

control negativo, DNA extraido de una colonia de bacterias transformadas con el vector

PGEMT religado, mostrando una banda correspondiente al vector sin digerir (~3 Kb) .

Carril 5y 12, estandar de peso molecular de 100 pb; Carril 1-4, 6-11 y 1316 patron de

digestion del DNA extraido de células transformadas con la reaccion de ligacion

mostrando una banda de 381 pb lo que confirma la ligacion del producto de

amplificaciéon y el vector pGEM-T, ademas de la banda correspondiente al resto del

vector de 3551 pb.

extraido de células



Luego de la confirmacion de la existencia del inserto ligado en el vector pGEMT,
se seleccion6 una de estas colonias, la nimero 2, se amplific6 mediante un cultivo
liquido y se purifico usando el sistema DNA Wizard plus midipreps, el DNA obtenido de
esta forma fue sometido a una digestion con el objeto de extraer un fragmento de DNA
correspondiente al rCIC-2, que incluya la mutacion deseada con el fin de restablecer la
secuencia completa del rCIC-2, mediante una reaccion de ligacién. En esta reaccion se
uso el pCR3.1/rCIC-2 previamente digerido y desfosforilado para impedir su religacion.
La figura 12A muestra el resultado de las digestiones tanto de pGEM-T/PCR como del
pCR3.1/rCIC-2 con la enzima de restriccion BstE I, las digestiones fueron realizadas

por dos horas a 37 °C, usando 7 ng de DNA (pGEM-T/PCR) y 1 ny de DNA

pCR3.1/rCIC-2, los carriles 1 y 2 muestran el resultado de la digestion de pGEM T/PCR,
indicando las bandas obtenidas de 381 pb y 3551 pb y los carriles 4 y 5 muestran el
resultado de la digestion de pCR3.1/rCIC-2 indicando las bandas obtenidas de 381 pb y
7.88 Kb. Las bandas de 381 pb carril 1 y 2 asi como las de 7.88 Kb carriles 4 y 5 fueron
extraidas del gel de agarosa y utilizadas en una nueva reaccion de ligacion. La figura
12B muestra la corrida electroforética de unas alicuotas del producto de la extraccion
de las bandas de 381 pb y 7.88 Kb del gel mostrado en la figura 12A, lo que confirma el
buen resultado de la extraccion, ademas de permitir estimar la cantidad de DNA por
medio de la intensidad de las bandas y con ello usar una proporcion molar de (3:1)
vector inserto en la reaccion de ligacion.La reaccion de ligacion para restablecer la
secuencia del rCIC-2 fue realizada usando la enzima T4DNA ligasa, luego se

transformé células competentes DHa-5 con una alicuota de esta reaccién y luego

sembradas en placas de agar con ampicilina.
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Figura 12. Analisis de restriccion. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido
con bromuro de etidio de digestiones realizadas con la enzima BstE Il, Carril 1 y 2
digestion de pGEMT/PCR mostrando las bandas esperadas de 381 pb y 3.551 Kb;
Carril 3 estandar de peso molecular de 1 Kb Carril 4 y 5 digestion cel pCR3.1/rCIC-2
mostrando la bandas esperdas de 381 pb y 7.88 Kb B) Electroforesis en gel de
agarosa al 1 % del resultado de la extraccion de DNA de agarosa, carril 1 extraccion
del DNA de interés (banda de 7.88 Kb carril 4 y 5 figura A) Carril 2 estandar de peso
molecular de 1 kb, Carril 3 extraccibn de DNA de gel de agarosa (banda de 381 pb

carril 1y 2 figura A).



Una vez obtenidas las bacterias efectivamente transformadas se realizd6 una
extraccion del DNA plasmidial y un ensayo de restriccibn para confirmar el
restablecimiento de la secuencia del rCIC-2. Ademas de confirmar que el inserto ha sido
incorporado en orientacion sentido, debido que los sitios de clonamiento utilizados son
generados por una sola enzima, por lo tanto la ligacién del inserto puede ser en
orientacién sentido como antisentido. Los resultados de este analisis son presentados
en la figura 13 la que muestra el patron de digestion de tres colonias diferentes carriles
1, 2 y 4 usando la enzima Nhe |, la digestion fue realizada por una hora a 37 °C,
observandose las bandas esperadas para una ligacion del inserto en orientacion
sentido, una banda de 845 pb y una banda de 7.416 Kb, si el inserto hubiese sido ligado
en orientacion antisentido las bandas obtenidas serian de 612 pb y 7.649 Kb.

