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RESUMEN

El Ca' mediante su interaccién con mulitiples proteinas, es componente
importante de fenomenos como la excitabilidad de células y el desarrollo embrionario
de vertebrados.

Un tipo de proteinas encargadas de su transporte son los canales de calcio
activados por despolarizacion (CaV), los cuales inicialmente fueron clasificados por sus
propiedades electrofisiolégicas en tres grupos: CaV tipo-L, CaV tipo-T y CaV tipo
neuronal (tipo-N, tipo-P/Q vy tipo-R). Los CaVs son un complejo proteico conformado
por 4 subunidades: alfa (CaVa1), beta (CaVp), alfa2delta (CaVa2d) y gama (CaVy).

El componente principal de ese complejo es la subunidad CaVa1, la cual posee
el poro que conduce al ién calcio, y la capacidad de detectar el voltaje. CaVa1 es una
proteina de entre 190-250 kDa. que posee cuatro dominios transmembrana
homélogos, cada uno compuesto por seis segmentos fransmembrana.

El conocimiento molecular de las secuencias que codifican los diferentes tipos
de CaVal ha permitido clasificar filogenéticamente a las CaVa1, generandose tres
familias: CaV1 (tipo-L), CaV2 (tipo neuronal) y CaVa3 (tipo-T).

Durante el desarrollo temprano de vertebrados, elevaciones transitorias de
calcio toman la forma de ondas que se propagan y que constituirian una sefal
requerida para procesos como citocinesis y reordenamiento del citoesqueletc. También
ha sido demostrada la participacién de CaVal en tapas temprana del desarrollo,
controlando procesos como el destiné dorso-ventral del mesodermo. En etapas mas
tardias, se ha demostrado su papel en la diferenciaciéon celular y organogénesis de

pez-cebra, entre otros vertebrados.
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Estos antecedentes motivaron la busqueda de la expresion de otros CaV de
pez-cebra durante su desarrollo embrionario.

Se recopilaron secuencias aminoacidicas de CaVa1 de ratén y pez-cebra, se
compararon entre si y se obtuvo un consenso aminoacidico representativo de las
zonas conservadas de CaVa1l. Esta secuencia consenso fue ingresada como consulta
en la base de datos de Ensembl, para encontrar secuencias homélogas en el genoma
de pez-cebra, mediante el algoritmo BLAST. Posteriomente se disefiaron partidores
especificos para cada secuencia homologa encontrada y se analizdé su expresién en
juveniles (2 meses), y en embriones tardios (25 y 35 hpf.) y tempranos (75% epibolia).

Se observé la expresidon de 10 secuencias homoélogas a CaVa1 en pez-cebra
juvenil. En embriones, el patrén de expresion varia de acuerdo al tiempo de desarrollo.
Se detecto la presencia de al menos 5 tipos de mRNA codificante para CaVa1 durante
el periodo de gastrulacion.

Se analizé el patron de expresion espacial de tres de estos mMRNA mediante
hibridacién in-situ. En embriones de 48 hpf se observa marca en las zonas
correspondiente al sistema cardiovascular, nervioso y locomotor en desarrollo. Sin
embargo, debido a la similitud entre la marca de las sondas antisentido y sentido
(control), no fue posible determinar este patrén espacial de expresién con certeza.

Posteriormente se analizé mediante inmunofluorescencia la presencia de la
proteina CaVa1 usando un anticuerpo “pan CaVa1” en células embrionarias en cultivo,
con desarrollo equivalente al término de la gastrulacion. Se observé una intensa marca,
lo que confirma la traduccion de al ménos uno de los mRNA detectados por RT-PCR

durante el desarrollo temprano de pez-cebra.
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INTRODUCCION

El Calcio en los sistemas vivos.

Uno de los iones de mayor relevancia para el funcionamiento de los sistemas
vivos es el Ca*. La capacidad de este ién de participar como modulador en una amplia
gama de funciones celulares, se debe a la existencia de una gran cantidad de
proteinas, que de una u otra forma, son capaces de unirse a este cation, cambiando su
estructura y funciéon de una manera reversible, lo cual genera una gran variedad de
interacciones con proteinas de la célula. Asi, alcanza una importante participacion en
procesos biolégicos como contraccion muscular, neurotransmisién, proliferacién,
diferenciacion, excitabilidad, aprendizaje y memoria, entre otros.

Gran parte del calcio presente en los organismos vivos se encuentra a nivel
extracelular a una concentracién de 10° M, en cambio, las células mantienen
concentraciones citosolicas de Ca™ libre cercanas a 107 M . Esto determina un
gradiente de varios ordenes de magnitud con el medio extracelular y con
compartimientos intracelulares, como el reticulo endoplasmico. Este gradiente permite
el rapido ingreso de Ca*™ al citosol a través de canales presentes en la membrana
plasmatica o membranas intracelulareé, gatillados como consecuencia de procesos de
transduccion de sefiales. Una vez que el Ca™ ha efectuado su funcién sefalizadora, es
rapidamente removido del citosol por una serie de proteinas que cumplen la funcién de
bombas e intercambiadores iénicos. La bomba Ca"*-ATPasa de la membrana
plasmatica (PMCA) y el intercambiador Na’/ Ca*® (NCX) se encargan de retirar el Ca*
al exterior, mientras que en el reticulo sarco-endoplasmico la bomba ATPasa (SERCA)

devuelve el Ca'® a los reservorios internos. Este fendmeno permite aumentos



transitorios de Ca' citoplasmatico hasta valores cercanos a 10° M, en orden de
segundos o0 unos pocos minutos (Berridge y cols., 2000). Esto colabora atin mas con la
versatilidad que posee este i6n como sefializador en importantes procesos fisiolégicos
(Lodish y cols., 2004).

De especial interés en este trabajo son las proteinas de membrana que
permiten el ingreso el Ca* desde el medio extra celular. Este influjo de Ca™ es
mediado por canales idnicos, entre los cuales se encuentran aquellos que son
regulados por cambios en el potencial de membrana, y que son cominmente
conocidos como canales de Ca'® activados por voltaje (Catterall, y cols. 2000),
existiendo ademas, otros canales idnicos dentro de la superfamilia de los canales TRP
(transient receptor potencial), que también dejan entrar Ca**, pero que son regulados

por otros mecanismos.

Canales de calcio activados por voltaje (CaV).

Los CaV son un complejo proteico que puede constar de hasta cuatro
subunidades, denominadas alfatl (CaVa1), beta (CaVp), alfa2delta (CaVa28d) y gamma
(CaVy) (Figura 1). La principal de estés subunidades es la alfa1, puesto que conforma
el poro por el cual atraviesa el ion en la membrana, ademas del dominio que le permite
detectar los cambios de potencial eléctrico. El RNA mensajero de esta proteina es de
aproximadamente 6.000 nucledtidos, y codifica para una proteina de cerca de 2.000
aminoacidos que posee un peso molecular de entre 190 y 250 KDa. Las corrientes de
calcio que pasan a través de CaVa1 son moduladas por interacciones con diferentes

subunidades auxiliares (CaVB, CaVa2p, CaVy).
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Figura 1. Estructura molecular de los CaV.

(A) Modelo de la estructura de los CaV. La subunidad a1 (CaVat) es el
componente principal del complejo proteico que forma los CaVs, puesto que ésta
proteina transmembrana contiene el poro conductor del idn calcio y la zona capaz
de detectar la despolarizacion de la membrana. CaVal es regulada por
subunidades auxiliares: subunidad intracelular beta (CaVB), la subunidad
transmembrana gamma (CaVy), y por el complejo compuesto por la subunidad
extraceiular alfa2 y la subunidad transmembrana delta unidas por un puente
disulfuro (CaVa2d). (B) Esquema de los dominios transmembrana de CaVal. La
subunidad aifa1 estd compuesta por cuatro dominios homélogos (I - IV), de los
cuales cada uno contiene 6 segmentos transmembrana (S1- S6). El poro por
donde se trasporta el Ca'? es formado por los segmentos S5 y S6. Los segmentos
transmembrana son estructuras de hélice- a y son representados por cilindros. El

cuarto segmento de cada domino transmembrana (S4) contiene una carga neta

positiva. Las imagenes son adaptadas desde Lacinova, 2005.



La subunidad beta es una proteina hidrofiica que estd localizada
intracelularmente, unida a la subunidad alfal, y posee un peso molecular en el rango
de 50 a 78 KDa. La subunidad alfa2delta es una proteina glicosilada que es codificada
por un solo gen. El RNA mensajero de esta subunidad es traducido como un péptido
precursor que es clivado post-traduccionalmente. Consta de dos cadenas (alfa2 y
delta) unidas mediante puentes disulfuro. La parte delta se ancla en la membrana
celular. La subunidad gama es una proteina de membrana que consta de 222 residuos,
con una masa molecular de aproximadamente de 25 KDa (Arikkath y Campbell, 2003;
Catterall, 2000)

Los canales de calcio fueron caracterizados inicialmente en términos de sus
propiedades farmaco vy ebchoﬁskﬂagmas, clasificandose en grupos denominados
como tipo L, N, P/Q, R y T. Sin embargo desde la identificacién molecular de los genes
gue codifican estas proteinas, la diversidad conocida de subunidades de los CaVs ha
incrementado fuertemente. Actualmente los CaVs son clasificados en tres familias
denominadas CaV 1, CaV 2 y CaV 3, agrupadas segun el grado de similitud de las
secuencias nucleotidicas de la subunidad alfal. La figura 2 muestra los distintos tipos
de CaV conocidos y su relacion filogenética.

En los genomas de mamiferos mas caracterizados, la familia CaV 1 consta de
cuatro miembros (CaV 1.1 a 1.4), los cuales son canales de Ca™ del tipo L, y son
bloqueados por dihidropiridinas (DHP). Estos canales presentan una amplia
distribucién en corazén, musculo liso, cerebro, musculo esquelético, y algunos tejidos

endocrinos (Lacinova, 2005).
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Figura 2. Tipos de CaVs conocidos.
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Dendrograma filogenético que incluye los tipos de CaVs conocidos. Se observan los

distintos nombres con que se han denominado los CaVs. La imagen es una

adaptacion de Lacinova, 2005.

Los CaV de la familia CaV 2 son insensibles al efecto de la DHP (es decir, no
son del tipo L). La familia esta compuesta por los CaV 2.1 a 2.3 y son,
predominantemente expresados en el sistema nervioso. Esta familia incluye a canales
del tipo R, P/Q y N. Los tres miembros de esta familia son regulados por proteinas G y
se pueden unir directamente a proteinas SNARE. Las familias CaV 1 y CaV 2 se

activan potenciales de membranas relativamente depolarizados y se inactivan de

manera relativamente lenta (Lacinova, 2005).




La familia de canales CaV 3 (Cav 3.1 a 3.3) son llamados del tipo T, y son
activados con menor despolarizacién ‘de la membrana plasmatica. Estos canales son
activados por potenciales mas negativos e inactivados rapidamente. Los CaV 3
exhiben pequefias conductancias y presentan tasas de desactivacion lentas. La
regulacion de esta familia estd menos estudiada, pero existen reportes que muestran
efectos de regulacién mediados por fosforilacién de proteinas y por proteinas G

(Lacincova, 2005).

E! calcio como segundo mensajero y su importancia en el desarrollo de los
vertebrados.

Los huevos de vertebrados e invertebrados, e incluso algunos tipos de semillas,
son activados por la generacién de elevaciones transitorias de la concentracién de
calcio en su citoplasma. En muchos casos, estas elevaciones transitorias de calcio
toman la forma de ondas de calcio que se propagan y que constituirian una sefal
requerida para la activacion de los huevos. El mecanismo por el cual se iniciarian esas
ondas de propagacion aln no esta del todo claro. Se ha sugerido que estas ondas
estan involucradas en una variedad de procesos que ocurren durante el desarrollo
temprano de los vertebrados, incluyendo la exocitosis cortical de granulos,
reordenamiento del citoesqueleto y prbgresién del ciclo celular. Durante las divisiones
tempranas se observan zonas de alta concentraciéon de Ca*?, las que corresponden a
los surcos de las divisiones. La zona de alta concentracion de Ca*? durante la primera
divisién se extiende como una onda lenta precedida por pulsos de Ca'” en la zona
animal del huevo (Créton y cols., 1998).

Un paso esencial en el desarrolio temprano del pez cebra involucra un

reordenamiento drastico de toda la morfologia de cigoto. Esto es llevado a cabo a



través de un proceso conocido como segregacién ooplasmica, durante el cual, el
ooplasma es separado desde el vitelo y se acumula en el polo animal para formar el
blastodisco. Existe evidencia sobre la importancia de las ondas de calcio en la
citocinesis de los blastémeros, pero éstas se encontrarian restringidas a dominios muy
localizados. Estas elevaciones transitorias localizadas no requieren de calcio externo,
lo que sugiere que se originarian a partir de la liberacion de calcio desde reservorios
internos. Durante el periodo de blastula tienen lugar procesos claves para el desarrollo,
por ejemplo, ocurre una serie de divisiones rapidas y sincrénicas que dan origen a una
gran cantidad de células indiferencia&as sobre el vitelo. Durante las primeras cuatro
horas de desarrollo, todos los genes que se expresan en el embrion tienen un origen
materno. Alrededor del décimo ciclo de division celular ocurre la transicién a blastula
media (MBT), comenzando la transcripcion del genoma del cigoto. Se forma la capa
sincicial del vitelo (YSL) y comienza la gastrulacion, que en pez cebra ocurre de una
manera conocida como epibolia, en la cual las células que daran origen al embrion se
desplazan cubriendo el vitelo y ademas experimentan los procesos de extension
convergente e involucion que formaran las capas germinales. Es durante este periodo
en que se puede observar la transicion de sefiales de Ca* intracelulares a
intercelulares. Al comienzo de la blastula las sefiales intercelulares de Ca' serian un
fendmeno localizado, con un numero reducido de células comunicandose entre ellas.

