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RESUMEN

El sindrome de Down (SD) es determinado por la presencia de una copia extra
del cromosoma 21. Se manifiesta a través de multiples anomalias, siendo el
retardo mental la caracteristica mas sobresaliente. La condiciéon resulta en
alteraciones en las propiedades eléctricas de membrana en neuronas fetales,
idénticas a las encontradas en la trisomia 16 murina (Ts16), un modelo animal
del SD. En efecto, neuronas derivadas de ganglio de la raiz dorsal (GRD)
exhiben una reduccién en la amplitud maxima de corrientes de calcio activadas
por voltaje (lca). Inversamente, 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 proteina
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 lineas celulares inmortalizadas de
corteza cerebral provenientes de estos ratones (llamadas CTb) también como
de ratones diploides (llamadas CNh). Tal como en SD, RCAN1 esta 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
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activacion de estas corrientes ocurre a -40 mV en ambos tipos celulares. Las
células trisébmicas exhibieron un aumento de 2,4 veces en la densidad maxima
de lca, un cambio de 15 mV hacia potenciales mas despolarizados en la curva
de inactivacion dependiente de voltaje, y un aumento en el movimiento total de
carga de aproximadamente 2,5 veces. Para elucidar el rol de RCAN1
sobrexpresado en la condicidon ftrisdbmica, se transfectd con secuencias
interferentes especificas para RCAN1 (knockdown). Este procedimiento llevo la
densidad de las I, a niveles similares a los encontrados en CNh. El cambio en
la curva de inactivacion dependiente de voltaje en CTb fue revertida a niveles
comparables con CNh. También el knockdown de RCAN1 logré bajar el
movimiento total de carga en CTb, sugiriendo una correlaciéon entre el nivel de
inactivacién y el movimiento de carga. Mas aun, la inhibiciéon farmacolégica de
CaN por Fk-506 en células CNh, produce un aumento en la densidad de lc,
incluso por sobre los valores de CTb. Sin embargo, la curva de inactivaciéon
dependiente de voltaje en CNh, cambié solo parcialmente hacia potenciales
mas despolarizados luego de la inhibicion de CaN, no alcanzando los valores
de las células CTb. Estos resultados muestran un rol de RCAN1 en la
regulacion de los canales de calcio activados por voltaje via regulaciéon de la
compuerta de inactivacion. Este mecanismo no es totalmente dependiente de
CaN. No obstante, esta fosfatasa juega un importante rol en la regulacién de
estas corrientes regulando a los canales mediante otro mecanismo. Por lo tanto,

el knockdown de RCAN1 revirtio las alteraciones en lg; descritas en CTb,



sugiriendo que la sobre-expresion de esta proteina altera la conductancia de
calcio a través de los canales activados por voltaje, asi comprometiendo
funciones neuronales criticas. Los mecanismos regulados por RCAN1 podrian

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. It 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 mice
(Ts16), an animal model of DS condition. Indeed, Ts16 cultured dorsal root
ganglia (DRG) neurons exhibit voltage-gated Ca®" current (lca) with reduced
amplitude. Conversely, Ts16 hippocampal cultured neurons showed increased
lca amplitude. The Regulator of calcineurin-1 (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, Rcan1 is overexpressed in
CTb cells. Considering the above, we decided to explore Ic, in CTb and CNh
cultured cells, using the whole-cell patch-clamp technique. We encountered an
immature, nifedipine-sensitive calcium current. Current activation occurs at -
40mV in both cell lines (Vhouing= -80 mV). Trisomic cells exhibited a 2.4-fold

increase in the maximal lg; density , a 15 mV shift toward more depolarized
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potential in steady-state voltage-dependent inactivation curve and an increase in
the total charge movement at the inactivation test pulse level by approximately
2.5-fold. To elucidate the role of overexpressed Rcan1 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 Ic, density 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, Rcan1 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 lg; 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 Rcan1 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, Rcan1 knockdown reverted most of
the alterations noted for I, in CTb cells, suggesting that Rcan1 overexpression
altered calcium channel conductance, hence compromising critical neuronal
functions. Rcan1-regulated mechanisms may constitute possible therapeutic

targets in DS.
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INTRODUCCION

l. Sindrome de Down.

El Sindrome de Down (SD) fue descrito por el médico inglés John Langdon
Down en 1866 y en 1959 se demostré 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 caracteristico retardo mental, que puede estar
acompafnado de multiples anomalias, tales como, malformaciones cardiacas
congénitas, hipotonia muscular, mayor incidencia de leucemia a edades
tempranas, alteraciones visuales e inmunoldgicas. EI SD se relaciona de
manera muy interesante con el desarrollo temprano de neuropatologia tipica de
la enfermedad de Alzheimer: presencia de placas seniles, depésitos de amiloide
y gliosis (Epstein, 1986 a y b, Reeves, 1986; Ault y col. 1989a; Cardenas y col.
1999; Saud y col. 20086).

Como ya se menciond, el sindrome resulta de la presencia de una copia extra
del cromosoma 21, que corresponde a un cromosoma acrocéntrico y que es el
mas pequefo 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 permitié identificar en este autosoma 127 genes, 98 posibles
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nuevos genes y 59 pseudo-genes, todos los cuales pueden estar sobre-

expresados en SD (Epstein, 1986a; Hattori y col. 2000; Saud y col. 2006)

Cariotipo de una paciente SD
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Figura 1. Cariotipo de una mujer con SD, la flecha roja sefala la trisomia del
Cromosoma 21. Clinical tools, Inc.

El SD es frecuentemente letal en el desarrollo temprano, y se ha estimado que
el 75%-90% de fetos con SD mueren espontaneamente in utero. Su incidencia
es de aproximadamente 1:700 nacidos vivos (Reeves y col. 1986; Morris y col.
2002), existiendo un riesgo creciente directamente asociado con la edad de la
madre. En efecto, para mujeres gestantes menores de 30 anos, la probabilidad
es menor a 1:1000; sin embargo, ésta aumenta a 1:350 a la edad de 35, y

dramaticamente a 1:100 a partir de los 40 (Morris y col. 2002) (figura 2)



Curva de incidencia de SD relativo a la edad de la madre
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Figura 2. Curva de la incidencia de nacimientos SD por nimero de hijos, versus
la edad materna. Se nota claramente la rectificacion alrededor de los 35 afios.

La trisomia del cromosoma 21 es generalmente causada por una no-disyuncion
en la primera fase de la meiosis del oocito, la cual esta presente en mas del
90% de los casos. También, raramente, puede ser generado mediante
translocaciones en cual el brazo largo del cromosoma se une a otro,
usualmente el 14, 21 o 22. Una tercera causa es la trisomia mosaica, la cual
representa el 2-6% del total de casos, donde la trisomia se genera

tempranamente en la embriogénesis, resultando individuos con algunas células



con 46 cromosomas y en otras con 47, implicando distintos grados de

manifestaciones fenotipicas, dependiendo del porcentaje de células trisémicas.

Actualmente se sabe que para desarrollar SD, se requiere de al menos la
presencia de una porcion definida del cromosoma 21 (bandas 21q22.1 a
cuarta), denominada regién critica del SD. Claramente, el sindrome no esta
determinado por mutaciones, inserciones o deleciones, sino que se produce en
el contexto de un exceso de dosis génica. Sin embargo, las implicancias
especificas en la funcion celular derivadas de esta sobre-expresion
generalizada aun no estan esclarecidas (Saud y col. 2006). Tedricamente, los
genes estan presentes en 3 copias, lo que significaria un aumento en su

expresion de 1,5 veces en relacion a la condicion diploide.

El SD representa cerca del 30% de los casos de retardo mental leve o severo
(Pulsifer, 1996). Ademas del caracteristico deterioro mental, el sindrome es
acompafado por un aumento en la frecuencia de malformaciones cardiacas
congénitas, hipotonia muscular, una gran incidencia de leucemia, y una
aparicion temprana de la enfermedad de Alzheimer antes de la cuarta década
de vida (manifestada por presencia de placas seniles, depodsitos de amiloide,
ovillos neurofibrilares y gliosis) (Epstein, 1986 a,b; Reeves y col. 1986, Ault y

col. 1989a, Saud y col. 2006).



Las bases del retardo mental en el SD aun son desconocidas (Epstein, 1986
a,b; Schapiro y col. 1989; Pulsifer, 1996). Todas las evidencias morfologicas
contradictorias reportadas para cerebros de fetos, pacientes jovenes y adultos
con SD (Marin-Padilla, 1972 y 1976; Schapiro y col. 1987; Dekaban, 1978;
Horwitz y col. 1990) sugieren la existencia de una alteracion funcional
preponderante en la génesis del retardo mental, por sobre las alteraciones
estructurales (Gibbs y Gibbs, 1964; Boullin y O'Brien, 1971 ; Yates y col. 1980;
Yates y col. 1983; Fiedler y col. 1994; revisado por Galdzicki y col. 2001),

particularmente en una fase temprana del desarrollo.

Il.- Modelos de Sindrome de Down

Si bien, se han realizado estudios en cultivos primarios provenientes de
pacientes SD, los problemas éticos y practicos asociados en la obtenciéon y
mantencion de tejidos humanos han limitado su uso. Ello llevo a la blisqueda de
modelos animales para entender la fisiopatologia del sindrome. A este respecto,
el primer modelo animal desarrollado para el estudios del SD fue la trisomia 16
murina (Ts16), donde se encuentra por triplicado el cromosoma 16 completo,
autosoma que guarda la mayor homologia con el cromosoma 21 humano

(Epstein y col. 1985) (figura. 3).



Sintenia entre el Cromosoma 21 humano y el 16 murino
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Figura 3. Izquierda: Homologia del Cromosoma 21 humano y el cromosoma 16
murino. Derecha: Se indica la ubicacion de los genes presentes en el
cromosoma 16 en distintos cromosomas humanos. (Jackson Lab.)

Desgraciadamente, los ratones Ts16 no son viables y mueren in utero entre los



14 y 16 dias de gestacion. Para superar este obstaculo, se han creado modelos
de trisomia parciales en donde s6lo porciones de la region distal del cromosoma
16 han sido triplicadas. Entre ellos destaca, el modelo Ts65Dn (Davisson y col.
1990), cuya region del Ts16 triplicada corresponde mas cercanamente a la
21921-22.3 del cromosoma 21 humano. Otro modelo de trisomia parcial es el
Ts1Cje, el cual posee una porcién triplicada mas pequefia (Sago y col. 1998).
Estos ratones con trisomias parciales son viables y han sido muy utiles para
realizar estudios de comportamiento. El modelo mas usado es el Ts65Dn, en el
cual estan presentes muchos de los cambios fenotipicos vistos en SD (Dierssen
y col.1996; Dierssen y col. 1997, Ruiz de Azua y col. 2001). Sin embargo,
aunque estos animales sobreviven hasta la adultez, éstos carecen de algunos
genes de la porcion definida del cromosoma 16, lo cual compromete las
interacciones de todos los productos génicos involucrados en la trisomia
completa, y asi complican las conclusiones relacionadas con la patologia. Por
ejemplo, Ts1Cje exhibe niveles normales de Superoxido dismutasa (SOD1) y
existe una pérdida de la degeneracion caracteristica de neuronas colinérgicas
(Sago y col. 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 situacion es el modelo transgenico

para SOD1, ddénde las neuronas ganglionares en cultivo no presentan los



potenciales de accién alterados observados en la trisomia completa (Ault y col.

1989b).

lll. Neuronas en cultivo provenientes de ratones Ts16.

Usando cultivos de neuronas de Ts16, varios grupos de investigadores han
descrito esencialmente las mismas alteraciones electrofisiolégicas en la
condicion humana: incrementos en la de velocidad de despolarizacién y
repolarizacion del potencial de accidn, y reduccion de la duracion de la espiga;
ello estaria determinado por alteraciones en densidad y cinéticas de las
corrientes de Na*, K* y Ca?" (Nieminen y col. 1988; Caviedes y col. 1990).
Aquellos resultados han validado el modelo animal para la fisiopatologia del SD.
En efecto, la condicidn trisomica, tanto en el hombre como en el ratén,
determina alteraciones comparables en mecanismos intimamente relacionados
a la membrana celular. Sin embargo, estas alteraciones difieren cuantitativa y
cualitativamente en diferentes regiones 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 despolarizacion y
repolarizaciéon con un acortamiento en la duracién de la espiga (Ault y col.
1989a; Acevedo y col. 1995). Por el contrario, en cultivos de neuronas del
hipocampo, se observa una situacion inversa, donde las neuronas trisomicas

exhiben una despolarizacién mas lenta y con un potencial de accion de mayor
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duracién, posiblemente debido a una disminucién 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 despolarizacion (Orozco y col. 1988).

Corrientes de Ca**.

Caviedes y col. (2006), usando células ganglio de la raiz dorsal (GRD) en
cultivo primario provenientes de raton Ts16, encontraron que las neuronas
trisdmicas exhiben una reduccion en la amplitud de corriente de calcio. A su
vez, estos autores describieron una reduccion en la dependencia de voltaje de
activaciéon a -30 y -20mV. También, las neuronas trisomicas mostraron una
disminucién en la cinética de activaciéon para las corrientes de Ca®*, con un
aumento del 80% en los valores de constantes de tiempo, pero no manifestaron
diferencias significativas en la cinética de inactivacion.

Por otra parte, Galdzicki y col. (1998), usando ceélulas hipocampales de raton
Ts16 en cultivo, curiosamente encontraron un gran aumento de la amplitud en
corriente de entrada de Ca®* 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 deberia posiblemente a

una mayor expresion de canales de Ca®" tipo L sensibles a dihidropiridina, dado



por una mayor unién a [3H]JPN200-110. Sin embargo, no se hallaron diferencias
en la expresion a nivel del mensajero de los canales de calcio tipo L.

