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2.1.8 Lista de abreviaturas.
Bestrofina: Familia de canales de CI” activados por Ca®".
cAMP: AMP ciclico.
cDNA: DNA complementario.
CICa: Familia de canales de CI” activados por Ca*".
CNG: Canal gatillado por nucleétidos ciclicos.
EO: Epitelio Olfatorio.
Gt Proteina G especifica de epitelio olfatorio.
Kb: Kilo bases.
mBest2: Canal bestrofina 2 expresado en raton.
mClICa4: ClCa4 expresado en raton
mRNA: RNA mensajero.
NSO: Neurona Sensorial Olfatoria.

Pb: Pares de bases.

rbCICal: Canal de CI” activado por Ca** 1 perteneciente a la familia CICa expresado
en cerebro de rata.
rbCICa2: Canal de CI" activado por Ca®" 2 perteneciente a la familia CICa expresado
en cerebro de rata.
rCICal: Canal de CI" activado por Ca®" 1 perteneciente a la familia ClCa expresado en

rata.



1. RESUMEN

Los canales de CI™ activados por Ca®" son un importante componente de la
transduccion olfatoria en vertebrados (Lowe and Gold, 1993). El odorante se
une a un receptor ubicado en los cilios de las neuronas sensoriales olfatorias
(NSOs), que forman parte del epitelio olfatorio (EQ). Esta union conlleva al
incremento de iones Ca’" en el espacio intraciliar, los cuales ingresan a través
de canales gatillados por nucleétidos ciclicos (CNG). Los iones Ca®" activan
canales de CI" a través de los cuales sale este i6n, contribuyendo a la
amplificacion de la despolarizacién en las NSOs (Kleene and Gesteland,
1991). Sin embargo, la identidad molecular de este canal de CI™ activado por
Ca’* aun no ha sido elucidada. Con miras a la identificacién molecular de este
canal, en el presente trabajo analizamos la expresion, en epitelio olfatorio de
rata, de 3 tipos de canales de CI™ activados por Ca®", los que llamamos en su
conjunto PanCICa (rCICal, rbCICal y rbClCa2), todos pertenecientes a la
familia CICa. Utilizando la técnica de RT-PCR anidado y a través de un
analisis de secuenciacion, encontramos que el canal que se expresa en epitelio
olfatorio de rata corresponde a rbCICa2. Por otro lado, encontramos que el
canal CI" activado por Ca®" perteneciente a la familia de las bestrofinas,
mBest2, expresado en EO y en NSO de raton (Pifferi et al., 2006), no se
expresa en EO de rata y que el canal rbClCa2 expresado en EO de rata no se
expresa en EO de ratén. Estos resultados nos sugieren que la expresion de

canales de CI” activados por Ca®* en EO de rata y ratén es especie especifica.



2. ABTRACT

The Ca*“-activated CI" channel is an important component of olfactory
transduction (Lowe and Gold, 1993). Odor binding to olfactory receptor in the
cilia of OSNs leads to an increase of intraciliary Ca®" concentration by CNG
channels. Ca**-activated C1” channel allow the efflux of CI ion from the cilia,
contributing to the OSNs depolarization (Kleene and Gesteland, 1991; Reisert
et al.,, 2003). However, the molecular identity of this channel has not been
established. Here we analyzed the expression, in rat olfactory epithelium, of 3
CI' channels belonging to the “ClCa” family: rClCal, rbClCal y rbClCa2
(PanClICa). Using Nested RT-PCR and sequencing techniques, we found that
the Ca®*-activated CI” channel expressed in OE of rat corresponds to rbC1Ca2.
In contrast and surprisingly, the Ca**-activated C1" channel “Bestrophin-2",
proposed to be present in mouse OSNs (Pifferi et al., 2006), is absent in rat;
and PanClCa present in OE of rat is absent in mouse, as indicated by nested
RT-PCR rat olfactory epithelium. This result indicates that the expression of

Ca”" activated C1" channels is species-specific in rat and mouse OE,
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3. INTRODUCCION

Las neuronas sensoriales olfatorias (NSOs) en vertebrados responden a
estimulos odoriferos a través de la generacion de una corriente de entrada
(Trotier, 1986; Firestein and Werblin, 1989; Kurahashi, 1989) que se genera en
los cilios de estas neuronas (NSOs) (Lowe and Gold, 1991), las que junto con
otras células conforman el neuroepitelio olfatorio (EO) localizado en la
cavidad nasal. Las NSOs son las responsables de la deteccion de moléculas de
odorantes presentes en el ambiente, en respuesta a las cuales generan la sefial
eléctrica que se transmite al cerebro. Estas neuronas bipolares dirigen su unica
dendrita hacia la superficie externa del EO, terminando en un botén dendritico
del cual se proyectan 5 a 20 cilios inmersos en una delgada capa de moco
(Morrison and Costanzo, 1990). Los axones de las NSOs alcanzan el bulbo
olfatorio, donde interactian con células postsindpticas (células mitrales),

encargadas de transmitir la sefial a la corteza olfatoria (Fig. 1).

La mayoria de las NSOs en el EO presentan la misma cascada de transduccién
(Ronnett and Moon, 2002): los odorantes activan a los receptores, ubicados en
los cilios de las NSOs, los que a su vez pueden activar un nimero
indeterminado de proteinas Goir (Jones and Reed, 1989) Cada una de estas
proteinas G activan a una molécula de adenilato ciclasa tipo III, capaz de
producir miles de moléculas de cAMP por segundo (Bakalyar and Reed,
1990). E1 cAMP (Jaworsky et al., 1995) se enlaza a la cara intraciliar del canal

i6nico activado por nucledtidos ciclicos CNG, permitiendo el paso de cationes
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como Na' y Ca’", que producen la despolarizacion de la membrana (Nakamura

and Gold, 1987).
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Fig. 1: Neuroepitelio Olfatorio. Distribucion y organizacion de las neuronas sensoriales
olfatorias en epitelio olfatorio y su posterior conexion en el bulbo olfatorio con células de

segundo orden encargadas de llevar la sefial hacia la corteza olfatoria (Leffingwell, 2001).

