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RESUMEN

El síndrome de Down (SD) es determinado por la presencia de una copia extra

del cromosoma 21. Se manifiesta a través de múltiples anomalías, siendo el

retardo mental la característ¡ca más sobresaliente. La condición resulta en

alteraciónes en las propiedades eléctricas de membrana en neuronas fetales,

idénticas a las encontradas en la trisomía 16 murina (Ts'!6), un modelo animal

del SD. En efecto, neuronas derivadas de ganglio de la raiz dorsal (GRD)

exhiben una reducción en la amplitud máxima de corrientes de calcio activadas

por voltaje (16"). lnversamente, neuronas en cultivo de hipocampo de Ts16

muestran un aumento en su amplitud. El regulador de Calcineurina 1 (RCAN1)

se encuentra presente en el cromosoma 21 humano y 16 murino. Esta proteína

inhibe a calcineurina (CaN), la cual posee varios sustratos conocidos, entre

otros, los canales de calcio tipo L. Debido a que los animales Ts16 son

inviables, nuestro grupo ha establecido líneas celulares inmortalizadas de

corteza cerebral provenientes de estos ratones (llamadas CTb) también como

de ratones diploides (llamadas CNh). Tal como en SD, RCANI está sobre-

expresado en las células CTb. Considerando lo anterior, decidimos explorar las

lca en las células CTb y CNh, mediante la técnica de patch clamp en célula

entera. Encontramos una corriente de calcio inmadura sensible a nifedipina. La



activación de estas corrientes ocurre a 40 mV en ambos tipos celulares. Las

células trisómicas exhibieron un aumento de 2,4 veees en la densidad máxima

de lca, un cambio de 15 mV hacia potenciales más despolarizados en la curva

de inactivación dependiente de voltaje, y un aumento en el movimiento total de

carga de aproximadamente 2,5 veces. Para elucidar el rol de RCANI

sobrexpresado en la condición trisómica, se transfectó con secuencias

interferentes específicas para RCANl (knockdown). Este procedimiento llevó la

densidad de las lc" a niveles similares a los encontrados en CNh- El cambio en

la curva de inactivación dependiente de voltaje en CTb fue revertida a niveles

comparables con CNh. También el knockdown de RCANI logró bajar el

movimiento total de carga en CTb, sugiriendo una correlación entre el nivel de

inactivación y el movimiento de carga. Más aun, la inhibición farmacológica de

CaN por Fk-506 en células CNh, produce un aumento en la densidad de 16,

incluso por sobre los valores de CTb. Sin embargo, la curva de inactivación

dependiente de voltaje en CNh, cambió solo parcialmente hacia potenc¡ales

más despolarizados luego de la inhibición de CaN, no alcanzando los valores

de las células CTb. Estos resultados muestran un rol de RCAN 1 en la

regulación de los canales de calcio activados por voltaje vía regulación de la

compuerta de inactivación. Este mecanismo no es totalmente dependiente de

CaN. No obstante, esta fosfatasa juega un importante rol en la regulación de

estas corrientes regulando a los canales mediante otro mecanismo. Por lo tanto,

el knockdown de RCAN I revirtió las alteraciones en Is. descritas en CTb,



sugiriendo que la sobre-expres¡ón de esta proteína altera la conductancia de

calcio a través de los canales activados por voltaje, asi comprometiendo

funciones neuronales críticas. Los mecanismos regulados por RCANl podrían

constituir posibles blancos terapéuticos en el SD.
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ABSTRACT

Human Down Syndrome (DS) is determined by the presence of an extra copy of

autosome 21. lt is manifested by multiple abnormalities, being mental

retardation the most striking feature. The condition results in altered electrical

membrane properties of fetal neurons identical to those of trisomy 16 fetal m¡ce

(Ts16), an animal model of DS condition. lndeed, Ts16 cultured dorsal root

ganglia (DRG) neurons exhibit voltage-gated Ca2* current (16") with reduced

amplitude. Conversely, Ts16 hippocampal cultured neurons showed increased

ls. amplitude. The Regulator of calcineurin-'t (Rcan1) is present in human

chromosome 21 and murine autosome 16. This protein inhibits calcineurin

(CaN), which has several known targets, as among them the regulation of L-type

voltage-gated calcium channels. Since Ts16 animals are unviable, we have

established immortalized cell lines from the cerebral cortex of Ts16 (named

CTb) and euploid littermates (named CNh). As in DS, Rcanl is overexpressed in

CTb cells. Considering the above, we decided to explore 16" in CTb and CNh

cultured cells, using the whole-cell patch-clamp technique. We encountered an

immature, nifedip¡ne-sensitive calcium current. Current activation occurs at -

40mV in both cell lines (V¡e¡6¡¡s= -80 mV). Trisomic cells exhibited a 2.4-'¡old

increase in the maximal 16" density , a 15 mV shift toward more depolarized

x11



potent¡al in steady-state voltage-dependent inactivation curve and an increase in

the total charge movement at the inactivation test pulse level by approximately

2.S-fold. To elucidate the role of overexpressed Rcanl in the trisomic condition,

we transfected CTb cells with specific siRNA to reduce the expression of this

gene to levels comparable to those of CNh ('knockdown'). This procedure

brought the maximal 16" densi§ in CTb cells to levels similar to those of CNh.

The shift in steady-state voltage-dependent inactivation in CTb was reversed to

levels comparable to those of CNh cells. Also, Rcanl knockdown reduced the

charge movement to levels comparable to those CNh cells, suggesting a

correlation between the inactivation level and charge movement. Further,

pharmacological inhibition of CaN increases lca in CNh cells. Nevertheless, the

voltage dependence of inactivation in these cells shifted only partially towards

more depolarized potentials upon CaN inhibition, and did not reach the values of

CTb cells. These results show a role of Rcanl in the regulation of voltage-gated

calcium channels via regulation of the inactivation gate. Further, the results

suggest that this regulation is not totally CaN-dependent. Nevertheless, this

phosphatase plays an important role in the regulation of the current, possibly via

activation gate or voltage sensor. Further, Rcan'l knockdown reverted most of

the alterations noted for 1"" in CTb cells, suggesting that Rcanl overexpression

altered calc¡um channel conductance, hence compromising critical neuronal

functions. Rcanl-regulated mechanisms may constitute possible therapeutic

targets in DS.



INTRODUCCIÓN

l. Sindrome de Down.

El Síndrome de Down (SD) fue descrito por el médico inglés John Langdon

Down en 1866 y en 1959 se demostró que resultaba de la presencia de una

copia extra del cromosoma 21 (Ts21; Jacobs y col. 1959, Lejeune y col. 1959).

Los pacientes SD exhiben un característico retardo mental, que puede estar

acompañado de múltiples anomalías, tales como, malformaciones cardiacas

congénitas, hipotonía muscular, mayor incidencia de leucemia a edades

tempranas, alteraciones visuales e inmunológicas. El SD se relaciona de

manera muy interesante con el desarrollo temprano de neuropatología típica de

la enfermedad de Alzheimer: presencia de placas sen¡les, depósitos de amiloide

y gliosis (Epstein, 1986 a y b, Reeves, 1986; Ault y col. 1989a; Cárdenas y col.

1999; Saud y col. 2006).

Como ya se mencionó, el síndrome resulta de la presencia de una copia extra

del cromosoma 21, que corresponde a un cromosoma acrocéntrico y que es el

más pequeño en el ser humano (figura. 1). A su vez, fue el primer cromosoma

humano en ser completamente secuenciado, estudio realizado por Hattori y col.

(2000), y que permitió identificar en este autosoma 127 genes, 98 posibles



nuevos genes y 59 pseudo-genes, todos los cuales pueden estar sobre-

expresados en SD (Epstein, lg86a; Hattori y col. 2000; Saud y col. 2006)

Cariotipo de una paciente SD
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Figura l. cariotipo de una mujer con sD, la flecha roja señala la trisomía del
Cromosoma 21. Clinical tools, lnc.

El sD es frecuentemente retal en el desarrollo temprano, y se ha estimado que

el 7 5o/o-90%o de fetos con sD mueren espontáneamente in utero. su incidencia

es de aproximadamente l:700 nacidos vivos (Reeves y cor. 19g6; Morris y cor.

2002), existiendo un riesgo creciente directamente asociado con la edad de la

madre. En efecto, para mujeres gestantes menores de 30 años, la probabilidad

es menor a l:1000; sin embargo, ésta aumenta a 1:350 a la edad de 35, y

dramáticamente a 1 :1 00 a partir de los 40 (Morris y col. 2002) (figura 2)



Curva de incidencia de SD relativo a la edad de Ia madre

zü 25 30 35 40

Edad de la madre {añss}

Figura 2. Curva de la incidencia de nacimientos SD por número de hijos, versus
la edad materna. Se nota claramente la rectificación alrededor de los 35 años.

La trisomía del cromosoma 2l es generalmente causada por una no-disyunción

en la primera fase de la meiosis del oocito, la cual está presente en más del

90o/o de los casos. También, raramente, puede ser generado mediante

translocaciones en cual el b¡azo largo del cromosoma se une a otro,

usualmente el 14, 21 o 22. Una tercera causa es la trisomía mosaica, la cual

representa el 2$o/o del total de casos, dónde la trisomía se genera

tempranamente en la embriogénesis, resullando individuos con algunas élulas
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con 46 cromosomas y en otras con 47, implicando distintos grados de

man¡festaciones fenotÍpicas, dependiendo del porcentaje de células trisómicas.

Actualmente se sabe que para desarrollar SD, se requiere de al menos la

presencia de una porción definida del cromosoma 21 (bandas 21q22.1 a

cuarta), denominada región crítica del SD. Claramente, el síndrome no está

determinado por mutaciones, inserciones o deleciones, sino que se produce en

el contexto de un exceso de dosis génica. Sin embargo, las implicancias

específicas en la función celular derivadas de esta sobre-expresión

generalizada aún no están esclarecidas (Saud y col. 2006). Teóricamente, los

genes están presentes en 3 copias, lo que significaría un aumento en su

expresión de 1,5 veces en relación a la condición diploide.

El SD representa cerca del 30% de los casos de retardo mental leve o severo

(Pulsifer, 1996). Además del característico deterioro mental, el síndrome es

acompañado por un aumento en la frecuencia de malformaciones cardiacas

congénitas, hipotonía muscular, una gran incidencia de leucemia, y una

aparición temprana de la enfermedad de Alzheimer antes de la cuarta década

de vida (manifestada por presencia de placas seniles, depósitos de amiloide,

ovillos neurofibr¡lares y gliosis) (Epstein, 1986 a,b; Reeves y col. 1986, Ault y

col. 1989a, Saud y col. 2006).
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Las bases del retardo mental en el SD aún son desconocidas (Epstein, 1986

a,b; Schapiro y col. 1989; Pulsifer, 1996). Todas las evidencias morfológicas

contradictorias reportadas para cerebros de fetos, pacientes jóvenes y adultos

con SD (Marín-Padilla, 1972 y 1976; Schapiro y col. 1987; Dekaban, 1978;

Horwitz y col. 1990) sugieren la existencia de una alteración funcional

preponderante en la génesis del retardo mental, por sobre las alteraciones

estructurales (Gibbs y Gibbs, 1964; Boullin y O'Brien, 't971 ; Yates y col. 1980;

Yates y col. '1983; Fiedler y col. 1994; revisado por Galdzicki y col. 2001),

part¡cularmente en una fase temprana del desarrollo.

ll.- Modelos de Síndrome de Down

Si bien, se han realizado estudios en cultivos primarios provenientes de

pacientes SD, los problemas éticos y prácticos asociados en la obtención y

mantención de tejidos humanos han limitado su uso. Ello llevó a la búsqueda de

modelos animales para entender la fisiopatología del síndrome. A este respecto,

el primer modelo animal desarrollado para el estudios del SD fue la trisomía 16

murina (Ts16), dónde se encuentra por triplicado el cromosoma 16 completo,

autosoma que guarda la mayor homología con el cromosoma 21 humano

(Epstein y col. 1985) (figura. 3).
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Sintenia entre el Cromosoma 21 humano y el l6 murino
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Figura 3. lzquierda: Homología del Cromosoma 21 humano y el cromosoma 16
murino. Derecha: Se indica la ubicación de los genes presentes en el
cromosoma 16 en distintos cromosomas humanos. (Jackson Lab.)

Desgraciadamente, los ratones Ts16 no son v¡ables y mueren in utero entre los
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14 y 16 días de gestación. Para superar este obstáculo, se han creado modelos

de trisomía parciales en dónde sólo porciones de la región distal del cromosoma

16 han sido triplicadas. Entre ellos destaca, el modelo Ts65Dn (Davisson y col.

1990), cuya región del Ts16 triplicada corresponde más cercanamente a la

21q21-22.3 del cromosoma 21 humano. Otro modelo de trisomía parcial es el

TslCje, el cual posee una porción triplicada más pequeña (Sago y col. 1998).

Estos ratones con trisomías parciales son viables y han sido muy útiles para

realizar estudios de comportamiento. El modelo más usado es el Ts65Dn, en el

cual están presentes muchos de los cambios fenotípicos vistos en SD (Dierssen

y co1.1996; Dierssen y col. 1997; Ruiz de Azua y col.2001). Sin embargo,

aunque estos an¡males sobreviven hasta la adultez, éstos carecen de algunos

genes de la porción definida del cromosoma 16, lo cual compromete las

interacciones de todos los productos gén¡cos involucrados en la trisomía

completa, y así complican las conclusiones relac¡onadas con la patología. Por

ejemplo, TslCje exhibe niveles normales de Superóxido dismutasa (SODI) y

existe una pérdida de la degeneración característica de neuronas colinérgicas

(Sagoycol. 1998)

Por otra parte, se han desarrollado animales transgénicos que poseen tres

copias para un gen en particular asociado al SD. Pero, estos modelos no

reproducen los posibles efectos cooperativos de los genes que corresponden al

autosoma triplicado. Un caso que ilustra esta situación es el modelo transgénico

para SODI , dónde las neuronas ganglionares en cultivo no presentan los



potenc¡ales de acción alterados observados en la trisomia completa (Ault y col.

1989b).

lll. Neuronas en cultivo provenientes de ratones Tsl6.

Usando cultivos de neuronas de Ts16, varios grupos de investigadores han

descrito esencialmente las mismas alteraciones electrofisiológicas en la

condición humana: incrementos en la de velocidad de despolarización y

repolarización del potencial de acción, y reducción de la duración de la espiga;

ello estaría determinado por alteraciones en densidad y c¡nét¡cas de las

corrientes de Na*, K* y Ca2' (Nieminen y col. 1988; Caviedes y col. 1990).

Aquellos resultados han validado el modelo animal para la fisiopatología del SD.

En efecto, Ia condición trisómica, tanto en el hombre como en el ratón,

determina alteraciones comparables en mecanismos íntimamente relacionados

a la membrana celular. Sin embargo, estas alterac¡ones difieren cuantitativa y

cualitativamente en diferentes reg¡ones del sistema nervioso. (Ault y col. 1989a;

Acevedo y col 1995; Fiedler y col. 1994). En el septum, médula espinal y

neuronas ganglionares, hay un incremento en la velocidad de despolarización y

repolarización con un acortamiento en la duración de la espiga (Ault y col.

1989a; Acevedo y col. 1995). Por el contrario, en cultivos de neuronas del

hipocampo, se observa una situación inversa, donde las neuronas trisómicas

exhiben una despolarización más lenta y con un potencial de acción de mayor



duración, posiblemente debido a una d¡sminución en la densidad de la corriente

de Na* (Galdzicki y col. 1993). Por el contrario, las neuronas ganglionares

muestran un incremento en la densidad de la corriente de Na*, lo cual

concuerda con el incremento en la fase de despolarización (Orozco y col. 1988).

Corrientes de Ca2*.

Caviedes y col. (2006), usando élulas ganglio de la raiz dorsal (GRD) en

cultivo primario provenientes de ratón Ts16, encontraron que las neuronas

trisómicas exhiben una reducción en la amplitud de corriente de calcio. A su

vez, estos autores describieron una reducción en la dependencia de voltaje de

activación a -30 y -20mV. También, las neuronas trisómicas mostraron una

disminución en la cinética de activación para las corrientes de Ca2*, con un

aumento del 80% en los valores de constantes de tiempo, pero no manifestaron

diferencias significativas en la cinética de inactivación.

Por otra parte, Galdzicki y col. (1998), usando células hipocampales de ratón

Ts16 en cultivo, curiosamente encontraron un gran aumento de la amplitud en

corriente de entrada de Ca2* activada por voltaje. La densidad de la corriente

fue 80% mayor en Ts16 que en las células diploides, pero las propiedades de

cinética y dependencia de voltaje no difirieron entre los dos grupos de

neuronas. El aumento en la densidad de la corriente se debería posiblemente a

una mayor expresión de canales de Ca2" tipo L sens¡bles a dihidropiridina, dado



por una mayor unión a [3H]PN200-110. Sin embargo, no se hallaron diferencias

en la expresión a nivel del mensajero de los canales de calcio tipo L.