Estos hallazgos refuerzan la idea que la trisomia tanto humana como murina
determina efectos diversos, incluso opuestos, en las propiedades eléctricas de
la membrana celular en distintas areas del sistema nervioso. Es por lo tanto
necesario llevar a cabo estudios funcionales en células nerviosas de distintos
territorios en relacion a la expresion génica en el SD, con el objeto de encontrar
el nexo entre la sobre-expresion de ciertos genes y las disfunciones especificas

a las que se hizo referencia anteriormente.

IV. Lineas Celulares

Debido a la importancia que reviste el evaluar la contribucién individual de los
genes sobre-expresados en la trisomia 16 murina como modelo de SD, y para
superar la limitante de la inviabilidad del modelo murino y la poca cantidad de
tejido procurable para realizar muchos estudios, es que el grupo del Dr. Pablo
Caviedes ha establecido lineas celulares neuronales derivadas de corteza
cerebral de ratones normales (CNh) y trisémicos 16 (CTb) mediante un
protocolo de transformacion mediado por factores solubles presentes en el
medio condicionado de la linea celular UCHT1 (Caviedes y Stanbury, 1976), lo
cual induce inmortalizacién celular estable en distintos periodos de tiempo

(Caviedes y col. 1993; Liberona y col. 1997; Cardenas y col. 2002a,b; Allen y
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col. 2002) . En particular, la linea celular derivada de corteza cerebral de raton
trisémico 16 (CTb), presenta un aumento del Ca?' intracelular basal y
respuestas alteradas a estimulacion de receptores de glutamato, posiblemente
debido a la alteracion de los mecanismos reguladores del Ca?* citosélico

(Cardenas y col. 1999).

V. Revirtiendo la sobre-expresion.

El problema en la utilizacién de modelos de trisomia parcial (Ts65Dn, Ts1Cje)
radica en que para determinar el dafio génico en el sindrome de Down se debe
evaluar la contribucion de cada gen triplicado en el contexto de la trisomia
completa, en la cual esta sobre-expresion generalizada determina una nueva
‘homeostasis” (o “dis-homeostasis”), siendo determinante la regién critica de
SD del cromosoma 21 humano o alternativamente el cromosoma 16 murino
(Saud y col. 2006)

Mediante la disminucion de la expresion génica, técnica llamada knockdown, se
ha determinado la contribucion de varios genes en el contexto de esta sobre-
expresion generalizada en células CTb. Entre ellos destacan el gen APP
(Opazo y col. 2006; Rojas y col. 2008), que codifica a la Proteina Precursora de

Amiloide; el gen Slc5a3, el cual codifica para el transportador Na*/myo-inositol

11



(SMIT 1) (Diaz-Franulic y col. 2007) y el gen Sod1 (Mikkola y col. 2008), que

codifica a la enzima Superoxido 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) foraneo. Secuencias cortas de RNA de solo 22
nucledtidos llamados iIRNA pequenos (siRNA) son recortados de un dsRNA
mas 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 especifico a vias de clivaje y degradacion (Wasi, 2003).
Asi, los siRNA disefiados para un mRNA especifico puede silenciar
eficientemente la expresiéon de un gen blanco, tras lo cual el pool de proteina se
depleta progresivamente en funcidbn de su catabolismo, definiendo asi el
concepto de knockdown (Estibeiro y Godfray, 2001). Esta técnica es ideal para
estudiar la funcion de un gen especifico, es mas rapida y con mejor costo-
beneficio que la generacion de knockouts. Afortunadamente, se han disefiado
siRNA probadamente eficientes para diversos genes murinos, que consiguen

realizar esta tarea.

12



VI. El gen RCAN1

Estudios previos indican que muchos genes relacionados al SD afectan
funciones neuronales en células trisomicas, dentro de los cuales se encuentran
los ya mencionados genes App (Opazo y col., 2006), SMIT-1 (Huang y col.
2000), GIRk2 (Lyle y col. 2004), SOD1 (Epstein y col. 1987; Lyle y col. 2004).
Por otra parte, dos genes: RCAN1(6 DSCR1) y Dyrk1A, ambos asociados a
neuropatologias y alteraciones del desarrollo, han sido mapeados en la regién
critica del autosoma 21 humano, asociados al SD (Arron y col. 2006) (figura 3.),
y por ello han sido objeto de gran atencién en los ultimos afios.

El gen RCAN1 humano ha sido mapeado especificamente en la regién
21922.12 (Hattori y col. 2000). Este gen se encuentra altamente expresado en
el cerebro, corazén y musculo esquelético (Fuentes y col. 1995). Se ha descrito
la sobre-expresion de RCAN1 en la linea CTb (Arriagada y col. 2009). La
proteina RCAN1 contiene dos dominios de unién a SH3 ricos en prolina
(Fuentes y col. 1995), normalmente conocido como PRD, por su sigla en inglés
proline-rich domains, uno de los cuales define a la familia de la proteina, la caja
ISPPXSPP. La porcion carboxilo terminal (aminoacidos 115-197) es
responsable de la union a Calcineurina (CaN) (Fuentes y col. 1995). CaN es
una fosfatasa serina-treonina regulada por Ca®/calmodulina formada por una
subunidad catalitica, Calcineurina A, y la subunidad reguladora, Calcineurina B ,

(Rusnak y Mertz, 2000).
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La union de RCAN1 a CaN resulta en la inhibicién de esta ultima (Gorlach y
col., 2000). Es por esto que RCAN1 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
transcripcion 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 (lca) juegan un rol esencial en muchos procesos celulares en células
excitables, principalmente en excitabilidad celular, plasticidad sinaptica y
expresion génica (Ghosh y Greenberg, 1995, revisado por Berridge y col.,
2003).

Los canales idnicos estan regulados dinamicamente por vias de transduccién
de senfales, siendo la fosforilaciéon uno de ellos (Levitan, 1994). Especificamente
en los canales de calcio activados por voltaje, la desfosforilacion esta regulada
por CaN, la cual provoca una disminucidon en las corrientes de calcio
(Armstrong, 1989; Lukyanetz y col. 1998; Burley y Sihra 2000). Por lo tanto, en

la regulacion dinamica de estos canales, estaria involucrado RCAN1 mediante
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la inhibicion de CaN (Genesca y col. 2003). Ello lleva a pensar que en una
condicion que sobre-expresa RCAN1 (Ts16-SD), la actividad de estos canales
podria verse afectada, especificamente, aumentando las corrientes de Ca®

(figura 4).

Modelo explicativo del rol de CaN sobre los canales de
calcio y la participacion de RCAN1

Ca?

Extracelular

Intracelular
Canal Ca2+
tipo L

Figura 4. Esquema representativo del efecto de la inhibicion de Calcineurina
(CaN) por RCAN1 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 inhibicién de esta ultima produciria un aumento en los estados fosforilados de
los canales, mediante PKA, lo que resultaria en un incremento en la
conductancia de los canales. Mas detalles en el texto. (Modificado de Oliveria y
col. 2007)

Mediante la técnica del knockdown aplicada a la linea CTb, en este trabajo se
buscé elucidar el rol que juega especificamente RCAN1 en la regulacion de las
corrientes de calcio a través de los canales activados por voltaje. Todo esto, en

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

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

Condicion Trisémica con siRNA Analisis de resultados
e T I R e S R e I T e R s
RCAN1
Confirmar sobre-
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= | lineaCNh.
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Inactivacion
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Figura 5. Diagrama de flujo de la realizacion de la presente tesis. Primero se
determind, mediante la técnica de Patch Clamp, las alteraciones en las
corrientes de calcio activadas por voltaje (lca) en células CTb. Posteriormente
se realizé el knockdown de RCAN1 (siRNA) para normalizar su expresion,
corroborandose mediante western blot (WB) y citometria de flujo.
Consecutivamente, se realizaron los estudios de las Ica en las células CTb
transfectadas. Todos estos resultados fueron comparados con aquellos
obtenidos en las células CNh.
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HIPOTESIS

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
linea celular diploide CNh. Estas seran revertidas total o parcialmente mediante
el knockdown de RCANT1, logrado mediante la incorporacion de secuencias

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

OBJETIVOS GENERALES.

1.- Evaluar las caracteristicas de las corrientes de calcio en las lineas celulares

diploides (CNh) y trisomicas (CTb)
2.- Normalizar la expresion de RCAN1 en las células CTb.

3.- Estudiar el efecto de la normalizacion de RCAN7 en las células de corteza

derivadas de fetos de ratén trisémico Ts16 (CTb) en las Corrientes de Ca®*.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. - Evaluar la cinética, amplitud y la inactivacion dependiente de potencial de
las corrientes de Ca?* mediadas por canales dependientes de voltaje, usando la

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

2.- Realizar el knockdown de RCAN1T en células CTb por transfeccién con

secuencias especificas de siRNA.
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- Evaluar los niveles de proteina RCANT mediante técnicas de inmunoblot,

especificamente Western blot.

- Ejecutar ensayos de tiempo necesarios de transfeccién para logar resultados

comparables entre las lineas trisémicas y normales.

3.- Comparar cinética, amplitud e inactivacion dependiente de voltaje de las
corrientes de Ca?* mediadas por canales dependientes de voltaje, en las lineas

CTb transfectadas y CNh.
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MATERIALES Y METODOS

1. Modelos experimentales.
Se emplearon lineas celulares neuronales derivadas de ratones normales y
Ts16, las cuales fueron establecidas a partir de la corteza cerebral (Normal:
CNh, Trisbmico : CTb). Estos modelos celulares retienen marcadores
neuronales, expresan aumentos de Ca®" intracelular en respuesta a
estimulacion con neurotransmisores, y poseen funcion colinérgica (Cardenas 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 (Invitrogen, Grand lIsland, NY) el cual se
suplementa con 6gr/l de Glucosa, 1gr/l de Bicarbonato, 10%v/v de Suero Bovino
Adulto y 2,5% de Suero Bovino Fetal. Los cultivos fueron mantenidos en una
incubadora, a una temperatura de 37°C, 100% de humedad y en una atmésfera
de 5% de CO.. La renovacién de los medios de cultivo se realizo dos veces por

semana.
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3. Expresion génica.
a) Lisis celular, extraccién de proteinas

Se lavaron las placas 2 veces con 0.5 ml solucién D tampon fosfato salino pH
7.4 (8gr. NaCl, 0.4gr. KCI, 0.02gr. Na;HPO,, 0.03gr. KH,PO, para 1000ml).

Se agregaron 400-500ul de Tripsina 0.2% e incubaron entre 3-5 minutos a
37°C. Luego se neutralizaron con 500ul medio DMEM/F12 (1:1), finalmente las
células se traspasaron a un microtubo eppendorf de 1,5 ml. Posteriormente, las
células se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos a 4°C, eliminando el
sobrenadante.

Se lavaron las celulas con 500 pl de solucién D re-suspendiendo el precipitado,
luego se centrifugd a 2000 rpm por 5§ minutos a 4°C, eliminando el
sobrenadante.

Paralelamente, se prepar6 buffer de lisis LDB (Low Detergent Buffer) 1X (20
mM de Tris-HCI, 2 mM de EDTA, 150 mM de NaCl y 0,5% de Triton X-100).

Se agregd al pellet 200 pl de buffer LDB 1X con inhibidores de proteasas
(FENIL METIL SULFONIL FLUORURO-PMSF-, leupeptina). Se incubaron en
hielo por 5 minutos, luego se sonicaron las muestras por 30 segundos,
finaimente se centrifugaron a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. Del
sobrenadante se extrajeron alicuotas de 10 pl para la medicion de la
concentracion de proteinas totales mediante el método de Bradford a 595 nm.
Al resto del sobrenadante, se le agrego tampén de carga (Glicerol 20%, beta-

Mercaptoetanol 10%, SDS 6%, Tris-HCI 250 mM y 1,5 mgr/ml de azul de
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bromofenol) y para denaturar las proteinas se hirvié la muestra por 5 minutos a
100°C. Finalmente el sobrenadante con el tampén de carga se almacenaron a
-20°C.
b) Cuantificacién de proteina

Los niveles de proteina se cuantificaron mediante inmunodeteccion,

utilizandose dos técnicas: Western blot, y citometria de flujo
-Western blot:
20 pgr de proteina fueron sometidos a electroforesis desnaturante en gel de
poliacrilamida al 10% (Gel separador: 1,7 ml de poliacrilamida 30%, 2 ml de
agua destilada, 1,3 ml de Tris-HCI 1,5 M, 0,05 ml de SDS 10%, 0,002 ml de
Temed y 0,05 ml de PSA 10%. Gel concentrador: 0,33 m! de poliacrilamida
30%, 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 PSA10%) a 350mA 80mV por 2 hrs, para
ser transferidas a membranas de nitrocelulosa, en una camara de transferencia
a 60mV y 400mA por 1,5 hrs. Para evitar la unién no especifica la membrana,
se llev6 a cabo bloqueo con albimina de suero bovino al 5% en PBS-Tween 20
al 1% por 2 horas a temperatura ambiente. Se utilizaron anticuerpos primarios
especificos para RCAN1 (dilucién 1:2000) (ABCAM, Cambridge, MA). Luego de
la incubacion durante toda la noche con el anticuerpo primario, posteriormente
se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 1% y luego se incubd la
membrana con un anticuerpo secundario conjugado con HRP (dilucién 1:5000)

(ABCAM, Cambridge, MA). La deteccion se realizd6 mediante un kit de
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quimioluminiscencia (Pierce, Rockford, IL EEUU). Las membranas se
fotografiaron y la densidad de las bandas se midid con el programa ImageJ
(software de uso libre desarrollado por Wayne  Rasband
[wayne@codon.nih.gov], Research Services Branch, National Institute 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 proteina B-Tubulina (control de carga), la cual
es también detectada por la técnica de Western Blot (Anti-Mouse B-Tubulina
(1:2000; ABCAM, Cambridge, MA). Esto permite normalizar la cantidad de
proteina RCAN1 presente en las lineas celulares CTb (trisdémicas), CNh y CTh
transfectadas con el siRNA especifico para RCAN1 a las 24 y 48 horas post
transfeccion.