Unida a esta ruta, existe un mecanismo de amplificacion adicional en las NSO:
Los iones Ca®" (Matthews and Reisert, 2003) pueden activar otro canal i6nico
permeable a iones CI" (Kleene and Gesteland, 1991; Reisert et al., 2003). Estos
iones cominmente median respuestas inhibitorias, ya que en la mayoria de las
células se encuentran més concentrados en el espacio extra que en el

intracelular. Pero en las NSOs ocurre lo contrario, ya que estas células

presentan una concentracion intraciliar de iones CI” mayor a la del medio




externo. La salida de estos iones despolariza aiin mas a las NSOs, aumentando

considerablemente la magnitud de la respuesta excitatoria (Fig. 2).

@, ® <AMP- gated
@ Caly  ion channel
) -

Fig. 2: Cascada de transduccién olfatoria. En este esquema se puede observar la
participacion del canal de CI" activado por Ca** (C1Ca Channel) en la cascada de transduccion
olfatoria la cual se desarrolla en los cilios de las neuronas olfatorias ubicados en la cavidad

nasal.

La conductancia de Cl” hace una importante contribuciéon a la respuesta
producida por los odorantes, tal como se puede observar en el registro de la
figura 3 donde se utilizo la técnica de Voltage-Clamp en una NSO de
salamandra estimulada con una mezcla de odorantes (Kurahashi and Yau,
1993). La respuesta “Control” corresponde a la corriente total registrada desde
la célula (corriente producida por la entrada de iones Ca’ y Na' a través del
canal CNG y corriente producida por la salida de iones Cl a través de los

canales de CI" activados por Ca*"), por otro lado, la corriente en presencia del




bloqueador de canales de CI” “SITS” corresponde a la corriente que no es
bloqueada por esta droga, es decir, a la corriente catidnica. Por lo tanto, la
fraccion de corriente eliminada por SITS corresponde a aquella portada por

canales de CI activados por Ca*".

SITS
/

0 r T =
i e
e
P
¢ 7~ Control

-20+ |

]

Corriente (pAa)

Tiempo (3)

Fig. 3: Registro de voltage-clamp en NSO aislada de salamandra: La estimulacion con una
mezcla de odorantes produce una corriente de entrada (control), pero aproximadamente la
mitad de ésta es bloqueada por el bloqueador de canales de Cl” SITS (Kurahashi and Yau,

1993).

Hasta el momento se han descrito tres familias de canales de CI activados por
Ca*", familia CICa (Eggermont, 2004; Jentsch et al., 2002), Bestrofina (Sun et
al., 2002) y el recientemente encontrado TMEMI16A (Caputo et al., 2008;
Schroeder et al., 2008), miembro de la familia de proteinas transmembrana

TMEM16. Estas familias se diferencian por su sensibilidad a Ca*" y a voltaje.
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Recientemente se propuso que el canal de CI activado por Ca*' perteneciente a
la familia de las bestrofinasas “mBest2”, que estd presente en NSOs de raton
(Pifferi et al., 2006), corresponderia al canal involucrado en la transduccion
olfatoria. Por otro lado, los canales de CI” activado por Ca®* pertenecientes a la
familia C1Ca, rbCICal (Jeong et al., 2005) y su isoforma rbClCa2 (Yoon et al.,
2006), se expresan en sistema nervioso central y en drganos periféricos de rata,
y presentan un 85,2% de identidad entre si. Anélisis utilizando la técnica de
RT-PCR demuestran que en rata ambos canales se expresan tanto en cerebro
como en cerebelo, asi como en estomago, rifion e intestino delgado, pero estan
ausentes en corazon, higado, bazo e intestino grueso. Un tercer canal de CI’
activado por Ca”" denominado rCICal, también perteneciente a la familia
CICa, (Yamazaki et al., 2005), presenta un gran porcentaje de identidad (85-
90%) con los canales rbClCal y rbCICa2. Su expresion se ha demostrado en
células ductales, glandulas salivales, y en drganos periféricos como ileon,
estomago, pulmon, higado y bazo, mientras que estd ausente en ventriculo
derecho y en aorta de rata.

La corriente de CI™ a través de canales mBest2, tbClCal y rbClCa2 presenta
inhibicion por acido niflimico (bloqueador genérico de canales de Cl7) en
células HEK 293 transfectadas con los cDNA codificantes para cada uno de
estos canales.

A pesar de la importancia de los canales de Cl activados por Ca™ en la

transduccion olfatoria, y de los innumerables esfuerzos para avanzar en este
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problema, no se ha establecido la identidad molecular de estos canales en NSO

de ratas.

Los canales PanClCa (rClCal, rbCICal y rbClCa2) se escogieron como
candidatos de canales de Cl activados por Ca”” que podrian expresarse en EO
de rata por dos razones: el alto porcentaje de identidad presente entre ellos

(Fig. 4) y la expresion de rbCICal y rbCICa2 en sistema nervioso de rata.

rCiCa1

rbCiCal rhCiCa2 PanCICa

rCiCad rCicas

FTMEM16A

Fig. 4: Cladograma de canales de CI' activados por Ca® en rata: en el cladograma se
pueden observar todos los canales de CI activados por Ca’" expresados en rata agrupados en
funcién de su identidad. Nétese que los canales en estudio PanClCa presentan una gran
identidad entre ellos. Este cladograma se disefi6 realizando alineamientos miltiples con las
secuencias nucleotidicas de los canales de CI activados por Ca®, para ello se utilizé el

programa Genious Basic 3.7.1 (Drummond et al., 2009).
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4. OBJETIVOS
4.1 Hipotesis

La corriente de CI activada por Ca’" detectada en NSOs de rata es generada

por canales pertenecientes al grupo PanClCa.

4.2 Objetivo General

Determinar la presencia de PanClCa (rClCal, rbClCal y rbClCa2) y

Bestrofina-2 en Epitelio Olfatorio de rata.

4.3 Objetivos Especificos

1

Muestreo bioinformatico de canales de CI™ activados por Ca** expresados

en sistema nervioso de rata.

- Disefio de partidores dirigidos contra PanClCa (rClCal, rbClCal y
rbClCa2).

- Comprobar la expresién de PanCICa en EO de rata utilizando la técnica de
RT-PCR anidado.

- Purificar, secuenciar y analizar el amplicon para distinguir cual o cuales de

los 3 canales PanClICa se expresan en epitelio olfatorio de rata.