Estos hallazgos refuerzan la idea que la trisomía tanto humana como murina

determina efectos diversos, incluso opuestos, en las propiedades eléctricas de

la membrana celular en distintas áreas del s¡stema nerv¡oso. Es por lo tanto

necesario llevar a cabo estudios funcionales en células nerviosas de distintos

territorios en relación a la expresión génica en el SD, con el objeto de encontrar

el nexo entre la sobre-expresión de ciertos genes y las disfunciones especificas

a las que se hizo referencia anteriormente.

lV. Líneas Celulares

Debido a la importancia que reviste el evaluar la contribución individual de los

genes sobre-expresados en la trisomía 16 murina como modelo de SD, y para

superar la limitante de la inviabilidad del modelo murino y la poca cant¡dad de

tejido procurable para realizar muchos estud¡os, es que el grupo del Dr. Pablo

Caviedes ha establecido líneas celulares neuronales derivadas de corteza

cerebral de ratones normales (CNh) y trisómicos 16 (CTb) mediante un

protocolo de transformación mediado por factores solubles presentes en el

medio condicionado de la línea celular UCHTI (Caviedes y Stanbury, 1976), lo

cual induce inmortalización celular estable en d¡stintos periodos de tiempo

(Caviedes y col. lgg3; Liberona y col. 1997; Cárdenas y col. 2002a,b; Allen y



col.2002). En particular, la línea celular derivada de corteza cerebral de ratón

trisómico 16 (CTb), presenta un aumento del Ca2* intracelular basal y

respuestas alteradas a estimulación de receptores de glutamato, posiblemente

debido a la alteración de los mecanismos reguladores del Ca2' citosólico

(Cárdenas y col. 1999).

V. Revirtiendo la sobre-expresión.

El problema en la utilización de modelos de trisomía parcial (Ts65Dn, TslCje)

radica en que para determinar el daño génico en el síndrome de Down se debe

evaluar la contribución de cada gen triplicado en el contexto de la trisomía

completa, en la cual esta sobre-expresión generalizada determina una nueva

"homeostasis" (o "dis-homeosfasis), siendo determinante la región crítica de

SD del cromosoma 21 humano o alternativamente el cromosoma 16 murino

(Saud y col. 2006)

Mediante la disminución de la expresión génica, técnica llamada knockdown, se

ha determinado la contribución de varios genes en el contexto de esta sobre-

expresión generalizada en élulas CTb. Entre ellos destacan el gen APP

(Opazo y col. 2006; Rojas y col. 2008), que cod¡fica a la Proteína Precursora de

Amiloide; el gen S/c5a3, el cual codifica para el transportador Na*/myo-inositol
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(SMIT 1) (Díaz-Franulic y col. 2007) y el gen SodT (M¡kkola y col. 2008), que

codifica a la enzima Superóxido dismutasa 1.

Recientemente, el uso de RNA interferente (iRNA) ha adquirido gran

relevancia. Este utiliza un mecanismo de defensa ancestral contra RNA de

doble cadena (dsRNA) foráneo. Secuencias cortas de RNA de solo 22

nucleótidos llamados iRNA pequeños (siRNA) son recortados de un dsRNA

más largo por una enzima llamada Dicer. La cadena de siRNA es usada por un

complejo silenciador inducido por RNA (RNA-induced silencing complex, RISC)

para llevar un mRNA específico a vÍas de clivaje y degradación (Wasi, 2003).

Así, los siRNA diseñados para un mRNA específico puede silenciar

eficientemente la expresión de un gen blanco, tras lo cual el pool de proteína se

depleta progresivamente en función de su catabolismo, definiendo así el

concepto de knockdown (Estibeiro y Godfray, 2001). Esta técnica es ideal para

estudiar la función de un gen especifico, es más rápida y con mejor costo-

beneficio que la generación de knockouts. Afortunadamente, se han diseñado

siRNA probadamente eficientes para diversos genes murinos, que consiguen

realizar esta tarea.
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Vl. El gen RCANI

Estudios previos indican que muchos genes relacionados al SD afectan

funciones neuronales en élulas trisómicas, dentro de los cuales se encuentran

los ya mencionados genes App (Opazo y col., 2006), SM/I-I (Huang y col.

20OO), GlRk2 (Lyle y col. 2004), SODí (Epstein y col. 1987; Lyle y col. 2004).

Por otra parte, dos genes: RCANI(ó DSCRI) y DyrklA, ambos asociados a

neuropatologías y alterac¡ones del desarrollo, han sido mapeados en la región

crítica del autosoma 21 humano, asociados al SD (Arron y col. 2006) (figura 3.),

y por ello han sido objeto de gran atención en los últimos años.

El gen RCANI humano ha sido mapeado específicamente en la región

21q22.12 (Hattori y col. 2000). Este gen se encuentra altamente expresado en

el cerebro, corazón y músculo esquelético (Fuentes y col. 1995). Se ha descrito

la sobre-expresión de RCAN'! en la línea CTb (Arriagada y col. 2009). La

proteína RCAN 1 contiene dos dominios de unión a SH3 ricos en prolina

(Fuentes y col. 1995), normalmente conocido como PRD, por su sigla en inglés

prol¡ne-ich doma¡ns, uno de los cuales define a la familia de la proteína, la eaja

ISPPXSPP. La porción carbox¡lo terminal (aminoácidos 115-197) es

responsable de la unión a Calcineurina (CaN) (Fuentes y col. 1995). CaN es

una fosfatasa serina-treonina regulada por Ca2*/calmodulina formada por una

subunidad catalítica, Calclneurina A, y la subunidad reguladora, Calcineurina B ,

(Rusnak y Mertz, 2000).



La unión de RCANI a CaN resulta en la inhibición de esta última (Gorlach y

col., 2000). Es por esto que RCANI se conoce también como Calcipresina '1

(Fuentes y col., 2000, Gorlach y col., 2000, Rothermel y col., 2000).

Se ha descrito que CaN tiene roles importantes en aprendizaje y memoria

(Winder y col. 1998; Mansuy y col. 1998; Crabtree,2001). En efecto, CaN

posee varios sustratos conocidos (Harris y col.,2005), tales como el factor de

transcripción NFATc (Harris y col., 2005, Gallo y col., 2006), canales de calcio

tipo L (Armstrong, 1989, Oliveria y col. 2007), el canal de potasio Kv2.1 activado

por voltaje (Mohapatra y col. 2007), y receptor de NMDA (Lieberman y col.

1994).

Las corrientes de calcio a través de los canales selectivos dependientes de

voltaje (lcr) juegan un rol esencial en muchos procesos celulares en células

excitables, principalmente en excitabilidad celular, plasticidad sináptica y

expresión génica (Ghosh y Greenberg, 1995, revisado por Berridge y col.,

2003).

Los canales iónicos están regulados dinámicamente por vías de transducción

de señales, s¡endo la fosforilación uno de ellos (Levitan, 1994). Específi@mente

en los canales de calcio activados por voltaje, la desfosforilacion está regulada

por CaN, la cual provoca una disminución en las corrientes de calcio

(Armstrong, 't989; Lukyanetz y col. 1998; Burley y Sihra 2000). Por lo tanto, en

la regulación dinámica de estos ernales, estaría involucrado RCANl med¡ante
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la inhibición de CaN (Genescá y col. 2003). Ello lleva a pensar que en una

condición que sobre-expresa RCANI (Ts16-SD), la actividad de estos canales

podría verse afectada, específicamente, aumentando las corrientes de Ca2*

(figura 4).

Modelo explicativo del rol de CaN sobre los canales de
calc¡o y la participación de RCANI

Extracelular

lnúacelular

s'--t'
P

Figura 4. Esquema representat¡vo del efecto de la inhibición de Calcineurina
(CaN) por RCANl sobre la actividad de los canales de calcio tipo L.

Si bien la entrada de calcio activa a Calmodulina (CaM) y esta a su vez a CaN,
la inhibición de esta última produciría un aumento en los estados fosforilados de
los canales, mediante PKA, lo que resultaría en un incremento en la
conductancia de los canales. Más detalles en el texto. (Modificado de Oliveria y
col. 2007)

Mediante la técnica del knockdown aplicada a la línea CTb, en este trabajo se

buscó elucidar el rol que juega específicamente RCANI en la regulación de las

corrientes de calcio a través de los canales activados por voltaje. Todo esto, en

el contexto de la sobre-expresión generalizada, manteniendo el efecto

cooperativo de los genes presentes en el cromosoma 16 (figura 5).

L.E'



CondÍcíón Trisómica
Tratam¡ento
con síRNA Análísis de resultados

RCANl
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€r0rasi¡5ny

merL¿rt wü,

F*ñl \ Comparación con los
datos obtenidosen la
línea CNh.

Figura 5. Diagrama de flujo de la realización de la presente tesis. Primero se
determinó, mediante la técnica de Patch Clamp, las alteraciones en las
corrientes de calcio activadas por voltaje (lc") en células CTb. Posteriormente
se realizó el knockdown de RCANI (siRNA) para normalizar su expresión,
corroborándose mediante western blot WB) y citometría de flujo.
Consecutivamente, se realizaron los estudios de las 16" en las células CTb
transfectadas. Todos estos resultados fueron comparados con aquellos
obtenidos en las células CNh.
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HIPÓTESIS

Las células CTb presentan un aumento en la densidad de las corrientes de

calcio a través de canales de calcio dependientes de voltaje, comparadas con la

línea celular diploide CNh. Éstas serán revertidas total o parcialmente mediante

el knockdown de RCANI, logrado mediante la incorporación de secuencias

específicas de RNA interferente (siRNA) para este gen.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES.

1.- Evaluar las características de las corrientes de calcio en las líneas celulares

diploides (CNh) y trisómicas (CTb)

2.- Normalizar la expresión de RCANI en las células CTb.

3.- Estudiar el efecto de la normalización de RCANI en las élulas de corteza

derivadas de fetos de ratón trisómico Ts16 (CTb) en las Corrientes de Ca2*.

OBJETIVOS ESPECf FICOS.

1. - Evaluar la cinética, amplitud y la inactivación dependiente de potenc¡al de

las corrientes de Ca2* mediadas por canales dependientes de voltaje, usando la

técnica del Patch clamp, en las líneas CTb y CNh.

2.- Realiza¡ el knockdown de RCANI en células CTb por transfección con

secuencias específicas de siRNA.
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- Evaluar los niveles de proteína RCANI mediante técnicas de inmunoblot,

específicamente Western blot.

- Ejecutar ensayos de tiempo necesarios de transfección para logar resultados

comparables entre las líneas trisómicas y normales.

3.- Comparar cinética, amplitud e inactivación dependiente de voltaje de las

corrientes de Ca2* mediadas por canales dependientes de voltaje, en las líneas

CTb transfectadas y CNh.
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MATERIALES Y MÉTODOS

1. Modelos experimentales.

Se emplearon líneas celulares neuronales derivadas de ratones normales y

Ts'16, las cuales fueron establecidas a partir de la corteza cerebral (Normal:

CNh, Trisómico : CTb). Estos modelos celulares retienen marcadores

neuronales, expresan aumentos de Ca2' intracelular en respuesta a

estimulación con neurotransmisores, y poseen función colinérgica (Cárdenas y

col. 1999, Opazo y col. 2006, Rojas y col. 2008).

2. Cultivo celular.

La células fueron cultivadas en placas de Petri, usando un medio de cultivo

compuesto de: DMEM/HAMF12 (lnvitrogen, Grand lsland, NY) el cual se

suplementa con 69r/l de Glucosa, 1gr/l de Bicarbonato, 1lo/ovlv de Suero Bovino

Adulto y 2,5% de Suero Bovino Fetal. Los cultivos fueron mantenidos en una

incubadora, a una temperatura de 37oC, 100% de humedad y en una atmósfera

de 5% de COz. La renovación de los medios de cultivo se realizó dos veces por

semana.
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3. Expresión génica.

a) Llsrs celular, extracción de proteÍnas

Se lavaron las placas 2 veces con 0.5 ml solución D tampón fosfato salino pH

7.4 (89r. NaCl, 0.4gr. KCl, 0.029r. Na2HPO4, 0.039r. KHzPO¿ para 1000m1).

Se agregaron 400-500p1 de Tripsina 0.2o/o e incubaron entre 3-5 minutos a

37oC. Luego se neutralizaron con 500p1 medio DMEM/F1Z (1:1), finalmente las

células se traspasaron a un m¡crotubo eppendorf de 1,5 ml. Posteriormente, las

células se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos a 4oC, eliminando el

sobrenadante.

Se lavaron las células con 500 ¡rl de solución D re-suspendiendo el precipitado,

luego se centrifugó a 2000 rpm por 5 minutos a 4oC, eliminando el

sobrenadante.

Paralelamente, se preparó buffer de lisis LDB (Low Detergent Buffer) lX (20

mM de Tris-HCl, 2 mM de EDTA, 150 mM de NaCl y 0,5% de Triton X-100).

Se agregó al pellet 200 ¡rl de buffer LDB 1X con inhibidores de proteasas

(FENIL METIL SULFONIL FLUORURO-PMSF-, leupeptina). Se incubaron en

hielo por 5 m¡nutos, luego se son¡caron ¡as muestras por 30 segundos,

finalmente se centrifugaron a 14000 rpm por l5 minutos a 4oC. Del

sobrenadante se extrajeron alícuotas de 10 yl para la medición de la

concentración de proteínas totales mediante el método de Bradford a 595 nm.

Al resto del sobrenadante, se le agregó tampón de carga (Glicerol 2070, beta-

Mercaptoetanol 10%, SDS 6%, Tris-HCl 250 mM y 1,5 mgr/ml de azul de
27



bromofenol) y para denaturar las proteínas se hirvió la muestra por 5 minutos a

100'C. Finalmente el sobrenadante con el tampón de carga se almacenaron a

-200c.

b) Cuantificación de proteína

Los niveles de proteína se cuantificaron mediante inmunodetección,

utilizándose dos técnicas: Westem blot, y citometría de fluio

-Westem blot:

20 pgr de proteína fueron sometidos a electroforesis desnaturante en gel de

poliacrilamida al 10o/o (Gel separador'. 1,7 ml de poliacrilamida 3O%, 2 ml de

agua destilada, 1,3 ml de Tris-HCl 1,5 M,0,05 ml de SDS 100/0,0,002 ml de

Temed y 0,05 ml de PSA 10%. Gel concentrador: 0,33 ml de poliacrilamida

3O%, 1,4 ml de agua destilada,0,25 ml de Tris-base 1,5M,0,01 ml de SDS

10%, 0,001 ml de Temed, 0,01 m de PSA1O%) a 350mA 80mV por 2 hrs, para

ser transferidas a membranas de nitrocelulosa, en una cámara de transferencia

a 60mV y 400mA por 1,5 hrs. Para evitar la unión no específica la membrana,

se llevó a cabo bloqueo con albúmina de suero bovino al 5% en PBS-Tween 20

al 1o/o por 2 horas a temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos primarios

específicos para RCANI (dilución 1:2000) (ABCAM, Cambridge, MA). Luego de

la incubación durante toda la noche con el anticuerpo primario, posteriormente

se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al I % y luego se incubó la

membrana con un anticuerpo secundario conjugado con HRP (dilución 1:5000)

(ABCAM, Cambridge, MA). La detección se realizó mediante un kit de



quimiolum¡niscencia (Pierce, Rockford, lL EEUU). Las membranas se

fotografiaron y la densidad de las bandas se midió con el programa lmageJ

(software de uso libre desarrollado por Wayne Rasband

[wayne@codon.nih.gov], Research Serv¡ces Branch, National lnstitute of

Mental Health, Bethesda, Maryland, USA.) La intensidad de la escala de grises

obtenida por medio de este Software se normaliza con la intensidad obtenida de

las bandas correspondientes a la proteína B-Tubulina (control de carga), la cual

es también detectada por la técnica de Western Blot (Anti-Mouse p-Tubulina

(1:2000; ABCAM, Cambridge, MA). Esto permite normalizar la cantidad de

proteína RCANI presente en las llneas celulares CTb (trisómicas), CNh y CTb

transfectadas con el siRNA específico para RCAN1 a las 24 y 48 horas post

transfección.

-Tinción intracelular para Citometrla de Flujo:

Las células sembradas en placas se tripsinizaron y se resuspendieron en

tubos eppendorf. Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min

para eliminar la tripsina. Una vez obten¡do el pellet de células, éstas se

resuspendieron en formaldehido al 1o/o durante 30 min a 4oC para fijarlas. Se

lavó el exceso de formaldehido, para luego permeabilizar las células con

metanol absoluto, previamente enfriado a -2OoC, y se incubaron durante 10 min

a -20oC. Se removió el exceso de metanol lavando las células, para luego

bloquear con albúmina de suero bovino al 1% durante 30 min a temperatura

ambiente. Se incubaron las células con el anticuerpo primario específico para



RCANI (1:2000; ABCAM, Cambridge, MA) por 30 min a 37oC. Luego de lavar

las células para eliminar el exceso de anticuerpo, se incubaron con el

anticuerpo secundario a una dilución de 1:5000 (ABCAM, Cambridge, MA) por

30 min a temperatura ambiente. Una vez más se lavaron las células para

eliminar el exceso de anticuerpo. Finalmente, se resuspendieron las células en

1% de formaldehido para su posterior lectura en el Citómetro de Flujo, teniendo

como mínimo una lectura de 5000 eventos.

4. lnterferencia de la expresión génica.

Se sembraron las células CTb en placas de 6 o 12 pocillos. Se utilizaron

secuencias certificadas de siRNA (Santa Cruz Biotech., lnc, Santa Cruz, CA.

EEUU), específicamente diseñadas contra RCAN I (sc-45481 ) y secuencias

controles " scrambled" (Scr- sc-37007) las cuales no producen ningún efecto en

la expresión de dicho gen, al no activar RISC. 2,5 pgr se pre-incubaron con

liposomas catiónicos (LipofectAmine, Life Sciences Technologies, lnc. CA.

EEUU) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, para la

incorporación a las células, se incubaron los cultivos con esta mezcla en medio

sin suero y sin antibióticos durante 5 horas a 37"C y S%COz. Posteriormente, se

agregó el medio completo y se cultivó por 24 y 48 horas a 37oC y SoloCO2. Las

transfecciones con la secuencia control (Scr) sólo se realizaron durante 24

horas. Para el control de especificidad, se incubaron las células CTb sólo con

Lipofectamina, como vehículo vacío, por 5 horas para el siguiente día reg¡strar.
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Para determinar la eficiencia de transfección, se sembraron las células en las

m¡smas condic¡ones que para los registros electrofisiológicos, y se realizó el

mismo protocolo de üansfección, sólo que esta vez se incubaron con una

secuenc¡a control "scrambled" conjugada con FITC (Santa cruz Biotech., lnc). El

conteo se realizó por triplicado tomando en cuenta 10 campos al azar por cada

ensayo.

