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RESUMEN

El Ca'2, mediante su interacción con múltiples proteínas, es componente

importante de fenómenos como la exc¡tabil¡dad de cé¡ulas y el desarrollo embrionar¡o

de vertebrados.

Un t¡po de proteínas encargadas de su transporte son los canales de calcio

act¡vados por despolarización (CaV), los cuales ¡n¡cialmente fueron clas¡f¡cados por sus

propiedades electrofisiológicas en tres grupos: CaV tipo-L, CaV tipo-T y CaV tipo

neuronal (tipo-N, tipo-P/Q y tipo-R). Los CaVs son un complejo proteico conformado

por 4 subunidades: alfa (CaVol), beta (CaVB), alfa2delta (CaVo26) y gama (CaVy).

El componente principal de ese complejo es la subunidad CaVql, la cual posee

el poro que conduce al ión calc¡o, y la capac¡dad de detectar el voltaje. CaVql es una

proteína de entre '190-250 kDa. que posee cuatro domin¡os transmembrana

homólogos, cada uno compuesto por seis segmentos transmembrana.

El conocimiento molecular de las secuencias que codif¡can los diferentes tipos

de CaVql ha permitido clasificar filogenéticamente a las CaVo1, generándose tres

familias: CaVl (tipo-L), CaV2 (tipo neuronal) y CaV3 (tipo-T).

Durante el desarrollo temprano de vertebrados, elevaciones transitorias de

calcio toman la forma de ondas que se propagan y que constituirían una señal

requerida para procesos como citocinesis y reordenamiento del citoesqueleto. Tamb¡én

ha sido demostrada la participación de CaVql en tapas temprana del desarrollo,

controlando procesos como el destino dorso-ventral del mesodermo. En etapas más

tardías, se ha demostrado su papel en la d¡ferenciación celular y organogénes¡s de

pez-cebra, entre otros vertebrados.
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Estos antecedentes motivaron la búsqueda de la expresión de otros CaV de

pez-cebra durante su desarrollo embr¡onario.

Se recopilaron secuencias aminoacídicas de CaVql de ratón y pez-cebra, se

compararon entre sí y se obtuvo un consenso aminoacídico representativo de las

zonas conservadas de CaVq1. Esta secuencia consenso fue ingresada como consulta

en la base de datos de Ensembl, para encontrar secuencias homólogas en el genoma

de pez-cebra, mediante el algoritmo BLAST. Posteriomente se diseñaron partidores

específicos para cada secuencia homóloga encontrada y se analizó su expresión en

juveniles (2 meses), y en embr¡ones tardíos (25 y 35 hpf.) y tempranos (75% epibolia).

Se observó la expresión de'10 secuencias homólogas a CaVql en pez-cebra

juvenil. En embriones, el patrón de expresión varía de acuerdo al tiempo de desarrollo.

Se detectó la presencia de al menos 5 tipos de mRNA codificante para CaVol purante

I

el periodo de gastrulación. 
I

Se anal¡zó el patrón de expresión espac¡al de tres de estos mRNA leOiante
I

hibridación in-situ. En embr¡ones de 48 hpf. se observa marca en las zonas

correspondiente al sistema cardiovascular, nervioso y locomotor en desarrollo. S¡n

embargo, debido a la similitud entre la marca de las sondas antisentido y sentido

(control), no fue posible determinar este patrón espacial de expresión con certeza.

Poster¡ormente se anal¡zó mediante inmunofluorescencia la presencia de la

proteína CaVol usando un anticuerpo "pan CaVo'l" en células embrionarias en cultivo,

con desarrollo equivalente al término de la gastrulación. Se observó una intensa marca,

lo que confirma la traducción de al menos uno de los mRNA deteciados por RT-PCR

durante el desarrollo temprano de pez-cebra.
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INTRODUCCION

El Calcio en los s¡stemas vivos.