-Tincién intracelular para Citometria 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 obtenido el pellet de células, éstas se
resuspendieron en formaldehido al 1% durante 30 min a 4°C para fijarlas. Se
lavé el exceso de formaldehido, para luego permeabilizar las células con
metanol absoluto, previamente enfriado a -20°C, y se incubaron durante 10 min
a -20°C. Se removi¢ el exceso de metanol lavando las células, para luego
bloquear con albumina de suero bovino al 1% durante 30 min a temperatura

ambiente. Se incubaron las células con el anticuerpo primario especifico para
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RCAN1 (1:2000; ABCAM, Cambridge, MA) por 30 min a 37°C. Luego de lavar
las células para eliminar el exceso de anticuerpo, se incubaron con el
anticuerpo secundario a una diluciéon de 1:5000 (ABCAM, Cambridge, MA) por
30 min a temperatura ambiente. Una vez mas 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 Citdbmetro de Flujo, teniendo

como minimo una lectura de 5000 eventos.

4. Interferencia de la expresion génica.
Se sembraron las células CTb en placas de 6 o 12 pocillos. Se utilizaron
secuencias certificadas de siRNA (Santa Cruz Biotech., Inc, Santa Cruz, CA.
EEUU), especificamente disefiadas contra RCAN1 (sc-45481) y secuencias
controles “scrambled” (Scr- sc-37007) las cuales no producen ninguin efecto en
la expresion de dicho gen, al no activar RISC. 2,5 ugr se pre-incubaron con
liposomas cationicos (LipofectAmine, Life Sciences Technologies, Inc. CA.
EEUU) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, para la
incorporacién a las células, se incubaron los cultivos con esta mezcla en medio
sin suero y sin antibiéticos durante 5 horas a 37°C y 5%CO,. Posteriormente, se
agreg6 el medio completo y se cultivé por 24 y 48 horas a 37°C y 5%CO,. Las
transfecciones con la secuencia control (Scr) s6lo se realizaron durante 24
horas. Para el control de especificidad, se incubaron las células CTb sélo con

Lipofectamina, como vehiculo vacio, por 5 horas para el siguiente dia registrar.
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Para determinar la eficiencia de transfeccion, se sembraron las células en las
mismas condiciones que para los registros electrofisiologicos, y se realizé el
mismo protocolo de transfeccion, s6lo que esta vez se incubaron con una
secuencia control “scrambled” conjugada con FITC (Santa cruz Biotech., Inc). El
conteo se realiz6 por triplicado tomando en cuenta 10 campos al azar por cada

ensayo.

5. Registros de Corrientes de Ca*'
Para registro de corrientes, se utilizé la técnica de Patch Clamp en la
configuracion célula entera (Hamill y col. 1981). Las células fueron visualizadas
en un microscopio invertido equipado con 6ptica de contraste de fase Nikon
(Nikon Diaphot, Nikon Corp., Japén) Se utilizaron capilares de vidrio Bluetip
(Monoject Sci., St Louis, MO, EE.UU.), los cuales fueron estirados utilizando un
puller Sachs-Sutter (Sutter Instruments, modelo PC-81, San Rafael, CA,
EE.UU) hasta alcanzar una resistencia entre 2 — 4 MQ. Las pipetas se llenaron
con una solucién (tabla 1), dejando solo calcio como el ion permeante. Previo a
registrar, el medio de cultivo fue cambiado por una soluciéon de bafio (Tabla 1;

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

_ 7 Calcio. -
Reactivos Sin. Bario Sin. Pipeta
TEA-CI 150mM e
CaCl, 2,5mM 0,45mM
MgCl, 1mM —
HEPES 10mM 10mM
Glucosa 10mM 10mM
CsCI ————- 140mM
EGTA-KOH = —- 5mM

Tabla 1. Los valores representan concentracion. TEA= tetraetilamonio;
HEPES= acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etanosulfénico EGTA= acido etilen
glicol-bis(2-aminoetil)-N,N,N’,N'-tetracético.

De la poblacion de células visualizadas al microscopio, se seleccionaron células
aisladas para evitar acoplamientos eléctricos. El electrodo se aproximé a la
célula utilizando un micromanipulador motorizado Sutter (Sutter Instruments,
modelo MP-285, Novato, CA, EE.UU.), estableciéndose contacto entre la pipeta
y la membrana celular de alta resistencia (2 - 10 GQ) aplicando un leve pulso de
presion negativa en la pipeta. Tras cancelar las transientes capacitivas rapidas
mediante los circuitos del amplificador EPC-7 (HEKA Elektronik, Alemania), se
establecio la configuracién en célula entera mediante un pulso de succién en la
pipeta, con el fin de romper la membrana celular bajo la punta del electrodo.
Una vez establecida esta configuracion, se permitié el intercambio i6nico entre
la pipeta y el interior de la célula por periodos de 5 a 10 minutos. Todos los

registros fueron llevados a cabo a temperatura ambiente (20-25°C).
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Control de Voltaje: Los pulsos de voltaje fueron generados por una tarjeta
convertidora analogo-digital (Digidata 1200, Molecular Devices Inc., EE.UU.),
instalada en un PC compatible, controlados mediante el programa PClamp8
(Molecular Devices Inc., EE.UU.). Las células fueron mantenidas a -80mV y se
presentaron pulsos de despolarizacién de 70 ms. de duracién en incrementos
de 10 mV, a una frecuencia de 0.1Hz. Se fijé una linea base a partir de un
periodo de 5 ms antes de la aplicacion del pulso de prueba. Debido a que no
se uso el circuito de compensacion para corregir el error debido a la resistencia
en serie, se tomé ésta arbitrariamente como dos veces el valor de resistencia
del electrodo. El error de voltaje se calculdé multiplicando este valor por la
amplitud de corriente, y se descartdé todo registro con error superior a 3 mV
(Sakmann y Neher, 1983). Las corrientes de fuga y capacitivas fueron
compensadas usando la substraccion on-line con el protocolo convencional P/4,
el cual consiste en una serie de 4 pulsos escalados del pulso de activacién. No
se realiz6 compensacion de las resistencias en serie para evitar oscilaciones
que pudieran dafar la membrana.

La dependencia de voltaje de la inactivacion se examiné usando protocolos de
pre-pulsos convencionales. Un pre-pulso condicionante de 1 s de duraciéon que
llevé la membrana a potenciales entre -140 y 0 mV en pasos de 10 mV. El pulso
de prueba llevé el potencial de pre-pulso a +20 mV por 100 ms, luego de 2 ms
a -80mV. Los registros se ajustaron a la funcién Boltzmann a 200 iteraciones:

y = 1/(1 + exp((Vm-Vys)/k)),
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donde Vm es el potencial pre-pulso, Vg s es el potencial medio entre el maximo y
el minimo de corriente, y k es la pendiente de la curva. Los niveles de
correlacién fueron considerados aceptables para valores iguales o mayores a
0,95.

La cinética temporal de la activacion e inactivacion de las corrientes se estudio
mediante ajuste de las respuestas de corriente al modelo clasico "m’h" de

Hodgkin y Huxley (Hodgkin y Huxley, 1952),

I = [m’h]lmax
donde,
m = 1-exp(-t/'z,), y

h = exp(-t/n)

La funcién "m" representa la cinética de activaciéon de las corrientes (con una
constante de tiempo z;), mientras que la inactivacion esta representada por la
funcion "h" (con una constante de tiempo 7, ). El ajuste se realizé utilizando el
método de la suma de cuadrados minimos, provisto por el programa comercial
Pclamp 8.2 (Molecular Devices Inc., EE.UU.) Los valores con un coeficiente de
correlacion 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 configuracion
de clamp de corriente, en respuesta a pulsos hiperpolarizantes de 0,1 y 0,05
nA de amplitud, y de 200 ms de duracién. La resistencia de la membrana se
calculé dividiendo la amplitud del potencial generado por la amplitud del pulso
de corriente aplicado; Se obtuvo la constante de tiempo (1), la cual corresponde
a 0.632 de la amplitud maxima de voltaje. La capacitancia se calculé como C=
©/R, para la estimacion de la densidad de corriente i6nica.

Movimiento total de cargas: De los registros de corrientes de calcio, se tomaron
los trazados de las condiciones pertinentes al potencial +20mV, se integré el
area bajo la curva y ese resultado se dividio por el valor de capacitancia de la

célula.

6. Adicion de drogas:
Tratamiento con FK-506.
Para determinar si la regulacion de las corrientes de calcio es dependiente de
CaN, se utilizé FK-506 (Tacrolimus, Astellas Ireland Co., Irlanda,
generosamente donado por Investpharma), el cual es un inhibidor
farmacolégico especifico 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 50uM de FK-506 en 1 ml de medio DMEM/F12 sin
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suero y sin antibiéticos, durante 3-4 horas, para posteriormente cambiar el

medio por solucion de Bafo y proceder a registrar (Norris y col. 2002).

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

de calcio tipo L, se agregd a la solucién Bafio a una concentracién de 10uM.

7. Estadistica.
Para analisis estadistico, se realizé el analisis de varianza (ANOVA) de una via.
Seguido por la prueba de t de Student, considerandose significativo para

valores de p < 0.05.
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RESULTADOS

1. Caracteristicas de las células.

Durante el desarrollo de esta tesis, no se apreciaron cambios aparentes en la
morfologia de las células. En las condiciones de registro electrofisiolégico, las
células presentaban un nucleo definido, presencia de pequefas inclusiones que
al parecer en la condicion trisdbmica eran de mayor numero. Ambas tipos
celulares presentaban proyecciones, aunque muchas veces eran de corta
longitud. Solo cuando existia un contacto con otras células, estas proyecciones

se apreciaban de mayor longitud.

2- Corrientes de calcio dependientes de voltaje en CNh y CTb.

El primer objetivo de esta tesis fue evaluar las corrientes de calcio a través de
los canales de calcio dependiente de voltaje (lc,) de toda la membrana en
células individuales (whole-cell voltage-dependent calcium currents), en ambas
lineas celulares derivadas de corteza: CNh y CTb. Para esto, se estudiaron las

lca mediante la técnica del Patch-clamp en la configuraciéon de célula entera.

31



2.1 Propiedades pasivas de membrana.

Al estudiar en configuracion de clamp de corriente, no se detectd 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

Parametro CNh n CTb n
Capacitancia (pF) 33.9+£9.2 9 30.6 +10.3 14
Resistencia (MQ) 56.2 +34.04 11 479 + 37.3 9

Tabla 2.Propiedades pasivas de membrana de neuronas CNh y CTb en modo
Current Clamp, en respuesta a pulsos hiperpolarizantes de 0.1 y 0.05 nA, 200
ms de duracion. La resistencia de membrana fue estimada como la amplitud
maxima de voltaje dividida por la amplitud de corriente aplicada. La constante
de tiempo (1) se estimé como el punto correspondiente a 0,632 de la amplitud
maxima de voltaje. La capacitancia celular se calculdé como C = r /R. Los
valores son Promedio £ D.E.

2.2. Corrientes de Calcio activadas por Voltaje.

Al ser estimuladas a partir de un Vmantencion d& -80mV, las células trisdémicas
exhibieron un marcado aumento en el pico de la densidad de Ic, comparadas
con la linea euploide, como se aprecia en la figura 6, donde se presentan
registros tipicos de cada linea neuronal, de valores de capacitancia

comparables.
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Imagenes representativas de los registros de Ic; en CNh y CTb

g

g

. Potencial de Membrana
(my)

g

0 50 100
Tiempo (ms)

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

En las condiciones de obtencion de cada registro, no se apreciaron problemas
de clamp espacial ni errores de voltaje superiores a 3 mV. La activacion de las
corrientes ocurre en ambas lineas a aproximadamente -40mV (Vmantencisn= -80

mV), pero, como indica la figura 7, no se notd una inversion de la corriente pero
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si un aumento de 2.4 veces (CNh= -6.3 + 0.7pA/pF, n= 18, CTh= -16.4 *

2.4pA/pF; p<0.01, n=13) en el pico maximo de corriente a potencial de +60 mV.

Curva |-V de células CNh y CTb.

Potenial de Membrana (mV)

80 60 -40  -20 0 20 40 60 80
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2 ; -84 ~
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-16 4
4
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Figura 7. Los valores (Promedio + EE) son significativamente diferentes entre
ambas condiciones para p<0.05, excepto * (no significativo) (CNh, n= 18; CTb,
n= 13). Notar el incremento substancial de la densidad de corriente en la
condicién trisémica.

Esta corriente fue mayormente conducida por canales de calcio tipo L, debido a

qgue la adicion de Nifedipina resulté en una reduccién de la corriente total de

98+1,3% (n=3) (figura 8).
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Efecto de la adicion de Nifedipina (10uM) en las corrientes de calcio

Figura 8. A, registro de célula entera de una célula CNh (Vmantencisn = -80mV). B,
respuesta de corrientes luego de la aplicacién de Nifedipina. Notar la marcada
reduccion en la corriente de calcio.