Posteriormente se selecciond una colonia bacteriana y se realizd un cultivo en
medio LB liquido con ampicilina por 24 h y luego se purificé el DNA mediante el sistema
DNA Wizard plus midipreps, la colonia seleccionada en este caso es la correspondiente
al carril 2 de la figura 13. EI DNA fue luego secuenciado para confirmar la presencia de

la mutacion.
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Figura 13. Analisis de restriccion de DNA plasmidial. Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio. Digestion de DNA extraido de células
transformadas con la reaccion de ligacion de los fragmentos de 381 pb (digestién de
PGEMT/PCR con BstE Il) y 7.88 Kb (digestion de pCR3.1/rCIC-2 con BstE II). La
digestion del DNA fue realizada con la enzima Nhe | por una hora a 37 °C, los carriles
1,2 y 4 muestran el resultado de la digestién de tres colonias bacterianas diferentes
con un patrén de digestion positivo, mostrando las bandas esperadas de 845 pb vy

7416 pb, el carril 3 muestra el estandar de peso molecular de 100 pb.
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4.2 Expresion de canales en células transfectadas

El andlisis funcional tanto del canal mutado rCIC-2C256A como del rCIC-2, fue
llevado a cabo mediante el estudio electrofisiolégico realizado por Patch-Clamp en su
configuracién de célula entera. Para ello se utilizé una concentracion de cloruro en la
pipeta de 35 mM y en el bafio una concentracion de cloruro 140 mM. En la figura 14A
se muestra un registro de corrientes obtenido de células HEK-293 transfectadas con el
constructo pCR3.1/rCIC-2 y este registro presenta un patron de corrientes esperado
para rCIC-2, en el cual se puede apreciar un aumento de la corriente a potenciales de
membrana hiperpolarizantes, de igual forma a lo que ocurre en 14B cuya figura
corresponde a un registro de corrientes en células HEK-293 transfectadas con el
constructo pCR3.1/rCIC-2C256A cuya expresion corresponde al mutante rCIC-2C256A.
El aumento de la corriente a potenciales hiperpolarizantes corresponde a lo descrito
anteriormente en diferentes estudios realizados en rCIC-2.

Las corrientes enddgenas obtenidas de células HEK-293 sin transfectar es
presentado en la figura 14C, donde se aprecia la baja actividad de canales i6nicos
nativos, lo que las hace un muy buen sistema para la expresion heterologa de canales.

El protocolo de pulsos utilizado va desde +40 mV hasta —180 mV en pasos de 20
mV, y son de duracion variable hasta lograr saturacion. Estos van seguidos de un pulso
a +40 mV con el objeto de estudiar la cinética de cierre del canal, de esta forma los
canales son activados inicialmente y luego mediante el pulso a +40 mV son cerrados
rapidamente. Como el cambio de potencial es rapido, el registro de corriente obtenido

a este potencial, corresponde al cierre de los canales que fueron abiertos durante el
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Figura 14. Expresion de canales en células HEK-293 transfectadas. A) Corrientes
registradas en células transfectadas con pCR3.1/rCIC-2. B) Corrientes registradas en
células transfectadas con pCR3.1/rCIC-2C256A. C) Registro de corrientes obtenidas
en células sin transfectar. Las corrientes fueron obtenidas usando un protocolo de

pulsos de largo variable hasta lograr saturacion desde +40 mV a -180 mV en pasos de

20 mV seguidos de un pulso a +40 mV.



pulso hiperpolarizante, lo que representa la cinética de cierre de estos canales. Una
vez evaluada la expresiéon de los canales idnicos, se estudio la dependencia de voltaje
de la activacion. Para este fin se cuantificd las amplitudes de las corrientes de cola.
Esta corresponde a la corriente a tiempo cero, después de la activacion a 40 mV. La asi
obtenida dependencia de voltaje fue ajustada a una distribucién de Boltzmann.