5. Registros de Corrientes de Ga2*

Para registro de corrientes, se utilizó la técnica de Patch Clamp en la

configuración célula entera (Hamill y col. 1981). Las élulas fueron visualizadas

en un microscopio invertido equipado con óptica de contraste de fase Nikon

(Nikon Diaphot, Nikon Corp., Japón) Se utilizaron capilares de vidrio Bluetip

(Monoject Sci., St Louis, MO, EE.UU.), los cuales fueron estirados utilizando un

puller Sachs-Sutter (Sutter lnstruments, modelo PC-81, San Rafael, CA,

EE.UU) hasta alcanzar una resistencia entre 2 - 4 MO. Las p¡petas se llenraron

con una solución (tabla 1), dejando solo calcio como el ion permeante. Previo a

registrar, el medio de cultivo fue cambiado por una solución de baño (Tabla 1;

Caviedes y col. 2006).
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Soluciones utilizadas para registros de Corrientes de
Calcio.

Reactivos
TEA.CI

CaClz

MgClz

HEPES

Glucosa
CsCl

EGTA-KOH

Sln. Baño
150mM

2,5mM

1mM

10mM

':iy

t'"_l]1""

0,45mM

1OmM

10mM

140mM

5mM

Tabla 1. Los valores representan concentración. TEA= tetraetilamonio;
HEPES= ácido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfónico EGTA= ácido etilen
glicol-bis(2-aminoetil)-N, N, N', N'tetracético.

De la población de células visualizadas al microscopio, se seleccionaron células

aisladas para evitar acoplamientos eléctricos. El electrodo se aproximó a la

célula utilizando un micromanipulador motorizado Sutter (Sutter lnstruments,

modelo MP-285, Novato, CA, EE.UU.), estableciéndose contacto entre la pipeta

y la membrana celular de alta resistencia (2 - 10 GO) aplicando un leve pulso de

presión negativa en la pipeta. Tras cancelar las trans¡entes capacitivas rápidas

mediante los circuitos del amplificador EPC-7 (HEKA Elektronik, Alemania), se

estableció la configuración en célula entera mediante un pulso de succión en la

pipeta, con el fin de romper la membrana celular bajo la punta del electrodo.

Una vez establecida esta configuración, se permitió el intercambio iónico entre

la pipeta y el interior de Ia célula por períodos de 5 a 10 minutos. Todos los

registros fueron llevados a cabo a temperatura ambiente (20-25oC).
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Control de Voltaje: Los pulsos de voltaje fueron generados por una tarjeta

convertidora análogo-dig¡tal (D¡gidata 1200, Molecular Devices lnc., EE.UU.),

instalada en un PC compatible, controlados mediante el programa PClampS

(Molecular Devices lnc., EE.UU.). Las células fueron mantenidas a -BOmV y se

presentaron pulsos de despolarización de 70 ms. de duración en incrementos

de 10 mV, a una frecuencia de 0.1H2. Se fijó una línea base a partir de un

período de 5 ms antes de la aplicación del pulso de prueba. Debido a que no

se usó el circuito de compensación para corregir el error debido a la resistencia

en serie, se tomó ésta arbitrariamente como dos veces el valor de resistencia

del electrodo. El error de voltaje se calculó multiplicando este valor por la

amplitud de corriente, y se descartó todo registro con error superior a 3 mV

(Sakmann y Neher, 1983). Las corrientes de fuga y capacitivas fueron

compensadas usando la substracción on-line con el protocolo convencional P/4,

el cual cons¡ste en una serie de 4 pulsos escalados del pulso de activación. No

se realizó compensación de las resistenc¡as en serie para evitar oscilaciones

que pudieran dañar la membrana.

La dependencia de voltaje de la inactivación se examinó usando protocolos de

pre-pulsos convencionales. Un pre-pulso condicionante de 1 s de duración que

llevó la membrana a potenciales entre -140 y 0 mV en pasos de 10 mV. El pulso

de prueba llevó el potencial de pre-pulso a +20 mV por 100 ms, luego de 2 ms

a -80mV. Los registros se ajustaron a la función Boltzmann a 200 iteraciones:

y = 1l{1+ exp((Vm-Vo.s)/k)),
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dónde Vm es el potencial pre-pulso, Ve.5 es el potencial medio entre el máximo y

el mínimo de corriente, y k es la pendiente de la curva. Los niveles de

correlación fueron considerados aceptables para valores iguales o mayores a

0,95.

La cinética temporal de la activación e inactivación de las corrientes se estudió

mediante ajuste de las respuestas de corriente al modelo clásico "m3á" de

Hodgkin y Huxley (Hodgkin y Huxley, 1952),

I = [m3 hilnax

donde,

m = l-exp(-Ur), y

h = exp(-Uro)

La función "m" representa la cinética de activación de las corrientes (con una

constante de tiempo r,), mientras que la inactivación está representada por la

func¡ón "h" (con una constante de tiempo 16 ). El ajuste se realizó utilizando el

método de la suma de cuadrados mínimos, provisto por el programa comercial

Pclamp 8.2 (Molecular Devices lnc., EE,UU.) Los valores con un coeficiente de

correlación superior a 0.95 fueron utilizados, y los datos bajo éste fueron

descartados y nombrados como no convergentes (n.c.)
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Control de Corriente'. Las propiedades pasivas se evaluaron en la configuración

de clamp de corriente, en respuesta a pulsos hiperpolarizantes de 0,1 y 0,05

nA de amplitud, y de 200 ms de duración. La resistencia de la membrana se

calculó dividiendo la amplitud del potencial generado por la amplitud del pulso

de corriente aplicado; Se obtuvo la constante de tiempo (r), la cual corresponde

a 0.632 de la amplitud máxima de voltaje. La capacitancia se calculó como C=

t/R, para la estimación de la densidad de corr¡ente ¡ónica.

Movimiento total de cargas: De los registros de corrientes de calcio, se tomaron

los trazados de las condiciones pertinentes al potencial +20mV, se integró el

área bajo la curva y ese resultado se dividió por el valor de capacitancia de la

célula.

6. Adición de drogas:

Tratamiento con FK-506.

Para determinar si la regulación de las corrientes de calcio es dependiente de

CaN, se utilizó FK-506 (Tacrolimus, Astellas lreland Co., lrlanda,

generosamente donado por lnvestpharma), el cual es un inhibidor

farmacológico específico de la CaN (Lukyanetz y col. 1998; Norris y col.2002;

revisado por Lukyanet E.A. 1997; Burley y Sihra, 2000)

Las células CNh se sembraron en cubre objetos y se colocaron en placas de 12

pocillos; se incubaron con 50pM de FK-506 en 1 ml de medio DMEM/F12 sin
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suero y sin antibióticos, durante 34 horas, para posteriormente cambiar el

medio por solución de Baño y proceder a registrar (Norris y col. 2002).

Nifedipina (SIGMA, San Luis, CA, EE.UU.), un conocido bloqueador de canales

de calcio t¡po L, se agregó a la solución Baño a una concentración de 10pM.

7. Estadística.

Para análisis estadístico, se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de una vía.

Seguido por la prueba de f de Student, considerándose significativo para

valoresdep<0.05.
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RESULTADOS

1 . Características de las células.

Durante el desarrollo de esta tesis, no se apreciaron cambios aparentes en la

morfología de las células. En las condiciones de registro electrofisiológico, las

células presentaban un núcleo definido, presencia de pequeñas inclusiones que

al parecer en la condición trisómica eran de mayor número. Ambas tipos

celulares presentaban proyecciones, aunque muchas veces eran de corta

longitud. Sólo cuando existía un contacto con otras células, estas proyecciones

se apreciaban de mayor longitud.

2- Corrientes de calcio dependientes de voltaie en CNh v CTb.

El primer objet¡vo de esta tesis fue evaluar las corrientes de calcio a través de

los canales de calcio dependiente de voltaje (lca) de toda la membrana en

élulas individuales (whole-cell voltage-dependent calcium currents), en ambas

líneas celulares derivadas de corteza: CNh y CTb. Para esto, se estudiaron las

lca mediante la técnica del Patch-clamp en la configuración de célula entera.
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2.1 Propiedades pasivas de membrana.

Al estudiar en configuración de clamp de corriente, no se detectó diferencia en

ninguna de las propiedades eléctricas pasivas de las células. La tabla 2

presenta los valores obtenidos de capacitancia y resistencia para ambos tipos

celulares.

PROPIEDADES PASIVAS DE MEMBRANA EN CNh Y CTb

Parámetro cNh cTb

Capacitancia (pF)

Resistencia (MO)

33.9 r 9.2

56.2 !34.04

o

11

30.6 r 10.3

47.9 r.37.3

14

o

Tabla 2.Propiedades pasivas de membrana de neuronas CNh y CTb en modo
Current Clamp, en respuesta a pulsos h¡perpolarizantes de 0.1 y 0.05 nA, 200
ms de duración. La resistencia de membrana fue estimada como la amplitud
máxima de voltaje dividida por la amplitud de corriente aplicada. La constante
de tiempo (t) se estimó como el punto correspond¡ente a 0,632 de la amplitud
máxima de voltaje. La capacitancia celular se calculó como C = r /R. Los
valores son Promedio + D.E.

2.2. Corrientes de Calcio activadas por Voltaie.

Al ser estimuladas a partir de un Vr"n1"n"¡5n de -80mV, las células trisómicas

exhibieron un marcado aumento en el pico de la densidad de lca comparadas

con la línea euploide, como se aprecia en la figura 6, dónde se presentan

registros típicos de cada línea neuronal, de valores de capacitanc¡a

comparables.



lmágenes representativas de los registros de 16¡ en CNh y CTb

Figura 6. lmágenes representativas de respuestas de Corrientes de Calcio en
células CNh (53pF) y CTb (45pF) registradas en modo control de voltaje
(Voltage-clamp) 0y'mantención= -80mV) en pulsos despolar¡zantes de 10 mV y 70
ms. de duración, presentados a 0,1 Hz. Recuadro, protocolo de pulsos
despolar¡zantes (ver materiales y métodos para mayor detalle)

En las condíciones de obtención de cada registro, no se apreciaron problemas

de clamp espacial ni errores de voltaje superiores a 3 mV La activación de las

corrientes ocurre en ambas líneas a aproximadamente -40mV (V¡¿¡¡s¡s¡5¡= -80

mV), pero, como indica la figura 7, no se notó una inversión de la corriente pero
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sí un aumento de 2.4 veces (CNh= -6.3 lO.7pA/pF, n= 18; CTb= -16.4 t
2.4pNpF; p<0.01, n=13) en el pico máximo de corriente a potencial de +60 mV.

Curva l-V de células CNh y CTb.

Potenial de Membrana (mV)
-40 -20 0 20 40

Densidad de Corriente (ptupF) -8

_10

-14

-'t 6

-18

-20

Figura 7. Los valores (Promedio f EE) son significativamente diferentes entre
ambas condiciones para p<0.05, excepto . (no significativo) (CNh, n= 18; CTb,
n= 13). Notar el ¡ncremento substancial de la densidad de corriente en la
condición trisómica.

Esta corr¡ente fue mayormente conducida por canales de calcio tipo L, debido a

que la adición de Nifedipina resultó en una reducción de la corriente total de

98f1 ,3% (n=3) (figura 8).

-r- CNh

-o- CTb



Efecto de la adición de Nifedipina (1OpM) en las corrientes de calcio

Figura 8. A, registro de célula entera de una célula CNh (V.¿n1"¡6¡6n = -80mV). B,
respuesta de corrientes luego de la aplicación de Nifedipina. Notar la marcada
reducción en la corriente de calcio.

La presencia de corrientes de cola de inactivación lenta fue evidente en los

registros en ambos tipos celulares. Para determinar la contribución del ión Cl-

en estas corrientes, se decidió ¡ealizar experimentos donde el TEA-CI externo

fue reemplazado por TEA-Acetato (a la misma concentración, 150 mM), así

introduciendo un anión no permeante en el compartimiento extracelular. La

figura 9A muestra registros en células CTb. Las células que fueron mantenidas

con TEA-Acetato muestran una marcada reducción en el movimiento total de

carga asociado a la corr¡ente de cola (-60%) y con una aparente disminución



en la cinét¡ca temporal de ¡nactivación en el pulso activo (figura 9B). Estos datos

sugieren que las corrientes de cola de las células registradas son mayormente

transportada por cl . sin embargo, el pico inicial en la corriente de entrada

durante los pulsos despolarizantes no se ve afectado, sugiriendo que la posible

contaminación por Cl- es improbable.

Rol del anión Cl- en las corrientes de cola

Figura 9. A, registros representativos de células CTb. La figura superior

muestra las corrientes obtenidas en presencia de TEA-CI. Notar la disminución

i
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de las corrientes de cola cuando se reemplaza por TEA-Acetato (figura inferior).
B, relac¡ón carga/voltaje de las corrientes de cola registrada en células CTb. Los
valores son Promedio t EE. -p<0,05' **p>0,01. n=6 para ambas condiciones.

Debido a que no se alcanzó una ¡nversión de la corriente en nuestros registros,

no fue posible evaluar la activación dependiente de voltaje en CNh y CTb.

Sin embargo, la curva de inactivación dependiente de voltaje exhibe un

desplazamiento hacia potenciales más despolarizados en CTb, comparados

con CNh. En la figura l0 se muestra claramente un cambio de 15 mV hacia

potenc¡ales más despolarizados en la curva correspondiente a línea CTb,

comparada ésta con aquella de CNh. Esto sugiere que un mayor número de

canales de Ca2* están disponibles pata activarse a potenciales negativos (a -

130, -l 10, -90 y -80mV), comparados con la línea control. Esto último es

especialmente relevante a nivel del pre-pulso -80mV, dónde se evidencia un

aumento de 3,2 veces en la corriente en CTb.
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0.6X
(E

E

lnactivación dependiente de voltaje en células CNh y CTb.

¡ CTb
r CNh

-120 -'100 -80

Potencial Pre-Pulso (mV)

a

E

=

0,4

Figura 10. un pulso condicionante de 1 s mantuvo la membrana a potenciales

de-s¿e -t¿O a O mV (pulsos de 10 mV), seguido por un potencial de mantención

de -80mV y un pulso de prueba que llevó el potencial de membrana a +20mV

(ver recuadro. Paréntes¡s indica pulso de prueba). Los valores son

ñormalizados, en cada lÍnea celular, al máximo de corriente dado el potencial de

adquisición de +20mV. * indica p<0,05. Los puntos son Promedio t EE' La

función Boltzmann ajusta a un valor de p<0,01 en los registros de ambas líneas

celulares (CNh, n = 5; CTb, n = 5).

Para relacionar estos hallazgos con aquellos resultados obtenidos en los

protocolos de activación, se integró la superficie bajo la curva de los registros
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de corriente tomados de estos protocolos a niveles de +20mV, desde un

Vmantenc¡ón de -80 mV. Este procedimiento reveló el movimiento total de cargas a

través de la membrana, el cual, a dicho potencial, resultó en un aumento en 2,6

veces en el movimiento de carga en CTb comparado con CNh (Rgura 1 1)'

Movimiento total de Carga

Figura 11. Movimiento total de cargas en las células cNh y cTb, normalizado

poi capacitancia, desde un potencial de mantención de -80mV hasta +20mV. La

targa 
'total fue obtenida integrando el área baio la curva de las corrientes

regi-stradas. CNh n=10; CTb n= 1't. -" p<0,01. Los valores en el gráfico son

Promedio + E.E.

posteriormente, para evaluar la contribución de las propiedades de "gatingl'

intrínsecas, se estudiaron las cinéticas de activación e inactivaciÓn
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dependientes del tiempo, ajustando los trazados de corrientes al modelo 'm3h"

de Hodgkin y Huxley. De acuerdo a esto, no se encontraron diferencias

significativas en ambas cinéticas para CNh y CTb, según se desprende del

análisis de las constantes de tiempos presentado en la Tabla 3. Estos

resultados sugieren que las cinéticas dependientes del tiempo no juegan un rol

en la conductancia a Ca2* alterada en las células CTb.

Váloros de constante de tiempo para corrientes de Ca2*

Activación
Vm CNh
-20 0.35 n 0,16
-10 0.43 t 0.2
o o.34 to.22
+10 0.35 r 0.23
+2O 0.36 t 0.23
+30 O.44t0.27
+40 0.46 t 0.3
+50 0.42tO.3
+60 0.38 t 0.3

n CTb
7 0.46 !0.37
7 0.44 tO.37
7 0.42 rO.43
7 0.35 r 0.31
I 0.32 r 0.21
9 0.31 t 0.2
9 0.33 + 0.22
I 0.33 r 0.31
8 0.33 r 0.31

t (ms)
lnactivación

n CNh
8 n/c
8 n/c
I 27.21 !21.5
8 37.5 r 36.5
10 101 r 58
11 '16.3 i 89.5
1'l 62.7 t 14.3
10 65.09 I 15.7
10 69.4 !22.1

CTb n
nlc
n/c
55.3 + 55.5 4
64.1 !76.2 7
56.6 !22.4 7
79.71t43 7
100.5 1103.3 8
72.2t22.9 8
69 r.32.2 8

n

3
4
7
7
8
I
7

Tabta 3. Valores derivados de ajustes exponenciales de un modelo de m3h de
Hodgkin y Huxley. Para la activación, la región ajustada se tomó
inmediatamente después de la transiente capacitiva hasta el peak de la
corriente. Para la inactivac¡ón, la reg¡ón ajustada comenzó desde el peak de la
corriente terminando al punto correspondiente al 80% del valor de steady-state
de la coniente. (n/c no converge; coeficiente de correlación >0.95). Los valores
son Promedio + DS.