La presencia de corrientes de cola de inactivacion lenta fue evidente en los
registros en ambos tipos celulares. Para determinar la contribucién del ién CI
en estas corrientes, se decidio realizar experimentos donde el TEA-CI externo
fue reemplazado por TEA-Acetato (a la misma concentracion, 150 mM), asi
introduciendo un anién 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 reduccién en el movimiento total de

carga asociado a la corriente de cola (~60%) y con una aparente disminucion
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en la cinética temporal de inactivacion en el pulso activo (figura 9B). Estos datos
sugieren que las corrientes de cola de las células registradas son mayormente
transportada por CI. Sin embargo, el pico inicial en la corriente de entrada
durante los pulsos despolarizantes no se ve afectado, sugiriendo que la posible

contaminacion por CI” es improbable.

Rol del anién Cl en las corrientes de cola

—m—TEACI
1 —0—TEA- A )
16 )

Movim lerde de canga de cola (nC)

Potencial de membrana (m)

Figura 9. A, registros representativos de células CTb. La figura superior
muestra las corrientes obtenidas en presencia de TEA-CI. Notar la disminucion

36



de las corrientes de cola cuando se reemplaza por TEA-Acetato (figura inferior).
B, relacion cargalvoltaje de las corrientes de cola registrada en células CTb. Los
valores son Promedio + EE. *p<0,05; **p>0,01. n=6 para ambas condiciones.
Debido a que no se alcanzé una inversion de la corriente en nuestros registros,
no fue posible evaluar la activacion dependiente de voltaje en CNh y CTb.

Sin embargo, la curva de inactivacion dependiente de voltaje exhibe un
desplazamiento hacia potenciales mas despolarizados en CTb, comparados
con CNh. En la figura 10 se muestra claramente un cambio de 15 mV hacia
potenciales mas despolarizados en la curva correspondiente a linea CTb,
comparada ésta con aquella de CNh. Esto sugiere que un mayor nimero de
canales de Ca®" estan disponibles pata activarse a potenciales negativos (a -
130, -110, -90 y -80mV), comparados con la linea control. Esto ultimo es
especialmente relevante a nivel del pre-pulso -80mV, donde se evidencia un

aumento de 3,2 veces en la corriente en CTb.
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Inactivacion dependiente de voltaje en células CNh y CTh.

10 ! o CTb
= CNh

}

0,6 1

Potencial de Membrana {mV)

I/Imax

0 500 1000
Tiempo {ms)

0,4

0,2 1

0,0 ; : , | :
-140 -120 -100 -80 -60

Potencial Pre-pulso (mV)

Figura 10. Un pulso condicionante de 1 s mantuvo la membrana a potenciales
desde -140 a 0 mV (pulsos de 10 mV), seguido por un potencial de mantencion
de -80mV y un pulso de prueba que llevé el potencial de membrana a +20mV
(ver recuadro. Paréntesis indica pulso de prueba). Los valores son
normalizados, en cada linea celular, al maximo de corriente dado el potencial de
adquisicién de +20mV. * indica p<0,05. Los puntos son Promedio + EE. La
funcion Boltzmann ajusta a un valor de p<0,01 en los registros de ambas lineas
celulares (CNh, n = 5; CTb, n = 5).

Para relacionar estos hallazgos con aquellos resultados obtenidos en los

protocolos de activacién, se integré la superficie bajo la curva de los registros
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de corriente tomados de estos protocolos a niveles de +20mV, desde un
Vinantencisn d€ -80 mV. Este procedimiento reveld el movimiento total de cargas a
través de la membrana, el cual, a dicho potencial, resulté en un aumento en 2,6

veces en el movimiento de carga en CTb comparado con CNh (figura 11).

Movimiento total de Carga
450 1

**

400

350 - [

300
250

200 +

-fC/pF

150_ T

100

50

0

| — T
CNh CTb

Figura 11. Movimiento total de cargas en las células CNh y CTb, normalizado
por capacitancia, desde un potencial de mantencion de -80mV hasta +20mV. La
carga total fue obtenida integrando el area bajo la curva de las corrientes
registradas. CNh n=10; CTb n= 11. ** p<0,01. Los valores en el gréfico son
Promedio + E.E.

Posteriormente, para evaluar la contribucién de las propiedades de “gating”

intrinsecas, se estudiaron las cinéticas de activacion e inactivacion
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dependientes del tiempo, ajustando los trazados de corrientes al modelo “m°h”
de Hodgkin y Huxley. De acuerdo a esto, no se encontraron diferencias
significativas en ambas cinéticas para CNh y CTb, segun se desprende del
analisis 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 Ca®* alterada en las células CTb.

Valores de constante de tiempo para corrientes de Ca**

T (ms)
Activacion Inactivacion
Vm CNh n CTb n CNh n CTb n
20 035+0,16 7 046 £0.37 8 n/c n/c
-10 043x0.2 7 044 £0.37 8 n/c n/c
0 034 +022 7 042 £0.43 8 27.21+215 3 553+555 4
+10 035 +023 7 035 +£0.31 8 37.5+365 4 641+76.2 7
+20 0.36+023 9 032+£021 10 10158 7 566+224 7
+30 044027 9 031+0.2 11 16.3x895 7 79.71x83 7
+40 0.46+0.3 9 033+0.22 11 627+143 8 1005+103.3 8
+50 0.42+0.3 9 0.33+0.31 10 6509x+157 8 722+229 8
+60 0.38+0.3 8 0.33+£0.31 10 69.4%221 7 69%322 8

Tabla 3. Valores derivados de ajustes exponenciales de un modelo de m>h de
Hodgkin y Huxley. Para la activacion, la regién ajustada se tomo
inmediatamente después de la transiente capacitiva hasta el peak de la
corriente. Para la inactivacion, la region ajustada comenzé6 desde el peak de la
corriente terminando al punto correspondiente al 80% del valor de steady-state
de la corriente. (n/c no converge; coeficiente de correlacion >0.95). Los valores
son Promedio + DS.

Por lo tanto estos resultados sugieren que:
1) las lca, 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 inactivacion en la condicidn
trisébmica hacia potenciales mas despolarizados (aproximadamente 15mV), lo
que indicaria un cambio en la sensibilidad de los canales, y que a niveles de
potencial comparables, las células CTbh presentarian mayor probabilidad de
conducir

3) las cinéticas temporales, tanto de activacion como inactivacion, no tienen un
rol preponderante en las diferencias observadas en las corrientes de ambas

lineas celulares.

Estos resultados se correlacionan bien con aquellos previamente encontrados
en neuronas centrales cultivadas a partir de raton Ts16 (Galdzicki y col. 1998),
sugiriendo que la mayor dosis génica inherente a la condicion trisébmica, afecta
las funciones neuronales normales, tales como los movimientos idnicos,
expresamente presentado aca las l... Ello, ademas, contribuye a validar la linea
CTb como un modelo estable y reproducible para el estudio de alteraciones de

corrientes iénicas relacionadas con SD.
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3. Expresion de RCAN1 en CNh, CTb, Y CTb transfectadas.

Para investigar el rol que juega RCAN1 en la regulacién de las Ic,, se evalué su
efecto mediante la interferencia especifica del mMRNA en el contexto de la sobre-
expresion generalizada en CTb, dado el hecho que poseen una copia extra del
cromosoma 16. Resultados previos de nuestro laboratorio sefialan que existe
una sobre-expresion de RCAN1 en las células CTb comparadas con las CNh
(Arriagada y col. 2009). Basandose en esto, se realizaron transfecciones con
RNA interferente especifico para el mensajero de RCAN1 (“siRNA”), el cual
disminuye la expresion de esta proteina 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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Expresion de la proteina RCAN1

Expresion de RCAN1

A B | .
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Figura 12. Expresion de la proteina RCAN1. A. Imagen representativa de
Western Blot. B. Niveles de expresion de la proteina en CNh, CTb, CTb
transfectadas con siRNA especifico (siRNA) para RCAN1 a 24 y 48 horas post-
transfeccion: Scr, secuencia no interferente control “scrambled”. La expresion
se cuantificd en bandas de 33 KDa para RCAN1 y de 55 KDa para beta-
Tubulina. Los valores en el grafico fueron normalizados a la expresion de
RCAN1 en las células CNh y representan Promedio £ E.E. CNh, n=4; CTb n=4;
siRNA24, siRNA48 y Scr n=3; ** p<0,01; * p<0,05) C. Niveles de expresion de
RCAN1 mediante Citometria de Flujo. Nétese la disminucién de la intensidad de
fluorescencia en las células CTb transfectadas con siRNA para RCAN1 a
niveles similares a los encontrados en CNh, control negativo: células sin
anticuerpo primario. (Lecturas minimas de 5000 eventos)

Para corroborar la eficiencia de transfeccion sefialada 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 electrofisiologicos (figura 13). Estos resultados

indican una eficiencia de transfeccion del 85+3%, lo que estd muy de acuerdo
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con los reportados anteriormente en estas mismas células (Opazo y col. 2006;

Rojas y col. 2008)

Eficiencia de transfeccion.

Figura 13. Muestra de dos fotografias de células de corteza trisbmica murina
(CTb) transfectadas con el control siRNA-FITC por 24 hrs. Izquierda y derecha,
arriba: células observadas en microscopio Optico. lzquierda y derecha, abajo:
imagen de inmunofluorescencia. El porcentaje de eficiencia fue de un 85+3%
(Promedio + E.E.). Barra escala 50um.

Estos resultados indican que:
1) las células CTb sobre-expresan RCAN1, en comparacién con las células

CNh, en una proporcion concordante con la esperada por dosis génica;
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2) la aplicacion de secuencias interferentes especificas para RCAN7 reduce la
expresion de la proteina a niveles similes a CNh. La incubacién con secuencias
controles “scrambled” no provocd una disminucién en los valores de expresion
de la proteina, corroborando el efecto especifico de los siRNA
correspondientes,

3) el efecto knockdown permanece estable entre 24 y 48 hrs, sin cambios
significativos en la expresion de RCAN1 en las células CTb transfectadas,

periodo en el cual se realizaron los registros electrofisiologicos.

4  Corrientes de calcio dependiente de voltaje _en CNh, CTb Y CTb

transfectadas con siRNA.

Una vez determinada la ventana de tiempo y corroborada la normalizacion de la
expresion de RCAN1 mediante la secuencia interferente (siRNA) en CTb, el
siguiente paso fue determinar el posible rol de RCAN1 en la regulacion de las
lca. Para esto se realizaron registros electrofisiologicos en las células CTb
transfectadas con la secuencia interferente y la secuencia “scrambled”.

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

registradas en células CNh, como se muestran en los registros tipicos
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presentados en la figura 14 en células de ambos tipos con valores de

capacitancias comparables.

Registros representativos para CTb transfectadas con siRNA para RCAN1
y CNh.

Figura 14. Imagenes representativas de los registros de corrientes de calcio en
A, célula transfectada con la secuencia especifica para RCAN1 (58pF); B,
registro de célula CNh (53pF).

En tanto los registros de las ceélulas CTb transfectadas con la secuencia
“scrambled” mantienen la tendencia de las CTb con vector vacio (como se

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

capacitancia comparables).
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Registros representativos para CTh transfectadas con secuencia
Scrambled y CTb control.

Al analizar la curva Corriente-Voltaje (V) de los registros obtenidos, se ve

claramente el efecto de la interferencia del mensajero de RCAN1 en la amplitud

(figura 16).
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Curva |-V registros de corrientes en células CTb transfectadas y controles.
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Figura 16. Curva Corriente-Voltaje (I-V) de los registros de corrientes de calcio
en modo celula entera en CNh (n=18), CTb vector vacio (n=6), CTb
transfectadas con la secuencia interferente especifica (siRNA, n=10) y CTb
transfectadas con la secuencia control (“scrambled”; Scr, n= 4); los puntos son
Promedio + E.E. (1 = 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 activaciéon e inactivaciéon 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 t, obtenidos al ajustar los trazados al modelo m°h de Hodgkin y

Huxley (Tabla 4).
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Valores de constante dertiempo para cqrrientes d__e Ca™

Activacion
T (ms)
Vm CTb n CNh n siRNA N Scr
0 0,76 £ 0,41 5 0,34 0,22 7 0,54+0,33 6 0,74 +0,61
+10 0,64 + 0,27 5 0,35+0,23 7 0611035 6 0,89+046
+20 0,70 £ 0,31 5 0,36+£0,24 9 066+0,36 6 083044
+30 0,57 £ 0,35 5 044+0,28 9 073+x042 6 074+030
+40 0,75+ 0,50 5 047 £0,31 9 0,72+0,56 6 0,78+0,35
+50 0,76 £ 0,37 5 042031 9 0,75+0,55 6 0,81+042
+60 0,81 20,41 5 0,38x0,31 8 059026 6 0,92+045
Inactivacion
T (ms)
mV CTb CNh n siRNA Scr

0 17,96 + 12,56
+10 68,70 £ 65,34 37,50 % 36,56 47,82 £ 49,29 105,04 £ 150,16
+20 61,68 + 43,83 39,11 + 24,09 24,04 £ 15,80 32,70 £ 24,49

n n
3 2721+ 21,47 3 4
4 4 4
4 7 3
+30 137.39+10046 6 7897+5559 7 5944+5312 4 43481 37,84
5 8 5
6 8 5
6 7 3

41,16 £ 54,35 46,15 + 43,82

+40 46,87 + 28,98 54,80 £32,32 87,89 + 134,98 56,81 £ 56,37
+50 143,48 + 140,0 59,81 + 40,43 47,70 £ 41,77 68,95 + 78,68
+60 118,28 + 100,48 78,45 + 86,56 142,50 £ 126,33 63,82 + 33,80

(S0, IS, [N &) TR &) I NN SN

W oo, wh”h3

Tabla 4. Valores derivados de ajustes del modelo m®*h de Hodgkin y Huxley.
Para la activacion los valores fueron tomados inmediatamente después de la
transciente capacitiva al peak de la corriente. Para la inactivacion la region
ajustada comenz6 desde el peak de corrientes hasta el 80% del estado
estacionario, se aceptaron los valores con un coeficiente de correlaciéon mayor a
0,95. Los valores son Promedio £ D.E. No se encontraron diferencias
significativas entre las diferentes condiciones.