- Determinar si hay expresién del canal de CI” activado por Ca** mBest2 en

EO de rata.



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Muesireo de canales ClCa en rata:

La busqueda de las secuencias completas de mRNA y de las secuencias
aminoacidicas de los canales PanClCa publicadas: rClCal (N° identificacion:
AB119249), rbClCal (N° identificacion: AB212889) y rbClCa2 (N°
identificacién: AB256513), se realizé utilizando la pdgina web “NCBI”
(National Center for Biotechnology Information). Para la busqueda de las
secuencias de mRNA utilizamos la herramienta “Nucleotide Home”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez), mientras que para la busqueda de

las respectivas secuencias aminoacidicas usamos la herramienta “Protein

Home” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

5.2 Busqueda de partidores especificos para ClCa.

Considerando que los canales en estudio (rClCal, rbCICal y rbClCa2)
presentan un porcentaje de identidad de un 89.9% segin el alineamiento
multiple de sus secuencias nucleotidicas (Fig. 5), diseflamos 2 pares de
partidores capaces de amplificar, utilizando la técnica de RT-PCR anidado, los

¢DNA de cualesquiera de estos tres canales.
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Fig. 5: Alineamientos multiples entre los canales PanCICa. El alineamiento nucleotidico de

los canales PanClCa arrojo un porcentaje de identidad de un 89,9%. Con respecto a la
similitud, las barras verdes muestran regiones conservadas en las 3 secuencias, mientras que
las barras color mostaza muestran regiones en las cuales los residuos varian entre los canales.
Los residuos color rojo indican los nucledtidos de Adenina, los de color azul representan los
nucledtidos Citosina, los de color amarillo los nucledtidos de Guanina y los de color verde los
nucledtidos de Timina. El largo de las secuencias nucleotidicas de rbCICal y rbCICa2 es de
aproximadamente 2900 pb, mientras que la del canal rCICal supera las 3100 pb. Nétese que la
secuencia que mas difiere de las 3 corresponde a rbClCa2. El alineamiento se realizé

utilizando el programa “Genious Basic 3.7.1” (Drummond et al., 2009).
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El disefio de los partidores PanClCa se realizo utilizando el programa on-line
“Primer3”  (http://biotools.umassmed.edw/bioapps/primer3_www.cgi).  El
posterior analisis de los partidores se efectud utilizando el programa on-line
“IDT” (Integrated DNA Technology,
http://www.idtdna.com/Home/Home.aspx) (Tabla 1) pagina en la cual también
realizamos un Blast para verificar que estos no amplificaran otro cDNA fuera
del de nuestro interés. Por ultimo, realizamos un alineamiento multiple
utilizando el programa on-line “Clustal W” contenido dentro del programa
“Genious Basic 3.7.1” (Drummond et al., 2009) para comprobar que los
partidores tuvieran un 100% de identidad con las tres secuencias de los canales

PanClCaen estudio (Fig. 6).
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Fig 6: Disefio de partidores especificos para PanClCa: En la figura se observan los dos
pares de partidores (flechas verdes) disefiados para amplificar los canales PanClCa. Nétese que
el primer par de partidores amplifica una secuencia mayor (segmento rojo) que el segundo par
(segmento naranjo). Esto debido a que la técnica de RT-PCR anidado en una primera ronda
amplifica un segmento mayor, el cual se usa como sustrato para una segunda ronda de PCR,
donde los partidores acotan una zona dentro del primer amplificado. Esta técnica es utilizada
cuando las cantidades de cDNA son muy pequefias para ser amplificadas por una ronda de
PCR tradicional, como fue nuestro caso. En la figura se observa como los 2 pares de partidores
son capaces de amplificar cualesquiera de los cDNA de los canales PanClCa que llegara a
expresarse en EO de rata, lo cual se observa al ver la barra de identidad (representada en verde
cuando los pares de bases de cada uno de lo tres canales coinciden entre si). Las barras negras
presentes a lo largo de cada una de las tres secuencias representan las bases no coincidentes en
el alincamiento. Como podemos observar, la secuencia amplificada entre los partidores
internos presenta diferencias entre los 3 canales. Estas diferencias en las secuencias
nucleotidicas las utilizamos luego de secuenciar el fragmento amplificado, para identificar cudl
de los canales PanClICa se expresa en EO. El alineamiento se realizé utilizando el programa

“Genious Basic 3.7.17 (Drummond et al., 2009).




PARTIDORES PanClICa

Partidores Forward 1 (F1) Reverse 1 (R1) Forward 2 (I'7) Reverse 2 (117}
Secuencia partidor (5-3") | AAGGGGGTCAAACCTCAGTT | CGGCTCATTCTGATGACGTA | GTICTGGGAGCCAATGICAC | TACTGGGTGGGAACACATGA
Posicion de hibridacion 1752-1771 2409-2428 1911-1930 2294-2313
Tm (°C) 59,8 59,8 56,1 55,8
%GC 50 50 55 50
Tamafio partidor (pb) 20 20 20 20
Tamaiio amplicon (pb) 677 403

Tabla 1: Informacién de partidores especificos para los canales PanCICa. En la tabla se

muestra toda la informacién de los partidores ilustrados en la figura 6: secuencia partidores;

posicion de hibridacion de cada partidor en el cDNA; Tm (Temperatura de denaturacion); %GC

amplificado.

(porcentaje Guanina-Citosina); largo de los partidores y largo del segmento de cDNA

Los controles utilizados para la técnica de PCR anidado fueron los siguientes:

CNGA2 (Figura 7, Tabla 2). Subunidad principal del canal gatillado por

nucleotidos ciclicos, el cual se expresa especifica y constitutivamente en cilios

de NSO (Nakamura and Gold, 1987); por esta razon la utilizaremos como

control positivo en las pruebas de RT-PCR anidado.