Uno de los iones de mayor relevancia para el funcionamiento de los sistemas

vivos es el Ca*2. La capacidad de este ión de participar como modulador en una amplia

gama de funciones celulares, se debe a la ex¡stencia de una gran cant¡dad de

proteínas, que de una u otra forma, son capaces de unirse a este catión, cambiando su

estructura y func¡ón de una manera revers¡ble, lo cual genera una gran variedad de

interacciones con proteínas de la célula. Así, alcanza una importante partic¡pación en

procesos biológicos como contracción muscular, neurotransmis¡ón, proliferación,

diferenciación, excitabilidad, aprendizaje y memor¡a, entre otros.

Gran parte del calcio presente en los organ¡smos vivos se encuentra a n¡vel

extracelular a una concentración de 10'3 M, en camb¡o, las células mantienen

concentraciones citosólicas de Ca*2 libre cercanas a 10"7 M. Esto determina un

gradiente de varios órdenes de magnitud con el medio extracelular y con

compartim¡entos ¡ntracelulares, como el retículo endoplásmico. Este gradiente permite

el rápido ingreso de Ca*2 al citosol a través de canales presentes en la membrana

plasmática o membranas ¡ntracelulares, gatillados como consecuencia de procesos de

transducción de señales. Una vez que el Ca*2 ha efectuado su función señal¡zadora, es

rápidamente removido del citosol por una serie de proteínas que cumplen la función de

bombas e intercambiadores ¡ónicos. La bomba Ca*2-ATPasa de la membrana

plasmática (PMCA) y el intercambiador Na*/ Ca-'z(NCX) se encargan de retirar el Ca.2

al exterior, mientras que en el retículo sarco-endoplásmico la bomba ATPasa (SERCA)

devuelve et Ca*2 a los reseryorios internos. Este fenómeno permite aumentos



transitorios de Ca*2 citoplasmático hasta valores cercanos a 10'6 M, en orden de

segundos o unos pocos minutos (Berridge y cols., 2000). Esto colabora aún más con la

versatilidad que posee este ión como señalizador en ¡mportantes procesos fisiológicos

(Lodish y cols., 2004).

De especial interés en este trabajo son las proteínas de membrana que

permiten el ingreso el Ca.'? desde el medio extra celular. Este ¡nflujo de Cat2 es

med¡ado por canales ión¡cos, entre los cuales se encuentran aquellos que son

regulados por cambios en el potenc¡al de membrana, y que son comúnmenie

conocidos como canales de Ca.2 activados por voltaje (Catterall, y cols. 20OO),

exist¡endo además, otros canales iónicos dentro de la superfamilia de los canales TRp

(transient receptor potencial), que también dejan entrar Ca*2, 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 alfal (CaVol ), beta (CaVB), alfa2detta (CaVo26) y gamma

(CaVy) (Figura 1). La principal de estas subunidades es la alfal, puesto que conforma

el poro por el cual atraviesa el ión en la membrana, además del dominio que le permite

detectar los cambios de potencial eléctrico. El RNA mensajero de esta proteína es de

aproximadamente 6.000 nucleótidos, y codifica para una proteína de cerca de 2_000

aminoácidos que posee un peso molecular de entre 190 y 2SO KDa. Las corrientes de

calc¡o que pasan a través de CaVql son moduladas por interacc¡ones con diferentes

subunidades auxiliares (CaVB, CaVo2F, CaVy)
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Figura 1, Estructura molecular de los CaV.