Posteriormente, se evaluo la dependencia de potencial de la inactivacion de las
lca en las ceélulas transfectadas con el interferente para RCAN1, para asi
determinar si esta disminucion en la amplitud de la corriente podria 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 células CTb
transfectadas con siRNA exhiben un comportamiento comparable con aquel de
la linea CNh. Vale decir, el desplazamiento de 15 mV hacia potenciales mas
despolarizados caracteristicos de CTb se revierte en direccion a la condicion

control (Vo5 CNh: 116 mV, CTb: 101 mV, CTb-siRNA: 117 mV.)

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

1,0 4 g

0,8

0.6 1

I/Imax

0.4

0.2 1

0,0 . , ; ' . "
-140 -120 -100 -80 60

Potencial pre-pulso (m\V)

Figura 17. Inactivacion dependiente de voltaje de corrientes de Ca*. Los
valores son normalizados, en cada condicién, al maximo de corriente dado el
potencial de adquisicion de +20mV. Nétese la disminucién de la corriente por
cada pre pulso en las células CTb transfectadas con la secuencia interferente
para RCAN1. Los puntos son Promedio + EE. CNh, n = 5; CTb sin transfectar n
= 5; siRNA n = 6. La funcion Boltzmann ajusta a un valor p<0,01 en los registros
de todas las condiciones.
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Esto sugiere que RCAN1 tendria un rol regulador de los canales de Ca*
dependientes de voltaje a nivel de la compuerta de inactivaciéon de éstos, dado
por el desplazamiento ya descrito de la curva de inactivacién hacia la izquierda
en las celulas CTb transfectadas con siRNA, llegando a niveles esencialmente

comparables a aquellos de las celulas euploides CNh.

Posteriormente, para evaluar la posible relacién entre el estado de inactivacién
de los canales versus la cantidad de carga transferida, se integré el area bajo la
curva de los registros de corrientes de las células CTb transfectadas (figura 18).
Estos valores disminuyen a niveles semejantes de los registrados en CNh,
alejandose de los valores obtenidos para las células CTb sin transfectar. Por lo
tanto, es altamente sugerente que el rol de RCAN1 en la regulacion las Ic, va

dada por la posibilidad de controlar la compuerta de inactivacion de los canales.
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Movimiento total de carga en células CTh transfectadas y controles.
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Figura 18. Movimiento total de cargas en las células CNh, CTb y CTb
transfectadas con la secuencia especifica para RCAN1 (siRNA), normalizado
por capacitancia, desde un potencial de mantenciéon de -80mV hasta +20mV. La
carga total fue obtenida integrando el area bajo la curva de las corrientes
registradas. ** p<0,01 para CTb ctrl. CNh n=10; CTb ctrl n= 6, siRNA = 12.

Dado que en las células CTb, el regulador de la calcineurina (RCAN1) esta
sobre-expresado, el mecanismo de las alteraciones descritas en las Ig, podria
estar relacionado con una mayor inhibicion de calcineurina (CaN). Por ello,

decidimos verificar esta hipotesis en las células diploides CNh, incubandolas

con FK-506, un potente y conocido inhibidor farmacolégico de CaN.
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Imagen representativa de corrientes de calcio en célula CNh incubada con
FK-506 y control.

Figura 19. Imagenes representativas de registros de l... A, neurona CNh
(capacitancia 15pF), B neurona CNh incubada por 4 horas con 50uM de FK-
506, un inhibidor farmacolégico de CaN, en medio sin suero ni antibidticos
(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 incubacion
con FK506, se aprecia un aumento en la densidad de la Ic,, en las células CNh,

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

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

Potencial de Membrana (mV)
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Figura 20. Curva |-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 50uM (n=3).
Nétese el aumento significativo de las corrientes de calcio en CNh tratadas con
FK-506 comparada con CNh sin tratamiento para todos los valores de voltaje
(p<0,01); y el aumento por sobre los registros de CTb. Los puntos corresponden
a Promedios + EE.
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Posteriormente se evalué la dependencia de voltaje en la inactivacion en las

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

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

despolarizados, este cambio no alcanza los niveles observados en las celulas
CTb (Vo5 = CNh ctrl: 115 mV, CTb: 101 mV, CNh-FK-506: 108 mV). Estos datos
sugieren a que la regulacion de RCAN1 en la compuerta de inactivacion 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.

Inactivacion dependiente de voltaje en células CNh incubadas con FK-506

y controles.
1.0 = CNhotrl
A CNh Fk-506
o CTb
0,8 -
< 08-
©
&
B 0,4 -
0,2 -
00 . . : . : ¥
-140 -120 -100 -80 60

Potencial Pre-pulso (mV)

Figura 21. Inactivacion dependiente de voltaje de corrientes de Ca”™. Los
valores son normalizados, en cada condicién, al maximo de corriente dado el
potencial de adquisicion 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. Funcién Boltzmann ajusta a un p<0,01 en todas las
condiciones.

Es interesante notar que cuando se realizaron los analisis de movimiento total
de carga, éstos fueron considerablemente mayores en las céluias CNh tratadas

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

mayores que aquellos de las células trisébmicas (figura 22) .

Movimiento total de carga en células CNh incubadas con FK-506 y
controles
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Figura 22. Grafico 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 trisémicas. (CNh, n=3; CNh-Fk-
506, n= 3; CTh, n=4; * p<0,05; ** p<0,01)

En conclusion, estos resultados sugieren que la sobre-expresion de RCAN1
podria alterar severamente las lca, dado el hecho que:

1) La amplitud aumentada de las Ic; en CTb, que alcanza a ser 2,5 veces mayor
que los registros de las células CNh, es revertida al disminuir la expresién de
RCAN1, mediante la incorporacion de secuencias interferentes especificas
(siRNA). Aun cuando las cinéticas temporales de activacion e inactivacion no se
vieron afectadas en todas las condiciones.

2) El cambio de 15 mV hacia potenciales mas despolarizados en la inactivacién
dependiente de voltaje en células CTb, es revertido mediante la disminucion de
la expresion de RCAN1, a valores indistinguibles con aquellos obtenidos en las
celulas CNh.

3) los niveles aumentados de movimiento total de carga observado en las
células CTb son restituidos a valores comparables a los de las células CNh,
debido a la normalizacion de la expresién de RCAN1.

4) El uso de FK-506, un inhibidor farmacolégico de la CaN, en las células CNh
provoca un importante aumento de la densidad de las l.,, sugiriendo que esta
fosfatasa cumple un rol en el control de los canales. Pero, al evaluar la
dependencia de voltaje en la inactivacion, este control no se ejerceria

solamente sobre la compuerta de inactivacion, y el efecto de Rcan1 sobre la
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dependencia de voltaje de la inactivacion estaria dado sélo parciaimente por la

regulacion de CaN.
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DISCUSION

Los resultados presentados indican que la densidad de las Ic, de calcio en las
células 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 aguellos encontrados por Galdzicki y col.
(1998), quienes reportaron un aumento en la densidad de corrientes 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 unién de [3H]PN200-110.
Es interesante hacer notar que los mismos autores refieren que la transcripcion
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 explicacion a este fendmeno, debido a que ningun gen que
codifica a las subunidades del canal ha sido mapeado en el cromosoma 16 en
ratones. Una posible explicacion de esta sobre-expresion de canales podria
estar asociada a una vida media aumentada de estos en la membrana, lo cual
podria contribuir a un aumento en la densidad. Dicha posibilidad emerge de
estudios previos que demuestran anomalias en procesos endosomales y de

internalizacién de membrana reportados en otros modelos de SD (Cataldo y col.
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2003 y 2004) como también en la linea celular CTb (Arriagada y col. 2007). Por
lo tanto, en estudios futuros, es preciso evaluar la expresion de la subunidad a-
1c en la linea trisémica y en la euploide, con el objeto de elucidar un posible
aumento en la expresién de los canales tipo L en CTb.

En relacién a la dependencia de voltaje en la activacion para las corrientes de
calcio, la falta de de inversién en la corriente imposibilita un analisis preciso.
Varias explicaciones posibles pueden plantearse ante esta situacion. Una de
ellas puede yacer en el alto gradiente de Ca®" usado en nuestros experimentos,
condicion seleccionada para optimizar los registros de amplitud de corriente
(Caviedes y col., 2006). En las condiciones usadas, el potencial de inversion
calculado para la corriente de Ca®" (Eca) fue de +205mV, nivel que no fue
posible alcanzar en nuestros experimentos, debido a la presencia de anomalias
en la membrana en niveles de potencial mayores a +70mV (“breakdown”). A
este respecto, Hagiwara y Byerly (1981) sefialaron las dificultades de registrar
corrientes de calcio de salida de la célula, incluso a potenciales muy positivos.
Estos autores concluyen que ‘los canales de Ca** son, inherentemente, canales
de una via’. 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. 2008) 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 asi el potencial de inversién consistentemente mas

bajo que el Eca termodinamico predicho. De acuerdo a esto, el estudio de las
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lca disminuyendo el gradiente electroquimico o quizas induciendo una mayor
diferenciacion celular podria contribuir a dilucidar este punto.

La presencia de corrientes de cola de inactivacion lenta fue un hallazgo notable
en ambas lineas celulares. Se pensoé que tales corrientes podrian ser llevadas
por CI' o Ca?*. Cuando se reemplazé el CI” externo por acetato, las corrientes
de cola se redujeron dramaticamente en aproximadamente un 60%, del
movimiento total de carga. La presencia de este componente de la corriente de
cola podria deberse a que el movimiento de carga es llevado por un flujo de
iones CI' de salida, el cual sigue al flujo de entrada de iones CI' durante los
pulsos despolarizantes. Tales resultados apuntan a que las corrientes de cola
en nuestras lineas celulares son llevadas principalmente por CI, con una
corriente remanente que podria ser, lo mas probable, conducida por iones Ca”,
Al mismo tiempo, estos resultados sugieren que la remocién de CI” externo
enlentecerian la fase de deactivacion 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 lineas celulares establecidas con
el protocolo UCHT1 (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 regulacién dependiente de pH en corrientes de cola de CI'
via 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
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experimentales, es posible que las corrientes de cola sean llevadas por iones
CI como se discutid anteriormente, considerando que la solucion de bano fue
ajustada precisamente a ese nivel de pH.

En relacion al aumento de la densidad de la corriente de calcio en las células
CTb, existen varias explicaciones posibles que podrian dar cuenta de este
fenédmeno:

1- La presencia de cinéticas dependiente de tiempo aceleradas en la
compuerta de activacion, lo que resultaria en una apertura mas rapida. Sin
embargo, este mecanismo pierde fuerza debido a la ausencia de diferencias
significativas en las constantes de activacion entre CTb y CNh (tabla 3).

2 - Cinéticas enlentecidas en la fase de deactivacion en la condicién trisomica,
lo que podria resultar en la persistencia de corrientes en periodos de tiempos
mas prolongados. Una vez mas, las constantes de tiempo calculadas y
detalladas en la tabla 3, muestran que no existen diferencias significativas entre
ambos tipos celulares para este parametro.

3.- En la ausencia de diferencias en las cinéticas temporales, la dependencia
de voltaje de la activacion e inactivacién podrian jugar un rol preponderante en
el aumento de la densidad de corriente en CTb. En nuestras condiciones
experimentales, no se observé inflexion ni menos inversion de la corriente, lo
cual impide cumplir con nuestro objetivo de determinar la activacion
dependiente de voltaje, al no poder obtenerse un valor maximo de densidad de

corriente. Sin embargo, nuestros estudios usando el protocolo de pre-pulso para
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determinar la dependencia de potencial de la inactivacion, claramente muestran
un cambio de 15mV hacia potenciales mas despolarizados en los registros en
celulas 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, existirian mas canales disponibles para
activacion en la condicion trisdbmica . Mas aun, si se observan las diferencias en
las corrientes normalizadas al nivel de pre-pulso de -80mV, el cual fue el
potencial de mantencion usado en el protocolo de activacion, se evidencia un
aumento de 3,2 veces en la corriente de CTb, comparada con CNh. Para
relacionar este fenébmeno con la corriente real, se calculdé el movimiento de
carga total obtenido de los registros de activacion, en respuestas a pulsos de
potencial que llevé el potencial de membrana desde -80mV a +20mV,
integrando el area bajo la curva. Ello evidencié un incremento de alrededor de
2,6 veces en los valores de movimiento de carga en CTb, comparado con CNh
(figura 11). Por lo tanto, es altamente sugerente que esta alteraciéon de la
sensibilidad de voltaje a la inactivacion juega un importante rol en la génesis del

aumento de densidad de corriente en la linea celular trisémica.