Por lo tanto estos resultados sugieren que:

I ) las 16, registradas en las neuronas CTb alcanzan niveles de densidad de

corriente aproximadamente 2.5 veces mayor que aquellas registras en las
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neuronas CNh, y que estas corrientes son mediadas por canales de calcio tipo

L.

2) existe un desplazamiento de la curva de inactivación en la condición

trisómica hacia potenciales más despolarizados (aproximadamente 1SmV), lo

que indicaría un cambio en la sensibilidad de los canales, y que a niveles de

potencial comparables, las células CTb presentarían mayor probabilidad de

conducir

3) las cinéticas temporales, tanto de activación como inactivación, no tienen un

rol preponderante en las diferencias observadas en las corrientes de ambas

líneas celulares.

Estos resultados se correlacionan bien con aquellos previamente encontrados

en neuronas centrales cultivadas a partir de ratón Ts16 (Galdzicki y col. 1998),

sugiriendo que la mayor dosis génica inherente a la condición trisómica, afecta

las funciones neuronales normales, tales como los movimientos iónicos,

expresamente presentado acá las 1"". Ello, además, contribuye a validar la línea

CTb como un modelo estable y reproducible para el estudio de alteraciones de

corr¡entes iónicas relacionadas con SD.
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3. Expresión de RCANI en CNh. CTb. Y CTb transfectadas.

Para investigar el rol que juega RCANl en la regulación de las ls", se evaluó su

efecto mediante la interferencia específica del mRNA en el contexto de la sobre-

expresión generalizada en CTb, dado el hecho que poseen una copia extra del

cromosoma 16. Resultados previos de nuestro laboratorio señalan que existe

una sobre-expresión de RCANI en las élulas CTb comparadas con las CNh

(Arriagada y col. 2009). Basándose en esto, se realizaron transfecciones con

RNA interferente específico para el mensajero de RCANI ("srRNA"), el cual

disminuye la expresión de esta proteína a valores comprables a los encontrados

en CNh, pero no ocurre lo mismo cuando se transfectan con una secuencia

aleatoria control ('Scrambled' no interferente; figura 12).
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Expresión de la proteína RCANI

s¡RNA RCANI

48h Scr

si áH?"-!¡É er:xoa

ü$**,\. gLr, 1 Ér {¡.* {¡.,# tsssKDa

lntens¡dad d! fluorescéncia

Figura '12. Expresión de la proteína RCAN1. A. lmagen representativa de

Wéstern Blot. B. Niveles de expresión de la proteína en CNh, CTb' CTb

transfectadas con siRNA específ¡co (siRNA) para RCANI a 24 y 48 horas post-

transfección; Scr, secuencia no interferente control "scrambled". La expresión

se cuantificó en bandas de 33 KDa para RCANI y de 55 KDa para beta-

Tubulina. Los valores en el gráfico fueron normalizados a la expresión de

RCAN'! en las células CNh y representan Promedio f E.E. CNh, n=4; CTb n=4;

siRNA24, siRNA4B y Scr n=3; ** p<0,01; - p<0,05) C. Niveles de expresión de

RCANl mediante citometría de Flujo. Nótese la disminución de la intensidad de

fluorescencia en las células CTb transfectadas con siRNA para RCAN I a

niveles similares a los encontrados en cNh, control negativo: células sin

anticuerpo primario. (Lecturas mínimas de 5000 eventos)

Para corroborar la eficiencia de transfección señalada en estudios previos en

las células CTb, se transfectaron con una secuencia control ("scrambled")

conjugada con FITC, en las mismas condiciones realizadas para las muestras

que se derivan a los estudios electrofisiológicos (figura 13). Estos resultados

indican una eficiencia de transfección del 8513%, lo que está muy de acuerdo

A

C

lntens¡dad d! fluorescéncia
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con los reportados anteriormente en estas mismas células (Opazo y col. 2006;

Rojas y col. 2008)

Efi ciencia de transfección.

Figura 13. Muestra de dos fotografías de células de corteza trisómica murina
(CTb) transfectadas e¡n el control siRNA-FITC por 24 hrs. lzquierda y derecha,
arriba: células observadas en microscopio óptico. lzquierda y derecha, abajo:
imagen de inmunofluorescencia. El porcentaje de eficiencia fue de un BSt3%
(Promedio t E.E.). Barra escala 50pm.

Estos resultados indican que:

1) las células CTb sobre-expresan RCAN1, en comparación con las células

CNh, en una proporción concordante con la esperada por dosis génica;

ü

.:

t_.



2) la aplicación de secuencias interferentes específicas para RCANI reduce la

expresión de la proteína a niveles símiles a CNh. La incubación con secuencias

controles " scrambted" no provocó una disminución en los valores de expresión

de la proteína, corroborando el efecto específico de los siRNA

correspondientes,

3) el efecto knockdown permanece estable enlre 24 y 48 hrs, sin cambios

significativos en la expresión de RCANI en las élulas CTb transfectadas,

periodo en el cual se realizaron los registros electrofisiolÓgicos'

4. Corrientes de calcio dependiente de voltaie en CNh. CTb Y CTb

transfectadas con siRNA.

una vez determinada la ventana de tiempo y corroborada la normalización de la

expresión de RCANI mediante la secuencia interferente (siRNA) en CTb, el

siguiente paso fue determinar el posible rol de RCANI en la regulación de las

lc". Para esto se realizaron registros electrofisiológicos en las células CTb

transfectadas con la secuencia interferente y la secuencia "scrambleÜ.

Los valores de densidad de corriente no fueron diferentes entre los registros a

las 24 y 48 horas, por lo tanto todos se graficaron como "siRNA".

Los registros indican que al transfectar con la secuencia interferente la amplitud

de las corrientes se reducen alcanzando valores comparables con aquellas

se

45

registradas en células CNh, como muestran en los registros tíPicos



presentados en la figura '14 en células de ambos tipos con valores de

capacitancias comparables.

Registros representativos para CTb transfectadas con siRNA para RCANI
y GNh.

Figura 14. lmágenes representativas de los registros de corrientes de calcio en
A, célula transfectada con la secuencia específica para RCANI (58pF); B,
registro de célula CNh (53pF).

En tanto los registros de las células CTb transfectadas con la secuencia

" scrambled' mantienen la tendencia de las CTb con vector vacío (como se

muestran en la figura 15 los registros de células CTb y CTb-scr con valores de

capacitancia comparables).

46



Registros representativos para CTb transfectadas
scrambled y CTb control.

_**.".j;:;1T:ffiyqffm

cond¡ciones registradas se alcanza el potencial de inversíón
(figura 16).
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de la densidad de 1"" en las células CTb, destacándose que en

Figura 15. lmágenes reor
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Curva l-V registros de corr¡éntes en células CTb transfectadas y controles.

Potencial de Membrana (mV)

-40 -20 0 20 40 60

*-s

-b
-7
-8

Densidad de Corriente tpn¡pfl _rl
-'t 1

_12

-13

-14
-15
-16
-17
-18

-r- CNh

-¡- CTb

-o- Scr

-o-siRNA

Figura 16. Curva Corriente-Voltaje (l-V) de los registros de corrientes de calcio
en modo célula entera en CNh (n=18), CTb vector vacío (n=6), CTb
transfectadas con la secuencia interferente específica (siRNA, n=10) y CTb
transfectadas con la secuencia control ("scrambled"; Scr, n= 4), los puntos son
Promedio t E.E. (i = p<0,01 ; -= p<0,05 para CNh), Notar la no diferencia
significativa entre CNh y CTb transfectada con interferente para RCAN (siRNA);
y entre CTb sin transfectar y CTb transfectada con la secuencia "scrambled"

Al estudiar las cinéticas de activación e inactivación en las cuatro condiciones

(CNh, CTb, CTb-siRNA, y CTb-Scr) no se observaron diferencias significativas

entre las distintas condiciones, como se desprende de los valores de constantes

de tiempo r, obten¡dos al ajustar los trazados al modelo m3h de Hodgkin y

Huxley (Tabla 4).
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Valores de constante de tiempo para corrientes de Ca'2
Activación

Vm
0
+10
+20
+30
+40
+50
+60

cTb
0,76 t O,41

0,64 tO,27
0,70 r 0,3í
0,57 r 0,35
0,75 r 0,50
0,76 r 0,37
0,81 r 0,41

s¡RNA
0,54 r 0,33
0,61 r 0,35
0,66 r 0,36
0,73 x 0,42
0,72 ! 0,56
0,75 I 0,55
0,59 + 0,26

r (ms)
nCNhn
5 0,34r.O,22 7

5 0,35 r 0,23 7

5 0,36 t 0,24 I
5 0.44 !.0.28 I
5 0,47 + 0,31 I
5 0,42 i 0,31 I
5 0,38 r 0,31 I

lnactivac¡ón

N Scr
6 0,74 r 0,61

6 0,89 r 0,46
6 0,83 + 0,44
6 0,74 r 0,30
6 0,78 r 0,35
6 0,81 ü 0,42
6 0,92 r 0,45

n
4
4
5

5

^
5

5

mV CTb n

0 17,96 + 12,56 3
+10 68,70 r 65,34 4
+20 61,68 + 43,83 4
+30 137,39r100,46 6
+4O 46,87 t 28,98 5
+50 143,48 + 140,0 6
+60 118,28r100,48 6

r (ms)
CNh n siRNA n
27 ,21 r. 21,47 3 41 ,16 t 54,35 4
37,50 r 36,56 4 47,82t49,29 4
39,11 t24,Ag 7 24,04 t 15,80 3
78,97 r 55,59 7 59,44 r.53,12 4
54,80 *32,32 8 87,89 r 134,98 5
59,81 +40,43 I 47,7Ot41,77 5
78,45 r 86,56 7 142,50 * 126,33 3

Scr
46,15! 43,82
105,04 r '150.16

32,70 !24,49
43.44 !.37,84
56,81 + 56,37
68,95 r 78,68
63,82 r 33,80

n

4
4
J

4
5

5

3

Tabla 4. Valores derivados de ajustes del modelo m3h de Hodgkin y Huxley.
Para la activación los valores fueron tomados inmediatamente después de la
transciente capacitiva al peak de la coriente. Para la inactivación la región
ajustada comenzó desde el peak de corrientes hasta el 80% del estado
estac¡onar¡o, se aceptaron los valores con un coeficiente de correlación mayor a
0,95. Los valores son Promedio t D.E. No se encontraron diferencias
significativas entre las diferentes condiciones.

Posteriormente, sé evaluó la dependencia de potencial de la inactivación de las

lca en las élulas transfectadas con el interferente para RCAN 1 , para así

determinar si esta disminución en la amplitud de la corriente podría estar dada

por el hecho de tener menos canales disponibles para activarse. Los resultados
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se presentan en la figura 17, donde se aprecia claramente que las élulas CTb

transfectadas con s¡RNA exhiben un comportamiento comparable con aquel de

la línea CNh. Vale decir, el desplazamiento de't5 mV hacia potenciales más

despolarizados característicos de CTb se revierte en dirección a la condición

control (Vs.5 CNh: '116 mV, CTb: 101 mV, CTb-siRNA: 't17 mV.)

Curva inactivación dependiente de voltaje en células CTb transfectadas y
controles.

r CNh
o CTb

^ S¡RNA

1,0

0,8

06
o
E

= o,4

o,2

0,0
-140 -120 -100 -80

Potencial pre-pulso (mV)

Figura 17. lnactivación dependiente de voltaje de corrientes de Ca2*. Los
valores son normal¡zados, en cada condición, al máximo de corriente dado el
potencial de adquisición de +20mV. Nótese la disminución de la corriente por
cada pre pulso en las células CTb transfectadas con la secuencia interferente
para RCANI. Los puntos son Promedio t EE. CNh, n = 5; CTb sin transfectar n

= 5; siRNA n = 6. La función Boltzmann ajusta a un valor p<0,01 en los registros
de todas las cond¡c¡ones.



Esto sugiere que RCANI tendría un rol regulador de los canales de Ca2*

dependientes de voltaje a nivel de la compuerta de inactivación de éstos, dado

por el desplazamiento ya descrito de la curva de inactivación hacia la izquierda

en las células CTb transfectadas con siRNA, llegando a niveles esencialmente

comparables a aquellos de las células euploides CNh.

Posteriormente, para evaluar la posible relación entre el estado de inactivación

de los canales versus la cantidad de carga transferida, se integró el área bajo la

curva de los registros de corrientes de las élulas CTb transfectadas (figura 18).

Estos valores disminuyen a niveles semejantes de los registrados en CNh,

alejándose de los valores obtenidos para las células CTb sin transfectar. Por lo

tanto, es altamente sugerente que el rol de RCANI en la regulación las lca va

dada por la posibitidad de controlar la compuerta de inactivación de los canales.
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Movimiento total de carga en células CTb transfectadas y controles,
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Figura 18. Movimiento total de cargas en las células CNh, CTb y CTb
transfectadas con la secuencia específica para RCANI (siRNA), normalizado
por capacitancia, desde un potencial de mantención de -80mV hasta +20mV. La
carga total fue obtenida integrando el área bajo la curva de las corrientes
reg¡stradas. -* p<0,01 para CTb ctrl. CNh n=10; CTb ctrl n= 6, siRNA = 't2.

Dado que en las células CTb, el regulador de la calcineurina (RCANI) está

sobre-expresado, el mecanismo de las alterac¡ones descritas en las lca podría

estar relacionado con una mayor inhibición de calcineurina (CaN). Por ello,

decidimos verificar esta hipótesis en las células diploides CNh, incubándolas

con FK-506, un potente y conocido inhibidor farmacológico de CaN.

SiRNA

5Z



lmagen representativa de corrientes de calcio en eélula CNh incubada con
FK-506 y control.

Figura 19. lmágenes representativas de registros de 1"". A, neurona CNh
(capacitancia 15pF), B neurona CNh incubada por 4 horas con 50pM de FK-
506, un inhibidor farmacológico de CaN, en med¡o sin suero ni antibióticos
(capacitancia 17pF).

Los resultados (figura 19) dan cuenta de un claro control de parte de CaN

sobre los canales de calcio activados por voltaje, ya que luego de la incubación

con FK506, se aprecia un aumento en la densidad de la 16", en las células CNh,

logrando incluso, aumentar por sobre los registros de las neuronas CTb (figura

20).
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Curva l-V de registros de corrientes de calcio en células CNh incubadas
con FK-506 y controles.

Potencial de Membrana (mV)

-40 -20 0 20 40 60 80

, -1..-t

Densidad de Corriente (pA/pF)

---r- CNh
¡- CTb
¡- CNh Fk-506

Figura 20. Curva l-V de las corrientes de calcio en modo Whole-cell en CNh
control (n=4), CTb (n=6) y CNh tratada por 3-4 horas con FK-506 a 50pM (n=3).
Nótese el aumento significativo de las corrientes de calcio en CNh tratadas con
FK-506 comparada con CNh sin tratam¡ento para todos los valores de voltaje
(p<0,01); y el aumento por sobre los registros de CTb. Los puntos corresponden
a Promedios + EE.

-80
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Posteriormente se evaluó la dependencia de voltaje en la inactivación en las

células incubadas con FK-506. Los resultados arrojados (figura 21) muestran

que si bien existe un desplazamiento de 7 mV hacia potenciales más

despolarizados, este cambio no alcanza los niveles observados en las células

CTb (V0,5 = CNh ctrl: 1't5 mV, CTb: 101 mV, CNh-FK-506: 108 mV). Estos datos

sugieren a que la regulación de RCANI en la compuerta de inactivación de los

canales de calcio activados por voltaje, no se debe solamente a su rol

claramente definido como un regulador de la actividad de la CaN.

lnactivación dependiente de voltaje en células CNh incubadas con FK-506
y controles.

¡ CNh ctrl

^ cNh Fk-506
¡ CTb

Figura 21. lnactivación dependiente de voltaje de corrientes de Caz*. Los
valores son normalizados, en cada condición, al máximo de corriente dado el
potencial de adquisición de +20mV. Note el cambio en la curva hacia
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potenciales mas despolarizados en CNh incubada con FK-506, respecto a CNh
control. Los puntos representan Promedio * E.E. CNh control = 3, CTb = 5,
CNH FK-506= 7. Función Boltzmann ajusta a un p<0,01 en todas las
condiciones.

Es interesante notar que cuando se realizaron los análisis de movimiento total

de carga, éstos fueron considerablemente mayores en las élulas CNh tratadas

con FK-506 que los valores obtenidos de las élulas CNh sin tratar, e incluso

mayores que aquellos de las élulas trisómicas (figura22) .

Movimiento total de carga en células CNh incubadas con FK-506 y
controles

1000
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ro 
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Figura 22. Gráfico de movimiento total de carga obtenidos de los registros de
corrientes de calcio a potencial de +20mV. Notar la diferencia significativa
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éntrelos valores obtenidos de CNh control frente a las células CNh tratadas con
FK-506, como también entre éstas y las células trisóm¡cas. (CNh, n=3; CNh-Fk-
506, n= 3; CTb, n=4; * p<0,05; ** p<0,01)

En conclusión, estos resultados sugieren que la sobre-expresión de RCANI

podría alterar severamente las ls., dado el hecho que:

1) La amplitud aumentada de las 1"" en CTb, que alcanza a ser 2,5 veces mayor

que los registros de las células CNh, es revertida al disminuir la expresión de

RCAN 1 , mediante la incorporación de secuencias interferentes específ¡cas

(siRNA). Aun cuando las cinéticas temporales de activación e inactivación no se

vieron afectadas en todas las condiciones.