mBest2: (Figura 8, Tabla 3) canal de CI" activado por Ca®" presente en NSO

de raton (Pifferi et al., 2006).
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Fig. 7: Disefio de partidores especificos para CNGA2: En la figura se observan los dos
pares de partidores disefiados para amplificar ¢cDNA de CNGAZ2. Las flechas color rojo
representan los partidores encargados de amplificar el segmento mayor, el cual se utiliza
como sustrato para amplificar un segmento dentro de este (indicado por las flechas verdes que
muestran ¢l lugar de union de los partidores en la secuencia de ¢cDNA). Los residuos color
rojo indican los nucledtidos de Adenina, los de color azul representan los nucledtidos
Citosina, los de color amarillo los nucledtidos de Guanina y los de color verde los nucledtidos

de Timina. La figura se realizé utilizando el programa “Genious Basic 3.7.1 (Drummond et

al., 2009)”.
PARTIDORES CNGA2
Partidores Forward 1 (F1) Reverse 1 (R1) Forward 2 (i'2) Reverse 2 (H2)
Secuencia partidor (5'-3") | cAAGGOCTGACTCCTTCCTA | TCCAGTGGATGATGACCAAG | COTTGGTTGTTTGTCATTGE | TICGGAAGATGTTGGGGTAG
Posicion de hibridacion 611-630 1191-1210 769-788 1149-1168
Tm (°C) 56,1 54.3 53.2 54.2

% GC 50 50 45 50
Tamafio partidor (ph) 20 20 20 20
Tamaiio amplicon (pb) 600 400

Tabla 2: informacion de partidores utilizados para amplificar cDNA de CNGA2
mediante RT-PCR anidado. En la tabla se muestra la informacion correspondiente a los 2
pares de partidores (F1, R1, I'2, R2) utilizados para amplificar, mediante RT-PCR anidado los

cDNA del control positivo (CNGA2).
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Fig. 8: Diseiio de partidores especificos para mBest2: La figura muestra el fragmento de
c¢DNA de mBest2 amplificado por los dos pares de partidores. Al igual que en la figura 7, las
flechas color rojo representan los partidores encargados de amplificar el segmento mayor,
dentro del cual se encuentra la zona a amplificar en una segunda ronda de PCR por los
partidores internos (flechas verdes). Los residuos color rojo indican los nucledtidos de
Adenina, los de color azul representan los nucledtidos Citosina, los de color amarillo los
nucledtidos de Guanina y los de color verde los nucledtidos de Timina. La figura se realizé

utilizando el programa “Genious Basic 3.7.17 (Drummond et al., 2009).

PARTIDORES mBest2

Partidores Forward 1 (F1) Reverse 1 (R1) Forward 2 (F2) Reverse 2 (112)
Secuencia partidor (5'-3") | GCGACAACAGTGCCCTAAAG | CATGGCCAAGTCGTCATACA | CCTCGTCTACACCCAGGTA | GCGGTCAATAAGAAAGTTGGTC
Posicion de hibridacion 664-683 1033-1052 757-775 977-998
Tm (°C) 56.5 55 55.4 54.2
%GC 55 50 57.9 455
Tamaiio partidor (pb) 20 20 19 22
Tamaiio amplicén (pb) 389 242

Tabla 3: informacién de partidores utilizados para amplificar ¢cDNA de mBest2
mediante RT-PCR anidado. Al igual que las tablas 1 y 2, la tabla 3 muestra la informacion
de los 2 pares de partidores utilizados para amplificar el canal de CI activado por Ca™’
expresado en NSO de raton. La secuencia e informacion del par de partidores Forward 2 y

Reverse 2 fueron obtenidos del texto complementario de Pifferi et al. (2006).
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3.3 Extraccion de RNA:

La extraccion de RNA de los diferentes tejidos, se realizé utilizando “RNeasy
Mini Kit” (QIAGEN). Para evitar cualquier tipo de contaminacién con DNA
gendmico, el extracto total de RNA fue incubado con “DNasa I libre de
RNasa” QIAGEN (incluida en el kit). La extraccion de RNA se realizo a partir
los siguientes tejidos: Epitelio Olfatorio (Rata y Raton), Cerebro (Rata),

Cerebelo (Rata) Testiculo (Rata), Corazén (Rata) e Higado (Rata).

Los animales fueron obtenidos del vivero de la Pontificia Universidad Catolica
de Chile. Las ratas utilizadas fueron machos Sprague Dawley entre 18 y 30
dias, mientras que los ratones fueron machos adultos Balb/c (30 dias). Ratas y
ratones fueron sacrificados utilizando decapitacion sin anestesia, en acuerdo
con los procedimientos aceptados por Conicyt. Esto con el Gnico objetivo de

no dafar el EO, tejido muy sensible a tratamientos anestésicos.

5.4 Retrotranscripcion:

El proceso de retrotranscripcion se realizé con los RNA extraidos de los tejidos
anteriormente nombrados (Tabla 4). Para esto utilicé la enzima “MLV-Reverse
Transcriptase” (INVITROGEN). Cada muestra de tejido incluyd un control
RT- (retrotranscriptasa negativo), en el cual se sustituyo la enzima por H,O
tratada con DEPC, para verificar que no hubiera contaminaciéon con DNA

genomico que pudiera arrojar falsos positivos.
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Componentes Volumen (ul)
Oligo dT primers (Spg/ul) 1
Dntp’s (10 mM) 2
RNA 23
Buffer 5X 8
DTT (0,1 M) 4
RNAsin (40 U/ pl) 1
Transcriptasa Reversa (200 U/ pl) 1

Tabla 4: Protocolo de retrotranscripcion: en la tabla 4 se pueden observar los volimenes
utilizados de cada uno de los componentes necesarios para la obtencion de cDNA a partir de

mRNA.

La mezcla se incubé a 42 °C por 1 hora, tiempo en el que se produce la
retrotranscripcion del RNA. Para inactivar la reaccion, las muestras se

incubaron a 75°C por 10 minutos.

Posterior a la retrotranscripcion, se procedié a medir las absorbancias de los
cDNAs obtenidos a partir de los diferentes tejidos, con el fin de obtener la
concentracion de las muestras de ¢DNA y verificar su pureza. Los écidos
nucleicos tienen un maximo de absorcion a una longitud de onda de 260 nm; a
esta longitud por lo tanto, la absorcion es proporcional a la concentracion. Por
otro lado, las protefnas tienen un méximo de absorcion a 280 nm
(principalmente por residuos de triptofano), por lo que las lecturas a esta
longitud pueden mostrar si existe algin contaminante proteico. El calculo de la

relacion Aago /Aago €S una manera comun para expresar la pureza del cDNA.
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Dependiendo de la composicién nucleica, valores entre 1.6 a 1.9 indican una

muesira pura.