(A) Modelo de la estructura de los CaV. La subunidad 01 (CaVo1) es el

componente pr¡ncipal del complejo proteico que forma los CaVs, puesio que ésta

prote¡na transmembrana cont¡ene el poro conductor del ¡ón calc¡o y la zona capaz

de detectar la despolarización de la membrana. CaVol es regulada por

subunidades auxiliares; subunidad intracelular beta (CaVp), la subunidad

transmembrana gamma (CaVy), y por el complejo compuesto por la subunidad

efracelular allaz y la subun¡dad transmembrana delta unidas por un puente

disúlfuro (CaVo2ó). (B) Esquema de los dominios lransmembrana de CaVo1. La

subunidad aliá1 está compuesta por cuatro domin¡os homólogos (l - l\C, de los

cuales cada uno conliene 6 segmentos transmembrana (S1- S6). El poro por

donde se trasporta el Ca*2 es formado por los segmentos 55 y 56. Los ségmentos

transmembrana soñ estructuras de hélice- o y son representados por cilindros. El

cuarto segmenlo de cada domino transmembrana (S4) contiene una carga nela

positiva. Las imágenes son adaptadas desde Lacinová, 2005.
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La subunidad beta es una proteína hidrofílica que está localizada

intracelularmente, unida a la subunidad alfa1, y posee un peso molecular en el rango

de 50 a 78 KDa. La subun¡dad alÍa2della es una proteína glicosilada que es codificada

por un solo gen. El RNA mensajero de esla subunidad es traducido como un péptido

precursor que es clivado posltraduccionalmente. Consta de dos cadenas (alfa2 y

delta) unidas mediante puentes disúlfuro. La parte delta se ancla en la membrana

celular. La subunidad gama es una proteína de membrana que consia 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

prop¡edades fármaco y electrofisiológicas, clasificándose en grupos denominados

como tipo L, N, P/Q, R y T. Sin embargo desde la identificación molecular de los genes

que codifican estas proteínas, la diversidad conoc¡da de subun¡dades de los CaVs ha

incrementado fuertemente. Actualmente los CaVs son clasificados en tres familias

denominadas CaV 1 , CaV 2 y CaV 3, agrupadas según el grado de similitud de las

secuencias nucleotídicas de la subunidad alfa1. La f¡gura 2 muestra los distintos tipos

de CaV conocidos y su relación filogenética.

En los genomas de mamiferos más caracterizados, la familia CaV 1 consta de

cuatro miembros (CaV 1.1 a 1.4), los cuales son canales de Ca*2 del tipo L, y son

bloqueados por dihidropiridinas (DHP). Estos canales presentan una amplia

distr¡bución en corazón, músculo liso, cerebro, músculo esquelético, y algunos tej¡dos

endocrinos (Lacinová, 2005).
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Figura 2. Tipos de CaVs conocidos.

Dendrograma filogenético que incluye los t¡pos de CaVs conocidos, Se observan los

d¡st¡ntos nombres con que se han denominado los CaVs. La ¡magen es una

adaptac¡ón de Lac¡nová, 2005.

Los CaV de la familia CaV 2 son insensibles al efecto de la DHP (es decir, no

son del tipo L). La familia está compuesta por los CaY 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 proteínas G y

se pueden unir d¡rectamente a proteínas SNARE. Las familias CaV 1 y CaV 2 se

activan potenciales de membranas relativamente depolar¡zados y se inactivan de

manera relativamente lenta (Lacinová, 2005).

C43.1

C43.3



La familia de canales CaV 3 (Cav 3.1 a 3.3) son llamados del tipo T, y son

activados con menor despolarización de la membrana plasmática. Estos canales son

act¡vados por potenciales más negativos e inactivados rápidamente. Los CaV 3

exhiben pequeñas conductancias y presentan tasas de desactivación lentas. La

regulación de esta familia está menos estudiada, pero existen reportes que muestran

efectos de regulación mediados por fosforilación de proteínas y por proteínas G

(Lacinová, 2005).

El calc¡o como segundo mensajero y su ¡mportancia en el desarrollo de los

vertebrados.