En los embriones de pez-cebra estas sefales se encuentran restringidas a las
células de la capa envolvente (EVL) y se ha sugerido que una de sus funciones seria
aumentar la adhesiéon célula-célula. Cuando el embrién entra en el proceso de
gastrulacién, comienza a ser evidente el plan basico de la estructura del cuerpo,
comienzan los movimientos morfogenéticos de involucion, extension y convergencia,

produciendo la capa germinal primaria y los ejes embrionarios. Los pasos importantes



durante el desarrollo temprano de los organismos son, por lo tanto, la formacién de las
capas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), y de los ejes del cuerpo
(dorso-ventral y antero-posterior). De esta manera, a partir de reordenamientos
celulares, interacciones inductivas y cambios en la expresion génica, se determina la
arquitectura del cuerpo del embrién. Se han descrito varias ondas rapidas de i
intercelulares durante la epibolia, las cuales se mueven desde el tronco con direccion
anterior (Webb y Miller, 2003; Créton y cols., 1998).

En pez cebra se han visualizado directamente gradientes de calcio, en los
cuales la regidon ventral de blastodermo exhibe una elevacion prolongada de las
concentraciones intracelulares de Ca*? en el estado de escudo embrionario.

Después de la epibolia comienzan los movimientos morfogenéticos localizados
y actividades propias del periodo de segmentacién. Por ejemplo, se desarrollan los
somitos, se hace mas prominente el brote de cola, se diferencia la notocorda y
aparecen las estructuras primitivas de los futuros organos. Durante este periodo
tambien es posible observar cambiqs en las sefales de calcio, siendo éstos mas
localizados (Webb y Miller, 2003).

Se ha sugerido que el aumento en los niveles intracelulares de calcio libre
controla elementos del citoesqueleto durante los procesos morfogenéticos como
mitosis, citocinesis, epibolia, formacién de somitos y ojos. También se ha demostrado
que el Ca™ controla la secrecion de proteinas morfogenéticas en una variedad de
sistemas celulares pudiendo asi regular la secrecién de proteinas extracelulares
importantes para el desarrollo (Webb y Miller, 2000, 2003). En el desarrollo mas tardio,
los patrones de Ca*? se encuentran involucrados en movimientos celulares durante la

epibolia, induccién neural, regionalizacion del cerebro, formacion de somitos y de la



placa neural, formacién de la placa otica, movimientos musculares y formacion del
corazoén (Lacinova, 2006).

Algunos estudios indican que los gradientes intracelulares de Ca™ e inositol-
1,4, 5-trisfosfato (IPs) contribuyen a establecer el eje dorso-ventral (D-V) de varios
embriones en desarrollo. Embriones tratados con inhibidores del ciclo de |IP durante
estadios de 1-16 células, periodo en el que existe sensibilidad a la inhibicion de éste,
presentaron fenotipos claramente dorsalizados, mientras que embriones expuestos a
los mismos agentes inhibidores en estadios de 128-256 células no presentan ninguna
alteracion en su fenotipo, desarrollandose igual que los embriones de tipo silvestre.
(Westfall y cols., 2003).

Ademas, resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que |a
expresion ectopica de los CaV, es decir, en un lugar donde habituaimente no se
encuentran, es capaz de inducir caracteristicas dorsales en el mesoderma ventral. La
sobreexpresion de los CaV lleva a uné expansion de los territorios dorsales, mientras
que su bloqueo impide que las células adquieran las caracteristicas de destino dorsal

(Palma y cols., 2001).

Expresion de CaV en el desarrollo temprano.

Trabajos realizados con anterioridad en nuestro laboratorio proveen evidencias
moleculares que sugieren la presencia de CaVs involucrados en procesos del
desarrollo temprano, capaces de modular el establecimiento del patréon dorsoventral en
los embriones de vertebrados, en este caso del anfibio Xenopus flaevis (Palma y cols.,
2001). Dicho trabajo reporta que subunidades alfal de los CaV son expresadas
selectivamente en la zona dorsal marginal durante el estadio de gastrula temprana. La

expresion de los CaV se correlaciona con niveles de Ca'?® intracelulares elevados,
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evaluados mediante la fluorescencia del indicador del Ca*? intracelular Fluo-3. La
pérdida de la expresion de estos canales conduce a una fuerte dorsalizacién de la
zona marginal ventral e induccién del eje secundario, sin producirse una directa
neuralizacion del ectodermo. Ademas, la inhibicion especifica de los CaV mediante el
uso del agente bloqueador calcicludina, provoca una ventralizacion del mesodermo
dorsal. Estas evidencias indican que hay canales de Ca™ que regulan el
establecimiento del patron mesodermal, especificando la identidad dorso ventral de las
células del mesodermo (Palma y cols., 2001).

Otros estudios de imagenes de Ca'? intracelular revelan patrones transcientes
de Ca™ en el ectodermo dorsal, pero no el ventral (Moreau y cols., 2008). Estos
incrementos en la concentracion intracelular de Ca™? los cuales ocurren via la
activacion de canales de Ca* sensib|els a DHP (familia CaV 1,Tipo L) son necesarios y
suficientes para orientar a las células ectodermales hacia un destino neural. Por un
lado, los tratamientos que antagonizan el incremento en la concentracién de Ca*
intracelular, inhiben la nueralizacién, mientras que por otro lado, un incremento artificial
en la concentracion de Ca* intracelular, sin importar su origen, logra neuralizar el
ectodermo. Se han identificado genes blanco de Ca*? expresados tempranamente en
territorios neurales, tales como X/Pou2 y Zic3. Ambos son factores de transcripcion y
reguladores neurales primarios, cuya expresion se ve diminuida al usar antagonistas
de los CaV sensibles a DHP en Xenopus. Otro de estos genes, es PRMT1 que codifica
una arginina metiltransferasa, cuya sobreexpresion aumenta la expresién del marcador
proneural Zic3, mientras que el uso de morpholino contra su mRNA diminuye la
expresion de Zic3 (Moreau y cols., 2008, Leclerc y cols, 2006). Un fenotipo similar al
causado por el morfolino contra PMRT1 es producido al bloguear los CaV sensibles a

DHP (Lecrec y cols, 2000)
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Teniendo en cuenta estos antecedentes es posible pensar en la presencia y
participacién de otros CaVs en procesos tales como la determinacién del destino neural
del ectodermo y del patron dorso ventral durante el desarrollo temprano de embriones.
Asi, es razonable continuar la busqueda de CaVs aun no descritos o caracterizados
que puedan encontrarse presentes durante el periodo de gastrula de embriones
vertebrados en desarrollo.

Este trabajo es una aproximacion hacia el conocimiento de posibles CaVs
presentes en el desarrollo temprano de pez-cebra. Para ello se utilizaron herramientas
bioinformaticas que permitieron generar herramientas moleculares capaces de detectar
la presencia de los CaVs, tanto a nivel de mRNA como de proteina, en los estadios

tempranos del desarrollo de pez-cebra.
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Figura 3. Desarrollo embrionario de pez cebra.

Se aprecian los dibujos de las etapas del desarrollo embrionario de pez-cebra, indicandose las horas post
fertilizacion (hpf) que deben transcurrir para alcanzar los distintos estadios a una temperatura de 28.5 °C.
Los estadios utilizados en este trabajo con destacados en un marco negro. La imagenes de los dibujos

son capturadas desde el sitio web de la base de datos del modelo pez-cebra ZFIN (www zfin org).



Hipétesis.
La expresién de canales de Ca'® activados por voltaje (CaV) varia espacial y

temporalmente durante el desarrollo temprano de Danio rerio.

Objetivo General.
Identificar secuencias codificantes para CaV en el genoma de Danio rerio y

caracterizar su patréon de expresion durante el desarrollo temprano del embrion.

Objetivos Especificos.
1. Identificar secuencias homélogas a los CaVs de raton (Mus musculus) en el
genoma de pez-cebra (Danio rerio), mediante el uso de herramientas

bicinformaticas.

2. ldentificar el patron de expresidn de las secuencias encontradas durante etapas

tempranas del desarrollo de Danio rerio, mediante RT-PCR.

3. Determinar el patron espacial de expresion de mRNA de CaV en embriones,

durante sus estadios tempranos de desarrollo, mediante hibridacién /n-Situ.

4. Estudiar la presencia de la proteina correspondiente a la subunidad alfa 1 de
los CaV (CaVa1), durante el desarrollo temprano de Danio rerio, mediante

inmunofluorescencia.



MATERIALES

Embriones de pez cebra.

14

Fueron obtenidos desde el vivero del laboratorio del Dr. Miguel Concha

(Facultad de Medicina, U de Chile). Provienen de las cruzas de individuos wild type.

Los peces son mantenidos en acuarios a una temperatura de 28 °C, alimentados tres

veces al dia con Artemia salina (San Francisco, Bay Brand), y sometidos a un ciclo de

12 hrs. de luz y 12 hrs. de oscuridad. Los acuarios poseen un sistema de reciclaje y

purificacion de agua, la cual debe ser desionizada y es vertida en los acuarios a una

concentracion salina de 60 mg/L.

Extraccion RNA y sintesis cDNA

Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).
Cloroformo  (Merck, Darmstadt, Alemania).
Isopropanol  (Merck, Darmstadt, Alemania).

Etanol 75% (Merck, Darmstadt, Alemania).

H,O DEPC  (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU).
Oligo dT (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

dNTP 10 mM (Boehringer, Mannheim, Alemania).

Amortiguador first strand (Boehringer, Mannheim, Alemania).

DTT (0,1 M) (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).
RNasa OUT (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).
Superscript I (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

RNasa H (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU)
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PCR

Amortiguador de PCR 1x (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

dNTPs 200 pM (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

DNA Polimerasa Tag (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

Agarosa ultrapura (Fisher Scientific, Bridgewater, New Jersey, EE.UU).
Bromuro de etidio (GIBCO BRL, Carlsbad, California, EE.UU).

Clonamiento de secuencias homélogas a CaV.
Limpieza de gel Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison,

Wisconsin, EE.UU.).

pGEM-T easy Vector System (Pfomega, Madison, Wisconsin, EE.UU.).
QlAgen Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Stanford, California, EE.UU.).
Bacterias

Escherichia coli, cepa XL1 (Stock laboratorio).

Medios de cultivo para bacterias

Medio LB (Luria Bertani)

Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1%, Tripotona 1%, ajustado con NaOH 5M a pH 7.0.
Autoclavado y almacenado a 4°C.

En caso de seleccién bacteriana se agrega: Ampicilina 75 ug/mL (Boehringer
Mannheim, Alemania)

Medio LB sodlido {cultivo bacteriano en placas de petri) medic LB mas agar a

concentracién de 15 g/L. Autoclavado, las placas se conservan a 4 °C.
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Medio LB sélido X-Gal / IPTG (seleccién de transformantes en placas petri) medio LB
solido mas 40 uL de solucidén X-Gal 40 mg/mL en dimetilformamida, agregada
sobre la superficie de la placa.

Medio SOC: Bacttotriptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, Glucosa 20 mM, NaCl 10

mM, KCI 2,5 mM, MgS0O, x 7H;0 10 mM y MgCl, x 6H,O 10 mM.

Generacion de Sondas de RNA

Enzimas de Restriccion Sac |l y Sal | (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.).
Acetato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Agarosa (Fisher Scientific, New Jersey, EE.UU.)

Cloroformo (Merck, Darmstadt, Alemania).

DEPC, Ditilpirocarbonato (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.)

DTT, Ditiotreitol (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.).

Etanol (Merck, Darmstadt, Alemania).

Fenol (Merck, Darmstadt, Alemania).

Fenol : Cloroformo : Alcohol isoamilico (Winkler, Santiago, Chile)

Tampén de transcripcién (Tris HCI pH 7,6 200mM, MgCl, 30mM,

spermidina 20mM) (Merck, Darmstadt, Alemania)

Hibridacién In-Situ

Agua DEPC (DEPC 0,1% v/v en agua) (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU).

Acido maléico (Merck, Darmstadt, Alemania).

Amortiguador de hibridacion (formamida 50%, SSC 5X, RNA de levadura 1

mg/ml, heparina 100 mg/ml, Tween 20 0,1%)
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Anticuerpo anti-digoxigenina conjugadd a fosfatasa alcalina (Boehringer,
Mannheim, Alemania)

BMBR, Boehringer Mannheim Blocking Reagent (Boehringer, Mannheim, Alemania).

Citrato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Cloruro de magnesio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Cloruro de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania).
Formamida (Merck, Darmstadt, Alemania).
Glicerol (Winkler, Santiago,Chile).

Heparina (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.)

MAB, Tampodn de acido maleico (acido maleico 100 mM, NaCl 150 Mm pH 7,5).
MAB/BMBR (BMBR 2% (p/v) en MAB).

Metanol (Merck, Darmstadt, Alemania).

Paraformaldehido  (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.).

PBS 1X (Na,HPO4 10 mM, NaH,PO,4 1,7 mM, NaCl 200 mM, pH 7,4).

PTw (Tween 20 0,1% (v/v) en PBS 1X).

RNA de levadura (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.)

Sustrato BM purple (Roche, Mannheim, Alemania).

Tris (Merck, Darmstadt, Alerﬁania).

Tween 20 (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.).

Solucion BCL (Tris pH 9,5, MgCl,, NaCl, Tween 20, H,O).

Solucién de lavado de sonda 1 (amortiguador de hibridacion 75%, SSC 2X).
Solucién de lavado de sonda 2 (amortiguador de hibridacién 50%, SSC 2X).
Solucién de lavado de sonda 3 (amortiguador de hibridacién 25%, SSC 2X).
Solucién de lavado de sonda 4 (SSC 2X).