2) El cambio de l5 mV hacia potenciales más despolarizados en la inactivac¡ón

dependiente de voltaje en células CTb, es revertido mediante la disminución de

la expresión de RCAN1, a valores indistinguibles con aquellos obtenidos en las

células CNh.

3) los niveles aumentados de movimiento total de carga observado en las

células CTb son restihridos a valores comparables a los de las células CNh,

debido a la normalización de la expresión de RCAN1.

4) El uso de FK-506, un inhibidor farmacológico de la CaN, en las células CNh

provoca un ¡mportante aumento de la densidad de las 1"", sugiriendo que esta

fosfatasa cumple un rol en el control de los canales. Pero, al evaluar la

dependencia de voltaje en la inactivación, este control no se ejercería

solamente sobre la compuerta de inactivación, y el efecto de Rcanl sobre Ia

57



dependencia de voltaje de la inactivación estaría dado sólo parcialmente por la

regulación de CaN.
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DISCUSIÓN

Los resultados presentados indican que la densidad de las lc" de calcio en las

élulas cTb alcanza valores hasta 2,5 veces mayores que las registradas en las

células CNh, medidos en respuestas a pulsos de +60 mV (figura 7)' Estos

hallazgos en esencia se asemejan a aquellos encontrados por Galdzicki y col.

(1998), quienes reportaron un aumento en la densidad de conientes de calcio

en cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratones Ts16. Estos autores

atribuyen el aumento de las corrientes a una densidad de canales de Calcio en

la membrana incrementada, reflejado por una mayor unión de [3H]PN200-110.

Es interesante hacer notar que los mismos autores refieren que la transcripción

de ARN mensajero de las subunidades de los canales tipo-L se mantuvo sin

alterar entre los cultivos de Ts16 y euploides. Es necesario plantear que no

existe una clara explicación a este fenómeno, debido a que ningún gen que

codifica a las subunidades del canal ha sido mapeado en el cromosoma 16 en

ratones. Una posible explicación de esta sobre-expresión de canales podría

estar asociada a una vida media aumentada de estos en la membrana, lo cual

podría contribuir a un aumento en la densidad. Dicha posibilidad emerge de

estudios previos que demuestran anomalías en procesos endosomales y de

intemalización de membrana reportados en otros modelos de SD (Cataldo y col.



2003 y 2004) como también en la línea celular CTb (Arriagada y col. 2007). Por

lo tanto, en estudios futuros, es preciso evaluar la expresiÓn de la subunidad o-

1c en la línea trisómica y en la euploide, con el objeto de elucidar un posible

aumento en la expresión de los canales tipo L en CTb.

En relación a la dependencia de voltaje en la activación para las corrientes de

calcio, la falta de de inversión en la corriente impos¡bilita un análisis preciso.

Varias explicaciones posibles pueden plantearse ante esta situaciÓn. Una de

ellas puede yacer en el alto gradiente de Ca2'usado en nuestros experimentos,

condición seleccionada para optimizar los registros de amplitud de corr¡ente

(Caviedes y col., 2006). En las condiciones usadas, el potencial de inversiÓn

calculado para la coniente de Ca2* (Eca) fue de +205mV, nivel que no fue

posible alcanzar en nuestros experimentos, debido a la presencia de anomalías

en la membrana en niveles de potencial mayores a +70mV ("breakdown"). A

este respecto, Hagiwara y Byerly (1981) señalaron las dificultades de registrar

corrientes de calcio de salida de la célula, incluso a potenciales muy positivos.

Estos autores concluyen que'los canales de Ca2* son, inherentemente, canales

de una vía'- A su vez, se ha demostrado que las corrientes de salida presentada

en cada registro de corrientes de calcio (por ejemplo, Galdzicki y col. 1998,

Caviedes y col. 2006) pueden ser llevadas por cationes monovalentes (Cs* y/o

K) que pasan a través de los canales de calcio (Fenwick y col. 1982, Lee y

Tsien, 1984), manteniendo así el potencial de inversión consistentemente más

bajo que el Eca termodinámico predicho. De acuerdo a esto, el estudio de las



ls. disminuyendo el gradiente electroquímico o quizás induciendo una mayor

diferenciación celular podría contribuir a dilucidar este punto.

La presencia de corrientes de cola de inactivación lenta fue un hallazgo notable

en ambas líneas celulares. se pensó que tales corrientes podrían ser llevadas

por Cl- o Ca2*. Cuando se reemplazó el Cl- externo por acetato, las corrientes

de cola se redujeron dramáticamente en aproximadamente un 60%, del

movimiento total de carga. La presencia de este componente de la corriente de

cola podría deberse a que el movimiento de carga es llevado por un flujo de

iones Cl- de salida, el cual sigue al flujo de entrada de iones Cl- durante los

pulsos despolarizantes. Tales resultados apuntan a que las corrientes de cola

en nuestras líneas celulares son llevadas principalmente por Cl-, con una

corriente remanente que podría ser, lo más probable, conducida por iones Ca2*.

Al mismo tiempo, estos resultados sugieren que la remoción de Cl- extemo

enlentecerían la fase de deactivación de las corrientes, sin compromiso en el

pico, como se manifiesta en la figura 9A. Estas corrientes de cola han sido

descritas en otros tipos neuronales (Barnes y Bui, 1991; Currie y Scott, 1992;

Fleig y Panner 1996), como también en otras líneas celulares establecidas con

el protocolo UCHTI (Caviedes y col., 1993). A este respecto, un interesante

resultado publicado por Barnes y Bui (1991), muestras que en foto receptores

en cultivo existe una regulación dependiente de pH en corrientes de cola de Cl-

vía canales de calcio, y en particular indican que a pH 7,4 hay un notable

aumento en aquella corriente. Por lo tanto en nuestras condiciones



experimentales, es pos¡ble que las corr¡entes de cola sean llevadas por iones

cl- como se discutió anteriormente, considerando que la solución de baño fue

ajustada precisamente a ese nivel de pH.

En relación al aumento de la densidad de la corriente de calcio en las élulas

CTb, existen varias explicaciones posibles que podrían dar cuenta de este

fenómeno:

1.- La presencia de cinéticas dependiente de tiempo aceleradas en la

compuerta de activación, lo que resultaría en una apertura más rápida. Sin

embargo, este mecanismo pierde fuerza debido a la ausencia de diferencias

significativas en las constantes de activación entre CTb y CNh (tabla 3).

2.- Cinéticas enlentecidas en la fase de deactivación en la condición trisómica,

lo que podría resultar en la persistencia de corrientes en per¡odos de tiempos

más prolongados. Una vez más, las constantes de tiempo calculadas y

detalladas en la tabla 3, muestran que no existen diferencias significativas entre

ambos tipos celulares para este parámetro.

3.- En la ausencia de diferencias en las cinéticas temporales, la dependencia

de voltaje de la activación e inactivación podrían jugar un rol preponderante en

el aumento de la densidad de coniente en CTb. En nuestras condiciones

experimentales, no se observó inflexión ni menos inversión de la coniente, lo

cual impide cumplir con nuestro objetivo de determinar la activación

dependiente de voltaje, al no poder obtenerse un valor máximo de densidad de

corriente. Sin embargo, nuestros estudios usando el protocolo de pre-pulso para



determinar la dependencia de potencial de la inactivación, claramente muestran

un cambio de 1SmV hacia potenciales más despolarizados en los registros en

células CTb, comparado con aquellos valores obtenidos en las células

diploides. Esto determina que a los niveles de potencial de pre-pulso de

membrana mostrados en la figura 10, existilan más canales disponibles para

activación en la condición trisómica . Más aún, si se observan las diferencias en

las corrientes normalizadas al n¡vel de pre-pulso de -80mV, el cual fue el

potencial de mantención usado en el protocolo de activación, se evidencia un

aumento de 3,2 veces en la corriente de CTb, comparada con CNh. Para

relacionar este fenómeno con la corriente real, se calculó el movimiento de

carga total obtenido de los registros de activación, en respuestas a pulsos de

potencial que llevó el potencial de membrana desde -80mV a +20mV,

integrando el área bajo la curva. Ello evidenció un incremento de alrededor de

2,6 veces en los valores de movimiento de carga en CTb, comparado con CNh

(figura I 1 ). Por lo tanto, es altamente sugerente que esta alteración de la

sensibilidad de voltaje a la inactivación juega un ¡mportante rol en la génesis del

aumento de densidad de corriente en la lÍnea celular trisómica.

Es destacable que, todos estos resultados (sobre todo la falta de inversión de

corriente, las corrientes de cola y la curva de inactivación de voltaje) indican un

comportamiento anormal, no canónico, de los canales de calcio, tanto en la

línea CNh como en la CTb. Por consiguiente, esto no es atribuible a
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prop¡edades intrínsecas de la condición trisómica, sino posiblemente al proceso

de inmortalización y de diferenciación de las células. Por lo tanto, todos los

resultados presentados en esta tesis deben ser tomados con precaución, ya

que podrían representar un estudio de una forma inmadura de canales de calcio

tipo L, los cuales han sido descrito en otras líneas celulares establecidas

mediante el método UCHT'! (Caviedes y col. 1993; Liberona y col. 1997). Es

entonces posible que estudios futuros usando protocolos de diferenciación ya

descritos (Caviedes y col. 1993; Liberona y col. 1997, Cárdenas et al, 't999,

Rojas et al, 2008) sean necesarios para obtener un espectro más completo de

canales activados por voltaje maduros, aspecto que no fue tratado en esta tesis.

Sin embargo, los resultados en relación a la dens¡dad de corrientes de Ca2+

guardan estrecha relación con los reportados por Galdzicki y col. (1998), lo que

sugiere que al menos esta alteración de la condición Ts16 se reproduce

establemente en la línea CTb, y puede ser un parámetro a evaluar, por ejemplo,

para ensayos de compuestos que sean candidatos a terapia.

Sorprendentemente, los resultados de la curva de inactivación dependiente de

voltaje, son esencialmente similares a aquellos ya descritos para corrientes de

sodio en neuronas de ganglio de la raíz dorsal en cultivo proveniente de

humanos con SD y normales (Caviedes y col. 1990). En este estudio, los

autores reportaron un cambio en la curva de inactivación dependiente de
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voltaje, de aproximadamente 10 mV hacia potenciales más despolarizados en

corrientes tetrodotoxina (fiX) -resistente y TTX-sensibles en neuronas SD

comparados con neuronas controles. Aun cuando esto supone una

comparación entre diferentes especies, diferentes tipos celulares y distintos

tipos de canales iónicos, es tentador especular que el efecto del exceso de los

productos génicos dados por la condición trisómica tendrían blancos comunes,

resultando en alteraciones similares, específicamente en la regulación de la

compuerta de inactivación de canales iónicos voltaje sensibles.

Situándonos en este contexto, RCANí - el cual ha sido mapeado en el

cromosoma 21 en humanos y en el 16 en ratón- aparece como un candidato

para explicar algunas de estas alteraciones vistas en CTb' RCANI, como su

nombre lo indica - regulador de calcineurina (CaN) -, es una proteína que se

une a la calcineurina, inhibiéndola y controlando los procesos río-abajo

regulados por esta proteína fosfatasa (Gorlach y col. 2000). Uno de los blancos

de CaN son los canales de calcio, en especial los tipo L (Armstrong, 1989). Por

lo tanto, para evaluar los posibles efectos sobre las 1"", se decidió normalizar Ia

expresión de RCAN1, llevándola a niveles comparables con aquellos de la

líneas control CNh, mediante la técnica del knockdown con transfección de

secuencias específicas interferentes (siRNA).

Los resultados presentados en esta tesis, demuestran la sobre-expresión de

Rcan'l en la línea CTb en un 52 *8.2o/o, comparado con la línea euploide CNh,

lo que aparece muy concordante con la presencia del cromosoma extra



correspondiente (Fuentes y col. 2000). A partir de esto, la hansfección a

intervalos de 24 y 48 horas con las secuencias interferentes específicas para

RCANí , redujeron significativamente los niveles de expresión en CTb,

haciéndolos comparables a los encontrados en CNh (figura l2). Estos datos

otorgan una ventana de tiempo de 24 a 48 horas post transfección, la cual fue

utilizada para realizar los ensayos electrofisiológicos. Las células transfectadas

con las secuencias controles ("scrambled') no registraron disminución en la

expresión de Rcan I , demostrando que la disminución de la expresión de

RCANí está dada por la acción de las secuencias interferentes específicas para

RCANí.

Para determinar el posible rol que cumple RCAN 1 en la regulación de los

canales de calcio en el contexto de la sobre-expresión generalizada, se

repitieron los estudios electrofisiológicos basados en el protocolo de pulsos

despolar¡zantes y de pre-pulsos ya descritos. A su vez, se utilizó un abordaje

farmacológico, mediante la adición de un inhibidor farmacológ¡co de la CaN en

células CNh, para así intentar emular el efecto de RCANl sobre-expresado en

cTb.

El primer resultado muestra que el knockdown de RCANI provoca una

disminución en la densidad de las 16" (figuras 14, 15, 16), llevándola a niveles

comparables con aquellas de la línea CNh. Este efecto es específico para el



dicho knockdown, debido a que la transfección con la secuencia control

(scrambled) no tuvo efecto en la densidad de corriente en la línea CTb. Dicho

efecto no pudo ser explicado por una variación en las cinéticas temporales de

activación e inactivación de las corrientes, donde no encontramos diferenc¡as

significativas. Nos planteamos también que estos valores, sobre todo los de

inactivación, estén contaminados con corrientes de entrada de Cl-.

Por lo tanto, se dec¡dió evaluar si las diferencias encontradas en la inactivación

dependiente de voltaje eran revertidas si la expresión de RCANl era llevada a

n¡veles comparables con los obtenidos en CNh. lnteresantemente, se encontró

que RCAN1 juega un rol fundamental en la regulación de la compuerta de

inactivación de los canales, dado que al disminuir su expresión, la curva que

exhibe la línea CTb s¡n transfectar se acerca a aquella de las células CNh

cuando se disminuye la expresión de RCANI (figura 17). Estos datos se

correlacionan bien con aquellos encontrados en el movimiento total de cargas,

dónde una vez normalizado la expresión de RCAN1, hay una reducción de la

cantidad de carga, alcanzando niveles comparables con aquellos de CNh

(figura 18).

Para aclarar el posible efecto de RCANl sobre el control de las 16" vía inhibición

de CaN, tratamos células CNh con FK-506, droga que ha sido usada

ampliamente para inhibir la función de CaN (revisado por Lukyanetz, 1997;

Lukyanetz y col. 1998; Burley y Sihra, 2000; Norris y col. 2002).
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Es por esto que se decidió aplicar a las células cNh una concentración

suficiente de Fk-506 (50 uM) con el fin de corroborar el rol de esta fosfatasa en

el aumento de las l"" en CTb. Los resultados expuestos en la figuras 19 y 20

apoyan la idea de que CaN participa en la regulación de la actividad los

canales, ya que al inhibir esta fosfatasa, las células euploides aumentan

significativamente su densidad de corriente de Ca2+, llegando a niveles incluso

mayores que aquellos de las células CTb. Esto también se condice con un

aumento del movimiento total de cargas (figura 22). Ello podría estar

relacionado con cambios en los estados fosforilados de los canales de calcio

dependientes de voltaje, posibilidad que debe ser analizada con posterioridad.

A este respecto, existe evidencia considerable que indica que la fosforilación de

Ser-1928 en la región C-terminal de la subunidad o-1c produce un aumento en

la corr¡ente (revisado por Catterall, 2000), aunque también se han propuesto

sitios adicionales de fosforilación en esta subunidad (Ganesan y col. 2006)

como en la subunidad B (Bunemann y col. 1999), las que podrían alterar la

regulación de estos canales. Por lo tanto, estos antecedentes sugieren un rol

importante de la CaN en la regulación de la corriente de mediada

principalmente por canales tipo L.

Con esto en mente, se debe notar que la inhibición de la actividad de la CaN

mediante la adición de 50 pM de Fk-506 en CNh, si bien aumenta la densidad

de corriente, no desplaza completamente la curva de dependencia de voltaje en

la inactivación hacia los niveles de la línea CTb (figura 21). Esto sugiere que la



pos¡ble inhib¡ción de CaN no subyacería totalmente la regulación de la

compuerta de inactivación mediada por RCANl en las células CTb. Es tentador

especular que los sitios de regulación por CaN podrían no estar totalmente

vinculados con la compuerta de inactivación de los canales (figura 23). A este

respecto, existe evidencia que además de CaN, RCANI interactúa con Raf-1

(Cho y col. 2005). Raf-1 une Ras (una proteína G pequeña) a la vía de

señalización MEI«ERK., La activación de Ras, y uno de sus efectores, ERK

inducen un aumento en corrientes de calcio, en una variedad de neuronas

(Collin y col. 1990; Fitzgerald y Dolphin, 1997; Lei y col. 1998). Sin embargo, no

hay antecedentes concluyentes acerca de cómo esta interacción podría estar

ligada directamente con la regulación de la compuerta de inactivación de los

canales de calcio. Por lo tanto es imperativo ¡ealiza¡ un futuro estudio sobre la

posible interacc¡ón entre RCAN1 y Raf-1-Mek-Erk, la cual podría ayudar a

explicar la alteración en la regulación de la compuerta de inactivación ya

demostrada en CTb.
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Modelo esquemático del posible rol de RCANI en la regulación de los
canales de calcio.

Canalde calcio
tipo L

éRaf 1?