Es destacable que, todos estos resultados (sobre todo la falta de inversion de
corriente, las corrientes de cola y la curva de inactivacion de voltaje) indican un
comportamiento anormal, no canoénico, de los canales de calcio, tanto en la

linea CNh como en la CTb. Por consiguiente, esto no es atribuible a
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propiedades intrinsecas de la condicion trisémica, sino posiblemente al proceso
de inmortalizacion y de diferenciacion de las células. Por lo tanto, todos los
resultados presentados en esta tesis deben ser tomados con precaucion, ya
que podrian representar un estudio de una forma inmadura de canales de calcio
tipo L, los cuales han sido descrito en otras lineas celulares establecidas
mediante el método UCHT1 (Caviedes y col. 1993; Liberona y col. 1997). Es
entonces posible que estudios futuros usando protocolos de diferenciacion ya
descritos (Caviedes y col. 1993; Liberona y col. 1997, Céardenas et al, 1999,
Rojas et al, 2008) sean necesarios para obtener un espectro mas completo de

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

Sin embargo, los resultados en relacién a la densidad de corrientes de Ca2+
guardan estrecha relacion con los reportados por Galdzicki y col. (1998), lo que
sugiere que al menos esta alteracion de la condiciébn Ts16 se reproduce
establemente en la linea CTb, y puede ser un parametro a evaluar, por ejemplo,

para ensayos de compuestos que sean candidatos a terapia.

Sorprendentemente, los resultados de la curva de inactivacién dependiente de
voltaje, son esencialmente similares a aquellos ya descritos para corrientes de
sodio en neuronas de ganglio de la raiz 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 inactivacibn dependiente de
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voltaje, de aproximadamente 10 mV hacia potenciales mas despolarizados en
corrientes tetrodotoxina (TTX) -resistente y TTX-sensibles en neuronas SD
comparados con neuronas controles. Aun cuando esto supone una
comparacién entre diferentes especies, diferentes tipos celulares y distintos
tipos de canales ionicos, es tentador especular que el efecto del exceso de los
productos génicos dados por la condicién trisdmica tendrian blancos comunes,
resultando en alteraciones similares, especificamente en la regulacion de la
compuerta de inactivacién de canales idnicos voltaje sensibles.

Situandonos en este contexto, RCAN7 - el cual ha sido mapeado en el
cromosoma 21 en humanos y en el 16 en ratdn— aparece como un candidato
para explicar algunas de estas alteraciones vistas en CTb. RCAN1, como su
nombre lo indica - regulador de calcineurina (CaN) -, es una proteina que se
une a la calcineurina, inhibiéndola y controlando los procesos rio-abajo
regulados por esta proteina 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 I.., se decidid normalizar la
expresion de RCAN1, llevandola a niveles comparables con aquellos de la
lineas control CNh, mediante la técnica del knockdown con transfeccion de
secuencias especificas interferentes (siRNA).

Los resultados presentados en esta tesis, demuestran la sobre-expresion de
Rcan1 en la linea CTb en un 52 +8.2%, comparado con la linea euploide CNh,

lo que aparece muy concordante con la presencia del cromosoma extra

65



correspondiente (Fuentes y col. 2000). A partir de esto, la transfeccion a
intervalos de 24 y 48 horas con las secuencias interferentes especificas para
RCAN1, redujeron significativamente los niveles de expresién en CTb,
haciéndolos comparables a los encontrados en CNh (figura 12). Estos datos
otorgan una ventana de tiempo de 24 a 48 horas post transfeccion, la cual fue
utilizada para realizar los ensayos electrofisiolégicos. Las células transfectadas
con las secuencias controles (“scrambled’) no registraron disminucion en la
expresion de Rcan1, demostrando que la disminucion de la expresion de
RCANT1 esta dada por la accion de las secuencias interferentes especificas para

RCANT1.

Para determinar el posible rol que cumple RCAN1 en la regulacién de los
canales de calcio en el contexto de la sobre-expresién generalizada, se
repitieron los estudios electrofisiolégicos basados en el protocolo de pulsos
despolarizantes y de pre-pulsos ya descritos. A su vez, se utilizé un abordaje
farmacologico, mediante la adicién de un inhibidor farmacolégico de la CaN en
células CNh, para asi intentar emular el efecto de RCAN1 sobre-expresado en

CTb.

El primer resultado muestra que el knockdown de RCAN1 provoca una
disminucion en la densidad de las lc, (figuras 14, 15, 16), llevandola a niveles

comparables con aquellas de la linea CNh. Este efecto es especifico para el
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dicho knockdown, debido a que la transfeccidon con la secuencia control
(scrambled) no tuvo efecto en la densidad de corriente en la linea CTb. Dicho
efecto no pudo ser explicado por una variaciéon en las cinéticas temporales de
activaciéon e inactivacion de las corrientes, donde no encontramos diferencias
significativas. Nos planteamos también que estos valores, sobre todo los de
inactivacion, estén contaminados con corrientes de entrada de CI'.

Por lo tanto, se decidi6 evaluar si las diferencias encontradas en la inactivacion
dependiente de voltaje eran revertidas si la expresion de RCAN1 era llevada a
niveles comparables con los obtenidos en CNh. Interesantemente, se encontré
que RCAN1 juega un rol fundamental en la regulacién de la compuerta de
inactivacion de los canales, dado que al disminuir su expresion, la curva que
exhibe la linea CTb sin transfectar se acerca a aquella de las células CNh
cuando se disminuye la expresion de RCAN1 (figura 17). Estos datos se
correlacionan bien con aquellos encontrados en el movimiento total de cargas,
dénde una vez normalizado la expresion de RCAN1, hay una reduccién de la
cantidad de carga, alcanzando niveles comparables con aquellos de CNh
(figura 18).

Para aclarar el posible efecto de RCAN1 sobre el control de las I, via inhibicion
de CaN, tratamos células CNh con FK-506, droga que ha sido usada
ampliamente para inhibir la funcion 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 decidié aplicar a las células CNh una concentracion
suficiente de Fk-506 (50 pM) con el fin de corroborar el rol de esta fosfatasa en
el aumento de las l.s en CTb. Los resultados expuestos en la figuras 19 y 20
apoyan la idea de que CaN participa en la regulaciéon 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 podria 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 fosforilacion de
Ser-1928 en la region C-terminal de la subunidad a-1c¢ produce un aumento en
la corriente (revisado por Catterall, 2000), aunque también se han propuesto
sitios adicionales de fosforilacién en esta subunidad (Ganesan y col. 2006)
como en la subunidad B (Bunemann y col. 1999), las que podrian alterar la
regulacion de estos canales. Por lo tanto, estos antecedentes sugieren un rol
importante de la CaN en la regulacion de la corriente de mediada
principalmente por canales tipo L.

Con esto en mente, se debe notar que la inhibicion de la actividad de la CaN
mediante la adicion 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 inactivacion hacia los niveles de la linea CTb (figura 21). Esto sugiere que la
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posible inhibicibn de CaN no subyaceria totalmente la regulacion de la
compuerta de inactivacion mediada por RCAN1 en las células CTb. Es tentador
especular que los sitios de regulacion por CaN podrian no estar totalmente
vinculados con la compuerta de inactivacion de los canales (figura 23). A este
respecto, existe evidencia que ademas de CaN, RCAN1 interactia con Raf-1
(Cho y col. 2005). Raf-1 une Ras (una proteina G pequefna) a la via de
sefalizacion MEK/ERK., La activacién 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 como esta interacciéon podria estar
ligada directamente con la regulacién de la compuerta de inactivacion de los
canales de calcio. Por lo tanto es imperativo realizar un futuro estudio sobre la
posible interaccion entre RCAN1 y Raf-1-Mek-Erk, la cual podria ayudar a
explicar la alteracion en la regulacion de la compuerta de inactivacion ya

demostrada en CTb.
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Modelo esquematico del posible rol de RCAN1 en la regulacion de los
canales de calcio.

Canal de calcio
tipolL

3 iCompuerta de activacion?
() Compuerta de inactivacion

Figura 23. Esquema representativo indicando el posible rol de RCAN1 en la
regulacion de la corriente de calcio activada por voltaje. RCAN1 cumpliria tal rol,

fundamentalmente, interactuando con la compuerta de inactivacién a través de
otro efector, posiblemente Raf1. En cambio CaN regularia mayormente el canal
a través de la compuerta de activacion o el sensor de voltaje (notar la diferencia
de grosor de las dos flechas rojas, indicando una mayor regulacién en sitios
distintos a la compuerta de inactivacion).

En las células CTb, se ha descrito anteriormente una alteracién en la
homeostasis de Ca®" comparada con las células CNh (Cardenas y col., 1999,
Rojas y col., 2008). Ello expresado por niveles elevados de concentracion basal
de Ca** y cinéticas enlentecidas en el decaimiento de las respuestas de ca®
inducida por agonistas. El aumento en la densidad de la corriente activada por
voltaje, presentado en este estudio, es un mecanismo que podria contribuir en

la alteracién de aquella homeostasis. Todo esto podria conducir a anomalias en
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excitabilidad celular, plasticidad sinaptica y expresion génica. La condicion SD
es provocada por un exceso en la dosis génica, por lo tanto, entender la
contribucién de cada gen es importante a la hora de identificar blancos
terapéuticos. En este contexto, RCAN1 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
RCAN1 contribuye a la alteraciéon de la corriente de calcio activada por voltaje,
situacion que estaria mediada, al menos, por la regulacidén en la sensibilidad a

voltaje de la compuerta de inactivacion.

71



CONCLUSIONES

1.- Las propiedades pasivas de membrana no presentan diferencias
significativas entre la linea celular proveniente de ratones normales (CNh) y
trisomicos (CTb).

2.- Las corrientes registradas en ambas lineas celulares presentan
caracteristicas de corrientes de calcio inmaduras, similares a aquellas descritas
en otras lineas celulares. Sin embargo, las corrientes aqui descritas manifiestan
alteraciones similares a las encontradas en neuronas centrales Ts16 en cultivo
primario:

- En la condicién trisémica la anomalia se expresa en un aumento en la
densidad de la corriente total, un cambio de 15 mV hacia potenciales mas
despolarizados en la dependencia de voltaje de la inactivacion, y un aumento
en el movimiento total de cargas de 2,6 veces, comparado con las células CNh.
- Estas corrientes podrian presentar caracteristicas de corrientes de calcio tipo
L

3.- Las células CTb presentan un aumento de aproximadamente un 52% en la
expresion de la proteina RCAN1, comparado con CNh, lo que coincide con lo

esperado por dosis génica.
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4.- Esta sobre-expresion de RCAN1 fue revertida utilizando secuencias
especificas interferentes (siRNA) para el mensajero de RCANT1, llevando la
expresion a valores similares a los encontrados en las células CNh.

5.- La disminucion de la expresion de RCAN1 provoca.

a) una disminucién de la densidad de las Ica en las células CTb, llevandola a
niveles comparables a aquellos de la linea CNh.

b) desplazamiento de la curva de inactivacién dependiente de volitaje hacia la
izquierda, llegando a niveles similares a los encontrados en CNh.

¢) Normalizacién del movimiento total de carga.

6.- Estos resultados sugieren un rol de RCAN1 sobre la regulacion de las lca,
presumiblemente por un control sobre la compuerta de inactivacion de los
canales.

7.- Este control no seria mediado en su totalidad por calcineurina. Sin embargo,
esta fosfatasa juega un claro rol en la regulacion de los canales, dado el
aumento en la densidad de corriente cuando las células CNh se incubaron con
FK-5086.

8.- Finalmente, el knockdown génico en modelos celulares del Sindrome de
Down es una herramienta importante que permite identificar posibles blancos

terapéuticos.
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Abstract Human Down syndrome (DS) is determined by
the trisomy of autosome 21 and is expressed by multiple
abnormalities, being mental retardation the most striking
feature. The condition results in altered electrical mem-
brane properties (EMPs) of fetal neurons, which are qual-
itatively identical to those of trisomy 16 fetal mice (Ts16),
an animal model of the human condition. Tslé hippo-
campal coltured neurons reportedly exhibit increased
voltage-dependent calcium currents (Ic,) amplitude. Since
Tsi6 animals are unviable, we have established immor-
talized cell lines from the cerebral cortex of Ts16 (named
CTh) and normal littermates (named CNh). Using the
whole-cell patch-clamp technique, we have now studied 7,
in CTb and CNh cells. Current activation occurs at
—40 mV in both cell lines (Vygi4ing = —80 mV). Trisomic
cells exhibited a 2.4 fold increase in the maximal Ca®"
cwrrent density compared to normal cells (CNh =
—6.3 +£ 077 pA/pF, n=18; CTh = —164 £ 2.423
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pA/pE; P < 0.0L, n = 13). Time dependent kKinetics for
activation and inactivation did not differ between the two
cell types. However, steady state inactivation studies
revealed a 15 mV shift toward more depolarized potentials
in the trisomic condition, suggesting that altered voltage
dependence of inactivation may underlie the increased
current density. Further, the total charge movement across
the membrane is increased in CTb cells, in agreement with
that expected by the potential sensitivity shift. These results
indicate that CTb cells present altered Ca®" currents,
similar to those of Ts16 primary cultured central neurons.
The CTh cell line represents a model for studying
DS-related impairments of EMPs.

Keywords
Trisomy -

Down syndrome - Calcium currents -
Patch clamp

Introduction

Down Syndrome (DS) in humans is caused by the presence
of an extra copy of chromosome 21 (HSA21) (Jacobs et al.
1959; Lejeune et al. [95%). The condition represenis the
most common cause of mental retardation of genetic origin
(Oster-Granite !955; Loesch-Mdzewska [ 965; Johnson and
Abelson [9649; Scott et al. 19¥3). Other abnormalities
include cardiac malformations, immunological disorders, a
higher incidence of leukemia and patients also develop
Alzheimer’s disease (AD)-like pathology after the fourth
decade of life (Epstein 19564, b; Ault et al. 198Y; Schapiro
et al. 1985). 127 genes have been identified in this chro-
mosome, along with 98 possible new genes, and 59 pseudo-
genes, all of which could be overexpressed in DS (Epstein
[986a; Hattori et al. 2000; Saud et al.
an excess gene dosage effect.