Solucién de lavado de sonda 5 (SSC 0,2X).
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SSC 20X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M pH 7,4).

Cultivos de Células embrionarias.
Medio de cultivo E3. Para 1 Lt: NaCl 14,33 g, KCI 0,63 g, CaCl; x 2H,0 2,42 g,

MgSO, x 7H,0 4,08 g, Azul de Metileno 0,01%

Medio Leibovitz's L-15 (GIBCO BRL, California, EE.UU.)
Pronasa (Sigma, St. Louis, Missouri, EE.UU.).
Tripsina-EDTA (GIBCO BRL, California, EE.UU.)

Suero de cabra (GIBCO BRL, California, EE.UU.).

Inmunofluorescencia.

Albumina de suero bovino  (Winkler, Santiago, Chile).

Fluo-4, AM  (Molecular Probes, Oregon, EE.UU).

Solucion de lavado (0,25 g de BSA en 50 ml de PBS 1X)

Solucion de bloqueo (0,25 g de BSA, 1 ml de suero bovino fetal, completar a 10 ml con
PBS 1X).

Solucién de permeabilizacion (0,05 g de BSA, 50 pl de Triton X-100, completar a
10 ml con PBS 1X).

Solucion de inmunofluorescencia (0,25 g d BSA, 50 ul de Triton X-100, completar a
50 ml con PBS 1X).

Suero bovino fetal  (GIBCO BRL, California, EE.UU.).

Solucion de fijacion  (Paraformaldehido 4% en PBS)

Solucién para 1° lavado de los cobres (PBS 1 X)

Solucion para 2° lavado de los cobres (PBS 0.1 X)
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METODOS

Blsqueda de secuencias con homologia a los CaVs.

Se toman variadas secuenciag aminoacidicas de CaVs desde el genoma de
ratén (Mus-musculus) y pez-cebra (Danio rerio), accediendo a ellas mediante una
busqueda en la base de datos de NCBI disponible en el sitio
http://www.ncbi.nlm.nih.gov . Una vez obtenidas, se procede a compararlas para
generar un consenso para CaV entre ambas especies. Posteriormente se ingresa esta
secuencia consenso como consulta contra el genoma de pez-cebra, usando para ello
la herramienta de busqueda BLASTN, utilizando la base de datos “"cDNA_ADb initio”. Se
accede a esta base de datos y a sus herramientas virtuales desde el sitio
http://www.ensembl.org. Las listas de las secuencias que presentan homologias con
los CaVs de ratén, son comparadas 'y analizadas para obtener las secuencias mas
apropiadas para el estudio. Los criterios se basan en observar las coincidencias que se
repiten una mayor cantidad de veces en el total de las comparaciones, que sean
secuencias de tipo EST y que posean una longitud, en nimero de bases, similar a los

transcritos codificantes de CaVs conocidos.

Sintesis de partidores.

Las secuencias seleccionadas son ingresadas al programa VECTOR NTI 9.0.0,
el cual posee herramientas para la éptima creacion de partidores. Se procura obtener
partidores que flanqueen segmentos de entre 400 a 500 pares de bases, esto con el fin
de evitar problemas con la procesividad de la polimerasa en las futuras reacciones de

PCR. Se prefieren los partidores con una Tm entre los 55 y 60 °C. También se tiene
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consideracion de que el segmento flanqueado por los partidores se encuentre cercano
al término del transcrito de interés, para asi poder detectar la presencia de mRNA
existentes que no hayan sido completamente retro-transcritos en el proceso de sintesis
de ¢DNA. Una vez escogida la mejor‘pareja de partidores, se envian sué secuencias

para ser sintetizadas.

Obtencién de embriones.

En recipientes separados por un tabigue se ubican macho y hembra. A la
mafana siguiente se levanta el tabique y se produce al apareamiento, proceso que
dura 5 minutos de manera de tener sincronizados los tiempos de desarrollo en el
conjunto de embriones. Los huevos fertilizados caen al fondo del recipiente pasando
por una rejilla que los separa de los adultos para cuidar que no sean devorados. Se
recolectan con un colador pequefioc y se lavan con agua destilada para quitar

impurezas antes de pasarlos a placas de Petri.

Mantencion de embriones.

Una vez lavados se colocan en placas de Petri de 6 cm de diametro que
contienen Medio E3 ( 1 litro de medio: 0,63 g KCI, 14,33 g NaCl 2,42 g CaCl, x 2H,0,
4,08 g MgS0O, x 7H,0 y 0,01% final de Azul de Metileno).

Las placas se mantienen en incubadoras a 28 °C. Es necesario, a modo de evitar la
pigmentacion de los embriones, agregar PTU al medio una vez transcurridas las 24

horas post fertilizacién (hpf).
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Recoleccién de muestras.

Para los analisis por PCR se tolmaron peces de dos meses de vida y embriones
en estadios de 75% epibolia, 25 y 35 hpf, los cuales son homogenizados en un agente
caotrépico como el Trizol y almacenados a —20°C. Para inmunofluorescencia se
comienza el protocolo con embriones en 50% epibolia de manera de realizar la técnica
en células en cultivo a un estadio equivalente al término de la epibolia. En el caso de la
hibridacion in-situ se recolectan embriones en 2-4, 16 y 64 células; domo; 50, 75, 100
% epibolia; esbozo de cola; 12, 24,30 y 48 hpf. Los de estadios previos al comienzo de
la epibolia son fijados en PAF 4% en PBS por 4 horas a temperatura ambiente.
Estadios posteriores son fijados en la misma solucién a 4 °C durante toda la noche. Al
siguiente dia deben ser descorionados con pinzas y luego deshidratados con metanol.

Se almacenan en metanol 100 % a —20 °C.

Extraccion de mRNA.

Para peces juveniles (dos meses de edad), se congelan en nitrégeno liquido en
un crisol de porcelana previamente enfriado cubierto con papel aluminio, se agrega 1
ml de Trizol y se pulveriza. El polvo es rescatado del papel y puede conservase en
tubos libres de RNAsa a —20 °C. Para embriones, se agrupan lotes de entre 60 a 70 y
se colocan en un homogenizador con 200 uL de Trizol, se almacena el liquido
homogenizado en tubos de 1.5 ml a —20 °C. El homogenizado, una vez descongelado,
se centrifuga durante 10 minutos a 12000 X g a 4 °C. Se extrae el sobrenadante y se
traspasa a un tubo de 1,5 ml. Se afiaden 0,2 ml de cloroformo por 1 mi de Trizol, se
agita vigorosamente en un Vortex durante 15 segundos, luego se deja incubando a
temperatura ambiente durante 3 minutos. Se centrifuga a 12000 X g durante 15

minutos a 4 °C y se traspasa la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 ml. Luego, para
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purificar el RNA, se precipita agregando 0,5 ml de isopropanol por cada 1 ml de Trizol
usado en la homogenizacion del tejido. Se incuba a temperatura ambiente durante 10
minutos y enseguida se centrifuga a 12000 X g a 4 °C. El lavado del RNA se comienza
descartando el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el pellet, se agrega 1 ml de
etanol 75 % por cada 1 ml de Trizol usado. La mezcla se somete a agitacion en un
Vértex y se centrifuga a 7500 X g durante 5 minutos a 4°C. El sobrenadante es
descartado y el pellet se deja secar (no completamente) a temperatura ambiente, luego
es resuspendido en agua tratada con DEPC, se lleva durante 10 minutos a 56 °C y se
resuspende. Posteriormente se mide su concentracién mediante espectrofotometria,
observando su absorbancia a 280 y 260 nm, usando una dilucién de 2:400 de la
muestra. La presencia de RNA se observé también mediante electroforesis en gel de

agarosa 2 % con bromuro de etidio.

Sintesis de cDNA.

Una vez conocida la concentracion de RNA en la muestra se determina el
volumen que contenga 5 pug de RNA, cantidad éptima para la reaccion de sintesis de
cDNA. La mezcla de reaccidn contiene: 1 ul de oligodT que se usara como partidor; 1
ul de mezcla de NTPs 10 mM; 5 pg de RNA; agua DEPC necesaria para completar un
volumen de 12 pl totales. Se lleva a 65 °C durante 5 minutos, enseguida se coloca 2
minutos en hielo. Se agregan a la mezcla 4 i de Buffer First Strand 5X, 2 uyl de DTT
0,1 M, 1 ul de RNAsa Out (inhibidor de ribonucleasas) 40 U/ul, y se lleva por 2 minutos
a 42 °C. Luego se agrega 1 ul de la transcriptasa reversa SuperScript Il (200U/ul) y se
lleva a 42 °C durante 50 minutos, y luego a 70 °C durante 15 minutos. Se agrega 1 ul
de RNAsa H 2U/ul y se incuba por 20 minutos a 37 °C. La reaccion finaliza llevandola a

4 °C.



PCR.

Las reacciones de amplificacion fueron realizadas en conjunto para cada
estadio de interés, agrupando todos los tubos correspondientes a cada uno de los
pares de partidores, es decir, que la gama de amplicones en estudio son sometidos al
mismo programa de temperaturas y tiempos en el termociclador. El programa consta
de los siguientes parametros de tiempp y temperatura: Paso 1. desnaturacién inicial a
94°C durante 2 minutos. Paso 2. desnaturacién a 94°C durante 30 segundos. Paso 3:
hibridaciéon de 30 segundos a 58 °C. Paso 4. extensién a 72°C durante 30 segundos.
Se repite del paso 2 al 4 35 veces. Paso 5: extension final a 72 ° C durante 10
minutos.

La amplificacién de muestras de RNA de peces de 2 meses y embriones de 25
hpf, 75 hpf y de 75 % epibolia se realiza en un volumen total de reaccion de 20 pl, el
cual se compone de: 1 ul de la solucion de cDNA diluido 1:40 desde la reaccion de
trascripcion reversa.; 4 ul Buffer 5X; 1,2 ul MgCl, ; 0,4 yl dNTPs 10 mM; 11 pl Hyo
bidestilada; 1 ul partidor directo 10 uM; 1 pl partidor reverso 10 uM; y 0,4 pl de
polimerasa GoTaqg. La amplificacion de la muestra de embriones de 35 hfp se realiza
en un volumen total de 50 pl con el fin de obtener mayor cantidad de producto del PCR,
debido a que los amplicones generados en esta reaccion seran clonados. Los reactivos
propios de la reaccion estan en las proporciones extrapolables desde la mezcla
anteriormente descrita, salvo la polimerasa, de la cual son suficientes 0,6 pl para un
volumen final de 50 ul de reaccion, el volumen restante se cubre con H,O dd.

Como control positivo de la reaccion se utilizan partidores para B-actina con
cDNA como templado. Como control negativo se usan los mismos partidores pero con
agua en reemplazo del templado. Las muestras, una vez realizado el PCR, son

cargadas en su totalidad en gel de agarosa 2 % tefiido con bromuro de etidio, y se
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someten a electroforesis. Como marcador de peso molecular se usa “1 Kb Ladder” de
Gibco. La presencia 0 no de amplicones se observa mediante transiluminador UV. El
gel es fotografiado con cdmara digital Kodak DC120, conectada a un computador, en el
cual se visualiza la imagen por medio del programa ID Image Analysis Software de

Kodak.

Extraccién y purificacién de productos de PCR.

Las bandas observadas en la electroforesis de los productos del PCR con
cDNA juveniles de pez-cebra, fueron extraidas y purificadas desde el gel usando el kit
comercial Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega), siguiendo el protocolo
suministrado por el fabricante. Se escogieron las bandas con tamario similar al de los
amplicones esperados y las que se destacaban por su intensidad, pese a ser de menor

tamanio al esperado.

Clonacion de productos de PCR.

Una vez extraidos los productos del PCR desde el gel se procede a insertarlos
en el vector de clonaciéon pGEM-T Easy, perteneciente al kit de clonamiento pGEM-T
easy Vector System de Promega. Los protocolos de insercion del inserto al plasmido y
de transformacién bacteriana son suministrados por el fabricante. La cepa bacteriana
usada es XL-1. Se purificaron los plasmidos de cada uno de los distintos clones
obtenidos usando el kit comercial de Promega Wizard Plus SV Minipreps y siguiendo el
protocolo del fabricante. La concentracién de DNA obtenido de las preparaciones se
determiné mediante espectrofotometria, y se analizé la integridad y tamafo del
plasmido con el inserto de interés mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % con

tincién de bromuro de etidio.
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Secuenciacion y analisis.

Conocido el éxito de la clonacién de los amplicones de interés y su
concentracion, se envian a secuenciar las muestras (Laragen, Los Angeles, California).
Una vez obtenidas las secuencias se procede a su andlisis comparativo. Se usa el
programa Chromas Lite Version 2.01 para manipular las secuencias y el algoritmo
megaBLAST disponible en el sitio web del NCBI, para proceder con su comparacion

contra la base completa de genomas.

Cultivo de células embrionarias.

De las placas de Petri donde se mantienen los embriones, se escogieron
aproximadamente 100 de éstos, los cuales se encontraban saludables, condicion
apreciada por un correcto desarrollo de los mismos. Los embriones escogidos fueron
traspasados a una nueva placa de Petri estéril con medio E3, en la cual se llevaron a
cabo 10 lavados, cada uno con 2 ml del mismo medio estéril. Luego fueron transferidos
a una placa que contiene una pelicula de gel de agarosa 2% en medio E3. Una vez
realizado esto, se quitd lo mas posible el medio E3 traspasado junto a los embriones y
se agregd 1 ml de solucion de pronasa (2 mg/ml) con el fin de remover facilmente el
corion. Se incubd con la pronasa durante 10 minutos a 31 °C. Transcurrido el tiempo,
inmediatamente se agregé aproximadamente 5 ml de E3 para diluir rapidamente la
pronasa, y usando distintas pipetas Pasteur de vidrio, cada vez, se transfirieron los
embriones por 3 placas de agarosa. Después del ultimo lavado se transfirieron los
embriones a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, se eliminé el liquido y se agrego 1
ml de una solucién de tripsina/EDTA (0,25%/0,02%) precalentada y durante & minutos
se incubo a 37°C para disgregar las células del embrién. Se adicionaron 100 pl de

suero de cabra para inactivar la tripsina y se centrifugé a 1000 x g durante 30 minutos
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a 4°C. Las células se resuspendieron en 500 ul de medio libre de suero, se colocaron
sobre un cubreobjeto previamente tratado con poli-lisina y se incub6 a 28 °C por

aproximadamente 2,5 horas antes de ser fijadas con PAF 4%.