E áComPuerta de activación?

f-l ComPuerta de inactivación

Figura 23. Esquema representativo indicando el posible rol de RCANI en la

regulación de la corriente de calcio activada por voltaje. RCAN'! cumpliría tal rol,

fuñdamentalmente, interactuando con la compuerta de inactivación a través de

otro efector, posiblemente Rafl. En cambio caN regularía mayormente el canal

a través de la compuerta de activación o el sensor de voltaje (notar la diferencia

de grosor de las dos flechas rojas, indicando una mayor regulación en sitios

dist¡ntos a la compuerta de inactivación).

En las células CTb, se ha descrito anteriormente una alteración en la

homeostasis de Ca2* comparada con las células CNh (Cárdenas y col., 1999,

Rojas y col., 2008). Ello expresado por niveles elevados de concentración basal

de Ca2* y cinéticas enlentecidas en el decaimiento de las respuestas de Ca2*

inducida por agonistas. El aumento en la densidad de la corriente activada por

voltaje, presentado en este estudio, es un mecanismo que podría contribuir en

la alteración de aquella homeostasis. Todo esto podría conducir a anomalías en
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excitabilidad celular, plasticidad sináptica y expresión génica. La condición SD

es provocada por un exceso en la dosis génica, por lo tanto, entender la

contribución de cada gen es importante a la hora de identificar blancos

terapéuticos. En este contexto, RCANl es un buen candidato para el estudio de

alteraciones relacionadas con funciones de la membrana celular, en particular

aquellas relacionadas con propiedades excitables.

Finalmente, el presente trabajo postula un novedoso mecanismo por el cual

RCANI contribuye a la alteración de la corriente de calcio activada por voltaje,

situación que estaría mediada, al menos, por la regulación en la sensibilidad a

voltaje de la compuerta de inactivación.
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CONCLUSIONES

1 .- Las propiedades pasivas de membrana no presentan diferencias

significativas entre la línea celular proveniente de ratones normales (CNh) y

trisómicos (CTb).

2.- Las conientes registradas en ambas líneas celulares presentan

características de corrientes de calcio inmaduras, similares a aquellas descritas

en otras líneas celulares. Sin embargo, las corrientes aquí descritas manifiestan

alteraciones similares a las encontradas en neuronas centrales Ts16 en cultivo

primario:

- En la condición trisómica la anomalía se expresa en un aumento en la

densidad de la corriente total, un @mbio de 15 mV hacia potenciales mas

despolarizados en la dependencia de voltaje de la inactivación, y un aumento

en el movimiento total de cargas de 2,6 veces, comparado con las células CNh.

- Estas corrientes podrían presentar características de corrientes de calcio tipo

L.

3.- Las células CTb presentan un aumento de aproximadamente un 52Yo en la

expresión de la proteína RCAN1, comparado con CNh, lo que coincide con lo

esperado por dosis génica.



4.- Esta sobre-expresión de RCANI fue revertida utilizando secuencias

específicas interferentes (siRNA) para el mensajero de RCANI , llevando la

expresión a valores similares a los encontrados en las élulas CNh.

5.- La disminución de la expresión de RCANl provoca:

a) una disminución de la densidad de las lca en las células CTb, llevándola a

niveles comparables a aquellos de la línea CNh.

b) desplazamiento de la curva de inactivación dependiente de voltaje hacia la

izquierda, llegando a niveles similares a los encontrados en CNh.

c) Normalización del movimiento total de carga.

6.- Estos resultados sugieren un rol de RCANI sobre la regulación de las lca,

presumiblemente por un control sobre la compuerta de inactivación de los

canales.

7.- Este control no sería mediado en su totalidad por calcineurina. Sin embargo,

esta fosfatasa juega un claro rol en la regulación de los canales, dado el

aumento en la densidad de corriente cuando las células CNh se incubaron con

FK-506.

8.- Finalmente, el knockdown génico en modelos celulares del Síndrome de

Down es una herramienta importante que permite identificar posibles blancos

terapéuticos.
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Abstract Hu¡ran Dorv¡ s;ludro¡re (DS) is tlctcnlfucd by
thc tlison_"- o[ autosonle 2l and is expressed bl multiplc
abnornralities. bcing mcltal ¡cLardaLir¡n the mosr str-ikitrg

i¡irtürc. 1he condirion rcsul¡s in altcred elect¡ical menr

brane ¡rrope|ties (EN4Ps) of fetal leuroDs. §hich ar-c qual

iL¡tivel), iden¡ical to those of trisour¡ 16 l¡lal ¡icc (Ts16).

¡¡ ir»ir¡¿rl morlcl o-l' 11rr: hr¡ma¡ c-o¡di¡io¡. l's l6 bippo
campal cultured neur-ors r-eportcdly !'¡ihibit irlcteased

voltage-depeodent calciu¡r currel1ts (1c..,) amplitudc. Since
'l's16 anin¡ls arc u¡r,irblc. u'c have eslablished inmol
talized cell liucs liom lhc ccrcbral cortex ol Ts l6 l¡arned
CTh) en.l nortn¡l littermates (nametl CNh) tisin-g thc

wLole-ce11patch clanp tcchniquc. rv,.: harc no',1 sLudied /¡-,,

i¡ CTtr ard CNh cells. Current activalioD occurs at

.10 nrv jn both cell li¡es ( l1,.,r,r,,," : -30 nV). TIisomlc
cells exl¡ibitecl u 2.4 lbld inc¡ea,"e itr the nraxinral Ca2+

curlent densit¡. colr'rpiucd to nornal cells (CNh =
-6.3 * 0.77 pA/pF. n: 18: C'I'b: -16..1 + 2.423
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l,ubiished oniine: ll{ l)ecelnber ]01 l

pzVp!: P < 0.01. ¡ : l3). limc dcpcrdcDt kirctics for'

¿rcti\,¿rtioD and iDactivation did Dot ditlér betrvee¡ the tr¡,o
cell t¡,pes. However. steaciy state i¡actjvation sLudics

levealed ¿r l-5 mV shilL tow¿ud nro¡e depolalizcd potcntials
in lhe h-isomic conditiot. suggestirg that altered voltage
dcpendence oI in¡cLir'¿rLion nal uncier-lic (hc i¡crcascd
cullent tlensi¡v- Further. the total char'ge nroleille¡¡ across

tlre memhrane is iDcreased ir1 CTh ce]ls. in aSieemeut \ritl'l
t1'rat expected by the potential sensitivity shift. ll¡ese ¡esults

inelicaLe Lh¡r C'lb cells prescDl xltcrcd Caz+ curreuts.
simil¡r'to those of ls16 primar'¡ cultured central neulons.

Thc C'fb ccll linc rcprcsents a moticl lbl stuLlyirg
DS rel:rted in]p¿rir¡ne¡ts ol ENIPs.

Kc¡uords l)oul \)ndforne Crlcrun c,riert.
-)iliso¡ry . Patch clamp

Introduction

Down S\¡ldronc (DS) in humais is caused by the preserce

of an extra co¡r¡. oI chLonosomc 2l (HSAIl) (Jacohs c1 al.

; Lc'icirnc ct al. ). Thc co¡dition replese¡i\ the

nlost clrlrlnloll caLrse of ¡ieDtal rettu'datio]l ol ge[etic origil
(Osrer-Grarlite : Loesch-N{dzewska : loh¡son and

Ahelson : Scott et al. ). Other nb¡ormirlities
ilclude catdia(- ¡raltbrmations. immulological diso¡deis. a

higher incidcnce oI lcuke¡ri¿r xud pulicnts ulso clcvclop

Alzheimcr's iliscasc (Al)) likc patllrkrgy- altcr thc lirurth
decatle of lire (E¡rsteir : Aul¡ et al. ; Schapiro
eI al. ). 127 geues h¿r'c bee¡ idc¡tilictl in this cluo-
mosone. alolg rvith 9S possible leri gcles. ¡¡d -i9 pseudo

genes. all of uüich could be or,erexpressed il DS (Epsteirl

; Ilatlori ct al. ; Saud cL ¿1. f. ilclcrt¡iuing
¡ll1 c¡ccss gcnc dosagc ctJtct.

-á 
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Murine trisorll) 16 (TsL6) has bccn proposed as atr

animal modcl of DS. ¿ls dre mouse autosonc 16 bcars gleat

svlrte¡\'§idr llSAfl. Rcsrettablt. Tsl6 mice ¿u'e u¡¡,iabic.
aod dre_v die in utero hetrvee¡ 1.1 and 16 rlals ol gcstation
(Epstcir cl rl. ).

l.lsirg cul¡rü-cd reluo1]s of T516. Seve!'al groups have

dcscribed essentiallv the s¿rme electlophrsioio¡ict1 altera

liolls fourd ir thc hunrar co¡ditio¡: increased ¡ates of
clepolllizatiou and lcpolarizatiol. l,idr ir conseiluent
|eduction ir spikc duratio!. Alte|ed dcnsity and ki¡eLics of
Na+. K+. ancl Caz channels mxy undcllic such abuoL-

mirliries (Caviedes el al. : Nieminen er al. : Cr\'-
iedes et al. ). Also l rl6 cer]lral ¡eurous erhibit altcrctl

rm¡.1iLutlc tuid kinetics of irrlrxarlh(lar Ca:r respooses to

¿rgorlists (Scbuclulan cl ¿rl. ). These aforemctrlit»lcd

rcsulls h.l\e vaiidate,l thc Tsl6 m¡rclel for the stud¡ ol

¡euroual ¡rarhophYsiolog¡' ill DS. parlicular]] thr¡se relatetl

lo cell nletllbrtnc fuDctio¡. Ncvcrtheless- these aiterirLioDs

dift'er qualitativt: ancl qLrxDlitirrivL'l), in different teriitorics oI
lucrvoLrs s\slem (Ault et al. i Ci¿rldzicki e¡ ¡1. I

Acevcdo cl al. ). indicating that spccilic alterations

must be carcllrlly dellned for tlitTere¡t cell typcs zurd tisstes.

and compari\ons mn-§t be made bctrvccn sjnilar-cel1 t-vpes.

Voita:lc dcpcndrnl Ca2 cha¡¡els arc ctilical tbl ueu-

iolal fi¡rction. as rhcy influeuce both excitability nnd

r,¿u ious ph)'siological pathrva-"-s cr itic:rl lo neurous, such as

Deurotra¡snlilter relcilsc. l¡ this rcgard. Galdzicki et al.

( ). using cultulcd hipoc¿rmp¿rl neut-ons of Tsl6 nicc.
r'cported iro i¡c¡e¡se ill [- L¡rPc crlciunr curre¡t de¡silv i¡
tlisomic cells conp¿ucd io colrtr()ls. \1hereas tire activalioD

¿ur(l iDaclivation ki¡etics |em¡ioetl similiu. TheY co¡clndeLl

that the iDcrcasc ir lhe ampliude of the crurcut \¡'as due to
D irc¡case iü the calciu¡r chanlcl density measured b1'

highcr l3l l ll'Nl(i0 1 .10 bi¡din-!. OD tht olhcr h¿rnd. Ca\'-
iedes et a1. ( ). using dorsal ¡oot gauglia cultured
nellrons t'oillrd rhar 'l'sl6 cclls exl]ihiteLl n reduction in lirc
Ca21 cuL¡e¡l dcrsil)- Further. tl're)' reported a rcduclion ol'
thc vr)ltage depeDdeDce of activation al -10 arld 20 lrv
lirslr. lfl te|nrs ol tinrr'dJp(nJ(rl I'irclir\. i.li\¡liurl \\:r.
sloucr in risr»ric cells. u,hile i¡ac¡i1,ation ki¡etics \r'ele

rot clillerer1t.

lo olercolrle thc iD\i[biiity ot the Ts16 co¡clitioll. oLrr

group has succcssluill- estahlished continuously gro!1itt8

ccll lines liom lhc ccrcblal corlcx of botir a ¡orrnaL end

'.r'isonr¡. l6 l¡tal lDouse (Cárdenas et rl. ). using ao

original ll(iltTl protocol (Cavicclcs et al. ). $tich has

yieldcd corllnuously grot¡'ilg celi litres ftom or¿t m¿lliar'l

tissue of dilelsc or-igins. lhe cell ljtres s¡udied here. namcd

CNh (tlcrir,ed tiom a euploid alinri¡.u.rd CTb (detived

tio¡r e trisonic subject) plesett¡ neutotral nulcrs b¡r

immu¡ohisrochen strl and lack !¡lial tiaits at'tel almosl
l5 year-s i|r coDtiuuoLrs culture (Cá1de¡as cl al. ; Alle¡
et al. : Roi¡s et l. ). The)' also erhibil sinlilar

-á 
sp'i"g*

cholinelgic dysfirnctiols as thosc oi TsL6 culLulcci cciis
(fiedler et al. :Cárdenas et al. ; AJler ct ai. :

C¿itlcnas ct ¿rl. ) ancl thel eiribit altereil i¡tlLL-
cil,ul.r'C,r- ',tn,rr. in r.\l 'r.. ',' r','.rr.r'r'¡'.rri'ter ¡rÉ.-
¡ists (Cárclc¡as ct irl. : Rojas ct al. ). CoDsideting
the crxcixl role tl'rlt \'oilagc galcd Ca2 cur-rents play in

neull)r,ritnsmitler reiease. il particular iu L-cufial tcr-titorics

of the Dervous systcm. lvhich iue cliticill il cognitive
lunction. §,e havc lron, studicd voltagc ac¡i\,ated Ca:+
curre¡ts in C Ib a¡d CNh cells. usi[g t]rc rrholc ccll patch
clan]p techdque. The results iDdicate thnt cuncnt ¡:lcDsity is

i¡rcr-e¿rsec1 i¡r thc tris()nric eell li¡e- i¡ ¿r lran¡er- thal is
compar-ahle to that of Tsl6 cultured central neurons.

NIaterials and N'lethod"^

Ccll CulLLu c

Ihe cells rvele growrr in glass Petli dishcs ¿rnd mitinl¿lincLl

in féeding medium. composed oi D-Nl-tj-Nl/ll{nl F12 (Signa
Cir.. S¡. Louis. \{O) nutrient Diltirrc {l:l) nulilicd Ltr

cortain 6 g/l glucosc. I g/l bicarbonatc. l0% lr'/v) bovine
se|um. 2.511 (\'/v) .F1lS. and 40 ¡rg/ml gentamYci . Pas

sages u'ere carried out by detachilg üe cells with 0. [%
rlypsill (Gihco I¡r,iu-ogen). -1'he cultures were kept iD

incub¡to|s aL -17"C. I00c¿ humidiLy irnd ar'r atmosphele oi
5% CO2. lVledia nas reDcwcLl L\\'ice a \\eek. FoI r-ecording.

cclls wcrc sccdcd liL ]()\\, LlcnsitY onl() 35 mm phstic Petri

dishes. ¿¡d \!er'e r'eco1-ded al less tlr¿r'r -107c co¡fluercv.

l'atch-Clanlp Methodology

lvlacroscopic cilrrellts \\crc rccorclcd usiDg the whole cell
corliguration ol ihe patci]-clamp techniquc (Ila¡Dill L-t al.

). The cells \\ere visrralized in a NIKON iDvertcd

micr-oscope equi¡rped u,ith phase coolriist optics. Class

clccllodcs (BLtIETIP. |\'L»roiecl Scierrrific. St. Louis. lvfO)
ucle pulied i¡ several stages using a Sachs Su¡tcr PC 84

pullcr to rcach a l)ipetle resislance between 2 and ,1 MO.
Plior to recordir,gs. the ce1ls \r'ere riised rvi¡h I ¡¡L ol
s¡line conposed oi (iD n vl): i50 IEA Cl, 2.5 CaCi2. I

MgC12. I0 tlepes KOII. I0 Dcrlrosc (pH 7.4). The pipettes

wcrc f illed \!ith ¿ lo\\: Kr solutior conposed of ¡in mM):
ll0 CsCl.0.45 CaClr.5 EGIA KOH.5 He¡es NaOH. l0
Dcxtrosc. Crgaotrm scals ll l0Gll) lr'ere established

betrveen t1're patch pipette ald the cell nembr¿rDe by
applving a sr)ii sücti(¡r pulse ir,lsi.ie the pipette. 

^fielcaDcelirg the lirst capacity curreDt traDsicnts u\iDg thc DLrll

bridge cilcuitrl of otr EPC-7 patch clarnp amplilicr
(llEKA Eleclr onik. Ger). the $'irole-ceil confi-euration \\,as

achievetl b1" applying a bricf. stlongcr pulsc of Degali\,e

p|essure i[sitlc thc pipclt(]. A nirift]ltm of f min \\as
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a110wed tot ercltan¡c oI solutions belweer the pipettc and

r1.e cel( ¡n.l Lo st'¡t'itize rhe mcmbratre restillg polellriaj.