La absorbancia de los cDNA obtenidos a partir de los tejidos anteriormente

nombrados a 260 y a 280 nm y la relacion entre ellos (Azso/Azgo) s€ muestra en

la tabla 5.

Especie Tejidos Azeo(nm) | Azgo(nm) | Azeo/Azso

Epitelio Olfatorio 0,219 0,126 1,738

Cerebro 0,292 0,118 2,475

Rata Cerebelo 0307 | 018 | 1,651

Testiculo 0,227 0,137 1,657

Corazén 0,300 0,183 1,639

Higado 0,269 0,160 1,681

Ratén | Epitelio Olfatorio 0,309 0,175 1,766

Cerebro 0,187 0,109 1,716

Tabla 5: absorbancias de cDNA a 260 y 280 nm: En la tabla se observan las absorbancias a

260 y 280 nm de los cDNA obtenidos a partir de los tejidos utilizados para realizar RT-PCR
anidado. Notese que la relacion Axg/Aagy €s mayor a 1,6 en las muestras de todos los tejidos, lo

cual indica que los cDNA utilizados se pueden considerar como puros.
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5.5 Reaccion PCR anidado:

Las reacciones de PCR anidado se llevaron a cabo con los cDNA obtenidos a
partir de los tejidos mencionados anteriormente. La concentracion de cDNA

utilizada fue de 2 pg totales, la cual se obtuvo utilizando la siguiente formula:
Concentracion = Asonm * 50 ug/ml * factor de dilucién

Donde:

Ajsonm: Absorbancia a 260 nm

50 pg/ml: constante de absorbancia de 4cidos nucleicos de cadena doble a 260

nm en una muestra que presenta una concentracion de 1 pg/ml.
Factor de dilucion = 100

Utilizando esta formula, pudimos determinar la concentracion de cDNA de las
muestras obtenidas de todos los tejidos en estudio utilizando las absorbancias a

260 nm (Tabla 5), las que se expresan en la tabla 6.
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Especie Tejidos Concentracion (ng/pl)
Epitelio Olfatorio 1,09
Cerebro 1,46
i Cerebelo 1,54
Testiculo 1,14
Corazén 1,50
Higado 1,35
Ratén | Epitelio Olfatorio 1,55
Cerebro 0,94

Tabla 6: concentraciones de ¢DNA de los tejidos en estudio. La tabla muestra las
concentraciones finales de los cDNAs, obtenidos luego de la retrotranscripcion de cada uno de

los tejidos estudiados.

La concentracion de cDNA utilizada para la primera reacciéon de PCR fue de 2
ug totales. Esta reaccion se realizé utilizando los partidores F1 y R1 para CICa,
CNGA2 y mBest2 respectivamente (ver figuras 6, 7 y 8); para ello se siguio el
protocolo descrito en la tabla 7, el cual posee un volumen final de reaccion de

30 pl.
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Componentes Volumen (pl)

cDNA + H,0 con DEPC 243
Buffer PCR 10X 3

MgCl; (50 mM) 0,9

dNTPs (10 mM) 0,6

Partidores: Forward 0,5

Reverse 0,5

Taq polimerasa 0,2

Tabla 7: Protocolo primera ronda de PCR: en la tabla se observan los volumenes de cada

uno de los componentes utilizados para llevar a cabo la primera reaccion de PCR.

En la segunda ronda de PCR se utilizé como sustrato el producto de la primera
ronda para lo cual, en este caso, usamos los partidores F2 y R2 para ClCa,
CNGA?2 y mBest2 respectivamente (ver figuras 6, 7 y 8). Trabajamos con una

dilucién 1:50 y un volumen final de 30 pl, siguiendo el protocolo descrito en la

tabla 8.
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Componentes Volumen (pul)
Producto 1° PCR 0,6 pl
Buffer PCR 10X 3
MgCl, (50 mM) 0,9
dNTPs (10 mM) 0,6
Partidores: Forward 0,5
Reverse 0,5
Taq polimerasa 0,2
H,0 con DEPC 23,7

Tabla 8: Protocolo segunda ronda de PCR: al igual que en la tabla 7 en esta tabla se
observan los volumenes usados de cada uno de los componentes necesarios para realizar, a

partir del producto de la primera reaccion, la segunda ronda de PCR.

Para realizar ambas reacciones de PCR se utilizo la misma enzima “Taq DNA
polimerasa”, (INVITROGEN). Las condiciones de ambas rondas de PCR, para

cada uno de los partidores, se muestran en la tabla 9.
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1° Ronda (°C) | 2° Ronda (°C)
Denaturacion 94 94
ClCa | Apareamiento 58 55
Extencién 72 72
Denaturacién 94 94
CNGA?2 | Apareamiento 58 52
Extencidn 72 72
Denaturacién 94 94
mBest? | Apareamiento 59 53
Extencidn 72 72

Tabla 9: condiciones de PCR para la amplificacién de C1Ca, CNGA2 y mBest2: En la tabla
se observan las condiciones estandarizadas que se utilizaron para realizar las rondas de PCR
anidado correspondientes a los 3 tipos de partidores utilizados (ClCa, CNGA2 y mBest2). La
denaturacion en ambas rondas tuvo una duracién de 30 segundos; por su parte el apareamiento
en ambas rondas tuvo una duracién de 45 segundos; por tltimo la extension de los partidores
usados tuvo una duracion de 1 minuto para la primera ronda y 45 segundos para la segunda. La

primera ronda de PCR se realizd con 25 ciclos, mientras que la segunda ronda con 35,

5.6 Extraccion de DNA a partir de geles:

La extraccién del amplicon PanClCa obtenido luego de la reaccion de RT-PCR
anidado desde el gel de agarosa se realizo utilizando el kit “QIAquick Gel

Extraction Kit” (Quiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

33



5.7 Secuenciacion de DNA purificado a partir de gel de agarosa:

El extracto de ¢cDNA purificado a partir del gel de agarosa y el partidor
reverse, se enviaron a la empresa “Macrogen” (Corea) donde se efectud la
secuenciacién de la muestra. Para ello utilizamos el sistema de orden de

secuenciacion online (http://dna.macrogen.com/eng/).