La figura 15 muestra graficos en que se ha tomado los promedios de varios
experimentos luego de normalizar a la corriente maxima deducida de los valores del
ajuste. La dependencia de potencial tanto para rCIC-2 como para rCIC-2C256A se
presentan en el mismo grafico, indicandose los parametros obtenidos en el ajuste de
Boltzmann. Para rCIC-2C256A el V4, tiene un valor de —90+5 y el valor de b de —25+2
y para rCIC-2 el ;> es de —118+2 con b igual a —21+1 (n=5). Estos resultados indican
que en cuanto a la dependencia de potencial rCIC-2C256A presenta un desplazamiento
del M/, de alrededor de 30 mV hacia potenciales mas depolarizados, lo que significa
gue se encuentra en un estado conductivo a potenciales menos hiperpolarizantes,
ademas se hace visible un aumento en la conductancia minima lo que se refleja en el
pie de actividad remanente a potenciales positivos. Estos cambios se evidencian
incluso en las trazas de corrientes obtenidas (figura 14), en donde se observa actividad

a potenciales positivos.
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Figura 15. Dependencia de voltaje de la activacion de rCIC-2 y rCIG-2C256A. Las
corrientes de cola, registradas a +40 mV inmediatamente después del praocolo de
pulsos, fueron ajustadas a una distribucién de Boltzmann para obtener el Vi3, lnax, by
la pendiente b. Las corrientes fueron normalizadas con respecto al hax y graficadas en
funcién del voltaje aplicado. El grafico muestra los resultados obtenidos para rCIC-2

(circulos blancos) y para rCIC-2C256A (circulos negros).



4.3 Propiedades de compuerta

4.3.1 Cinética de activacion

Para estudiar el efecto de la mutacion C256A sobre el mecanismo de compuerta,
se realiz6 un andlisis de la dependencia de tiempo de la activacion del canal, mediante
el ajuste de las corrientes de activacién obtenidas para cada pulso evaluado a una
funcién exponencial doble (ver materiales y métodos), el protocolo de pulsos usado
para ello es similar al descrito para la figura 14.

Las activaciones pueden ajustarse a un modelo exponencial doble, en el que se
requiere de una fraccion muy rapida, que se representa por un componente

instantdneo, y dos relajaciones una lenta y otra rpida. Las constantes de tiempo (1=

constante de tiempo lenta y t>= constante de tiempo rapida) obtenidas mediante este
ajuste son luego graficadas en funcion del potencial aplicado lo que es presentado en la
figura 16, observandose que ambas constantes mantienen su dependencia de
potencial, con un aumento en la rapidez a potenciales de membrana hiperpolarizantes
tanto en el rCIC-2 no mutado como en rCIC-2C256A.

Ademas, se comparé las fracciones de amplitud obtenidas para cada
componente lo que es presentado en la figura 17, estas fracciones corresponden al
peso de cada componente descrito en las corrientes de activacion, siendo A la fraccion
correspondiente al componente instantaneo, A; la fraccion correspondiente al

componente lento y A la fraccion del componente réapido.



47

:

Tau 1 (ms)

8

200 -180 -160 -140 -120 -100 -80
Vim (mV)

S

Tau 2 (ms)

10 A

-200 -180 -160 -140 -120 -100 -80

Vim (mV)
Figura 16. Dependencia de tiempo de la activacion de rCIC-2 y rCIC-2C256A. Ay

B. Constantes de tiempo tiempo lenta (Tau 1) y rapida (Tau 2), respectivamente, en
funcion de los diferentes potenciales de membrana evaluados. Las constantes de
tiempo fueron obtenidas del ajuste de las corrientes de activacion a una funcién

exponencial doble. Circulos negros rCIC-2C256A y blancos rCIC-2.
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Figura 17. Fracciones de amplitud de activacion de rCIC-2 y rCIC-2C256A. A, By
C. Fracciones de amplitud obtenidas del ajuste de las corrientes de activaciéon a una
funcion exponencial doble. A representa el peso del componente instantaneo en la
corriente total, A, el del componente lento (Tau 1) y A el del componente rapido (Tau
2). Las fracciones son representadas en funcién de los diferentes potenciales de