Conrma¡d voltage and cürrEl]t steps were gencrnted b1 a

,l0lllAlA l:00 di¡i¡al-l{) ¿u¿llo! co¡!'errer boar,;l

\ri1^(cu\u \)c\i!§ri <l§ry-r{is-. tr-.i-. (]i§ cA) 
'oQ

r¡ollcd bv a customized ¡rrogran l>clamp 8.2 tlvlolcculaf

Dc!iL-es Corporation. CA) iltsrallct1 iD x dcdicittcd PC

conrpllLiLrlc co¡U lcr. Ce11 responrcs \\'el'e s¡nlple(l at latcs

ol 11I 50 kllz. All recordi[gs wtte cottducted al toont
Ie¡rpcr¿!lLue (20-12"C).

ll,) CLlrreüt r/arnp Passir,e properties werc studierl in

cLrrreDt cla¡rp moclc. in rcsporse to t¡ ar,et'age of 5

h),pcr polarlzinB pulscs ol0.l a¡d 0.0-5 DA {mplilude.
200 ms dul'atior. Nlemhr'a¡e r-esistallce rvas estintated

irs the mtr\inxrl voltagc irmplitude in slcld¡' state.

divided b¡ Lhc applied currenl pulsc anrplitude. Thc

mcrtrhrane tine collst¡nt (r) * as takeu ¿ts dre pojnt 1,1

lime colr-espondiDg to 0.ó32 of rhe maxinral voltage

rrrplilutle. Cell capaciranc,e (C) was calculirted as

C = ¡/R a¡cl rvas used lor calcul¿rliou ol iotric curreut

derlsit\' (pA/pf ).

lb) VoltLl1e clarlTr Ccils u'clc clamped at tt holding lelel
o1 ¡ii) mV. a¡d clcpoiarizing stefs of 70 ¡rs dur¿rti(xr

§irh increments of l0 mV $(rrlj pteseutetl al 0.5 [{2.
'I'hc base litle lvas taken il-onr a -5 s period bcforc Lhe

¿rpplicalior of depolaliziDg pulses. Capacilive aDLl

lcak c¡-rr'r'ents \\ere coDpcllseted usi¡8 on iirc suh

uactiol) wiLh ¡ co¡ve¡¡io¡al P/-1 protocol: the lelk
snbtractioll protocol appliecl a seties of '1 scalcd

rcplicas of lhe swccp (sub s\eeps) ()1- thc slime

¡rlarity. 15 ¡rs iliier tlle lest plrlsc. The 4 sub s$ecps
q,er-e ¡dded and thc lln¿rl addcd nace was sublraclcd

to the icst pulsc. Posi¡ive téedback. sclics tcsisla ce

conlpensa¡io11 $,as ¡oL useti. v()lii1!e etlols Nclc
c¿tlcul¿ted assutrlillp, a series rcsistattcc of t\!o limcs
thc open tip resista¡ce ot tirc elecn-ode. multiplicd b-v

thc peak amplitudc of thc ¿tcli\,e lnerllbrarlc cullcllt.
O[1¡- traces $ith loltage crlols ]css tllall 3 mV $elc
uscd. l)eak cl¡l-l-el]ts !ve!c Dcasured aDd cotrected lbr
ccll capacital]ce to ohtalD cLrlrcDt dcnsity-

-¡\cti\'¿rli(nl a!]d slo\r ílactiv¡tio¡ kinclics lver'e studied

n] , tit É the c l'l'e|lt tt¡c(. lú ,lt( ."1(\'clt. ¡,¡ l, H,'Jlkrn
and Huxley ¡1odcl li)r \oL]iut¡l cU1re111 ¡clivali(nl :lnd

inirclivaliol] (Hodgkin aDd lluxlcy ). Lr\ing the '1east

squales littiDg" metl]od plovided by thc crLsronrized solt-

war-e PclaDp 8.2 (AxoD lnsfirme¡ts). The lu¡ctio¡ is:

u hclc.

m: l-erp( ¡,'¡").

¡lrd

lt - exp! 1i 1L).

-fhc tinte constants tue represeutcd as r,,fi)r lclil atioll t1'ld

rh for iDactiyati(»r. Tire litting regiot ior activation 1'.u1gcd

bclr,,'¿'eD ll¡e pulse s¡arl. inlmcdiart'71 alier t?Ic' capacilive

spikc and the maxinral cü1ent pcak. For inacttvation. üre

nlarinral crürcnt peak and fic poirt at vhich the cnl-l:cnt

reacl]ce1 807¿ ,-rf Lhe sleatl,\'-siatc lc !,cl ü'ere used ns liüils lin'

the iit. Fits \!'ere cL¡nsidered adcquate lor least squa|cs

resitlual r,alucs cqual or lnger th.rn 0.95. Stcady stale

inirttivltion \\' as eratrriDcd usins c{)u\'euliollal pIc pulsc

protocols (Hille ). A I s colditionirg pre pulse th¡ri hcld

thc mcnlhrilDe ¿rt polelltials bet§,celr -1'10 and {) nl\r
(irlcre¡reuted i¡ stcps ol l0 nlV) $as followcd b) a

holdilg potenli¿rl ol- -80 mV lot 2 nls to mi¡imizc the

etTect of taii cun'cots {iicr thc pte pulse. the test pulsc lud a

duratiou oI 100 ms r¡d dro¡,e the nembrirnc potenlial tr-om

Il0 rv to +20. lhe cLrucul ampiitude to the lest pulsc

respoDse allcl a - 140 nV pre pulse rvas considcrcd as 1,,,,,.
Values o[ thc stcatly stale cün'e \&'ere fii to a signoidalcur-ve
usiDg thc Bollzrr¡¡iD equalion to 200 ilcl¡lioDs. Corlel¡¡ion
levels rvelc considcr ed tcccptable lor valLrcs cqLral or g reatci

tban 0.95 (Caviedes ct al. ). Calci¡"u¡ charr¡ci blockcLs

(¡iledipine l0 ¡L§,1. Ctlrr I nM) ucrc ¡dded ro the e)iternal

soLrtion .iirecrlJ,. Io deiemrine thc conlribulion of diverse
rWe ol'calciul'l'r culrelrts (L: DoD L). Statistic¿l siSriticaÍrce
Ni1\ assessed §,ill'r a ¡rvo-tailcd SLudcnt's ¡ lest for-values of
P < 0.05.

Results

(l) Calcium current delsity is incr-casctl iD the CTb
r¡eulonal cell iine

Passive membrlne plopcrlics dir-i ¡ot diffe¡ betueeu CNh
ar).i CTb (Table ), arli s¡racc cl:ur¡r ¡lob1ens. like luge
cel1s bea|ing exlcrsivc procassris. !\'et.'nol e¡'ide¡t. Wl¡en

s¡cilped 1'roiD a holdirg porenrial ol -80 ¡r1\'. ¡risoniic
ncurons erideuced a pro0ouDcetl iIcLc¿rsc in Lhe cLlne¡t
amplitLrcic corrpared rvith diploid neurors- as depicted in
Fic. . nhich prescnts a ty¡rical r'ccord ol a CNh and a Cl-Lr

ceil ()l comparabie capacitance valucs. lhc lraccs \\cre
co¡tecleL] \ritlr a P/.1 suhtlactio¡ plotocol. as üo ilnom loLlt

rectilicatio¡ or actile coDlponc¡ts \\'clc cvideDl irl lhose

r,oltage leveLs. and the noise le\,els of lhc rcsulling cou ccted

haces were the lo§'est. Activation occLrrs al ilpp!oximately

--tr0 n1V ilr both .ell lines. \eveldreless- as show¡ iD lhc
I V cürlc in Fig. . rever-sal of the culr'ent could nol bc

oLrselved np +60 n1\¡ und lhc thcorctical ca-[culated revelse
potcntial rvas 1 105 niv. The strikire illcreasc of thc culr cDt

drusit\ is c\iclent in CTh. reachin8 arelir¡e vidrres 2.4-lbltl
grcatcr that ti']osc observcd ir CNh neuro¡s at +60 mV.

Q springcr



'table t lr¡ssi\e nenbr'¡re tropertie\ ol CNh itl)d alTh .ells
obt.ired in cure¡..1¡rllp rrmde, ir rtsponse to hl pelpolüirxlg pulses

0f 0.1 ¡rú 0 05 nA, 2l){l nr\ dur.tlion

Prss¡ e r¡errbrrre fropeÍies

\olttgc ricpcnrlcnl inacti\:¿rlion cLrr vc cxhihits a l5 mV shitj
lowald morc dcpolarizcd potcrtials irr CTh ceils. conr¡ared
Lo CNh (Fig. ). This súggests ihrt a Breater numbcr of Cal F

chirnDels ¿ue arailable li¡ acti\'¿rtiolr at ¡egatile poleltials
(-ll0: - 110. -90 ¿rnd -80 uV). comprrcd to CNh. TIc
lattcr- is spccially tclevant at the pre pulse 1evel of 80 m\¡.
where a 3.2-lbld irclc¡rsc i¡ cuncDl is cvi,.lent i» CTh cells.

con\rarcd to CNh. To ¡cl¿tc Lhis iindirtg uilh those resulls

obtairled fiom lhc acLjvation protocols. we iDtegrated the

sud'ace uuder th{] curvc of thc !:unent signals t¡lkc11 fron th§

rcri\irrior, protocols at the step levcls ol +10 mV. llis
procedur'e yielded ¡irc Lotal c:hiu8c rroriDg across ¡he nlenr

blaDc. u hicl, ¿rt tllc s¿id poteDti¡l leveis rc sLrltt{l iÍl a 1.7 tbl¡:l

inc¡e¡se of ch¿ugc r'¡lovenlent i¡ C l b ccll compalcd to CNh
(C'l h = 1.11.4 I l9ll ¡C. ¡= li; CNh = I287 i63.-5
¡rC. ¡ : 10. N'lcan * SD- P < 0.01).

(3) Calcium cur¡ e¡ts i¡ CTb rutd CNh cclls hevc sintilar
¿Lctivatioo aDd iractivation linlc dcpcDderlt kinetics

lu,\'r,.rirrr .hr r'nrrla.h,rlioll ur ll:.' irllrirr\:, ::rlrI! llrol'
efiies of thc Ca2t cuncut. §e s¡udied the tiiüc clcpc¡dcnl

-50

-r00
l0
Tiñie (ms)

CTlr

Crpecitx¡.e {pF) ,13.9 + 9.2

Resi(¿nce (V(l) 56.1 * 310l
9

1l

t4
I

30.6 + 10.3

419 +1',7 1

\'lemblaDe rcsistlllrce \!¿ls eslimxted xs the In¿ijmrl \oltlge ampli
rurle .1i!ided b! the :lpplie.l rulle¡t pulse ¡rrtrjlrde. Tinle consttnt (ti
\\ li! rxkel xs tbe poi¡l iü rj¡re corr¿sfording to 0.ó31 of rhe mr\iln¡I
\ol¡xge riuDlitude aleLL ¡r]].rcrlnnre ia) \!as c¡lcul.rtE(l a\ C -:/1l

This cur-r-cnt ra'as largely calricd by L-type c¿lciunr chal
nels. si¡cc thc blockade lrith nilcrlipine showed a rc.luclion
of rhc to¡al currenl oI9E.8 + l.3ti. (n = 3) (Fig. ).

,1, \,' lildc o<perlJJllcc ol'Cir: .'rlrrelll i,tr.tir:,1i,'rl it
iorpaircd in CTLr cells

As leversal o1 Ca2 | cur-r-e¡t \,\'as nol lcached ir't c¡rlt coudi
tiolrs. \\c c(rLrld ¡ot evalu¡tlc voltage depe[deDcc ol activa

tion in CNh aDd C'fh ce11s. Neve¡Lhclcss. tlte steadv sl¡tc

Iig, I (lxl(jiuul ruireDt
respoüre\ in CNh r53pF) and
CTb t-l-apF) c.'ll\ re.olJe.i 1D

Vohrge-cl.lnrl nroLle

(\',,.,,ri,,s - 80 ¡rrvl in
depol¡riring steps of [0 rnv
nlld 70 lns dL¡:ario'r. p€senre(i rt
0ttÍ¡

0
(,) .'

80
Sw 1i14

-á 
Sp.i,lg"'

l(i r!
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l, ig. 2 1 l'.ur!e ol a)ih .rrd CTL] celLs. V¡lüe\ lnexr .l SE\f I xle
\ig fr.¡l1tlt difle¡ent between hoth corlciitiorL\ iÍ P < 0.{]5- ercept
,',{r,í S ) ([:.1h., - lli; C]Tt¡. ¡¡ : I l) No¡e rhe sub\rlili¡l ircrexse oi.

cutTe¡t ilensir) iü the üi§omie eor.Lujorr

acli\'¿rion and iDactiv¿rLion kinctics h1' htting drc currcnt

traccs Lo tllc rtrrlz Ilotigkin iurcl Hu cl' ¡roclel. The ¡r¡l
l¡nctiol] for actrvation proved ro be the turctior th¿rt hest

coDvcrgcd to our pre establishc.l correlalion levcl of 0.95.

No siSniflca[l .:lillcrcllces \\iere erlcouulclcLl i¡1 tin]e con_

stant values hetuccr CNh alrd CTh cells (Tablc ). Ttese
rcsults ¿l'gue rgaitrst a rolc ol tinlc dcperldel! kiuctics i»
lhe altered Ca2+ cc,uductuucc in CTb cells.

(,1) Tail currcols ¡rc largcl! cat-ied bl Cl

The p[eseDcc ol ]arge. vet-1,slo,,rh iuacLivilLirg lail crlrrents

\!cr! sceu in ail oul recorclings and i¡ bt¡th cell types. To

dcternrine thc DllLLrrc of s ch currenls. \\'e cor')ducted

recr»dirgs. \¡,here cxlcDal TEA Cl \\¡ls rcplaced with
TE \ rrrllle. ll'.r\ ilrir,'Jrr.,rn! 11 rrorl i,\'lnr( llrl xrr.nil.

Figure shows r-ccordings in CTb. uhich are comptu'ablc

to the s¿mc recoldings ít CNh cclls. Cc11s kepl irt lEi\
acetate shoN a rrarked reduction of l^il crnrenf amplitutlc

r-609i,) íFig. a..). FiüIhe1'. tlre blockade of (larr cut'

¡c¡ls rvith the ariditio¡ of t mM Cil2 in lhe exterr¡1 bad1.

icsuLteLl ir ¡ L.imkade of all cürenls iFig. h). -l 
hese

r.esults suggcst that l¡il cluretils ir our cell lines are Jargr:11

callied bl Cl (607,:). ard lo .r lesser cxlcnt b1' Ca2r.

f)iscrssion

Our IesLrlls ifldicate that the calcium curr-cnt dcrsitl in CTh
ncurons \\as - 2.4 fbld Breater drao ihat oI CNh ce11s. I i'lis

lindiug in essence r.esembles that oi Galdizicki et al.
( ). uho rcl-rorlcd glcalcr cLllrcllt tlcnsitr in prinrary
cul¡¡¡es of Tsl6 hipocanrpal ¡reu¡ons. Thcsc ¿rudrors atl¡i
hn¡. thc.¡hrurrc(1 c¿rlcium currents 1() irrcreitsecl c¡lciutll
ch¿unel densitl' ir the niemblanc. rcf1eclcd b] a grea¡er-

bü1dlre ol- [i H]l'Nl0{l- 1 i0. lolcrcslir'rglv. nRNA e\frres

sion of L-Lvpc chrn'tc1 subu¡its temaiuc,-1 rurchauged

bcruiccn l-s16 a¡tl eupkritl cullures. Thcre is lo clear

explalatioD to this pheDoneDoD. ¿ts l]o genes ol such

chan¡ei subunits have been mappetl to 1T rl Lrrl eutosomc ] 1

0r murirc al]rolrosonlc 16. hrcreased half li{e i¡ the

mr-¡lbra¡c of such chanDcls n11) Lrlrder-lie increaseal chan'
nel densit1,. a possibility thal arises fiom the reduced

meflrblal]e ilte]:oalizatioD alld {]¡d()s(nrrl abnoriralities
lcported in othe. DS nlodels (Cat¡ldo eL ¿ü. r ) as

§ell iis in the CTb ce11 lire tArriagarla et al. ). Wc arc

cLureútly e!aluating the expressioD ol- L L)fc calciur¡
channcl suhunils i¡ our triso¡ric a¡d llormal cell lines. i¡
(»del to eluciLlate a possitrlc iuc|casciicx¡ressir»r of L ttpe
calcium channeis i¡ ou¡ ¡¡iso¡ric ccll lirc.

Regardiug the Yolla8e dcpcneicncl ol ctiva¡i(n) t'or

Cal+ culre¡ts. the lack ol rcvcrsal precluded arr acculate

anal_,-sis. irs thc Decessar-\' r,alues of ,1,,,,,, coLlld Dol bc
obt¡i¡cel. Possiblc cxplaDalions tr¡ this situatiou may lie on

the high Cal- gracliclt uscd irr our-exprimerls. coltlition
selected to optimizc currcnt amplilüde. This yielded a

calculateLl lc\,elsa1 polc¡tial lc¡ Ca21 of 1205 mV. le-r,cis

tll¿t rvele úot reachable iD ou| cx¡rcrimerls. as ¡re¡lbraie
b¡c¡Lkd¡rq,¡ became elide¡t ¿t ie\,cls bcyond +60 mV. In

tiris regard. llagiu,ara and Byclly ( ) poirted out thai

out§,ald citlciLu]-¡ crü-rcnts corld noI be recoldcd cvc¡ a1

poteDtiarl le\,cls mrrrc positir,c ol the c¿rlciunl electra)

chcnlicxl cqLrilihriLü1'r potenrial (E(-,,). a¡d tilcy col]clLrdc

t¡at calciLrm cl]urnels are i¡hereltly onc \.\'ay ch¿url]els."

Out!vard currcDls prcser'lleal ill ever) calciuln chao¡c1

lccoldirg (c.g.. Gaielzicki et al. : Caricdcs cl 41. )

har.e been shou'r¡ to be ca|ricd bl moLroralent ciltio¡s (e.9..