Inmunofluorescencia.

Una vez que las células de cultivo alcanzaron el desarrollo que se deseaba
se colocaron los cubreobjetos con las células adheridas un placas de 24 pocillos y se
lavaron 1 vez con 1 ml de PBS 1X. Luego se incubaron con 200 pl de PAF 4% durante
10 minutos y 2 veces con 200 ul de NH,Cl 1M durante 10 minutos, luego se incubaron
durante 10 minutos con 200 pl de sélucién de blogueo y finalmente con 200 ul de
solucidon de permeablilizacion durante 10 minutos. Todas estas etapas se realizaron a
temperatura ambiente sin agitacion. Se agregd el anticuerpo primario, diluido en
solucidon de inmunofluorescencia durante 1 hr. a temperatura ambiente. Una vez
concluida la incubacion se realizaron 3 lavados de 10 minutos con 400 pl de solucién
de inmunofluorescencia sin agitacion. Desde esta etapa en adelante es necesario
proteger las preaparaciones de la luz. Luego se incubé con anticuerpo secundario,
diluido en solucién de inmunofluoresencia durante 1 hora a temperatura ambiente.
Nuevamente se hicieron 3 lavados, de 10 minutos, cada uno, a temperatura ambiente
con agitacién, usando 400 pl solucién de inmunofluorescencia. Se sumergieron 5 veces
los cubreobjetos en PBS 1X al 5% y se elimind el exceso de agua con papel
absorbente. Sobre un portaobjeto se colocaron 3 ul de solucion de montaje y sobre
esto se colocd el cubreobjeto con las células hacia abajo, se sellaron los bordes con
esmalte y se guardaron las preaparaciones protegidas de la luz a 4°C. El anticuerpo
utilizado para la deteccién es Anti-Pan alfa1 CaV en una dilucién 1:1000 y es generado

por Alomone Labs. El anticuerpo secundario anti IgG de conejo es Alexa Fluor 488 que
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posee el fluorésforo FIT-C, el cual se usdé en una dilucion 1:500. Los ensayos de
preabsorcion del anticuerpo primario con su antigeno especifico, se realizaron segun

indicaciones de fabricante (Alomone Labs).

Obtencion de imagenes con microscopia confocal.

La adquisicion de imagenes para realizar los estudios de deteccion de la
subunidad alfa1l mediante inmunofluorescencia, se realizaron mediante el uso de
microscopia confocal LSM 5 PASCAL (Carl Zeiss), utilizando el objetivo Plan-
Apochromat 63x/1.4 Oil DIC. Las dimensiones de las iméagenes y los parametros de
adquisicién se mantienen constantes para efectos de comparacion en el caso de los
ensayos de deteccion normal v/s control de Ab primario, y en el de absorcién v/s su
respectivo control. Las imagenes de células que presentan mayor aumento fueron
producto de la adquisicién usando el zoom digital del software. La longitud de onda de

excitacion del fluorésforo FIT-C es de 488 nm.

Sintesis de sondas de RNA.

Se prepararon sondas de RNA antisentido modificadas por la incorporacién de
DIG-UTP. Las sondas se obtuvieron usando como sustrato de partida el plasmidio
digerido con una enzima de restriccion de corte Unico para linearizar el vector rio arriba
de la secuencia de interés. Con el fin de sintetizar la hebra antisentido complementaria
al mensajero endégeno que se desea detectar, se usé el promotor ubicado rio abajo de
la secuencia de interés.

El procedimiento de transcripcidn in vitro se desarrolld agregando 1 pg del

producto linearizado en una mezcla de reaccién que contiene: 2 pl de amortiguador de
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transcripcion 10x, 2 ul de la mezcla de NTPs (ATP 10 mM, CTP 10 mM, GTP 10 mM,
UTP 6,5 mM, DIG-UTP 3,5 mM), 1 yl enzima T7 o SP6 y H,O DEPC para completar un
volumen final de 20 pl. Se incubd la reaccién a 37°C durante 2 horas, se agregé 1 ul de
DNasa | y se incub6 a 37°C durante 30 minutos y se afiadié 30 pl de H,O DEPC.
Luego se agregaron 5 pl de acetato de amonio 5M y 3 volumenes de etanol 100% y se
precipité a -20°C durante 30 minutos. Se centrifugé a maxima velocidad por 15 minutos
a 4°C. Cuidadosamente se removié el sobrenadante y el precipitado se lavé con etanol

70% libre de RNAsa. La sonda se guardé a -80°C.

Hibridacion In-Situ.

Los embriones almacenados en metanol fueron rehidratados mediante lavados
sucesivos durante 5 minutos, en 1 ml de MeOH 75%, 50% y 25% v/v y finalmente en 4
lavados de 5 minutos usando 1 ml de PTw.

Los embriones de mas de 24 horas requirieron un tratamiento previo consistente en
una digestion con 10 pg/ml de proteinésa K en PTw a temperatura ambiehte, luego los
embriones se lavaron con 1 ml de PTw, se fijaron nuevamente en PAF 4% durante 20
minutos a temperatura ambiente y lavados con PTw. Los embriones se prehibridaron
por al menos 2 horas a 65°C en 300 pl de amortiguador Hyb(-), para lo cual los tubos
se dispusieron horizontalmente. Se prepararon 300 pl, por tubo, del amortiguador de
hibridacion con la sonda correspondiente, la que se dejoé toda la noche a 65°C, con los
tubos dispuestos horizontalmente. El segundo dia se recuperd la sonda (para
reutilizarla hasta 3 veces). Se realizaron Iavédos de 5 minutos cada uno con 1 ml de
solucién de lavado de sonda 1, 2 y 3, de 15 minutos con 1 ml de la solucién de lavado
4 y finalmente se lavd 3 veces durante 25 minutos con 1 ml de la solucién 5. Todo este

procedimiento se realizé a 65°C con los tubos en posicion horizontal. A continuacion se
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lavaron los embriones a temperatura ambiente con 1 ml de SSC 0,2x/ MAB (75%, 50%
y 25% viv), luego se equilibraron en 1 ml de MAB 2 veces durante 5 minutos. Se
bloguearon los sitios de unién inespecificos con MAB/BMBR por al menos 3 horas a
temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpo anti-digoxigenina-fosfatasa
alcalina a 4°C durante toda la noche (dilucion del anticuerpo 1:5000 en solucién
MAB/BMBR). El tercer dia se recupero el anticuerpo (se reutilizé 2-3 veces) y se lavé 8
veces en 1 ml de MAB a temperatura ambiente. Fue necesario equilibrar los embriones
en amortiguador BCL. Se agregé 300 ul de sustrato BM purple y se incubé en
oscuridad sin agitacion a temperatura ambiente hasta que la reaccién estuvo completa.
Se detuvo la reaccion lavando con PTw. Se fijaron los embriones en PAF 4% durante 1

hora a temperatura ambiente y se guardaron en glicerol 70% a 4°C.
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RESULTADOS

Conservaciéon aminoacidica entre CaVa1 de ratén y pez-cebra.

Con el proposito de analizar el grado de conservacion de la subunidad alfa1 de
CaV, se realizd una recopilacién de secuencias aminoacidicas correspondientes a la
subunidad alfa-1 de CaV (CaVa1) de ratén y pez-cebra, desde la base de datos
disponible en el sito web del NCBI (National Center for Biotechnology Information;

www.ncbi.nim.nih.org). Se escogieron las correspondientes a cada tipo de CaV en

ambas especies. Todas las secuencias escogidas pertenecientes a raton poseen
evidencia experimental de su expresion, en cambio algunas provenientes de pez-cebra
solo han sido determinadas computacionalmente a través del método de prediccion de
genes GNOMON, asignandoles el calificativo de “predichas”. Las secuencias
escogidas y sus codigos de acceso en la base de datos se enlistan en la Tabla 1. Estas
fueron ingresadas en la base de datos de péptidos del programa Vector NTI para su
analisis filogenético y de conservacién.

Al comparar las secuencias de los distintos tipos de CaV dentro de cada
especie, se genera un dendrograma para raton y pez-cebra (Figura 4A), donde se
aprecian tres grupos principales de similar apariencia al descrito en la literatura (Figura
2). También se obtiene un grafico del érado de conservacion aminoacidico a lo largo de
la secuencia, sefialando las zonas conservadas como sectores con una alta densidad
de picos azules (Figura 4B). Se observa que el patrén de conservacion es similar entre
raton y pez-cebra, indicando similitud en cuanto a la distribucion de las zonas

conservadas dentro de la secuencia de CaVa1.



Tabla 1. Cédigos de secuencias aminoacidicas escogidas de CaV de raton y

pez-cebra.

Las distintos tipos de CaV aparecen enlistados junto a su correspondiente codigo de

acceso en la base de datos de NCBI. Para pez-cebra también se informa el

cromosoma en que se ubica.

Tipo Alias Raton Pez-cebra en pez cebra

Mus musculus Danio rerio cf”;:fg:g:g :
CaV11 CACNA1S Q02789 NP_999891 8
CaVv1.2 CACNA1C Q01815 NP_571975 4
CaVvV1.3 CACNA1D Q99246 NP_982351 1
Cav1.4 CACNA1F QOJIS7 XP_001333514 * 8
CaV21 CACNATA P97445 XP_690548 * 3
Cav 2.2 CACNA1B 055017 NP_001108020 5
CaVv2.3 CACNAI1E Q61290 XP_001920777 * 8
CaVv3i.1 CACNA1G NP_033913 AP_001920550 * 12
Cavi.2 CACNA1TH 088427 XR_029041 ** 3
CaV3.3 CACNA1 NP 001037773  XP_001919547 * 1

(")

Secuencia aminoacidica predicha mediante sistema de prediccion GNOMN

No fue posible encontrar alguna secuencia aminoacidica, predicha o no, de
CaV/3.2. se informa la secuencia nucleotidica, cuya prediccion transcripcional es
similar a CaV3.3 de rata
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Figura 4. Analisis filogenético y comparativo de las secuencias aminoacidicas de los
CaV de ratén (Mus musculus) y pez-cebra (Danio rerio).

(A) Las secuencias escogidas correspondientes a la subunidad a1 de CaV son ordenadas en
un dendrograma filogenético, donde se distinguen los grupos de CaV neuronales, del tipo Ly
del tipo T, ya descritas antes en la literatura (Figura 1). El andlisis incluye la secuencia
completa de cada CaVal escogida. (B) Los graficos representan el grado de similitud de las
secuencias de CaVal de cada especie alineadas entre si, generando un patrén de
conservacion aminoacidica para ratén y pez cebra, los cuales son de similar apariencia entre
si. Las zonas conservadas de CaVa1 se distinguen en forma de picos més altos en la grafica.
Cada linea vertical azul representa una posicion comparada entre los CaV de cada especie, y
su altura representa el grado de conservacion de aquella posicion. El eje horizontal indica las
posiciones de los aminoécidos a lo largo de la proteina. El eje vertical indica como 1y 0, el
valor de total y ninguna similitud, respectivamente. El algoritmo usado en (A) es Neighbor
Joining. La matriz de substitucion usada en (B) es blosum62mt2 para proteinas.
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Para observar la conservacion de CaVal entre raton y pez-cebra, se obtuvo la
secuencia consenso de entre las distintas isoformas para cada especie (Figura 8) y se
alinearon entre si (Figura 6). De este alineamiento se obtuvo la secuencia consenso
que representa los aminoacidos conservados a través de las distintos tipos de alfal
CaV entre ratén y pez-cebra (Figura 7), la cual se utilizd posteriormente para encontrar

secuencias homologas en el genoma de pez-cebra.

Secuencias homologas a CaV en el genoma de pez cebra.

A través del sitio web del proyecto Ensamble (www.ensembl.org), dedicado a

generar bases de datos gendmicas de distintas especies de eucariotas, se ingreso¢ al
genoma de pez-cebra en su version 7 de ensamblaje (Zv7) publicada el 13 de Julio del
2007. Mediante la herramienta basica de blUsqueda por alineamiento local BLAST (en
inglés: Basic Local Alignment Search Tool), disponible en el sitio de Ensembl, se
realizd una blsqueda de secuencias nucleotidicas homélogas al consenso de CaVa1
obtenido entre ratdn y pez-cebra. Para ello se escogié la funcién TBLASTN, puesto que
permite encontrar en el genoma secuencias nucleotidicas homoélogas a una secuencia
peptidica de consulta.

La busqueda se llevd a cabo contra la base de datos denominada “"cDNA_Ab
initio”, la cual permite el acceso a todos los transcritos encontrados en el genoma
mediante los algoritmos de prediccion génica SNAP y Genscan, y que no
necesariamente presentan evidencia experimental adicional a la prediccion

computacional.
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Figura 5. Posiciones aminoacidicas idénticas de las secuencias de CaVa1 escogidas.