Los huevos de vertebrados e ¡nvertebrados, e incluso algunos tipos de sem¡llas,

son activados por la generación de elevaciones transitorias de la concentración de

calcio en su citoplasma. En muchos casos, estas elevac¡ones transitorias de calcio

toman la forma de ondas de calcio que se propagan y que constituirían una señal

requerida para la activación de los huevos. El mecanismo por el cual se ¡n¡c¡arían esas

ondas de propagación aún no está del todo claro. Se ha sugerido que estas ondas

están involucradas en una variedad de procesos que ocurren durante el desarrollo

temprano de los vertebrados, ¡ncluyendo la exocitosis cortical de gránulos,

reordenamiento del citoesqueleto y progresión del ciclo celular. Durante las divisiones

tempranas se observan zonas de alla concentración de Ca*2, las que corresponden a

los surcos de las divisiones. La zona de alta concentración de Ca*2 duranie la primera

d¡v¡sión se extiende como una onda lenta precedida por pulsos de Ca*2 en la zona

animal del huevo (Créton y cols., '1998).

Un paso esencial en e¡ desarrollo temprano del pez cebra involucra un

reordenamiento drástico de toda la morfología de cigoto. Esto es llevado a cabo a

6



iravés de un proceso conocido como segregación ooplásmica, durante el cual, el

ooplasma es separado desde el vitelo y se acumula en el polo animal para formar el

blastodisco. Existe evidenc¡a sobre la importancia de las ondas de calcio en la

citocinesis de los blastómeros, pero éstas Se encontrarían restringidas a dominios muy

localizados. Estas elevac¡ones transitorias localizadas no requieren de calcio externo,

lo que sugiere que se originarían a partir de la liberación de calcio desde reservorios

¡nternos. Durante el período de blástula t¡enen lugar procesos claves para el desarrollo,

por ejemplo, ocurre una serie de divisiones rápidas y sincrón¡cas que dan origen a una

gran cantidad de células indiferenciadas sobre el vitelo. Durante las pr¡meras cuatro

horas de desarrollo, todos los genes que se expresan en el embrión tienen un origen

materno. Alrededor del déc¡mo ciclo de división celular ocurre la transición a blástula

media (MBT), comenzando la transcripc¡ón del genoma del cigoto. Se forma la capa

sincicial del vitelo (YSL) y comienza la gastrulac¡ón, que en pez cebra ocurre de una

manera conocida como epibolia, en la cual las células que darán origen al embrión se

desplazan cubr¡endo el vitelo y además experimentan los procesos de extensión

convergente e involución que formarán las capas germinales. Es durante este período

en que se puede observar la transición de señales de Ca*2 intracelulares a

intercelulares. Al comienzo de la blástula las señales ¡ntercelulares de Ca*2 serían un

fenómeno localizado, con un número reducido de células comunicándose entre ellas.

En los embriones de pez-cebra estas señales se encuentran restr¡ng¡das a las

células de la capa envolvente (EVL) y se ha sugerido que una de sus funciones sería

aumentar la adhesión célula-célula. Cuando el embrión entra en el proceso de

gastrulación, comienza a ser evidente el plan básico de la estructura del cuerpo,

comienzan los movimientos morfogenét¡cos de involución, e*ensión y convergenc¡a,

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



durante el desarrollo temprano de los organismos son, por lo tanto, la formación 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 expresión génica, se determina la

arqu¡tectura del cuerpo del embrión. Se han descrito varias ondas rápidas de Ca*'?

intercelulares durante la epibolia, las cuales se mueven desde el tronco con dirección

anter¡or (Vvebb y Miller, 2003; Créton y cols., 1998).

En pez cebra se han v¡sual¡zado directamente gradientes de calcio, en los

cuales la región ventral de blastodermo exhibe una elevación prolongada de las

concentraciones intracelulares de Can2 en el estado de escudo embrionario.

Después de la epibolia comienzan los mov¡mientos morfogenéticos localizados

y actividades propias del período de segmentación. Por ejemplo, se desarrollan los

somitos, se hace más prominente el brote de cola, se diferencia la notocorda y

aparecen las esiructuras prim¡tivas de los futuros órganos. Durante este período

también es posible observar cambios en las señales de calcio, siendo éstos más

localizados (Webb y Miller, 2003).