Cs+ ¿urr-l/or K') lnoviug outwald thrL)Lrgh Cari cha¡¡els
(Feu\lick ct i . r Lci: ¿r¡d Isie¡ ). thus kccping
thc re\,ersal potelltial cotlsistcDtl_u'' wc]l helo\\, lhe predicted

thernioclynamical I¡,,. In this rcgarci. it is qriite fossihle
that ihe calciudr chaDDcls prcscDl in rtru recotdings at'e nol
prrnreirhle lo such nloDo\'¡tle¡t io¡s. lhus rcma¡rin!! the

Lhernlodvüamical llcrL illtact. Furthcr. prclious rcsults using

olhcr cell lir'res established §,ith the LCHT1 n1ctilod also
g,eal l¡ck of Ca2+ curreul r-cvcr sal (Cirviedes et al. ,

Libetora et a1. ). il piuticulr utc¡ ditfetentiatiou
protoclrls \¡'ere Dot used. 1hc ¿lli)rcmclrtioDcd assumptioll
uill ¡ccd to he add|essed by rlininishiDg the e['clro
chemical gradieDt. ald petiraps firrthcr differ eI] tiatirlg tire

cells.
Sever-¿1 plausible eripl¡DalioDs nl¿ly ulldcllie thc

cnharccd Carr currcnt dcnsity obscrvcd in CTb cclls. (lDc

-á 
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Fig. 3 Effect of nifedipine
(10 !M) on c¿lci(lm culaents-

TLe ¿?p¿¡ 6gure shows a

uhole-ceLl reco¡ding of a CNh
cell lil1e (Yhor,ring: 80 rrv).
Tbe lorr¿l- figüe shows cüre¡t
resporses afre¡ ápplication of
nifedipine Nore ihe sh¿rp

rcduction h cuüe¡t densily

possibiiily is lhe presence oI accclcralcd linre depeDdcDl

ki¡etics i¡ thc ilclivirtion gates. which woul.i in trü-rr result

in li.tster'olerling. 1L.¡\\,crcr. this nlechar)ism loses silcngLh

in light ol dre lack of sigrilicanl diil¡rences i¡r activatiolr

tincs c(»stants beiween Clb a¡c1 C'Nh cclls (Table ). On

thc olhlrr he d. delayed tilrc clcpcndert kineiics ¡r thc

rlcactir,atio¡ phase could rcsul¡ 
-t¡ 

persisterce ol cur-I'cot l¡r
longe[ periods of limc Yel egain. the tilDc col]slurt valLrcs

c¡lcrrlltcd '.tn.l detailed i¡ 1a'¡lc s¡o\-\ no diil¡reoces
betr¡,eeD both ccll l,pes in this parameLcr.

ln tl'¡c abse¡ce of diflér'e¡ces i¡ tinlt dcpendent kinetics-
voltagc r:lcpcudcnce of actir,atio¡ a¡d itlactir,atio¡ may

conlc ioto pla-"- tLat could explait: tlte inclcascd currcDt

Llerslt]_ i¡ tlisonic cclls. A-sai¡r. ir¡ our c\perimenral colr

diriolls. lvc did not obsetr.e invetsiou ol Lire cu¡eDt. possibl],

clue to the incre¡sed Cazr graclicrt usctl in our' ex¡erimeutal
co¡ditio¡s. Ncvcrlhelcss. our sludies Llsi¡8 prc pLllse pr()

locols ¡o asscss sLcady slalc i¡activatiou attd volLagc

rlcpcndence of illacti\,ailo¡. .lcilrly sho§ a 15 üV sltitt
toward nrorc tlepoiarizeci potc ntial i¡ Lhe Lriso¡ric coldition.
-[his dr:tcrnri¡cs th¿rt rt t]le pre pulse nleDlblane pr)lential

levels notetl i¡ Fig. morc channels itre í\,aihble lbr
¿clivation. l-urlhcr. i1 \\c closelJ'Lrbserle thc diflcrcnces in

norn'l¿rlizcd current ar the ple-puise level oI -.-80 nr V. § hic-h

was thc iroldi¡g lcvcl usetl in the cü.reDt aclivatior prolo
cols (Fig. ). .r 3.2 tbld i¡crease it¡ cutetlt is e\,idcDL ir
Lrisonric conll:¡ared to nor¡ral cclls. Itr relate dris phe¡orn

cn¿r to thc actual cuferlt. we calculated thc chalgc mo\,iug
lrcross the ¡rembr'¡nc i¡ thc xctiveti(» pr'orocols. ¡amelJ itr

Q sprilger

rcspoDscs k) pülses t}at took the nlcnlbr¿rnc ll(»r -li{)
to * 20 mV. b-v.' inlegr¿rtiug the surt'ace undel this cu1\'e.

This yielded vxluer of arou¡d 2.7 fol,:l incrcascs in cbarge

li¡ lhc triso¡ric conditio|r. compareti ¡o Dormai cclls. lhis is

tbc¡ hig¡Ll \Lrecesrivc rllar rhis inlpaited \'oltage sensitivitY
1() ir.lctivetion plels a nrajor- roie iü the Benesis of the

inclcesccl Ce2a currcnl tlcusiiy iu the tlisonlic cel1 line.
'fhe presence of large- r,ery s1o*11 inactivating tail

cu cnLs \\ils rr striking tirriing in br¡tlr CNir and CTb cells.
We hypothcsize.l th¡t such cufienls corrlti be catrieil tr¡'

cithcr Cl o¡ Cal' \\'l'r.r¡ repl.rcillg e\te ral Cl \¡ith
acetate. tail culent a¡rpiitlde \Á'as reduccd dramaticall¡'' b¡''

rpp.oximatel)'60t1. Further. additio¡ of tl¡e Ca2+ chan¡el
blockcr Cdl+ blockcd placticalll rll cuncDt. IL is thcn

plausiblc that thc rcducti(»r ol thc tail chargc nl()\.emcut is

Llue to the outsard flr¡x of Cl ions llur. ,¡hicü lirllr*s thc

inllLrr ol Cl iois d0rirlg rhe depoluizii]g test pulses. lhis
Drit\.. i¡r tLr¡n. have aü eliéct on dre reductiou of the time-
d.peÍrdel]t ir'la.Iivitlioir lii¡reti.s (shoq,l1 iD Fig. a). Such

rcsults suggcsL thrl tajl cürcnts i¡ ou¡ cell lines are dr'ive¡
mainl¡ b1'Cl , r¡ith ¡ remrant cLllrellt ¡rost likcl) c licd
bl Ca:r. Iurthcr. as sho\¡D ¡l -Lig. . lail culrenls ¡rcrsist
*hcn cells arc rccordcd ir thc ¡rescncc oi TE,,\ Cl antl

Iit¡difride is added. suggcsting that the lail cu1'le¡t cool
ponert driveu Lr¡ Car+ is Dol caüicLl ¡u1 r,ia L tlpe chan

¡c1s. Such tail cunc¡ts 1¡rvc bccn Llcscrihed i¡ (fhcr
ircuronal cell t)pcs (tsamcs ard tsui : Currie xttri Scott

: Fleig ard Penner ). and so ir, other cell 1i¡es

cst¿rhlisl¡ed rritl¡ our LCHfI meLhod lcxriedes cl rl.

* 10 pM N fedipine

i
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Iig. .l Vollage dependert
ineari\ ii¡ior LrI lrlar un] cunerrli.
n I s conrirli()¡rt|!r ptt'riul!¿
hel¡i (he nleo1lrr.¡re xr tote¡ti¡l§
bet$eer l 1{l rnii 0 lr\:
(10 V \tel\) lollosed b) .I

!',,r¡,,r, tjo r¡V ilor -l ms

Leier'r ¡eir pul\e lh.1r ¡ú'o\e úe
¡lernbr¡ne pdenli¿l to ilo rrv
\! ¡\ ilt-r!li.rl l¡¿¿ r,rr¡'¡1.

a /,,,.,./.1 cur\e lrtteLl t!l
tsoltzraDn aunrtioD. V¡rllt.! ¿re

rlorrr!¡1i,,¿rl «) lerl cullent
trace\ l¡Í pre pulce lerels of

1-1{) ¡))V iü e1¡ch cell
(Iloltzrn.n ll1 resültr: a'-\_h.

/r o ooor-1. I' .: o r)L ('TL¡.

00(174. P .:0 0l 100 ilerttiors)
ll!t,l ¡itrLtts C\1t. r¡t¡t:t
\4¡e1r.r CTb. Point\ repr-eseDl

¡¡er¡¡ + S F.M. rCNh /r : 5:

Cfb,r : 51. ':P.i 0 (l-
b RePreseLrl¡ti!e figure! oI
recr¡rlirgs h Cñr ,,itr,,r'-enil
CTli bt,tn,

tábte 2 V¡l .r\ ¡erive,:l frorn e\t.¡¿ iil fiti ¡,:r ¡,¿ri/ ilod8tin .rllil Hurlet ]noilel

é 0,6
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Time collsr t \rlue\ ol xrri\ltilnr xr(l iu.cli!¡lion Linetics
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klernL\rane Poieiriiái ii¡V)

Fig.5 Role of.hloide in rril cuner.ts. a Representatire |ecordirlgs

l_rrm CTb celh. The rrt¡,r' iig,-ne sho.ns .u.ier1t in preserce ol TE{-
C1. N()re rhe Lieüerse Lr rhe .h¿rge nro!eneDl strer) TEA-CI llas
reDlrcer] \Lith TEA rcetare (¡ r¡r¿ /' ,f.<¿¡ /? 1. b F.lfe.rr of aLldirioD c¡[

I rrru Cd: to e\h'r.eliul:u solutron on the C¡:r 1r¡.1 lnil cunert\.

). A clcal explaration ¿Ls li) $h1'exterral Cl teduc

tiorl \!ould Ic\ull per se iu a r-educcd tail corl.eltl is r¡¡clct.
,\ tcrL'¡li\,e explauation c()Llld Lrc lroteDlial eft¡cts ()l lhe

a¡ioD cb()\en ¡o replace Cl (acel le). lu this rcgar.i.

Ker¡,r»r ard Cibbors ( ) repot'ted thut Calr iol aclivit:
al1d \tttn{!h can t¡e conpromised by rcPl;rccorent of
extemal C1 witlt a no¡ pcrncartt aniorr. and that adjust-

nicnt\ ne--.1 to hc nr¿de to CazI co¡cr-¡lralir»\ to retirill its
aclivity. Furthel. ¿txotonli;,'ed ¡curr»rs shorv a calcium

dependent Cl iail current. which coul,:l bc conrpromised

*hc» Cll+ ior activitl is ¡cilucctl (Sanchez Vir,es and

Clallcgo ). Funher expctincltts are Deerie(l §ilh lhe

application of specilic Cl hlockcr -s -ruch ¡s DITS arrd ni

flumic acitl. in order to i.¡fihcr clalill lhis siti¡atior. Ycl. lhc

ireak of the ilrvaltl clilrcnl ilurilrS the depol¿t¡ization pulse ls

Q sp.ing".

c Charge/lolttrge relátion o[ taiL cul,ents re!¡is¡ere.] liorl CTb cells.
l¡!¡.d \qud.\ r'epres¿¡r dlrr recolLleLl !\ ith l-10 rrñf e\rernal -lTA-

Cl. uncL nTta nrr«¿r¿r rerodirg oilraiü¿d i¡ rhe preseDce ot l:1(l t1r\l
e\lernxl TEA-nee¡ate. V lues ¡re re¡¡r + SElt{. , 6 in bolll
.oDdrri0ns. ''P ¿-:0.115: *'rP < 0.01

noi cotrtplon sed ir our rccr¡rdi¡ss. -lhis 
suegesls th¿rL thc

inaleased peak culrenl ir1 th. lri\{»nic.:(»ralitioü- conlpared
to valucs of control cells. is preserved io CTb cclls.

^rothel' 
ilrtcfcsllng resLl]t \!¿1s preseuted bl tlar'¡L:s ¡u.l

Bui ( ). Tlese authors- using cultuted coile phofol'c

ccptor. dclcrmincd a pH-depeltlelt rcgulation ()l chlo¡ide

iail cuncDl vir calciunr clra[nels- ao.l slalc(i that al a pll
lc\.1 ol' 7.J thcle is a notirble incrcasc i¡ th is cur rent. r¡,hich

is lepor-tedly lzuge ir arnplitude and quile pelsistent iD tilr1c.
'1he¡clbrc. in our cx¡rerimental conLli¡ious. i1 is Possiblc Lh:ri

thc tiril currel)ts are been c¡rri.d hl Cl i0rs as rve dis-
cussed above. espcciall,v coDsidel-irlg thirl oúl extraccllLlla!-

solulion §'ere adjusted P|cciscll ¡o ¡hese pH lrrvels.

All these results indicrtc a¡ ¿ünorüal lrehevior o1_ cal

cium cha¡rels i¡ both CNh tulcl CTb ccll Ii¡rt'. Ilence. this

t-2
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ira,v not be attribuhhlc to i¡tiiüsic propcttics oL lhc Lriso

rDic conditioir. hur to the immor1aiizarion process. There

forc, all r-csults prescnl hele h¿\'e to be tatel caretully and

mav replcscnt thc cll¡cl of all i1]lrnature fo¡¡rt ol t- tyPc

calciunr clra¡¡els. r¡,irich have hecn tlcsc¡ibed i¡ o¡hc¡ ccll
li¡cs L'sr¿rblished §,ith thc t;CH l l medrotl (Cariecies e¡ ¡1.

; Liberona ci al. ). aDd \airich i0tcrcsLingly exhibll
slo\\ ilractivatioD ¿urd grcat scnsitilily 1..) nilc,Jipine and to

ilorganic Ca' cl'Iart.te] blockers. Il is pl¿rusible that t¡fthcr
diffele¡tia¡io¡ il1iry hc i'reeded ¡o obliLin u lLrll speclra of
nratur-c \,oltage ¿cti\,tled ci'lanncls. a possibiiity uhich
is cunc¡ll! hein! irlestigatcd. (Caviedes et 11. :

Libelorla et ¡1. ). Nevelthcless. i¡ the co¡dilio¡s l,hcre
Cl irflr¡x is cliniDatcd. pcal,, il]\\r¿ud cürrent values alc ¡r¡l
conrplorlrised in oul ccll lincs. 'fhis suggesrs that. evetr if ir

CI cure¡t nraY hl,,e co¡tami¡¡rted thc \\l'rolc cell cul'renl
ulren recordilg in lirc prescnce of extracellular- Cl . ihcir
slorret kine¡ics ¡rossibl¡, mal' xli¡ct the iractivatiotr phasc

ol thc current.
 nolLeI iDterestillL liuding lics in the \,itlÜes of iDput

resiste|ce elcoulltcred iD c¡ur ccll 1i¡es. rlhich are rouglrly
1/10 of those reported b) Grúdzicki cl ai. ( ). We har,c

no cleltr exp]iuraLiotr to ilcloLr]t ibI these cliflér'etrces. Yet.
our ¡laxi¡ral ¡rcak Ca2| cluient \ralues ¿r'a comparablc ill
¡ngllitudc «r thr¡se oi G¡rldTicki et al.. whL) in lu¡n L¡\cd

slrhslanriall)' higher Ca2+ gladicrts in thef exper-intetrts

ll0 nrNI ertr'^celhla1' vs. 0 nñ{ iDside tl're pipette)- sue

lrcsiiDg our cell li¡cs harc !.rci:rtcr o!erall concluctaucc.

^gair). 
fufihel i¡ \'ilro dillcrcDtiation may coD¡libute iu

elucitiatiug !his siluaiion.
Amazingl¡'. our lindiugs are esscrltially similar 1(] pre-

vioLrs slLrdies oll Nar cLul-cnls in culturec] dorsirl root gal]

llia neurons [r'on rlolmrl rnd tiison]] ll hunlan ncllrons
(Caviedes et el. ). In bricl- lhese nulhols reportcd ¿

10 nrV .lcpolerizatir¡n sl¡if¡ in both TTX scDsilive and

1'lX rcsis¡xrlr Nar cu.r'ent tbr fsl6 ¡eurons. Evcrl tl]ough

this ellL¿tils r conparisor bcl§'eell clil'fure¡1 spccics. cc1]

l\[,<\. irn(l iuri\' atlrlcrr,s. rl rrl\n lrfolr'pt\ r t(lllplilr!
s¡eculaLiorr legudirg thc cl1¡ct ol excess ger)e Foducls or

ü1e¡¡holite\ that rolrld h¿ 'c a cc»r'rnrr¡r talgct i¡ tbc initc
tivation of di\.e¡sc voltagc sc¡silivc channels. r'esulting in a

sinlilal alterarioli (C¿\,iedcs eL al. ). lrT thls regard. the

gcrc cncodjug lin the reguiatol ol caiineulin I (Rcan i) is

irr-cscnL lli bLlnrarl ¿lllloson'le 2l aucl murjD,: ¡Lttosonrc llr
{ll:l tuti (l ir I I tir ,'fnle.r) .'\.,tlr :r lt.! rli\,c aelr
i¡rtio¡ o¡ thc phosirhal¿r\e cltlcineLrr'in. \ rich itt tur-n rcsLr

latcs thc z subu¡it ,.rf L lypc calciurll chanrels {Ar¡rsl|oDg
; Olileria e¡ al. ). Wc hevc rcccrrtly deternri¡ed

the ovcrc¡prcssi()ri ol Rca¡l iD oul Cl'Lr liue (AcLt¡¿l ct ¡tl.

). and rve rre culrelrtly cveluetirg tirc cffcc¡ of
kuocking down this gcnc uith specilic siRNAs. ill older to
ascertain a possible |eve|sal oi1 the incre{sed Ca2 | curr.¡rl
derrsity reported here.

Clonclusir»r

1he- pathopirysiology oi Dos,l syndrome lesults Lir)nr

c\ccls gcnc dosrgc cllccLs. \\hrrc thc ccrh-iti llcr\()Lr! sYs

tcm ¡cmniu-. ¿rs Lh.: mLrs! reLc\,aur LrugeL. l\{enrbrarre relatecl

dt.slu¡cLir»t is criticrl iD ne,u.orni actlv;tt. and l-unctiol1.

L- ltlerstaocling such pathologicitl nechanisnls u'ould help

link specilic gcDe dosiLgc eil¡cts lo r,ltrions [eurona] alter-

ations. ard help iD the quest Io detemrine therapeutical

t¡1'gels. Lr villo moclcls such ts thc C-l'b a¡.1 CNh cell lires
l11a]'cor]slitutc valuablc tools i such elldeirvors.
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