5.8 Andlisis del amplicon secuenciado

El andlisis del amplicon secuenciado se realizé utilizando el programa
“Genious Basic 3.7.1” (Drummond et al.,, 2009). Los alineamientos del
amplicon con las secuencias ClCa publicadas: rClCal (N° identificacion:
AB119249), rbClCal (N° identificaciéon: AB212889) y rbClCa2 (N°
identificacion: AB256513), se realizaron utilizando el programa “Clustal W”
contenido dentro del programa anteriormente mencionado. La secuencia
nucleotidica obtenida del amplicon secuenciado fue traducida a secuencia
aminoacidica utilizando el programa “Expasy”

(http://www.expasy.ch/tools/dna.html), con el fin de comprobar si el

porcentaje de identidad entre los canales PanClCa y el amplicon obtenido
variaban al realizar los alineamientos utilizando sus secuencias aminoacidicas .
Esta secuencia aminoacidica fue alineada con las secuencias del mismo tipo de
los canales PanClCa publicados, utilizando también el programa “Clustal W”

contenido dentro de “Genious Basic 3.7.1 (Drummond et al., 2009)”.
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6. RESULTADOS
6.1PCR anidado:
6.1.1 PanClICa se expresa en EO de rata:

Los experimentos de RT-PCR anidado los realizamos utilizando los partidores
y los tejidos mencionados en la seccién Materiales y Métodos. El primer
experimento se realizd para comprobar si los partidores confeccionados para
amplificar los canales PanClCa, amplificaban en cDNA extraido de EO de rata
(Fig 9). Como control positivo utilizamos los partidores disefiados para
amplificar cDNA del canal CNGA2. Se detect6 la expresion de PanCICa y del
control positivo (CNGA2) en tejido de EO de rata. Por otro lado podemos
apreciar lo sensible de la técnica de PCR anidado, ya que aunque en la primera
ronda de PCR no se observd expresion alguna, existe material suficiente para
permitir la amplificacién necesaria del cDNA en una segunda ronda de PCR.
Notese que la expresion de PanClCa en EO de rata es mas intensa que la

expresion de CNGA2.
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Fig. 9: PanCICa se expresa EO de rata. Las rondas de PCR se realizaron usando los
partidores disefiados para amplificar PanClCa y CNGA2, utilizando las condiciones ilustradas
en la seccion Materiales y Métodos. Ambos amplicones son de aprox. 400 pb. lo que calza
con la migracién de éstas respecto al control de peso molecular MW (Bench top ladder,
Promega), cuya banda destacada corresponde a 500 pb. EO RT+: Extracto de cDNA obtenido
a partir de EO de rata. EO RT-: muestras libres de retrotranscriptasa reversa. Se realizaron 5
experimentos de PCR anidado utilizando los partidores especificos para PanClCa y 3
experimentos usando los partidores para CNGA2, donde se obtuvieron los mismos resultados

que los mostrados.
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6.1.2 Expresion de PanCICa en tejidos de rata:

Tal como los canales rbCICal y rbCICa2 se expresan en sistema nervioso y
presentan una expresion diferencial en los diferentes 6rganos periféricos de
rata, probamos la expresion de los canales CICa blanco utilizando los
partidores PanClCa disefiados en dichos organos. Efectivamente,
comprobamos que la expresion utilizando estos partidores es diferencial:
PanClCa se expresa en sistema nervioso (Fig. 10.a) y en testiculo, pero no en
corazén ni en higado (Fig. 10.b), al igual que la expresién descrita para

tbCICal (Jeong et al., 2005) y tbCICa2 (Yoon et al., 2006).
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Fig. 10: Expresion de canales PanCICa en sistema nervioso y en organos periféricos de
rata. Los fragmentos observados, corresponden a ClCa (400 pb) y a YWHAZ (250 pb).
YWHAZ es un House Keeping, es decir, se expresa constitutivamente en todos los tejidos de
rata. En la figura 10.a la banda destacada en el estandar de peso molecular corresponde a 600
pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen), mientras que la banda destacada del MW en la figura
10.b corresponde a 500 pb (Bench top ladder, Promega). El uso de los partidores YWHAZ se
realizé utilizando las condiciones estandar para ello (40 ciclos; denaturacién de 94°C por 30
s, apareamiento de 57°C por 30 s; elongacion de 72°C por 30 s). RT+: muestras de mRNA
sometidas a retrotranscripcién. RT-: muestras libres de retrotranscriptasa reversa. Para las

reacciones de PCR anidado: partidores PanCICa, n = 4, partidores YWHAZ, n = 3.
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6.1.3 Expresion de PanCICa y mBest2 en EO de rata y ratén:

Se analiz6 la expresion de los canales de CI™ activados por Ca’” mBest2 y
PanClICa en EO de rata y de raton (Fig. 11.a). La descripcion de los partidores
utilizados (mBest2 y PanClCa) se encuentran en la seccién Materiales y
Métodos. Claramente se observa que, los canales PanClCa (rClICal, rbClICal,
rbClCa2) se expresan en EO de rata, pero no en EO de ratdn. Por el contrario,
mBest2 se expresa en raton, pero no en rata. Es decir, la expresion de estos

canales de CI es diferencial en ambas especies.




mBest2

PanClCa

Fig. 11.b

G600 pb +—

Fig. 11: expresion de PanClCa y mBest2 en EQ de rata y raton. Los fragmentos
observados en la figura 11.a, corresponden a mBest2 (240 pb) y a PanClCa (402 pb). MW:
marcador de peso molecular, la banda destacada corresponde a 500 pb (Bench top ladder,
Promega). RT+: muestras de mRNA sometidas a retrotranscripcion. Por otro lado, en la
figura 11.b podemos observar los controles realizados en EO de rata y ratén con sus House
keeping correspondientes: YWHAZ (250 pb) y HPRT (350 pb) respectivamente. En estos
dos casos, la banda destacada del marcador de peso molecular corresponde a 600 pb (100 bp
DNA Ladder, Invitrogen). RT-: muestras libres de retrotranscriptasa reversa. Para reacciones
de PCR anidado en EO de rata: partidores mBest2 n = 6, partidores PanCICa n = 5. Por su
parte para las reacciones de PCR anidado en EO de raton: partidores mBest2 n = 3, partidores

PanClICan = 1. Los PCR control ilustrados en la figura 11.b se realizaron 3 veces cada uno.
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6.2 Secuenciacion y andlisis del amplicon ClCa:

El amplicon obtenido utilizando los partidores especificos para PanCICa en EO
de rata (Fig. 9), se sometid a secuenciacion (ref. Materiales y Métodos) para
saber a cudl de los canales PanClCa corresponde (rClCal, rbClCal 6

rbClCa2).