Se comparan las secuencias de la subunidad a1 de CaV de cada especie entre si para

obtener el consenso aminoacidico de CaVal de cada especie (ratén y pez-cebra). Los

aminoacidos del consenso aparecen destacados con respecto a las posiciones poco

conservadas indicadas por una X. Se puede apreciar la distribucion de las zonas

conservadas a lo largo de la secuencia peptidica de CaVa1. (A) secuencia de consenso de

CaVa1 de raton. (B) secuencia de consenso de CaVa1 de pez-cebra.
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Figura 6. Alineamiento entre las secuencias de consenso aminoacidico de CaVa1 de Mus
musculus y Danio rerio.

Se observa una alta identidad entre ambas secuencias consenso, representada por bloques
amarillos con letras en rojo. Los bloques verdes representan aminoacidos similares.

1 RPLFILTIAN CVLAPDLEEF TIIFEIAGFHY LRNGUNLDFI WGALRAVRVL
51 RPLRLVSGVP SLOVVLIKAM VPLLILLFFV IIFAIIGLEL GKHTCFCGUG
101 PNGITNFDNI FALTVFQCIT MEGWTDLNDA GWYFIIIFLN LVLGVLSGEF
151 SKERERRFQK LROQEWIAEK KRRRRVKSFY WVVLNTLAEH HNWLTLANVF
201 LLFEMLGYFS FNFDCVVGSI EISVLRRLLR IFKTRYWSLL VVSLLNSHMES
251 IASLLLLFLF IIFALLGMQL FGGFNFFDFP AITVFQILTG EDWNVMYGGI
301 YFILFGNYLL NVFLAIAVDN LAALEGPPPR CHIIIILAAE DPISRNLYVF
351 THMLHGAY¥RWN ILDVVVSLVF SVKLRVLRVL RPLRIRAPGL KVVCVIIIFA
401 IGVOLFRGKF FDCGYFNFDN VLALLFTVST EGWPLYDAED REMSIFFIYI
451 AFFNIFVGVI TFQEQGCRCA KARYPNQYFE YIILNTILMH FTEILKLIAF
S01 GYFDIVLGSI DIIFRLFRLG IRLLUTFVQS FALPYVLLIA MLFFIVYAIGH
551 QFGINNFTFQ ALLLFRATGE ILCDFAYFVS FLCFLLFVAV IMDNFEYLTR
601 DSILGPHHLD EFRIWAGKID LLRPPLGGKC PKRLVMNMPD TVFNTLALRT
651 ALIKELRILD VPPETVGKYA IRPRSPPLL

Figura 7. Secuencia de consenso aminoacidico de la subunidad a1 entre ratén y pez-cebra.
La secuencia de consenso entre ambas especies se genera comparando los consensos
previamente obtenidos de ambas especies, excluyendo para ello, los espacios de las zonas poco
conservadas. Esta secuencia sera utilizada para la busqueda de secuencias homologas
presentes en el genoma del pez-cebra.
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Se obtuvo una imagen que muestra el cariotipo del pez-cebra destacando las
locaciones cromosomicas en que se encuentran las zonas homélogas a la secuencia
consenso ingresada como consulta en el BLAST (Figura 8). También se obtuvo una
serie de secuencias en el genoma de pez-cebra que presentan distinto grado de
homologia a la secuencia consenso de alfal ingresada, y que se muestran en la figura
9. De las secuencias homoélogas, se escogieron las que presentan mas alto puntaje de
alineamiento, que se encontraran repetidas veces, y que ademas el ensamble de los
alineamientos de cada coincidencia repetida abarcara la mayor longitud de la
secuencia consenso de consulta. Una vez seleccionadas, se generaron partidores
especificos para la deteccion de los mRNA producto de estas secuencias homologas
encontradas en el genoma de pez-cebra, y se realizaron experimentos de RT-PCR en

diferentes estadios del desarrollo para observar su expresion.

Figura 8. Locaciéon cromosémica de secuencias homélogas

fiw
N al consenso de a1 en el genoma de pez-cebra.

El diagrama muestra como cabezas de flecha coloreadas las

posiciones en los cromosomas de las coincidencias generadas

genoma de pez-cebra. El color rojo denota mayor identidad en

el alineamiento. El diagrama es generado mediante BLAST en

el sitio www.ensembl.org. Las estrellas indican las secuencias
& ™

que se lograron detectar posteriormente mediante RT-PCR en

este estudio.

~ H mediante BLAST, al comparar el consenso de al con el
B




sec consulta

inicio fin O«

3

5
129
27
9
£2
27
149
147
149

204
17
5]
&5

12
15
15
12
147
147
28
32
147

12

209 +
215 +
225 +
232 +
287 +
232 +
232 +
232 +
246 +
246 +
151 +
279 +
230 +
183 +
205 +
207 +
156 +
121 +
163 +
196 +
85 +
251 +
232 +
210 +
143 +
153 +
g2 +
93 +
99 +
247 +
185 +
232 +
232 +
264 +
187 +
151 +
238 +
262 +
177 +
232 +

Figura 9. Secuencias homélogas a CaVa1 en el genoma de pez-cebra.

sec coincidente

nombre inido fin O

GENSCANDODO0017802 1251 1480 +
GENSCANOODODOZE73S 1302 1528 +
GENSCANDODODD13387 1686 1812 +
GENSCANDDOODD31441 197 420 +
GENSCANOOOOOD15959 958 1261 +
GENSCANOOOOODA0830 1132 1327 +
GENSCANODODO017271 1174 1397 +
GENSCANDODDOD17802 1401 1514 +
GENSCANDDDODOOS484 1433 1252 +
GENSCANDOOODOZETES 1435 1562 +
GENSCANDODOD013387 1577 1711 +
GENSCANODD00011221 1711 1938 +
GENSCANDOONOD41505 1423 1674 +
GENSCANODDODO1S565 16 167 +
GENSCANDDDDDDZ3448 1088 1263 +
GENSCANDDDONOZ004E 1355 1537 +
GENSCANDODODOO54Sd 1032 1132 +
GENSCANDDDOD023445 1004 1146 +
GENSCANDODODD15359 927 14105 +
GENSCANOODODD1S739 4472 1642 +
GENSCANDODDDD13337 1513 1618 +
GENSCANDOODD011821 1905 1975 +
GENSCANDODODD12003 1434 1665 +
GENSCANDDOODOODSES 1695 1855 +
IGENSCANDODOOO26334 1127 1245 +
GENSCANDODODOD4328 1480 1847 +
GENSCANDODOD018541 1011 1108 +
GENSCANOONODOAE05 1319 1427 +
GENSCANDOOOODZO04S 1251 1359 +
GENSCANDODO00Z0543 167 378 +
GENSCANDODODO15171 1508 1710 +
GENSCANODDDOD04326 1660 1761 +
GENSCANODOOOD34189 940 1044
BENSCANIODO0040820 470 699
GENSCANDODONO15171 628 820
GENSCANDODOOO34189 791 929
GENSCANDOOODOD1407 191 428 +
GENSCANDOND0D15545 1635 1748 +
GENSCANOOOOOOZES34 839 975 +
GENSCANOODODD10328 1353 1593 +

+ + + +

Cromosoma
nombre inicio fin Ori

Chrf 21087343 21111084 -
Chr:3 31571124 31585692 -
Chr:41 29841425 28853352 -

Che 39393402 40009452 +
Chef 24208040 24215854 +
Chri22 7281969 7289146 -
Chis 21083620 21101713 -
Chr21 6333390 8345672 -
Chrz 31567386 31575393 -
Chri1 29251231 29361639 -
Chr2 21331870 21334709 +

hr® 48226853 48237328 +

hrd 30244813 30246112 -
Chrii1 34340677 34859788 -
Chre 11417480 11427702 +
Chr21 €345573 6355506 -
Chri1 34843028 34866252 -
Chr 39989309 40003346 +

hrid 4728033 4732029 -
Chrii1 28855000 28264167 -

hr® 21334521 21335088 +

hrd 45046608 45047313 -
Chrd 37747859 37753614 +

Chr8 82687207 9269237 -

hr:d 30253638 30258382 -
Chrg 48223537 48226E67 +
Chrg 11414543 11417494 +
Chr:3 25571532 25621656 -
Chr:12 25548154 25567408 -
Chr& 9266865 9267170 -

Chr:12 25663079 25689374 -
No data
Chr24 38394510 38406337 -
Chre 26368245 28369136 -
No data
Chr:2 51429183 514301883 -

estadisticas

T
646
<=
566
551
548
542
534
517
514
a3
463
450
445
413
367
358
348
280
253
244
241
233
229
221
218
214
212
212
21
rall
210
205
202
196
195
131
190
183
187

puntj. E-val

34deT1
1.92.57
14287
53049
1.2e.47
3Beds
1.12.48
4.7e-50
1.9e-80
36e48
1.0e-38
5.5e-40
16e.36
43037
15e.33
£.8e-30
1.9e.20
3.1e-27
1.2e-18
4.8e-18
1.4e87
3.4de-21
8.5e-15
2.9a-17
6.1e-15
29028
4.9e-13
1.4e-12
1.3e-12
1.1e.12
2.08-12
2.9e-28
7.8e-28
1.2e-11
T.1e-11
78226
38211
19e.15
8712
4 5210

%0 long.

54.98 261
4302 255
85.35 127
42.97 249
3739 329
48.83 209
43.43 251
B7.54 114
6280 123
£0.16 128
5764 144
4264 265
3464 308
5000 182
41.50 200
3687 217
53.88 107
4867 150
3500 200
3366 179
4602 113
8473 T

28.19 253
35.11 188
42.98 121
3602 188
4444 33

4336 12
4336 113
27.91 258
3217 220
34.26 108
3208 108
3089 277
2812 224
3523 153
27.34 278
3063 131
3224 1582
2685 257

La tabla enlista las coincidencias encontradas en el genoma de pez-cebra usando como

secuencia de consulta el consenso de la subunidad a1 de CaV obtenido de entre ratén y pez-

cebra. Las coincidencias se muestran en orden de mayor a menor puntaje de apareamiento.

Las locaciones se muestran como posiciones en el ensamblaje gendmico, y se indica el inicio

y término del apareamiento en la secuencia consulta y en las secuencias coincidentes
encontradas. La columna de parametros estadisticos muestra el puntaje, el E-value, el
porcentaje de identidad y la longitud del alineamiento. La lista es generada mediante BLASTN
en el sitio www.ensembl.org, y solo muestra las primeras 40 coincidencias, dentro de las
cuales se encuentran las secuencias identificadas en este estudio marcadas en rojo.



Tabla 2. Secuencia de partidores utilizados en RT-PCR.

SH . Partidores

1 (D) CTTGGATTTGGGAAGCTCTGTCCTC
) TCCCCCATTCAGGATGCCATCT

2 (D) ATCAAGCACAACCCGTGGATGCT -
(R) GGATTGATGGGAAGTGAAGCGCTTA

3 (D) GGTGGCOGOAAGTGCTAAAACA
(R) TGAAGTTGTTCCCCAGCTCTGTGAC

4 (D) GAGTTTATTCGAGTGTGGGCGGAGT

(R) TGGGTTAGTGGGAGAATGGGCTCTA

5 (D) TGATTTTGTGATTGTGGTCGGCAG
{(R) TCGAAGTTGTCCATGATCACAGEG

6 (D) GGCAGCTCGGCTGATTAAACTCCT
R) CCCAGAATGGATGAGTCACGTGTGA

pb

548

542

582

524

540

525

SH Partidores . - pb

TCTGATCCTGACTCTGTTTGCGCA 516

8 (D) ATGTACGATGGACTGGATGCTGTCG
(R) CGGCGAAATCCAAAAGCAACAAG ~ 545

¢ (D) CCCTGGAGATCAAACTGGCATCAG
(R) GTGTTTGGCACGTCTTCCGATTG 517

10 D) CAGCCTCGAARAAAATGAGAGAGCC

38

(R) GCAATGAGCAGGCATACATATGGCA 524

CaVl.3a () CGTGCAGCACTATGGTCAGTCTG
(R} TATTCTGCCCTTGGCCTCTGG 785

Cavilb () ACTGGTGTCCATGAACATGCE :
(R) CAGCCGCCTGTCATTAACATIT - 791

SH =Secuencia Homéloga encontrada. (D) =partidor directo.

- Los partidores se presentan con orientacion 3°-5°

:('R): =partidor reverso. pb =pares de bases del amplicon producido




Expresion de secuencias homoélogas a CaVa1l en pez-cebra juvenil.

Se analizé la expresion de supuestas CaVal en pez-cebra mediante RT-PCR
(Figura 11). Para probar la efectividad de los partidores generados para la deteccion,
se utilizé como templado mRNA proyeniente de individuos juveniles (2 meses), en
donde la mayoria de las distintos tipos de la subunidad CaV al se encuentran
expresadas. El resultado de esta prueba se observa en la figura 10A.

Se logré detectar la expresién de 10 secuencias homologas a la secuencia
consenso de CaVa1 (carriles 1-10), ademas de la expresion del mRNA codificante para
CaV 1.3a (carril 11) y de CaV1.1b, caracteristico del musculo esquelético (carril 12). Lo
siguiente fue usar la misma bateria de partidores para analizar la expresion de estas

secuencias durante el desarrollo embrionario del pez-cebra.

Expresion de secuencias homdlogas a CaVa1l en embriones de pez-cebra.