membrana evaluados. Circulos negros rCIC-2C256A y blancos rCIC-2.
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Estas fracciones permiten cuantificar la importancia de cada componente en la
corriente total. El efecto de mayor importancia aparente de la mutacion C256A fue un
importante aumento de A, a todos los potenciales estudiados. Esta fraccion
considerada instantanea es pequefia en CIC-2 pero alcanza a mas de un 40-50 % del
total como consecuencia de la mutacion C256A. Las fracciones de amplitud obtenidas
para rCIC-2C256A muestran una perdida de la dependencia de potencial. Ademas en
el caso del componente instantdneo éste presento un aumento del doble con respecto a
la fraccién obtenida para el rCIC-2, pasando desde 0.2 a 0.4. Esta variacion es debido
al incremento en la probabilidad minima de apertura.

La fraccién Ay presenta ademas una disminucion con respecto a la obtenida para
rCIC-2, esta diferencia se hace mucho mas evidente a potenciales menos
hiperpolarizantes €170 mV a -100 mV). En cuanto a la fraccibn A, esta presenta
diferencias solo a potenciales hiperpolarizantes sobre —180 mV, siendo muy poco

afectada por esta mutacion.

4.3.2 Cinética de cierre

Una vez realizado el estudio de la cinética de activacion, se realizo el estudio de
la cinética de cierre, para este fin se obtuvieron registros de corriente usando un
protocolo de pulsos en el cual se aplicdé un potencial de membrana de —-120 mV de
duracién variable hasta lograr una apertura a un estado estacionario aparente, con el
objeto de activar los canales. Luego se cambio el potencial de membrana a +40 mV, lo

que genera el cierre de una parte de los canales abiertos. La relajacién obtenida



durante el pulso de +40 mV corresponde al cierre de los canales abiertos durante el
prepulso. Por lo tanto el decaimiento de la corriente de cola corresponde a la cinética
de cierre que presentan estos canales.

El estudio de la cinética de cierre se realizO mediante el ajuste de las corrientes
de cola a una funcion exponencial doble (ver materiales y métodos), la figura 18
muestra el resultado de dicho ajuste mediante un grafico de barras en el que se
compara las constantes de tiempo obtenidas para rCIC-2C256A y rCIC-2, presentando
diferencias altamente significativas para las constantes de tiempo lentas t;, en el caso
de rCIC-2C256A ésta fue aumentada alrededor dos veces con respecto a la constante
determinada para rCIC-2. Este aumento significa que el componente lento de rCIC-
2C256A es mucho més lento en comparacion al obtenido para el canal tipo silvestre.

En relaciébn a la constante de tiempo rapida t, esta no muestra diferencias
significativas con respecto a la constante determinada para rCIC-2.

De igual forma que en la activacion se estudié el efecto de la mutacion sobre las
fracciones de amplitud obtenidas para la cinética de cierre (figura 19). En esta figura se
muestra un grafico de barras comparando las fracciones de amplitud obtenidas para
rCIC-2C256A y rCIC-2. A representa la fraccion de actividad remanente extrapolable a
tiempo infinito. Esta es pequefia para rCIC-2 pero esta significativamente aumentada
en la mutante. Esto revela que para rCIC-2C256A los canales no experimentan un

cierre total con aproximadamente un 35 % de actividad inicial que no decae.



51

* ok B CIC-2
rCIC-2C256A
2500 - l —/

2000

:

:

Cte. Tiempo (ms)

: _l

tl t2

Figura 18. Constantes de tiempo de deactivaciéon de rCIC-2 y rCIC-2C256A.
Constantes de tiempo obtenidas del ajuste a una funcién exponencial doble de las
corrientes de cola. Las corrientes fueron registradas a +40 mV tras un pulso de
activacion a -120 mV. Las barras representan el promediozerror estandar de 5 y 11
experimentos para rCIC-2C256A y rCIC-2 respectivamente, encontrandose diferencias

significativas solo paratj.
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Figura 19. Fracciones de amplitud de deactivacién. Fracciones de amplituc
obtenidas del ajuste a una funcién exponencial doble de las corrientes de cola. Las
corrientes fueron registradas a +40 mV tras un pulso de activacion a -120 mV. Las
barras representan el promedioterror estandar de 5 y 11 experimentos para rCIC-
2C256A y rCIC-2 respectivamente, el andlisis estadistico muestra diferencias

significativas en la fraccion A y A.