Se ha sugerido que el aumento en los niveles intracelulares de calcio libre

controla elementos del c¡toesqueleto durante los procesos morfogenéticos como

mitosis, citocinesis, epibolía, formación de somitos y ojos. También se ha demostrado

que el Ca*2 controla la secreción de proteínas morfogenéticas en una variedad de

sistemas celulares pudiendo así regular la secreción de proteínas extracelulares

importantes para el desarrollo (Webb y Miller, 2000, 2003). En el desarrollo más tardío,

los patrones de Ca.2 se encuentran involucrados en movim¡entos celulares durante la

epibolía, inducción neural, regionalizabión del cerebro, formación de somitos y de la



placa neural, formación de la placa ótica, mov¡m¡entos musculares y formación del

corazón (Lacinová, 2006).

Algunos estudios indican que los gradientes intracelulares de Ca*2 e inositol-

1 ,4,strisfosfato (lP3) contribuyen a establecer el eje dorso-ventral (D-V) de varios

embriones en desarrollo. Embriones tratados con inhibidores del c¡clo de lP durante

estadios de 1-16 células, período en el que existe sens¡b¡lidad a la inhibición de éste,

presentaron fenot¡pos claramente dorsalizados, mientras que embr¡ones expuestos a

los mismos agentes inhibidores en estadios de 128-256 células no presentan ninguna

alteración en su fenotipo, desarrollándose igual que los embriones de tipo s¡lvestre.

(Westfall y cols., 2003).

Además, resultados previos obten¡dos en nuestro laboratorio demuestran que la

expresión ectópica de los CaV, es decir, en un lugar donde habitualmente no se

encuentran, es capaz de inducir caracterÍsticas dorsales en el mesoderma ventral. La

sobreexpresión de los CaV lleva a una expansión de los territorios dorsales, mientras

que su bloqueo impide que las células adquieran las características de destino dorsal

(Palma y cols., 2001).

Expresión 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 patrón dorsoventral en

los embriones de vertebrados, en este caso del anfibio Xenopus /aevts (Palma y cols.,

2001). Dicho trabajo reporta que subun¡dades alfa'1 de los CaV son expresadas

selectivamente en la zona dorsal marginal durante el estadío de gástrula temprana. La

expresión de los CaV se correlac¡ona con niveles de Ca*2 intracelulares elevados,

9



l0

evaluados mediante la fluorescencia del indicador del Ca.2 intracelular Fluo-3. La

pérdida de la expres¡ón de estos canales conduce a una fuerte dorsalización de la

zona marginal ventral e inducción del eje secundario, s¡n producirse una directa

neuralización del ectodermo. Además, la inhibición espec¡f¡ca de los CaV med¡ante el

uso del agente bloqueador calciclud¡na, provoca una ventralización def mesodermo

dorsal. Estas evidencias ¡nd¡can que hay canales de Cat2 que regulan el

establec¡m¡ento del patrón mesodermal, espec¡ficando la ¡dent¡dad dorso ventral de las

células del mesodermo (Palma y cols.,2001).

Otros estudios de imágenes de Ca.2 intracelutar revelan patrones transcientes

de Ca*2 en el ectodermo dorsal, pero no el ventral (Moreau y cols., 2008). Estos

incrementos en la concentración ¡ntracelular de Ca*2, los cuales ocurren vía la

act¡vación de canales de Ca*2 sensibles a DHP (famil¡a CaV 1,Tipo L) son necesarios y

suf¡cientes para orientar a las células ectodermales hacia un destino neural. Por un

lado, los tratamientos que antagonizan el incremento en la concentración de Ca*2

intracelular, inhiben la nueralización, mientras que por otro lado, un incremento artificial

en la concentración de Ca*2 intracelular, sin importar su origen, logra neuralizar el

ectodermo. Se han identificado genes blanco de Ca*2 expresados tempranamente en

territorios neurales, tales como XlPou2 y Zrc3. Ambos son factores de transcripción y