11)6), determining
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Mutrine trisomy 16 (Tsl6) has been proposed as an
animal model of DS, as the mouse autosome 16 bears great
synteny with HSAZ21. Regrettably, Ts16 mice are unviable,
and they die in utero between 14 and 16 days of gestation
(Epstein et al. 1985).

Using cultured neurons of Tsl6, several groups have
described essentially the same electrophysiological altera-
tions found in the human condition: increased rates of
depolarization and repolarization, with a consequent
reduction in spike duration. Altered density and kinetics of
Na', K, and Ca®" channels may underlie such abnor-
malities (Caviedes et al. [290; Nieminen et al. 1958¥; Cav-
iedes et al. 2006). Also Ts16 central neurons exhibit altered
amplitade and kinetics of intracellular Ca’" responses 1o
agonists (Schuchman et al. 1998). These aforementioned
results have validated the Tsl6 model for the study of
neuronal pathophysiology in DS, particularly those related
to cell membrane function. Nevertheless, these alterations
differ qualitative and quantitatively in different territories of
nervous system (Ault et al. 1989, Galdzicki et al. 1995
Acevedo et al. [995), indicating that specific alterations
must be carefully defined for different cell types and tissues,
and comparisons must be made between similar cell types.

Voltage dependent Ca®" channels are critical for neu-
ronal function, as they influence both excitability and
various physiological pathways critical to neurons, such as
neurotransmitter release. In this regard, Galdzicki et al.
(1998), using cultured hipocampal neurons of Tsl6 mice,
reported an increase in L-type calcium current density in
trisomic cells compared to controls, whereas the activation
and inactivation kinetics remained similar. They concluded
that the increase in the amplitude of the current was due to
an increase in the calcium channel density measured by
higher [3H|PN200-110 binding. On the other hand, Cav-
iedes et al. (?006), using dorsal root ganglia cultured
neurons, found that Ts16 cells exhibited a reduction in the
Ca®" current density. Further, they reported a reduction of
the voltage dependence of activation at —30 and —20 mV
levels. In terms of time dependent kinetics, activation was
slower in trisomic cells, while inactivation kinetics were
not different.

To overcome the inviability of the Ts16 condition, our
group has successfully established continuously growing
cell lines from the cerebral cortex of both a normal and
trisomy 16 fetal mouse (Cardenas et al. [9%Y), using an
original UCHT1 protocol (Caviedes et al. 1993}, which has
yielded continuously growing cell lines from mammalian
lissue of diverse origins. The cell lines studied here, named
CNh (derived from a euploid animal) and CTb (derived
from a trisomic subject) present neuronal markers by
immunohistochemistry and lack glial traits after almost
15 years in continuous culture {(Cardenas et al. 1949; Allen

et al. 2000; Rojas et al. 200%). They also exhibit similar
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cholinergic dysfunctions as those of Tsl6 cultured cells
(Fiedler et al. 199-1; Cardenas et al. 1949 Allen et al. ]
Ciardenas ct al. 20024, b) and they exhibit altered intra-
cellular Ca®* signals in response to neurotransmitier ago-
nists {Cdrdenas et al. 1999; Rojas et al. 2008). Considering
the crucial role that voliage-gated Ca®" currents play in

neurotransmitter release, in particular in central territories
of the nervous system, which are critical in cognitive
function, we have now studied voltage activated Ca™
currents in CTb and CNh cells, using the whole-cell patch-
clamp technique. The results indicate that cuirent density is
increased in the trisomic cell line, in a manner that is
comparable to that of Ts16 cultured central nevrons.

Materials and Methods
Cell Culture

The cells were grown in glass Petri dishes and maintained
in feeding medium, composed of DMEM/Ham F12 (Sigma
Co., St. Louis, MO) nutrient mixture (1:1) modified to
contain & g/l glucose, | g/l bicarbonate, 10% (v/v) bovine
serum, 2.5% (v/v) FBS, and 40 pg/ml gentamycin. Pas-
sages were carried out by detaching the cells with 0.1%
trypsin (Gibco Invitrogen). The cultures were kept in
incubators at 37°C, 100% humidity and an atmosphere of
5% CO,. Media was renewed twice a week. For recording,
cells were seeded at low density onto 35-mm plastic Petri
dishes, and were recorded at less than 30% confluency.

Patch-Clamp Methodology

Macroscopic currents were recorded using the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique (Hamill et al.
198 1). The cells were visualized in a NIKON inverted
microscope equipped with phase contrast optics. Glass
electrodes (BLUETIP, Monoject Scientific, St. Louis, MO)
were pulled in several stages using a Sachs-Sutter PC-84
puller to reach a pipette resistance between 2 and 4 MQ.
Prior to recordings, the cells were rinsed with 1 ml of
saline composed of (in mM): 150 TEA-CI, 2.5 CaCl,, |
MgCl,, 10 Hepes-KOH, 10 Dextrose (pH 7.4). The pipettes
were filled with a low K solution composed of (in mM):
140 CsCl, 0.45 CaCl,, 5 EGTA-KOH, 5 Hepes-NaOH, 10
Dextrose. Gigaohm seals (2-10 G€)) were established
between the patch pipette and the cell membrane by
applying a soft suction pulse inside the pipette. After
canceling the fast capacity current transients using the null-
bridge circuitty of our EPC-7 patch-clamp amplifier
(HEKA Electronik, Ger), the whole-cell configuration was
achieved by applying a brief, stronger pulse of negative
pressure inside the pipetie. A minimum of 2 min was
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allowed for exchange of solutions between the pipette and
the cell and to stabilize the nembrane resting potential.
Command voltage and current steps were generated by &
DIGIDATA 1200 digital-to-analog ~ converier  board
(Molcouar Devices Cuorporstion, Foster City, CA) con-
trolled by a customized program Pclamp 8.2 (Molecular
Devices Corporation, CA) installed in a dedicated PC
compatible computer. Cell responses were sampled at rates
of 10-50 kHz. All recordings were conducted al room
temperature (20-22°C).

(a) Current clamp Passive properties were studied in
current clamp mode, in response to an average of 5
hyperpolarizing pulses of 0.1 and 0.05 nA amplitude,
200 ms duration. Membrane resistance was estimated
as the maximal vollage amplitude in steady state,
divided by the applied current pulse amplitude. The
membrane time constant (t) was taken as the point in
time corresponding to 0.632 of the maximal voltage
amplitude. Cell capacitance (C) was calculated as
C = /R and was used for calculation of ionic current
density (pA/pF).

(b) Voltage clamp Cells were clamped at a holding level
of —80 mV, and depolarizing steps of 70 ms duration
with increments of [0 mV were presented at 0.5 Hz.
The base line was taken from a 5 ms period before the
application of depolarizing pulses. Capacilive and
leak currents were compensated using on-line sub-
traction with a conventional P/4 protocol: the leak
subtraction protocol applied a series of 4 scaled
replicas of the sweep (sub-sweeps) of the same
polarity, 25 ms after the test pulse. The 4 sub-sweeps
were added and the final added trace was subtracted
to the test pulse. Positive-feedback, series-resistance
compensation was not used. Voltage errors were
calculated assuming a series resistance of two times
the open-tip resistance of the electrode, multiplied by
the peak amplitude of the active membrane current.
Only traces with voltage errors less than 3 mV were
used. Peak currents were measured and corrected for
cell capacitance to obtain current density.

Activation and slow inactivation kinetics were studied
by fitting the current traces to the classical m>h Hodgkin
and Huxley model for sodinvm current activation and
inactivation (Hodgkin and Huxley 1952), using the “least
squares fitting” method provided by the customized soft-
ware Pclamp 8.2 (Axon Instruments). The function is:

I = [m':'h];’mx
where,

m = 1 —exp(—t/t,),

and

h =exp(—t/t).

The time constants are represented as 7, for activation and
7y, for inactivation. The fitting vegion for activation ranged
between the pulse start, immediately after the capacitive
spike and the maximal current peak. For activation, the
maximal current peak and the point at which the current
reached 80% of the steady-state level were used as limits for
the fit. Fits were considered adequate for least sguares
residual values equal or larger than 0.95. Steady-state
inactivation was examined using conventional pre-pulse
protocols (Hille 2i111). A | s conditioning pre-pulse that held
the membrane at potentials between —140 and 0 mV
(incremented in steps of 10 mV) was followed by a
holding potential of —80 mV for 2 ms to minimize the
effect of tail currents after the pre-pulse. The test pulse had a
duration of 100 ms and drove the membrane potential from
—80 mV to +20. The current amplitude to the test pulse
response after a — 140 mV pre pulse was considered as /.
Values of the steady-state curve were fit to a sigmoidal curve
using the Boltzmann equation to 200 iterations. Correlation
levels were considered acceptable for values equal or greater
than 0.95 (Caviedes et al. 2016). Calcium channel blockers
(nifedipine 10 puM, cd®t mM) were added to the external
solution directly, to determine the conlribution of diverse
type of calcium currents (L; non-L). Statistical significance
was assessed with a two-tailed Student’s ¢-test for values of
P < 0.05.

Results

(1) Calcium current density is increased in the CTh
neuronal cell line

Passive membrane properties did not differ between CNh
and CTb (Table 1), and space clamp problems, like large
cells bearing extensive processes, were not evident. When
stepped from a holding potential of —80 mV, trisomic
neurons evidenced a pronounced increase in the current
amplitude compared with diploid neurons, as depicted in
Fig. 1, which presents a typical record of a CNh and a CTb
cell of comparable capacitance values. The wraces were
corrected with a P/4 subtraction protocol. as no anomalous
rectification or active components were evident at those
voltage levels, and the noise levels of the resulting corrected
traces were the lowest. Activation occurs at approximately
—40 mV in both cell lines. Nevertheless, as shown in the
1-V curve in Fig. ., reversal of the current could not be
observed up +60 mV and the theoretical calculated reverse
potential was +205 mV. The striking increase of the current
density is evident in CTb, reaching average values 2.4-fold
greater that those observed in CNh neurons at +60 mV.

& Springer
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Table 1 Passive membrane properties of CNh and CTb cells
obtained in carrent clamp mode, in response to hyperpolarizing pulses
of 0.1 and 0.03 nA, 200 ms duration

Passive membrane properties

Parameter CNh i CTb n

339492 9
56.2 & 34.04 11

30.6 + 10.3 14
479 £ 373 9

Capacitance (pF)
Resistance (MQ)

Membrane resistance was estimated as the maximal voltage ampli-
tude divided by the applied current pulse amplitude. Time constant (7}
was taken as the point in time corresponding to 0.632 of the maximal
voltage amplitude. Cell capacitance (C) was calculated as C = /R

This current was largely carried by L-type calcium chan-
nels, since the blockade with nifedipine showed a reduction
of the total current of 98.8 + 1.3% (n = 3) (Fig. ).

(2) Voltage dependence of Ca®" current inactivation is
impaired in CTb cells

- 2 . .
As reversal of Ca®* current was not reached in our condi-
tions, we could not evaluate voltage dependence of activa-
tion in CNh and CTb cells. Nevertheless, the steady-state

Fig. 1 Calcium current

voltage-dependent inactivation curve exhibits a 15 mV shift
toward more depolarized potentials in CTb cells, compared
to CNh (Fig. ). This suggests that a greater number of Ca**
channels are available for activation at negative potentials
(—130; —110, —90 and —80 mV), compared to CNh. The
latter is specially relevant at the pre-pulse level of —80 mV,
where a 3.2-fold increase in current is evident in CTb cells,
compared to CNh. To relate this finding with those results
obtained from the activation protocols, we integrated the
surface under the curve of the current signals taken from the
activation protocols at the step levels of +20 mV. This
procedure yielded the total charge moving across the mem-
brane, which at the said potential levels resulted in a 2.7-fold
increase of charge movement in C'Tb cell compared to CNh
(CTh = 3314 £+ 190 nC, n= 11; CNh = 128.7 = 63.5
nC,n = 10. Mean =+ SD. P < 0.01).

(3) Calcium currents in CTh and CNh cells have similar
activation and inactivation time dependent kinetics

To evaluate the contribution of the intrinsic gating prop-

erties of the Ca’" current, we studied the time dependent

responses in CNh (53pF) and
CTb (43pF) cells recorded in
Voltage-clamp mode

(V}";gding = —80 I}IV) in
depolarizing steps of 10 mV
and 70 ms duration, presented at
0.1 Hz

}
i
4
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Fig. 2 1-V curve of CNh and CTb cells. Values (mean + SEM) are
significantly different between both conditions for P < 0.03, except
#(N.S.} (CNh, n = 18; CTh, n = 13). Note the substantial increase of
current density in the trisomic condition

aclivation and inactivation kinetics by fitting the current
traces to the m A Hodgkin and Huxley model. The n’
function for activation proved to be the function that best
converged to our pre-established correlation level of 0.95.
No significant differences were encountered in time con-
stant values between CNh and CTh cells (Table ). These
results argue against a role ol lime dependent kinetics in
the altered Ca** conductance in CTb cells.

(4) Tail currents are largely carried by CI™

The presence of large, very slowly inactivating tail currents
were seen in all our recordings and in both cell types. To
determine the nature of such currents, we conducted
recordings, where external TEA-Cl was replaced with
TEA-acetate, thus introducing a non permeant anion.
Figure 5 shows recordings in CTb, which are comparable
to the same recordings in CNh cells. Cells kept in TEA—
acetate show a marked reduction of tail current amplitude
{~60%) (Fig. 5a, c). Further, the blockade of Ca?t cur-
rents with the addition of 1 mM Cd*" in the external bath,
resulted in a blockade of all currents (Fig. 5b). These
results suggest that tail currents in our cell lines are largely
carried by C1™ (60%), and to a lesser extent by Ca’*.