Se obtuvo mRNA de embriones tardios de 35 hpf, 25 hpf y de embriones
tempranos en 75% de epibolia (8 hpf aprox.), y se realizaron los RT-PCR para cada
templado. En embriones de 35 hpf (Figura 10B) se observé la expresion de 9
secuencias homologas (carriles 2 — 10) y la expresiéon de ambas isoformas conocidas
(carril 11 y 12). Sélo la secuencia 1 no pudo ser detectada consistentemente en este
estadio embrionario (carril 1). En embriones de 25 hpf (Figura 10C) se logrd detectar la
presencia de mMRNA correspondiente a las secuencias 3,4,5,7,8 9y 10 (carril3-5y
8 — 10), y a la isoforma del musculo esquelético (carril 11). Sin embargo, no se observéd
la banda esperada para las secuencias 1, 2 y 6 (carril 1, 2, 6), ni la banda
correspondiente a la isoforma 1.3a (carril 12). En embriones tempranos (75% de
epibolia) se observaron bandas intensas que indican la presencia de los mRNA

provenientes de la secuencias homologas 2, 7 y 8 (Figura 10D; carril 2, 7, 8). Pese a



A 2 meses
B 35 hpt
Cc 25 hpf

D 75 % epi
E amplificadas por f

PS%eni -+

Figura 10. Expresidn de secuencias nucleotidicas homélogas a la subunidad a1 de CaV en
pez-cebra. Deteccion mediante RT-PCR usando mRNA extraido de individuos juveniles (A), y de
distintos estadios del desarrollo embrionario: 35 hpf. (B), 25 hpf (C), 75% epibolia (D}. (Carriles
1-10) La figura corresponde a la amplificacion de las secuencias homélogas a subunidad a1 de
CaV encontradas mediante BLAST. La banda mas cercana a los 500 pb. corresponde al
amplicon esperado para cada par de partidores. En los carriles 11 y 12 la banda ubicada en la
parte superior del gel corresponde al tamario de amplicon esperado. La amplificacién generada
en el carril 11 es producto de partidores especificos para la subunidad a1 de CaV 1.3a, mientras
que la del carril 12 es producte de la combinacién de un partidor pan-a1 de CaV (sentido), mas
uno especifico para a1 de CaV de musculo esquelético (antisentido). (E) Cuadro resumen de la
expresion de las secuencias homologas a CaV en los distintos estadios analizados. El signo (+)
indica expresion. El control positivo (c+) es B-actina de pez-cebra. El control negativo (¢-) consta
también de los partidores para B-actina pero carece de mRNA como templado, en su lugar se
agrega agua a la reaccion. (M) Marcador de peso molecular. (pb) pares de bases.
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gue en la foto del gel presentado en la figura 10D aparece la banda esperada que
indicaria la expresion de la secuencia homoéloga 10, este resultado no fue reproducido
en la totalidad de oportunidades en que se repitidé el experimento, a diferencia de la
expresion de las secuencias 2, 7 y 8, que fue claramente consistente en todos los
ensayos.

Estas observaciones mediante RT-PCR demuestran la expresion a nivel
transcripcional de distintas secuencias homélogas a CaVa1 en estadios embrionarios
avanzados, como lo es el final de la segmentacién (25 hpf aprox) y el comienzo de la
motilidad en medio del periodo de faringula (35 hpf aprox). También se demuestra la
expresion de tres de las 10 secuenciaé homologas a CaVa1 analizadas, y la expresién
de las isoformas conocidas 1.3a y 1.1b en el desarrollo temprano de pez-cebra,
especificamente en el estadio de 75% de epibolia, perteneciente al periodo de

gastrulacion.

Identificacién de secuencias nucleotidicas homdlogas a CaV a1 expresadas en
pez-cebra.

Para encontrar la identidad de las 10 secuencias homdlogas a CaVal que se
lograron detectar en pez-cebra, se extrajeron las bandas correspondientes desde el gel
electroforético, se purificaron y clonaron para su posterior secuenciacién. Estas fueron
ingresadas como secuencia consulta en las bases de datos accesibles en NCBI y en
Ensembl, para buscar su identidad mediante BLAST. Se realiz6 la busqueda mediante
algoritmos que permiten encontrar secuencias homoélogas a nivel nucleotidico
(BLASTN) y peptidico (BLASTX) en ambas base de datos. Ademas, con Ensembl se
realizé la busqueda contra la base de datos denominada “cDNA_Ab initio” para llegar a

las secuencias de donde se originaron los partidores para la detecciéon mediante RT-
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PCR. Los datos del proceso de identificacion fueron analizados, comparando entre si
las secuencias obtenidas a través de los distintos algoritmos de busqueda
bioinformatica.

Se logré ordenar en la tabla 3 los distintos codigos de acceso propios de cada
base de datos que corresponden a una misma secuencia, tanto en su forma
nucleotidica como peptidica. En la tabla 4 se muestra el tipo de CaV al que
corresponde la secuencia detectada y en la figura 11 se muestra el cromosoma en

donde ésta se encuentra.

Tabla 3. Coédigos de acceso a las secuencias nucleotidicas homélogas a CaVai
encontradas.
BLAST en NCBI BLAST en Ensembl
Algoritmo utilizado Algoritmo utilizado
SH MEGABLAST BLASTX BLASTN BLASTX
1 XM_683360 XP_688452.2 ENSDART00000073924 ENSDARP0O0000068414
2 XM_001918512  XP_001919547 ENSDARESTT00000028301 ENSDARESTP00000028301
3 XM_685456 XP_690548 ENSDART00000043135 ENSDARP00000023232
4 NM_001114548  NP_001108020 ENSDART00000047719 ENSDARP00000047718
5 XM_001920515.  XP_001920550 ENSDART00000085220 ENSDARP00000079666
6 XM_001921331  XP_001921366 ENSDART00000089971 ENSDARPO0000084404
7 XM_001922886  XP_001922921 ENSDART00000085375 ENSDAREP00000065374
8 XM_694190 " XP_699282 ENSDARTO00000089317 ENSDARP0O0000083750
9 XM_686170.2 XP_691262 ZFISHT7:21:1:46057314:1
10 XM_692922 XP_SQBDM ENSDART00000008139 ENSDARPO0O0O000005825

SH = Secuencia Homéloga encontrada. ‘*' = Sin cédigo de transcrito , se informa la ubicacién del alineamiento.
BLAST en NCBI y Ensemb son accesible a través de www.ncbi.nim.nih.qov y www ensembl.org, respectivamente
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Tabla 4. Identificacion y ubicacién de las secuencias homélogas a CaV .

SH

9

10

BLASTN Ab-initio
COB ) .

(Genscan/SNAP) Tipo de CaV Ubicacion
GENSCANO00000011821 CaVv 1.4 Cromosoma 8 ps
GENSCAND0000026994 CaVv 3.3 Andamio Zv7_NAT743 -
GENSCAN00000038738 CaV2.1a Cromosoma 3
GENSCAND0000017802 CaV 2.2a Cromosoma 5
GENSCANO00000015171 CaV 3.1 Cromosoma 12
GENSCAND0000041805 Cav23 Cromosoma 8
GENSCANO00000031441 CaV 1.3b Andamio Zv7_NAZ2946 b
GENSCANO00000017271 CaV 1.1a Cromosoma 22
GENSCAN00000005484 CaV 2.2b Cromosoma 21
GENSCANO00000013387 CaV 2.1b Cromosoma 11

Codigos de las secuencias homologas a al consenso de CaV al encontradas

inicialmente en el genoma de pez-cebra.
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Ubicacion cromosomica desconocida, se informa el cédigo de acceso al andamio de

Figura 11. Ubicacién en el cariotipo de pez-cebra
de CaVa1
encontradas.

tas secuencias homédlogas a
Se destaca con un rectangulo de borde rojo el lugar
del cromosoma en que se encuentra cada secuencia
detectada por RT-PCR en

embriones e individuos juveniles de pez-cebra.

homéloga a CaVa1l

Identificadas las secuencias detectadas en los experimentos de RT-PCR

podemos dar cuenta de la expresion, al menos a nivel transcripcional, de los genes

codificantes para CaV 1.1a, CaV 1.1b, CaV 1.3a, CaV 1.3b y CaV 3.3 durante la

gastrulacion (75% epibolia), etapa del desarrollo temprano de pez-cebra en donde aun

no ocurre la diferenciacion de células excitables.
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Hibridacion In-Situ de mRNA de CaV detectados por RT-PCR.

El paso siguiente fue intentar determinar el patréon de expresion espacial de los
tres alfa-1 CaV encontrados por homologia: CaV 1.1a (sec. 8), CaV 1.3b (sec. 7) y CaV
3.3 (sec. 2). Para ello se realizaron experimentos de hibridacién in-situ en embriones
completos de pez-cebra.

Se sintetizaron sondas sentido y antisentido de RNA a partir de los amplicones
clonados, que anteriormente fueron generados en el RT-PCR, y se fijaron embriones
de 48 hpf para probar la efectividad de las sondas. El mayor tamafio y el avanzado
desarrollo de estructuras del sistema nervioso, locomotor y cardiovascular son razones
para escoger este estadio embrionario, de modo de lograr una mejor observacion de la
especificidad de la marca que producen las sondas sintetizadas.

La figura 12 muestra marca aparentemente especifica, ya que no se presenta
homogéneamente en el embrion, sino mas bien relativamente localizada en ciertas
zonas, dejando otras sin tincion. La composicidon visual de una marca especifica
deberia consistir en un puntillismo generado por la delimitacion propia de la unidad
celular en donde se expresa el MRNA a detectar, es decir, un conjunto de pequefios
puntos de color morado donde cada uno representaria una celula en particular.

La figura 13 presenta la misma hibridacion, pero en mayor magnificacion, en
donde se aprecia mejor la marca que producen las sondas testeadas. Sin embargo, no
se aprecian diferencias entre la marca que produce la sonda antisentido'y su control
(sonda sentido), haciendo imposible determinar con certeza la presencia y lugar de

expresion de los mMRNA de CaV 1.1a, CaV 1.3b, y CaV 3.3 detectados por RT-PCR.



antisentido sentido

sonda 2

A
sonda 7

C
sonda 8

E F

Figura 12. Hibridacién /n-Situ de embriones completos usando sondas contra mRNA de
CaVa1 putativos.

Se usaron las sondas antisentido para la deteccion de la secuencia 2 (A), secuencia 7(C) y
secuencia 8 (E).Los cuadros (B), (D) y (F) muestran la sonda sentido respectiva para cada
caso, usada como control negativo de la hibridacién. La figura muestra la prueba de las
sondas sintetizadas para la deteccion en embriones de 48 hpf. No se observan diferencias
significativas en la tincion que genera la sonda antisentido al compararla con la sonda sentido
(control) para ninguno de las tres pruebas. El area enmarcada por un borde blanco
corresponde a la magnificacién que muestira la Figura 13. La barra negra corresponde a 250
pm y se aplica a todos los cuadros.
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antisentido sentido

sonda 2

sonda 7

sonda 8

Figura 13. Hibridacién In-Situ de embriones completos usando sondas
contra mRNA de CaV a1 putativos (Mayor magnificacién).

Se presentan los aumentos de las imagenes expuestas en la figura anterior,
con el mismo orden de las sondas antisentido y sentido correspondientes. La
mayor magnificacion de la zona permite observar marca aparentemente
especifica. Sin embargo, no se logra apreciar diferencias significativas entre la
tincién en embriones experimentales (sonda antisentido) y los embriones
control (sonda sentido). La barra negra corresponde a 100 um.
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En los reiterados intentos de lograr una buena hibridacién siempre se utilizé,
como control de la técnica, la sonda capaz de detectar la expresién del mRNA de
cntn2, cuyo producto peptidico es la contactina 2, denominado anteriormente como
glicoproteina axonal de expresion transitoria o tag1, y que se expresa en neuronas,
cerebro medio y posterior, sistema cardiovascular, y médula espinal entre otros. Se
observa en la figura 14A, la expresion de cntn2 en embrion completo de
aproximadamente 35 hpf (estadio Prem-25, periodo de faringula), y con una mayor

magnificacion en la figura 14B.

Figura 14. Patrén de expresién de cntn2 en embrién de pez-cebra.

Se observa la marca producto de la sonda antisentido para cntn2 en menor (A) y
mayor (B) magnificacion. Se observa un patron de expresion punteado y en los lugares
antes descritos en la literatura, lo que indica una correcta y especifica marca. Esta
hibridacién in-situ se realiza a modo de control positivo de la técnica durante la prueba
de sondas sintetizadas para la deteccion de las secuencias homoélogas a subunidad a1
de CaV, y se lleva a cabo conjuntamente, en el mismo experimento. El area
enmarcada por un borde blanco en (A), corresponde a la magnificacion que se
muestra en (B). La barra negra corresponde a 250 pm en (A) y 100 ym en (B).
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Expresion de ia proteina alfa-1 CaV.

Para realizar la deteccion de la subunidad alfa-1 CaV mediante
inmunofluorescencia se escogié el anticuerpo Anti-pan CaV subunidad alfa-1,
generado en conejo contra un epitope intracelular conservado de rata, ubicado cerca
del carboxilo terminal de los CaV. La secuencia reconocida por el anticuerpo presenta
una alta similitud con las familias CaV1 y CaV2, ademas de una reactividad confirmada
en rata y ratén informada por su fabricante (Alomone Labs).

Para asegurar que este anticuerpo puede también detectar los CaV de pez-
cebra, se compard la secuencia del péptido antigeno contra el cual fue creado, con las
secuencias aminoacidicas de los CaV de pez-cebra recopiladas anteriormente (Tabla
1). También se realiz6 la comparacién con los CaV de raton. La figura 15 muestra el
alineamiento del péptido antigeno con las secuencias peptidicas de los CaV de raton

(A) y pez cebra (B).