Obtenida la secuenciacion, se procedid a alinear la secuencia con cada uno de
los 3 canales PanClICa, para determinar cudl de ellos se expresa en EO de rata.
El alineamiento nucleotidico (Fig. 12) reflejo que el amplicon secuenciado
corresponde al canal rbClCa2 presentando un 99,1% de identidad, en
comparacion con los porcentajes obtenidos por los canales rClCal y rbClCal,
con identidades de 88% cada uno. Este porcentaje se acerca bastante al 89,9%
observado al alinear las secuencias nucleotidicas completas de los 3 canales

PanClCa (Fig. 5).

Observando las barras de identidad (en verde) en el alineamiento nucleotidico
(Fig. 12) y aminoacidico (Fig. 13) entre los canales PanClCa (rClCal, rbCICal
y rbCICa2) y el amplicon secuenciado, se observa que la mayor identidad la
presenta el canal rbCICa2, en comparacion con los otros 2 canales ClCa
(rClCal, rbClCal). Al observar la figura 13, podemos apreciar que en la zona
acotada por la amplificacion de los partidores (aminoacidos 628-748), rbClCa2
muestra una identidad del 95,9%, mientras que los canales rClCal y rbCICal
muestran una identidad del 79,3% cada uno. Sin embargo, si la region acotada

por los partidores se restringe entre los aminoacidos 651 a 742,
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sorpresivamente encontramos que rbClCa2 aumenta su porcentaje de identidad

a un 100% con el amplicén secuenciado.
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Fig. 12: Secuenciacion y alineamientos nucleotidicos entre el amplicon CICa obtenido y

las secuencias PanCICa: Luego de obtenida la secuencia del amplicon ClCa a partir de EO
de rata, se procedio a realizar los alineamientos multiples con las secuencias nucleotidicas de
los canales PanCICa publicadas (rCICal, rbCICal y rbClCa2). Las zonas acotadas en rojo en
los tres alineamientos representan la region secuenciada por el cebador reverse, que en las
secuencias nucleotidicas de los canales PanClICa corresponde a la regién comprendida entre
las bases 2032 y 2266. Esta regién corresponde a uno de los sectores en donde la secuencia
del canal rbCICa2 presenta la mayor diferencia con los canales rCICal y rbCICal. Los
residuos color rosa representan los nucleotidos de Adenina, los de color azul los nucledtidos

de Citosina, los de color amarillo los nucledtidos de Guanina y los de color verde los de

Timina.
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Fig. 13: Alineamientos aminoacidicos entre el amplicon CICa obtenido y las secuencias
PanClCa: El alineamiento multiple realizado con las secuencias aminoacidicas, muestra el
mismo resultado que el observado en la Fig.12, la zona acotada corresponde a la region
secuenciada a partir del cebador reverse la cual fue traducida a secuencia aminoacidica (ref.
Materiales y Métodos). Los residuos color verde corresponden a residuos polares, los
residuos color mostaza pertenecen al grupo de los apolares, los residuos rojos al grupo de los

4cidos y los residuos azules al grupo de los basicos.



7. Discusion

La olfaccion comienza cuando los compuestos quimicos odoriferos presentes
en el aire se unen a proteinas receptoras de odorantes (Buck and Axel, 1991),
ubicadas en los cilios de las NSOs (Mombaersts, 1999; Buck, 2000; Firestein,
2001). La unién del compuesto quimico odorifero al receptor olfatorio
desencadena una cascada de transduccién (Fig. 2), la cual termina con la
activacion de un canal de CI" activado por Ca’ (Kleene and Gesteland, 1991)
que contribuye, junto al canal catidnico inespecifico gatillado por nucledtidos

ciclicos, al potencial de receptor despolarizante (Zufall et. al., 1994).

El estudio de la identidad molecular de los canales de CI” activados por Ca**

abordados en este Seminario de Titulo fue motivado por las marcadas
diferencias encontradas en las conductancias de estos canales, medidas
mediante registros de canal inico con la técnica de patch clamp directamente
en cilios olfatorios (y=~15 pS) (Delgado y Bacigalupo, resultados no
publicados) y estimaciones por analisis de ruido de corrientes macroscépicas
de CI' activados por Ca®™ (y =0.8-1.2 pS) (Kleene and Gasteland, 1991).
Dichas observaciones ponen de manifiesto la necesidad de identificar y
caracterizar este canal para comprender cabalmente su participacion en la

quimiotransduccion.

Para conocer la identidad molecular del canal de CI” activado por Ca”", el cual
da cuenta de aproximadamente el 80% de la corriente neta excitatoria en las

NSOs, realizamos una busqueda nucleotidica en NCBI donde seleccionamos
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los posibles canales de CI" activados por Ca™ que pudieran expresarse en EO
de rata. Seleccionamos los canales rbCICal (Jeong et al., 2005) y su isoforma
rbClCa2 (Yoon et al., 2006), basindonos en recientes publicaciones que
reportan la expresién de estos canales en sistema nervioso, y en su alto
porcentaje de similitud con el canal rCICal, expresado en glandulas salivales y
en células ductales de rata. A estos tres canales seleccionados en su conjunto
los denominamos con el nombre de PanCICa, por pertenecer todos a la familia

de canales de CI activados por Ca®* CICa.

El alineamiento multiple realizado entre las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas de los canales PanClCa (rCICal, rbClCal y rbClCa2) confirmé

la gran similitud presente entre ellos, arrojando un 89.9% de identidad (Fig. 5).