El aumento de A fue a expensas principalmente de la componente mas lenta del
cierre (Al). En rCIC-2C256A esta disminucion del cierre lento, tanto en contribucion a
la deactivacion como a su enlentecimiento es concordante con los resultados obtenidos
para las mutaciones homélogas en CIC-0 y 1.

Estos resultados demuestran que el componente lento del mecanismo de cierre
es el que presenta una mayor importancia en dicho proceso y su alteracion provoca que

el canal se mantenga en una conformacién abierta (conductiva).

4.4 Estudio de la selectividad

Para descartar algun efecto de la mutacién sobre las propiedades de poro se
realizé un analisis de la selectividad rCIC-2C256A y se compard con la selectividad
obtenida para rCIC-2.

La selectividad anionica fue determinada por medio de la medicion del potencial
de inversion de signo de la corriente Ee, €n condiciones de soluciones externas, en las
qgue el CI" fue reemplazado parcialmente por los aniones Gluc’, NOs, Br, I, F . El
calculo de la razén de permeabilidad R/P¢ derivado de la ecuacién de Goldman-
Hodkin-Katz (ver materiales y métodos).

Las figuras 20 y 21 muestran las curvas |-V de las corrientes instantdneas,
obtenidas para cada anién evaluado usando para ello una rampa de rapida
depolarizacion desde un potencial de —120 mV a +40 mV en 200 ms para rCIC-2 y rCIC-

2C256A respectivamente.



El analisis de estas curvas |-V, permitid la obtencion de los potenciales de
inversion para cada anion evaluado, los resultados se muestran en la tabla 1, ésta no
muestra cambios producto de la mutacion realizada, igual resultado se obtuvo al
comparar las razones de permeabilidad obtenidas para el canal mutado, lo que es
presentado en la tabla 2, en esta tabla se puede apreciar que la secuencia de

permeabilidad tanto para rCIC-2C256A como para rCIC-2 es del siguiente orden CI'>Br

>[I @NO3" @ >Gluc” lo que confirma que la mutacion no afecta las propiedades de poro.
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Figura 20. Selectividad aniénica de rCIC-2. Curva corriente voltaje obtenida a partir
de corrientes instantdneas activadas por una rampa de voltaje de rapida depolarizacion
desde potenciales de -120 mV a +40 mV en 200 ms y registradas usando
concentraciones simeétricas de alto Cloruro o reemplazos parciales de Cloruro por bs

aniones Nitrato (NOs’), Bromuro (Br), Yoduro (I'), Fluoruro (F) y Gluconato (Gluc”).
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Figura 21. Selectividad anidnica de rCIC-2C256A. Curva corriente voltaje obtenida a
partir de corrientes instantaneas activadas por una rampa de voltaje de rapida
depolarizacion desde potenciales de -120 mV a +40 mV en 200 ms y registradas
usando concentraciones simétricas de alto Cloruro o reemplazos parciales de Cloruro
por los aniones Nitrato (NO3), Bromuro (Br’), Yoduro (I), Fluoruro (F) y Gluconato

(Gluc).
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Tabla 1. Potenciales de reversion(Erev) medidos para rCIC-2 y rCIC-2C256A

Cl Br I NOs” F Gluc

C256A| 15+1.4 | 5.7+1.3 | 14.5+5.1 | 18.9+25| 21.9+3.3 24.9+2.3
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=3) (n=4)

rCIC-2| 1.6+1.2 | 6.6+x1.6 | 20.5+3.3 | 23.6+x1.2 | 22.4+2.0 31.9+1.4
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=3) (n=6)

Potenciales de reversidn obtenidos para cada anion evaluado, los resultados se
presentan como promedioxerror estandar, ademas se indica el nimero de experimentos

realizados.