(135) 2185

A

CACNAT G Mus musculus (1843) ¢
CACNATHMus muasculus (1855) vLEL O
CACHATMUs musoulus (I673) ¥
CANCATS Mus mussulus (1365)
CACHNA 1F hMus musculus (1430) g
CACNALC Mus musculus (1460)
CACHA1D Mus musculus (1468)
peptido antigeno de Aoti-CavPan (1) ——-

CACNA 1A Danio refio (predicha) (1673) §5 1

B CACNA 1B Danio rerie (1661) 3
CALCNA1E Danio rerio (predicho (1847)

CACHA 16 Danio redo (predicho) (1842

CACHNA 11 Danio reio (predicho) (1430)

CACNA 1C Danio resio (1474) §

CACNA 1D Danio rerio (1373

CAL MA1F Danio reno {predicho) (1210

CACHNA 1S Danio resio (1387)

peplido antigeno de AntiCavPan (1)

Figura 15. Analisis de la conservacion del epitope detectado por Anti-pan CaV.

Se observa el alineamiento entre el péptido antigeno del anticuerpo Anti-pan CaVal con las
secuencias peptidicas de CaVal de raton (A) y pez cebra (B). Los bloques azules indican posiciones
idénticas. Los blogues verde oscuro representan alta similitud, mientras que los verde claro
representan baja similitud. Se observa la conservacion del epitope en las familias CaV1 y CaV2 de
ratén y pez-cebra. Sin embargo, con la familia CaV3, la similitud es muy baja (enmarcados en rojo).
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El alineamiento contra los CaV de ratén (Figura 15A) muestra, en efecto, la alta
similitud con la familia de los CaV 1 (alfa-1C, alfa-1D, alfa-1F y alfa-1S), dénde 17 de
los 19 residuos son idénticos, mientras que con la familia de los CaV 2 (alfa-1A, alfa-
1B y alfa-1E) 18 de los 19 residuos son idénticos. Sin embargo, no existe similitud con
la familia de los CaV 3 (alfa-1G, alfa-1H y alfa-11). Al comparar el péptido antigeno con
los CaV de pez-cebra (Figura 15B) se observa que en la familia de los CaV1, 17 de los
19 residuos son idénticos, y uno tiene alta similitud. Los miembros de la familia CaV2
tienen entre 16 a 18 residuos idénticos al péptido antigeno, mientras que al compararlo
con la familia de los CaV3 la similitud es casi nula.

Este analisis confirma la conservacion de esta secuencia, en las familias CaV1
y CaV2 entre mamiferos y peces, y la potencialidad del anticuerpo Anti-pan CaVa1
para detectarlas. También da cuenta de la escasa probabilidad de detectar a miembros
de la familia CaV3. Una vez conocidas estas caracteristicas del anticuerpo, se lleva a
cabo la deteccion por inmunofluorescencia de la subunidad CaVal en células
embrionarias de pez cebra.

Se realizé un cultivo de células\provenientes del estadio de 50% de epibolia, se
dejaron crecer hasta un estadio equivalente al término de la epibolia, se fijaron y se
permeabilizaron para la deteccion. Las imagenes fueron obtenidas mediante
microscopia confocal y luego deconvolucionadas para una mejor observacion. La
inmunofluorescencia usando el anticuerpo Anti-pan CaVal muestra una intensa marca
fluorescente verde en células embrionarias disgregadas, lo que indica la presencia de

la proteina CaVa1 (Figura 16A).
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al CaVv Control

fluorescencia

campo claro

sobreposicion

Figura 16. Expresion de la proteina CaVa1 en células embrionarias en cultivo.

Se observa la deteccion mediante inmunofluorescencia de CaVa1 usando el anticuerpo Anti-pan
CaVal en células embrionarias en cultivo mediante microscopia confocal. Se presentan las
imagenes de fluorescencia (A, B, C), campo claro (D, E, F), y la sobreposicion de ambas (G, H, 1).
Las imagenes (B), (E) y (H), corresponde al area enmarcada en borde blanco presente en (A), (D) y
(G), respectivamente. (A) Se aprecia una intensa marca fluorescente verde indicando la presencia
de la CaVal. (B) A mayor magnificacion es evidente la distribucién celular de CaVai,
observandose células donde se concentra en la periferia, y ofras donde se distribuye
homogéneamente en el citoplasma. (C) Sin el anticuerpo primario se observa escasa fluorescencia.
La barra blanca corresponde a 20 pm en todos los cuadros. El experimento fue realizado en 6

oportunidades.



51

Al observar con mayor magnificacién (Figura 16B), se pueden notar células
cuya marca fluorescente se concentra principalmente en la periferia, mientras que en
otras la marca se presenta distribuida homogéneamente en el espacio citoplasmatico.

Sin agregar el anticuerpo primario la marca es casi nula, observandose solo una
tenue fluorescencia posiblemente producto de una autofluorescencia de las células o
de rastros del anticuerpo secundario que permanezcan posterior al lavado de éste
(Figura 16QC).

Para confirmar la especificidad de la deteccion, se realizd el ensayo
preabsorbiendo el anticuerpo primario con su péptido antigeno, antes de agregarlo a
las células fijadas. La marca producida por el anticuerpo preabsorbido es muy leve
(Figura 17A) y similar a la observada en el ensayo sin anticuerpo primario (Figura 17C).
En tantoc el control del ensayo de preabsorcién, en que se incub6 el anticuerpo Anti
CaVa1 con agua en lugar del péptido antigeno, presenta intensa marca fluorescente
verde (Figura 17B y C) al igual que la marca generada por el anticuerpo aplicado
directamente (sin preabsorcién, Figura 16A), lo que confirma la especificidad de la
deteccion de la subunidad CaVa1l.

Estos resultados demuestran la expresion de la proteina CaVa1 en el desarrollo
temprano del pez-cebra. Sin embargo, por las caracteristicas de deteccién del
anticuerpo Anti-pan CaVa1, no podemos dar cuenta de cual, o cuales, de los mMRNA de

CaVa1 es el que produce la proteina detectada.



Anti pan-CaV Control
+
Péptido Antigeno {Anti pan-CaV + agua)
T

fluorescencia

campo claro

sobreposicion

Figura 17. Ensayo de preabsorcion del anticuerpo Anti-pan CaVal en células
embrionarias en cultivo.

La figura muestra la especificidad de la deteccion de CaVal. Se presentan las imagenes de
fluorescencia (A, B, C), campo claro (D, E, F), y la sobreposicién de ambas (G, H, I) usando
Anti-pan CaVa1 preabsorbido previamente con su péptido antigeno (A) y con agua (B). Los
cuadros (C), (F) e (1), corresponde al drea enmarcada por un borde blanco presentes en (B),
(E) y (H) respectivamente. No se observa una fluorescencia significativa al agregar el
anticuerpo previamente absorbido (A). Sin embargo, el anticuerpo sin preabsorver muestra
una intensa marca (B), similar a Ia detectada por el anticuerpo agregado directamente (figura
16A). La barra blanca corresponde a 20 ym en todos los cuadros.
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DISCUSION

Se ha demostrado que la presencia activa de transportadores de Ca', como los
CaV, son determinantes en la organogénesis de elementos del sistema cardiovascular
y nervioso, y que también participan en la determinacién del patrén dorso-ventral
durante el periodo de gastrulacion en anfibios (Palma y cols, 2001). Sin embargo, poco
se sabe sobre la presencia de los CaV en las etapas tempranas del desarrollo de pez-
cebra, modelo animal que presenta ventajas comparativas para el estudio del
desarrollo embrionario respecto de otros vertebrados, debido a su desarrollo externo,
gran cantidad de crias por cruza, y su transparencia durante las etapas tempranas de
su desarrollo. En el presente trabajo estudiamos la expresion de los CaV en etapa
avanzada y temprana del desarrollo embrionario de pez-cebra. Para ello se realizé una
busqueda bicinformatica de los CaV en el genoma de pez-cebra mediante el consenso
aminoacidico obtenido de secuencias de CaV de raton y pez-cebra presentes en la
base de datos de NCBI, y se diseﬁaron y usaron herramientas moleculares para

observar su expresion, tanto a nivel de mRNA como de proteina.

Secuencias homadlogas a CaV en el genoma de pez cebra.

Para encontrar secuencias homdélogas a los CaV se utilizé como secuencia de
consulta en BLAST el consenso aminoacidico (Figura 7) obtenido de la comparacion
de secuencias peptidicas conocidas y predichas computacionalmente de CaVs en
ratdn y pez-cebra (Tabla 1). Para tener acceso a todos los posibles CaV existentes en

el genoma, se escogi6 la base de 'datos llamada “cDNA_AD initio” disponible en
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Ensembl, debido a que permite el acceso a transcritos identificados por algoritmos de
prediccion como Genscan y SNAP, y sobre los cuales no se posee evidencia
experimental previa respecto de su expresién. De esta busqueda se obtuvo una lista de
secuencias de transcritos predichos (Figura 9), desde los cuales se generaron
partidores para su posterior deteccion en estadios embrionarios de pez-cebra (Tabla
2). Las secuencias escogidas fueron las de mayor puntaje y tamafio de alineamiento, y
en que los transcritos predichos tuviesen un tamafo similar a los CaV conocidos
(cercano a 6 Kb).

La forma en que se determina las secuencias homélogas con mayor tamario de
alineamiento tiene que ver con la cantidad de veces que se repite un nombre en la lista
generada por BLAST. Esto se debe a distintos alineamientos que una misma
secuencia predicha genera con el consenso aminoacidico de CaV ingresado como
consulta, y que al observar la ubicacion de dicho alineamiento se puede notar que son
aditivos, es decir, que al ensamblarlos, juntos abarcan una gran porcién de la
secuencia consenso.

Los partidores se generaron en el tercio de la secuencia mas cercano la zona
codificante para el carboxilo terminal (extremo 57), puesto que en el proceso de retro-
transcripcion es mas probable generar cDNAs que representen aquella zona. El
tamano escogido para el amplicdn a detectar fue de entre los 500 y 550 pb, de modo
de asegurar una rapida y fiel amplificacion durante el PCR, y tener un tamafio

adecuado para posteriormente generar sondas de RNA para hibridacion in-situ.
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Expresion e identidad de las secuencias homoélogas a CaV en pez cebra

Debido a que en individuos juveniles (2 meses) se encuentra toda la variedad
de células excitables, con las cuales se relaciona la expresion de los CaVs, se escogid
su mRNA para probar la efectividad de los partidores disefiados. Se logro detectar la
expresion de 10 secuencias homologas al consenso de CaV (Figura 10A) que fueron
identificadas como: CaV1.1a, CaV1.3b, CaV1.4, CaV2.1a, CaV2.1b, CaV22a,
CaV2.2b, CaVv2.3, CaV3.1 y CaV3.3 (Tabla 4). Ademas se logré detectar la expresion
de CaV1.3a (Figura 10A, carril 11) y de CaV1.1b (Figura 10A, carril12) con partidores
anteriormente probados en nuestro laboratorio. Este CaVV1.1b que se ubica en el
cromosoma 8 ha sido denominado como isoforma “b” para diferenciarlo del detectado
por los partidores creados en este estudio, que se ubica en el cromosoma 22, y que
llamamos CaV1.1a. Lo mismo ocurre con CaV2.1a y CaV2.1b ubicados en el
cromosoma 3 y 11 respectivamente, y con CaV2.2a y CaV2.2b ubicados en el
cromosoma 5 y 21 respectivamente.

Cabe sefalar que de las 10 secuencias detectadas, solo CaV2.2a no es
identificado como secuencia predicha en la base de datos de NCBI, lo cual indica que
este frabajo muestra la primera evidencia experimental de la expresién de las otras 9
secuencias similares a CaV en pez-cebra.

La presencia de dos copias de los CaV detectados es consistente con las
multiples evidencias de la duplicacién génica a gran escala sufrida por los teledsteos,
como lo refleja el caso de los genes codificantes para CaV1.3a y b (LoGuidice y cols,
2006) y los que codifican los canales de sodio activados por voltaje (Novak y cols,

20086).
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Expresion de CaVs durante el desarrollo de pez cebra.

Una vez identificadas las secuencias homoélogas al consenso de CaV, se
procedio a estudiar su expresion en estadios del desarrollo embrionario de pez-cebra.
En embriones de 35 hpf.(Figura 3) correspondiente al estadio Prim 25, en donde
comienza la motilidad en medio del periodo de faringula, se observa de manera
consistente la presencia de los mismos mRNA de CaV identificados anteriormente en
individuos juveniles (2 meses), excepto CaV1.4 (Figura 10B). La banda
correspondiente al amplicdn que indicaria la presencia del mRNA de CaV1.4 en este
estadio se observo en dos de las tres veces en que se repitid6 el PCR (datos no
mostrados), razén por la cual no se podria afirmar con completa seguridad su
expresion. Sin embargo, esto puede haberse debido a fallas en el procedimiento del
PCR en que esta banda no se encont‘ré presente (Figura 10B). En mamiferos CaV1.4
es expresado en la retina (Doering y cols, 2005), estructura ya desarrollada en pez-
cebra a las 35 hpf.

En embriones de 25 hpf. (Figura 3) correspondiente al estadio Prim-5, inicio del
periodo de faringula, momento en el cual comienza la circulacidon de células
sanguineas, se observd la expresion de CaVi.la y b, CavV2.1a y b, Cav2.2a y b,
CaV1.3b y CaV3.1 (Figura 10C)

El resultado es consistente con los datos encontrados en la literatura, en donde
se asocia la expresion de estos CaVs con estructuras anatémicas como el sistema
cardiovascular, nervioso y locomotor,’ puesto que éstas se encuentran en avanzado
desarrollo en este estadio embrionario del pez-cebra.

En mamiferos se conoce que CaV1.1 se expresa fuertemente en tejido
muscular esquelético (Lacinova, 2005), mientras que en corazén su expresion es débil

(Xu y cols, 2003).



CaV1.3a y b se expresan en neuronas bipolares de la retina del pez llamado
carpin dorado (Carassius auratus),.(LoGiudice y cols, 2007). Mientras que en
salamandra, CaV1.3a se expresa en neuronas bipolares y conos fotoreceptores de la
retina (Cristofanilli y cols, 2007). La aparicion de la capa neuro-retinal comienza a
aparecer justamente a las 24 hpf (estadio Prim-5), por lo que podriamos suponer que
CaV1.3b se expresa antes que CaV1.3a en la retina en desarrollo del pez-cebra.
Obviamente es necesaria mayor evidencia para afirmar esto.