Discussion

Our results indicate that the calcium current density in CTb
neurons was ~ 2.5-fold greater than that of CNh cells. This

finding in essence resembles that of Galdizicki et al
(1998), who reported a greater current density in primary
cultures of Ts16 hipocampal neurons. These authors attri-
bute the enbhanced calcium currents to increased calcium
channel density in the membrane, reflected by a greater
binding of [3H|PN200-110. Interestingly, mRNA expres-
sion of L-type channel subunits remained unchanged
between Tsl6 and euploid cultures. There is no clear
explanation to this phenomenon, as no genes of such
channel subunits have been mapped to human auntosome 21
or murine chromosome 16. Increased half life in the
membrane of such channels may underlie increased chan-
nel density, a possibility that arises from the reduced
membrane internalization and endosomal abnormalities
reported in other DS models (Cataldo et al. 2003; 2004) as
well as in the CTb cell line (Arriagada et al. 2007), We are
currently evalvating the expression of L-type calcium
channel subunits in our trisomic and normal cell lines, in
order to elucidate a possible increased expression of L-type
calcium channels in our trisomic cell line.

Regarding the voltage dependency of activation for
Ca®* currents, the lack of reversal precluded an accurate
analysis, as the necessary values of [, could not be
obtained. Possible explanations to this situation may lie on
the high Cat gradient used in our experiments, condition
selected to optimize current amplitude. This yielded a
calculated reversal potential for Ca®t of 4205 mV, levels
that were not reachable in our experiments, as membrane
breakdown became evident at levels beyond +60 mV. In
this regard, Hagiwara and Byerly (1981) pointed out that
outward calcium currents could not be recorded even at
potential levels more positive of the calcium electro-
chemical equilibrium potential (Eq,), and they conclude
that “calcium channels are inherently one way channels.”
Outward currents presented in every calcium channel
recording (e.g., Galdzicki et al. 199%; Caviedes et al. 206)
have been shown to be carried by monovalent cations (e.g.,
Cst and/or K*) moving outward through Ca®* channels
(Fenwick el al. 284, thus keeping
the reversal potential consistently well below the predicted
thermodynamical Ec,. In this regard, it is quite possible
that the calcium channels present in our recordings are not
permeable to such monovalent ions, thus remaining the
thermodynamical Eq, intact. Further, previous results using
other cell lines established with the UCHTI1 method also
reveal lack of Ca®t current reversal (Caviedes et al. (993;
Liberona et al. 1“U7), in particuolar when differentiation
protocols were not used. The aforementioned assumption
will need to be addressed by diminishing the electro-
chemical gradient, and perhaps further differentiating the
cells.

Several

i57; Lee and Tsien |

plausible explanations may underlie the
enhanced Ca®™* current density observed in CTb cells. One

@ Springer
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Fig. 3 Effect of nifedipine

(10 uM} on calcium currents.
The upper figure shows a
whole-cell recording of a CNh
cell line (Vgging = —80 mV).
The lower figure shows current
responses after application of
nifedipine. Note the sharp
reduction in current density

Control

|

|

! 10 pM Nifedipine
i .

L=

possibility is the presence ol accelerated time dependent
kinetics in the activation gates, which would in turn result
in faster opening. However, this mechanism loses strength
in light ot the lack of significant differences in activation
times constants between CTb and CNh cells (Table 2). On
the other hand, delayed time dependent kinetics in the
deactivation phase could result in persistence of current for
longer periods of time. Yet again, the time constant values
calculated and detailed in Table
between both cell types in this parameter.

', show no differences

In the absence of differences in time dependent kinetics,
voltage dependence of activation and imactivation may
come into play that could explain the increased current
density in trisomic cells. Again, in our experimental con-
ditions, we did not observe inversion of the current, possibly
due to the increased Ca”" gradient used in our experimental
conditions. Nevertheless, our studies using pre-pulse pro-
toccls to assess steady-stale inactivation and voltage
dependence of inactivation, clearly show a 15 mV shift
toward more depolarized potential in the trisoniic condition.
This determines that at the pre-pulse membrane potential
levels noted in Fig. <f, more channels are available for
activation. Further, if we closely observe the differences in
normalized current at the pre-pulse level of —80 mV, which
was the holding level used in the current activation proto-
cols (Fig. 1), & 3.2 fold increase in current is evident in
trisomic compared to normal cells. To relate this phenom-
ena 1o the actual current, we calculated the charge moving
across the membrane in the activation protocols, namely in

@ Springer

responses to pulses that took the membrane from —80
to + 20 mV, by integrating the surface under this curve.
This yielded values of around 2.7-fold increases in charge
for the trisomic condition, compared to normal cells. This is
then highly suggestive that this impaired voltage sensitivity
to inactivation plays a major role in the genesis of the
increased Ca”™ current density in the trisomic cell line.
The presence of large, very slowly inactivaling tail
currents was a striking finding in both CNh and CThb cells.
We hypothesized that such currents could be carried by
either C1~ or Ca”". When replacing external Cl1~ with
acetate, tail current amplitude was reduced dramatically by
approximately 60%. Further, addition of the Ca’" channel
blocker Cd*™ blocked practically all current. It is then
plausibie that the reduction of the tail charge movement is
due to the outward flux of Cl~ ions flux, which follows the
influx of Cl ions during the depolarizing test pulses. This
may, in turn, have an effect on the reduction of the time-
dependent inactivation kinetics (shown in Fig. 5a). Such
results suggest that tail currents in our cell lines are driven
mainly by Cl7, with a remmnant current most likely carried
by Ca’t. Further, as shown in Fig. 3, tail currents persist
when cells are recorded in the presence of TEA-CI and
nifedipine is added, suggesting that the tail current com-
ponent driven by Ca’* is not carried out via L-type chan-
nels. Such tail currents have been described in other
neurcnal cell types (Barnes and Bui 1991; Currie and Scott
1997; Fleig and Penner 1996), and also in other cell lines
established with ouwr UCHTI1 method {Caviedes et al.



Neurotox Res

Fig, 4 Voltage-dependent A O
inactivation of calcium currents.
a 1 s conditioning pre-pulse
held the membrane at potentials
between 140 and 0 mV

(10 mV steps) followed by a
Vhotding = —80 mV for 3 ms.
Later a test pulse that drove the
membrane potential to +20 mV
was applied (see inser).

a /I curve fitted to
Boltzmann functon. Values are
normalized to peak current
traces for pre-pulse levels of
—140 mV in each cell
(Boltzman fit results: CNh,

¥* = 0.00073, P < 0.01. CTb,
00074, P < 0.01. 200 iterations)
filted squares CNh, open :
squares CTb. Points represent 0.0 ! T T ¥ ¥

mean + SEM. (CNh n = 5; -140 -120 -100 3
CTb n = 35). *P < 0.05. Pre-pulse potential {(my)

b Representative figures of

recordings in CNh -upper-and

CTb -bottom- =

I/imax

@ -
& =
@
1<)

Table 2 Values derived from exponential fits to a #°h Hodgkin and Huxley model

Time constant values of activation and inactivation kinetics

¥

7 (ms)
Activation Inactivation
Ve CNh il CTb #n CNh i CTb n
20 035 £ 0,16 7 046 £ 0.37 8 n/c n/c
10 043 £02 7 044 £ 0.37 8 nfc n/c
0 0.34 £ 0.22 7 042 £ 043 8 27214215 3 55.3 5 4
+10 035 £ 023 7 0.35 £ 0.31 8 37.5 & 36.3 4 64.1 2 7
+20 0.36 + 0.23 9 032 £ 0.21 10 101 + 38 7 56.6 7
+30 044 £ 0.27 9 031 £ 0.2 11 16.3 4+ 89.5 ) 79.71 £ 83 7
+40 046 +£0.3 9 033 £0.22 11 62.7 £ 143 8 100.5 + 103.3 8
+30 042 + 03 9 0.33 £ 0.31 10 65.09 £ 15.7 8 722 £ 229 8
+60 0.38 + 0.3 8 0.33 + (.31 10 69.4 £ 221 7 69 + 32.2 8
For activation, the fitted region was taken from the point immediately following the small capacitive transient, up to the cumrent peak. For

inactivation, the fitted region started at the peak of the current and ended at the point corresponding to 80% of the current steady-state value. (n/c

non convergent, Corr. Coef. <0.93). Values are mean =+ SD
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Fig. 5 Role of chloride in tail currents. a Representative recordings
from CTb cells. The upper figure shows current in presence of TEA-
ClL. Note the decrease in the charge movement when TEA-Cl was
replaced with TEA-acetate (a lower figure). b Effect of addition of
1 mM Cd®* 1o extracellular solution on the Ca®" and tail currents.

1593). A clear explanation as to why external C1™ reduc-
tion would result per se in a reduced tail current is unclear.
A tentative explanation could be potential effects ol the
anion chosen to replace Cl™ (acetate). In this regard,
Kenyon and Gibbons (1%77) reported that Ca”™ ion activity
and strength can be compromised by replacement of
external C1~ with a non permeant anion, and that adjust-
ments need to be made to Ca®" concentrations to retain its
activity. Further, axotomized neurons show a calcium
dependent Cl ™ tail current, which could be compromised
when Ca®' ion activity is reduced (Sanchez-Vives and
Gallego 1994). Further experiments are needed with the
application of specific C1~ blockers such as DITS and ni-
flumic acid, in order to further clarify this situation. Yet, the
peak of the inward current during the depolarization pulse is

@ Springer

¢ Charge/voltage relation of tail currents registered from CTb cells.
Filled squares represent data recorded with 140 mM exiernal TEA-
Cl, and open squares recording obtained in the presence of 140 mM
external TEA-acetate. Values are mean + SEM, » = 6 in both
conditions, *F < 0.05; ¥**P < 0.01

not compromised in our recordings. This suggests that the
increased peak current in the trisomic condition, compared
to values of control cells, is preserved in CTb cells.

Another interesting result was presented by Barnes and
Bui (1991). These authors, using cultured cone photore-
ceptor, determined a pH-dependent regulation of chloride
tail current via calcium channels, and stated that at a pH
level of 7.4 there is a notable increase in this current, which
is reportedly large in amplitude and quite persistent in time.
Therefore, in our experimental conditions, it is possible that
the tail currents are been carried by Cl™ ions as we dis-
cussed above, especially considering that our extracellular
solution were adjusted precisely to these pH levels.

All these results indicate an abnormal behavior of cal-
cium channels in both CNh and CTb cell line. Hence, this



Neurotox Res

may not be attributable to intrinsic properties of the triso-
mic condition, but to the immortalization process. There-
fore, all results present here have to be taken carefully and
may represent the effect of an immature form of L-type
calcium chamnels, which have been described in other cell
lines established with the UCHT1 method (Caviedes et al.

43; Liberona et al. 1997), and which interestingly exhibit
slow inactivation and great sensitivity to nifedipine and to
inorganic Ca>" channel blockers. 1t is plausible that further
differentiation may be needed to obtain a full spectra of
mature voltage activated channels, a possibility which
is currently being investigated. (Caviedes et al. [903;
Liberona et al. i497). Nevertheless, in the conditions where
Cl influx is eliminated, peak inward current values are not
compromised in our cell lines. This suggests that, even if a
CI™ current may have contaminated the whole cell current
when recording in the presence of extracellular C17, their
slower kinetics possibly may affect the inactivation phase
of the current.

Another interesting finding lies in the values of input
resistance encountered in our cell lines, which are roughly
1/10 of those reported by Galdzicki et al. (1995). We have
no clear explanation to account for these differences. Yel,
our maximal peak Ca’" current values are comparable in
magnitude to those of Galdzicki et al., who in turn used
substantially higher Ca®" gradients in their experiments
(10 mM extracellular vs. 0 mM inside the pipette), sug-
gesting our cell lines have greater overall conductance.
Again, further in vitro differentiation may contribute in
elucidating this situation.

Amazingly, our findings are essentially similar to pre-
vious studies on Na' cwrents in cultured dorsal root gan-
glia neurons from normal and trisomy 21 human neurons
(Caviedes et al. [220). In brief, these authors reported a
10 mV depolarization shift in both TTX-sensitive and
TTX-resistant Na' current for Ts16 neurons. Even though
this entails a comparison between different species, cell
types, and iomic cuwrents, it also prompts a templing
speculation regarding the effect of excess gene products or
metabolites that could have a common target in the inac-
tivation of diverse voltage scnsitive channels, resulting in a
similar alteration (Caviedes et al. 1990, In this regard, the
gene encoding for the regulator of calineurin-1 (Rcanl) is
present in human autosome 21 and murine autosome 16
(Hattori et al. 2000). This protein exerts a negative regu-
lation on the phosphatase calcineurin, which in turn regu-
lates the o subunit of L-type calcium channels (Armstrong
1989 Oliveria et al. 2007). We have recently determined
the overexpression of Rcanl in our CTh line (Acufia et al.

1), and we are currently evaluating the effect of
knocking down this gene with specific siRNAs, in order to
ascertain a possible reversal on the increased Ca®* current
density reported here.

Conclusion

The pathophysiology of Down syndrome results from
excess gene dosage effects, where the central nervous sys-
tem remains as the most relevant target. Membrane related
dysfunction is critical in neuronal activity and function.
Understanding such pathological mechanisms would help
link specific gene dosage effects to various neuronal alter-
ations, and help in the quest to determine therapeutical
targets. In vitro models such as the CTb and CNh cell lines
may constitute valuable tools in such endeavors.
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