Tabla 2. Razén de permeabilidad para rCIC-2 y rCIC-2C256A

Px/Pcj
CI Br I NO3’ F Gluc”
C256A 1 0.83+0.01 | 0.58+0.13 | 0.45+0.04 | 0.40+£0.08 | 0.33+0.03
rCIC-2 1 0.80+0.03 | 0.43+0.06 | 0.36+0.02 | 0.34+£0.03 | 0.22+0.02

Razén de permeabilidad obtenida para cada anién evaluado, los resultados se
presentan como promedioterror estandar y no muestran variaciones con respecto a la

secuencia de permeabilidad.


Administrador

Administrador

Administrador


5. DISCUSION

La familia de canales CIC ha demostrado su implicancia en diversas
enfermedades que resultan de mutaciones en alguno de sus miembro o por modelos
knock-out en ratones (Koch et al.,, 1992); (Lloyd et al., 1996); (Simon et al., 1997);
(Kornak et al., 2001). Por tal motivo se hace necesario el estudio y entendimiento de
los mecanismos que controlan la apertura y cierre de estos canales con el objeto de
disefiar o buscar estructuras quimicas que puedan afectar su actividad y con ello
remediar estas patologias.

La primera rama de esta familia a la que pertenece CIC-2 presenta alrededor de
un 50% de identidad entre sus miembros (CIC-0, CIC-1 Y CIC-2) (ver figura 1) y
solamente son expresados en la membrana plasmatica. No obstante el alto grado de
identidad, presentan diferencias significativas como por ejemplo CIC-0 cuenta con dos
compuertas distinguibles entre si. Una es la compuerta lenta que es activada a
potenciales de membrana hiperpolarizantes y una compuerta rapida que e abierta a
potenciales depolarizantes, ademas de permitir el estudio de canal Unico. Mediante
este tipo de estudios, se establecid que este canal actia en forma de dimero y se
postuld el modelo de doble cafion (Miller,1982) (figura 6).

En cuanto a CIC-1 este es el canal que se expresa en mayor cantidad en tejido
muscular y es activado a potenciales depolarizantes. Presenta mecanismos de
compuerta que son indistinguibles entre si en corrientes macroscopicas, sin embargo
estudios de canal Unico han demostrado que también se ajusta al modelo de doble

cafon (Saviane et al., 1999).
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El tercer integrante de esta rama, CIC-2 presenta una expresion ubicua y su
activacion es generada a potenciales de membrana hiperpolarizantes (Thiemann et al.,
1992), presentando muy baja conductancia unitaria lo que hace dificil el estudio de
canal Unico. Esto ha dificultado el estudio de los mecanismos de compuerta,
impidiendo el desarrollo de un modelo cinético para este canal. Sin embargo por
analogia dado el alto grado de identidad que presentan, sé ha postulado que el modelo
de doble cafién se ajustaria para los canales de la familia CIC y en un mayor grado a
los canales de la primera rama.

De esta forma se hace importante la identificacion de las compuertas, con el fin
de confirmar este modelo o postular uno nuevo que de cuenta de los procesos
asociados a la cinética. Con éste fin mediante las técnicas de biologia molecular como
mutagénesis sitio dirigida se ha logrado identificar en ciertos casos las compuertas
propuestas. Tal es el caso de la mutacion del residuo aminoécido C212 de CIC-0 (Lin &
Chen, 2000) y C277 de CIC-1 (Accardi et al., 2001), en ambos canales esta mutacion
genero una fuerte reduccion del componente lento (compuerta lenta) del mecanismo de
compuerta, lo que involucraria a este aminoacido en este mecanismo y ademas de
permitir identificar la compuerta mediante estudios de corrientes macroscopicas.

En el canal CIC-2 la mutacion en el residuo homdlogo a los anteriormente
mencionados la cisteina 256 por alanina fue generada utilizando un protocolo, el cual se
basa en la reaccion de la polimerasa en cadena PCR (Ho et al., 1989).