Los canales de la familia CaV2 se expresan exclusivamente en neuronas. En
mamiferos CaV2.1 es expresado tanto en cerebro como en el sistema nervioso
periférico, mientras que CaV2.2 se expresa exclusivamente en cerebro (Lacinova,
2005). En humanos, CaV2.1 alcanza éu maxima expresién en hipocampo y células de
Purkinje (Gazulla y Tintore, 2007).

CaV3.1 ha sido detectado en cerebro anterior y cerebelo, aumentando su
expresion durante el desarrollo perinatal de ratén (Yunker y cols, 2006). Se conoce de
su expresion en cerebros de humano y rata, y a menores niveles en el corazén
(Lacinova, 2005). También se expresa en células neuroendocrinas de rata GH3
(Mudado y cols, 2004). En cuanto a la presencia de CaV3.1 durante etapas tempranas
del desarrollo embrionario, se ha observado su expresién en céclea de pollo durante el
estadio 8 (Levic y cols, 2007) y en cuerpos embrionarios formados por precursores
cardiacos derivados de la linea celular troncal Ht7, desde el 5° dia de cultivo (Mizuta y
cols, 2005).

La presencia de CaV1.4, CaV2.3 o CaV3.3 no se logro detectar en embriones
de 25 hpf equivalente al estadio Prim-5 del desarrollo de pez-cebra.

CaV2.3 se expresa en cuerpos celulares, dendritas y terminales nerviosos,

(Catterall, 2000), y en células pancreaticas beta (Yang y Berggreen, 2007). Mientras
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gue CaV3.3 es expresado fuertementé en el cerebro medio y bulbo olfativo durante el
nacimiento, y en cerebro y médula espinal durante el estadio E14 del desarrollo de
raton (Yunker y cols, 2008). También se conoce su expresion en ceélulas
neuroendocrinas de rata GH3 (Mudado y cols, 2004).

En la etapa temprana del desarrollo de pez cebra, representada en este estudio
mediante embriones en estadio de 75% de epibolia, perteneciente al periodo de
grastrulacion, se observé una robusta expresion de CaV 1.1ay b, CaVi3ay b, y
CaV3.3 (Figura 10D), pese a que en esta etapa recién estan formandose las capas
germinales que daran origen a los diferentes tipos celulares, por lo tanto no existe
ningun tipo de célula excitable con las cuales se ha relacionado previamente la
presencia de los CaV. Sin embargo, este trabajo no es la primera evidencia de la
expresion de CaVs en etapa temprana del desarrcllo de pez cebra. Anteriormente en
nuestro laboratorio se detectd, mediante RT-PCR, la expresion de CaV1.1 y CaV1.3a
desde el estadio de 2 y 4 células respectivamente, lo que refleja la presencia de mRNA
de origen materno, puesto que la expresion de los genes del cigoto se inicia sélo
después de las 3 hpf. (Ebert y cols., 2008). La expresiéon de CaV1.1 y CaV1.3a
continia de manera generalizada en el embrién durante los periodos de blastula y
gastrula, mientras que en etapas més\tardias se limita a somitos y al sistema nervioso
central en formacién, respectivamente (Sanhueza y cols, 2009). También en nuestro
laboratorio fue descrita la expresidon de CaV1.1 en la zona dorsal marginal de la
gastrula temprana del anfibio Xenopus laevis (Palma y cols, 2001).

Dos tipos de CaV quedaron fuera del andlisis de este trabajo: CaV1.2 y CaV3.2.
En vertebrados, CaV1.2 es principalmente expresado en corazén. En pez-cebra,
ademas, se ha detectado su presencia durante los Ultimos estadios del periodo de

segmentacion en el mesodermo de placa lateral, tubo cardiaco primitivo y primordio
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pancreatico, mientras que a las 48 hpf se aprecia su expresioén en el tracto digestivo y
sistema nervioso central (Rottbauer y cols, 2001).

En embriones de ratén se ha identificado una dominante expresion de CaV3.2
en los ventriculos del corazén durante el dia 9,5 y 18 postcoito, disminuyendo
posteriormente en la adultez (Yasui y cols, 2005).

Las diferencias en el patron de expresion de los CaV aqui observados (Figura
10), durante los distintos estadios (35 hpf, 25 hpf, 75% de epibolia), son consistentes
con la idea de que los CaV son exprésados diferencialmente durante la ontogenia de
los vertebrados. Otros antecedentes que apoyan esta idea han sido publicados. Tal es
el caso registrado en células cardiacas, donde se observa el cambio de expresion de
CaV3.1 a CaV3.2 durante el paso de la etapa temprana a tardia de diferenciacion
(Mizuta y cols, 2005). Algo similar ocurre en la maduracion de células ciliadas de pollo,
en donde se detecta la expresion de CaV3.1 en E8, que aumenta en E12, para
desparecer posteriormente en E16. Mientras que, CaV1.3 aumenta su expresion desde
E8 a E16, contrariamente con lo que sucede con CaV1.2, el cual la disminuye (Levic y
cols, 2007).

Al observar el resultado del RT-PCR en un estadio particular de los aqui
estudiados (Figura 10), podemos notar la diferencia en la intensidad de la bandas entre
los distintos tipos de CaV detectados. Esto podria atribuirse a una diferencia en el nivel
de expresion de los mRNA de estos CaV, sin embargo, un andlisis cuantitativo
apropiado es requerido para afirmar esto. Con los partidores creados en este trabajo,
es factible realizar ensayos de RT-PCR semicuantitativos que arrojen resultados al
respecto.

Un resumen de lo conocido hasta ahora respecto a la expresion de CaV durante

el desarrollo embrionario de pez-cebra se presenta en la figura 18. El diagrama de tipo
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Observacion de los mRNA de CaV mediante Hibridacion In-Situ.

Puesto que el principal interés de este trabajo es demostrar la presencia de
CaV en el desarrollo temprano de pez-cebra, se escogieron los amplicones de los CaV
detectados en el estadio de 75% de epibolia (CaV1.1a, CaV1.3b y CaV3.3) para
generar sondas de mRNA. Lamentablemente no se logré obtener una limpia y clara
hibridacion in-situ. Se modificaron tiempos y temperaturas de incubacion, lavado y
revelado de la sonda, en uno y otro protocolo, intentado modificar el grado de estrictez
de la sonda. Se repitié en tres oportunidades la sintesis de las sondas sentido y
antisentido pensando en la existencia de algun error en los pasos de transcripcion,
limpieza y almacenamiento de la sondas. Sin embargo, no se obtuvieron resultados
claros en cuanto a la especificidad de la marca en embriones de 75% de epibolia. La
marca generada por estas tres sondas en este estadio embrionario (datos no
mostrados) es generalizada y de similar caracteristica a la observada en trabajos
previos en nuestro laboratorio con las sonda para CaV1.1 y CaV1.3a (Sanhueza y cols,
2009). Pese a ello, nada se puede aségurar de la especificidad de la deteccion, pues
las sondas sentido producen similar resultado. Por esta razén, se escogié un estadio
més avanzado del desarrollo de pez cebra (48 hpf) que, gracias al mayor tamafo del
embrion junto a la avanzada organogénesis, permitiese una mejor apreciacion de la
marca, esperando encontrar una mas clara localizacion de la misma.

Al observar el resultado de la hibridacién in-situ con las sondas antisentido en
embriones de 48 hpf (Figura 12 y Figura 13), se aprecia una marca aparentemente
especifica, puesto que se encuentra localizada en zonas correspondientes al sistema
nervioso, locomotor y cardiovascular, y se presenta con un patron de puntos, donde
cada uno de ellos es generado por la expresion de una célula en particular. Sin

embargo, las sondas sentido producen similar resultado, haciendo imposible afirmar
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que la marca observada con las sondas antisentido corresponda a los mRNA de los
CaV estudiados.

Tampoco se realizd un analisis minucioso de los sitios no conservados entre
estos mMRNA, que permitiese la creacion de sondas adecuadas, capaces de detectar
especificamente cada uno de los distintos mRNA de CaV evidenciados mediante RT-
PCR.

Sin duda, una confiable observacién de la presencia del mRNA de CaVs
mediante hibridacién in-situ, hubiese arrojado importantes datos sobre el patron
temporal y espacial de éstos durante el desarrollo de pez-cebra.

Mediante esta técnica un estudio en pez-cebra de los transcritos codificantes
para canales de sodio activados por voltaje (Novak y cols, 2006), demuestra la
expresion de diversos mRNA con distintos patrones de expresion, que son temporal y
espacialmente dinamicos durante estadios embrionarios y larvales. Los canales de
sodio activados por voltaje poseen similitudes con los CaV en cuanto a estructura, ya
que comparten entre otras caracteristicas, como estar organizados en cuatro grandes
dominios, cada uno con seis segmentos transmembrana. (Struyk y Cannon, 2007).

El trabajo de Novak y cols. (2006) demuestra la segregacion espacial y
temporal en la expresién de subtipos de un mismo canal de sodio activado por voltaje
(Scn). Por ejemplo, scn5Laa es detectado a las 24 hpf en el tubo cardiaco, a las 48 hpf
es detectado difusamente en la regidn dorsal del cerebro medio y posterior, mientras
que a las 60 hpf se expresa en la region rostral del sistema nervioso. En cambio, la
expresion de scn5Lab es detectada transitoriamente a las 19 hpf en somitos, la que
desaparece a las 30 hpf, pero aparece en la médula espinal ventral, y luego, a las 60

hpf se detecta levemente en la linea lateral en desarrollo. Una expresion temporal y



espacialmente dinamica podria estar sucediendo con la expresion de CaVi.la y b,

CaV2.1ay b, y CaV2.2ay b durante el desarrollo embrionario de pez-cebra.

Expresion de la proteina CaVa1.

Con el fin de hacer dar mas soporte a la demostracion de la presencia de CaVs
durante el desarrollo temprano de pez-cebra, se decidié realizar una deteccion de la
proteina mediante inmunofluorescencia en células embrionarias en cultivo (Figura 16),
con desarrollo equivalente al final de la gastrulacion (Figura 3). Para ello se escogio un
anticuerpo “panCaV’, capaz de reconocer un epitope conservado en las familias CaV1
y CaV2, pero no en la familia CaV3 (Figura 15). Gracias a la incorporacién de los
controles adecuados a la técnica, como la ausencia y preabsorcidén del anticuerpo
primario (Figura 16C y Figura. 17A, respectivamente), se logro detectar
fehacientemente la presencia de la subnidad a1 CaV (CaVa1) en células embrionarias
en cultivo (Figura 16A).

Se observa la presencia de CaVa1 concentrada en la periferia de la mayoria de
las células, lo que se puede comprobar al mirar la imagen que superpone la
inmunofluorescencia con el campo claro (Figura 16H), en donde se distinguen
perfectamente los limites de cada célula. Esto indicaria la presencia de CaVal en Ia
membrana celular. Sin embargo, para afirmar esta suposicién, podria realizarse un
ensayo de inmunofluorescencia incorporando mRNA de la proteina integral de
membrana fusionada con RFP mediaﬁte microinyeccion en el estadio de dos o cuatro
células, luego se analiza la colocalizacion de la fluorescencia verde (anticuerpo
secundario) con la roja (RFP-membrana).

En cuanto a la funcion que podrian estar desempefiando los CaV durante el

desarrollo temprano, se sabe por estudios realizados en nuestro laboratorio en
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embriones de Xenopus laevis, que CaV1.1 regula el patron mesodermal especificando
la identidad dorso-ventral de las células del mesodermo (Palma y cols, 2001). Sin
embargo, efectuada la inactivacibn de CaV de pez-cebra mediante el uso de
bloqueadores especificos en etapas tempranas de su desarrollo, no arrojan los mismos
resultados obtenidos en anfibio (Sanhueza y cols, 2009). Tal vez los CaV estén
participando en otras funciones distintas al trasporte de calcio, como sucede con la
subunidad auxiliar CaVp4, de la cual se ha reportado su funcién como proteina
andamio durante el desarrollo temprano de pez-cebra (Elbert y cols, 2008).

La evidencia experimental generada en este trabajo demuestra la existencia y
expresion de variados genes codificantes para CaV en pez-cebra. Ademas, se
demuestra la expresion de éstos en etépa temprana y tardia del desarrollo embrionario,
tanto a nivel transcripcional como traduccional. Considerando la deteccién de CaVs en
el periodo de gastrulacion, podemos afirmar que variados CaV son expresados antes

de la diferenciacion de células excitables.



65

CONCLUSIONES

El uso de herramientas bioinformaticas permitid la identificacién de diversos
CaV en el genoma de pez-cebra, y el posterior disefio de herramientas moleculares

para la deteccion de los mRNA correspondientes.

Se logré observar la expresion de los mRNA producto de los genes encontrados
in-silico, en individuos juveniles de pez-cebra y, de paso, verificar la efectividad de los

partidores creados para su deteccion mediante RT-PCR.

Se identificaron los patrones de expresion de éstos mRNA codificantes para
CaV, mediante RT-PCR, en etapa tardia (Prim-5 y 15, pertenecientes al periodo de

faringula) y temprana (75% de epibolia, perteneciente al periodo de gastrula).

Se identific6 la presencia de CaV a nivel proteico, mediante
inmunofluorescencia, en células disgregadas con desarrollo equivalente al término del

periodo de gastrula.

Las evidencias presentadas en este trabajo demuestran la presencia de canales

de calcio activados por voltaje en una etapa del desarrollo previa a la diferenciacién de

células excitables.
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