Para estudiar la expresion de los canales PanClICa (rClCal, rbClICal, rbCICa2),
en EO de rata debimos utilizar la técnica de RT-PCR anidado, ya que la
técnica de PCR tradicional fue insuficiente para amplificar cDNA de PanCICa
en EO debido a la pequeiia cantidad de muestra disponible. La reaccion de
PCR anidado mostré que efectivamente PanClCa se expresa en EO de rata
(Fig. 9), lo que nos indica que el amplicén podria corresponder a uno (o mas
de uno) de los canales PanClCa ¢ a alguna isoforma de estos canales. El
control positivo CNGA2 verificé el buen estado del cDNA, y el control RT-

nos confirmo que la muestra no estaba contaminada con DNA gendmico.
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Tal como se observa en la figura 10, PanCICa se expresa en sistema nervioso
(cerebro y cerebelo) y presenta una expresion diferencial en drganos
periféricos de rata, igual a la presentada por sus integrantes rbCICal (Jeong et
al., 2005) y rbCICa2 (Yoon et al., 2006). Estos ultimos, al igual que los
partidores diseflados, no amplificaron ni en corazén ni en higado, donde estos
canales no han sido hallados. Esta evidencia nos incliné a pensar que el canal
de CI activado por Ca®" expresado en EO de rata podria corresponder a

rbCICal ¢ a rbClCa2.

Para conocer la secuencia del amplicén expresado en EO de rata (Fig. 9),
secuenciamos dicho amplicon y posteriormente realizamos los alineamientos
de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas entre los canales PanClCa y el
amplicon obtenido (Fig. 12 y 13). El canal rbCIlCa2 present6 un porcentaje de
identidad del 99,1% versus los canales rbCICal y rCICal, que presentaron un
88% de identidad cada uno. De esto concluimos que el canal de CI activado

por Ca”* expresado en EO de rata corresponde al canal rbC1Ca2.

Pifferi et al. (2006) propusieron que el canal de CI' activado por Ca®'
perteneciente a la familia de las bestrofinas “mBest2”, corresponderia al canal
involucrado en la transduccién olfatoria en raton. Basiandonos en esa
evidencia, y utilizando la técnica de RT-PCR anidado junto con los partidores
indicados (PanCICa y mBest2), observamos que la expresion de los canales de
CI activados por Ca*%, PanCICa y mBest2 es diferencial en EO de rata y raton.

Comprobamos la expresion de mBest2 en EO de raton (Pifferi et al., 2006),
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pero también observamos que este canal no se expresa en EQ de rata. Por ¢l
contrario, PanClCa el cual se expresa en EO de rata (Fig. 9), no lo hace en EO
de raton (Fig 11.a). Estas evidencias nos hacen pensar que, la expresion de los

canales de CI” activados por Ca®* es especie especifica.

Para confirmar que Bestrofina no se expresa en EO de rata, realizamos una
busqueda en Blast. Encontramos que los canales de CI activados por Ca*"
pertenecientes a la familia de las Bestrofinas solo se expresan en retina de rata
(Bestl, Best2 y Best3) cuando éstas sufren la enfermedad Distrofia Macular
Vitelliforme de Best, patologia relacionada con la degeneracion macular, un
tipo de retinoplastia relacionada con la edad (Marmorstein A. y col, 2000). Sin
embargo, no se ha documentado la presencia de ninguno de los canales

pertenecientes a la familia de las Bestrofinas en EO de rata.

Por otro lado, realizamos el mismo procedimiento para verificar si algunos de
los canales PanClCa se expresa en raton. Efectivamente, a través de una
busqueda nucleotidica en NCBI, comprobamos la expresion en raton de
canales de CI" pertenecientes a la familia ClCa (mClCal, mClCa2, mCICa3,
mClCa4, mCICa5, mCICa6), pero no encontramos reporte alguno que indicara
la expresién de alguno de estos canales en EO del mismo animal. Los canales
expresados en ratén que presentan mayor similitud con los canales PanClCa
expresados en rata tienen por nombre mClCal, mCICa2 y mClCa4. Fue por
esto que decidimos comprobar si los partidores disefiados para amplificar los

canales PanClCa en rata tenian la capacidad de amplificar alguno de estos tres
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canales en EO ratén. Realizando un Blast con los partidores PanClCa
disefiados, descubrimos que estos partidores no tienen la capacidad de
amplificar ninguno de estos 3 canales expresados en ratén. Por lo tanto, nada
podemos decir de la expresion en EO de raton de los canales PanClCa

expresados en rata.

En la figura 14 podemos observar el cladograma en dénde se agrupan los
canales de CI" activados por Ca®* expresados tanto en rata como en ratén, en
funcién de su identidad. Observando el cladograma confirmamos que los
canales PanClCa (rClCal, rbCICal y rbClCa2) presentan la mayor similitud

con los canales mClCal, mClCa2 y mCICa4 expresados en raton.

Hemos identificado un canal de CI” activado por Ca*" presente en EO de rata,
sin embargo, este es solo el primer paso, ya que nuestros resultados no
demuestran que el canal rbCICa2 se exprese en NSOs de rata, ni mucho
menos en sus cilios y menos atin que esté implicado en la quimiotransduccion
olfatoria. Por otro lado, aunque rbClCa2 resulte participar en la cascada de
transduccién olfatoria, es posible que no sea el unico canal responsable de la
corriente de CI” en cilios olfatorios de rata. Lo importante de este trabajo es
que contamos con un candidato a ser el canal de transduccion ciliar que nos

ayudara a responder esta pregunta fundamental.
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Fig 14: Cladograma de canales de CI activados por Ca*" expresados en rata y ratén. En
el cladograma podemos observar todos los canales de CI” activados por Ca®" expresados tanto
en rata como en raton agrupados en funcién de su identidad. Podemos apreciar la distribucion
de las tres familias de canales de cloruro descritas hasta el momento: CICa, Bestrofinas y
TMEM16. Este cladograma se disefi6 realizando alineamientos multiples con las secuencias

nucleotidicas de los canales descritos en rata y ratén utilizando el programa Genious Basic

3.7.1 (Drummond et al., 2009).
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8. Conclusion:

En EO de rata se expresa el canal de CI” activado por Ca®* rbCICa2. Si este
canal se expresara en NSO de rata, especificamente en sus cilios, seria
altamente probable que correspondiera al canal de CI” activado por Ca®" que

participa en la transduccion olfatoria.

El canal de CI" activado por Ca’" mBest2 expresado en ratén no se expresa en
EO de rata. Por otro lado, ninguno de los canales PanCICa (rClCal, rbClCal 6
rbCICa2) expresado en EO de rata se expresa en EO de raton. Estas evidencias
indican que los canales de CI” activados por Ca** presentan una expresion

especie especifica.
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