El andlisis funcional realizado mediante patch-clamp, mostré que el rCIC-

2C256A mantiene las caracteristicas similares a las de rCIC-2, lo que permite suponer



que la integridad estructural se mantuvo. Ademas, permitid6 el estudio de la
dependencia de potencial, propiedades de poro, cinética de apertura y de cierre. Los
resultados obtenidos muestran alteraciones significativas en los parametros evaluados
(ver figura 15), presentando un cambio en el Vi, de alrededor de 30 mV hacia
potenciales menos hiperpolarizantes, ademas de evidenciar un aumento en la
probabilidad minima de apertura. En cuanto a la cinética de apertura la dependencia de
potencial de las constantes de tiempo tanto lenta como rapida no presentan variaciones
con respecto a las obtenidas para rCIC-2, sin embargo existen diferencias con respecto
al peso de cada componente en la corriente total perdiendo ademas la dependencia de
potencial de estas fracciones de amplitud. Se observé también un aumento en el
componente instantaneo lo que es esperable considerando el aumento en la
probabilidad minima de apertura.

El analisis de la cinética de cierre mostrd un efecto visible en la mayoria de los
registros obtenidos, en donde las trazas de corrientes de cola tras un pulso de
depolarizacién a +40 mV no alcanzan a llegar a un estado inicial no conductivo tras un
periodo de tiempo de 2 s, a diferencia de lo que ocurre en el rCIC-2, el que en su
mayoria lo alcanza en un periodo de tiempo igual.

Un andlisis mas detallado muestra que esta alterado el mecanismo de cierre del
componente lento en rCIC-2C256A. Lo que se ve reflejado en el aumento de la
constante de tiempo con especto a la tau obtenida para rCIC-2 (ver figura 17), sin
alterar el cierre de los componentes rapidos. De igual forma que en la cinética de
activacion se observd un aumento del componente instantdneo, en una proporcion

mayor a la observada en la activacion. Esto es debido a que ademas del aumento de la
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probabilidad de apertura observada en la activacion se debe considerar el
enlentecimiento del cierre de la compuerta lenta, lo que también se ve reflejado en el
aumento del componente instantaneo.

La alteracion de la cinética de cierre, que se manifiesta en un enlentecimiento del
componente lento, puede ser debido a una estabilizacion de esta compuerta en un
estado abierto, lo que concuerda con lo observado para CICO0 y 1. En rCIC-2 una
explicacion seria un cambio en la dependencia de potencial de esta compuerta, por tal
motivo al estudiar la cinética de cierre a +40 mV no es visible debido al cambio en su
dependencia a diferencia de rCIC-2 en el que el cierre de la compuerta lenta es visible a
este potencial.

Este efecto producto de la mutaciébn C256A sugiere que rCIC-2 presenta una
compuerta lenta, la que es afectada y que corresponderia a la compuerta comdn
descrita para CIC-0 y CIC-1, siendo por tal motivo el modelo de doble cafién propuesto
aplicable para rCIC-2.

Ademds este efecto, sbélo es en uno de los componentes que describen el
mecanismo de compuerta en corrientes macroscépicas. Lo que concuerda con el
resultado obtenido para CIC-0 en el que sélo se ve afectado uno de los mecanismos de
compuerta, sugiriendo que no estan acoplados, a diferencia de lo que ocurre en CIC-1
que la mutacion si bien afecta en un grado mucho mayor la compuerta lenta también se
ve afectada la compuerta rapida, lo que implicaria algin grado de acoplamiento entre
estos mecanismos.

El efecto observado producto de la mutacion es un efecto exclusivamente sobre

el mecanismo de compuerta, debido a que las propiedades de poro se mantienen (tabla
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1y 2), presentando ambos canales una secuencia de permeabilidad del siguiente tipo
CI'>Br>I@Os @ >Gluc.

Finalmente, el resultado obtenido puede ser explicado cinéticamente con una
disminucion de la constante de velocidad m(ver figura 6) o bien de un aumento en |, lo
que produce un desplazamiento del equilibrio hacia los estados de compuerta lenta

abierta.

Este trabajo evidencia la existencia de una compuerta lenta homologable a la
compuerta comun descrita para CIC-0 y CIC-1, siendo por tal motivo el modelo de doble
cafnon aplicable en parte para rCIC-2. Ademas, se comprob6 que el residuo aminoacido

cisteina 256 esta involucrado en el mecanismo de compuerta del rCIC-2.
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