reguladores neurales primarios, cuya expresión se ve diminuida al usar antagonistas

de los CaV sensibles a DHP en Xenop,us. Otro de estos genes, es PRMTI que codifica

una arg¡nina metiltransferasa, cuya sobreexpresión aumenta la expresión del marcador

proneural Zlc3, mientras que el uso de morphol¡no contra su mRNA diminuye la

expresión de Zic3 (Moreau y cols., 2008, Lec¡erc y cols, 2006). Un fenotipo similar al

causado por el morfolino conlra PMRT1 es producido al bloquear 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

participación de otros CaVs en procesos tales como la determinación del dest¡no neural

del ectodermo y del patrón dorso ventral durante el desarrollo temprano de embriones.

Así, es razonable continuar la búsqueda de CaVs aun no descritos o caracterizados

que puedan encontrarse presentes durante el periodo de gástrula de embriones

vertebrados en desarrollo,

Este trabajo es una aproximación hacia el conocimiento de posibles CaVs

presentes en el desarrollo temprano de pez-cebra. Para ello se utilizaron herramientas

bioinformáticas que permitieron generar herramientas moleculares capaces de detectar

la presencia de los CaVs, tanto a n¡vel de mRNA como de proteína, en los estadíos

tempranos del desarrollo de pez-cebra.
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Hipótesis.

La expres¡ón de canales de Ca*2 activados por voltaje (CaV) varÍa espacial y

temporalmente durante el desarrollo temprano de Danio rerio.

Objetivo General.

ldentificar secuencias codif¡cantes para CaV en el genoma de Danio rerio y

cancterizar su patrón de expresión durante el desarrollo temprano del embrión.

Objetivos Específicos.

1. ldentificar secuenc¡as homólogas a los CaVs de ratón (Mus musculus) en el

genoma de pez-cebra (Danio reio), mediante el uso de herramientas

bioinformáiicas.

2. ldentificar el patrón de expresión de las secuencias encontradas durante etapas

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

3. Determinar el patrón espacial de expresión de mRNA de CaV en embriones,

durante sus estadíos tempranos de desarrollo, mediante hibridación /n-Sffu.

4. Estudiar la presencia de la proteína correspondiente a la subunidad alfa I de

los CaV (CaVq1), durante el desarrollo temprano de Danio rerb, mediante

inmunofluorescencia.
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MATERIALES

Embriones de pez cebra.

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

(Facultad de Medic¡na, U de Ghile). Provienen de las cruzas de individuos wild type.

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

veces al dia con Añemia sa/rna (San Franc¡sco, Bay Brand), y sometidos a un c¡clo de

12 hrs. de luz y 12 hrs. de oscuridad. Los acuarios poseen un s¡stema de reciclaje y

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

concentración salina de 60 mg/L.

Extracción RNA y s¡ntesis cDNA

Trizol (lnvitrogen,Carlsbad,California,EE.UU).

Cloroformo (Merck,Darmstadt,Alemania).

lsopropanol (Merck, Darmstadt,Alemania).

Etanol 75% (Merck, Darmstadt, Alemania).

HrO DEPC (Sigma, St. Louis, Missour¡, EE.UU).

Oligo dT (lnvitrogen, Carlsbad, Cal¡foÍnia, EE.UU).

dNTP 10 mM (Boehr¡nger, Mannheim, Alemania).

Amortiguadorf¡rststrand (Boehringer, Mannheim,Alemania).

DTT (0,1 M) (lnvitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

RNasa OUT (lnvitrogen, Carlsbad, Cáliforn¡a, EE.UU).

Superscript ll (lnvitrogen, Carlsbad, Californ¡a, EE.UU).

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

Amortlguador de PCR 1x (lnvitrogen, Garlsbad, Californ¡a, EE.UU).

dNTPs 200 ¡rM (lnv¡trogen, Carlsbad, California, EE.UU).

DNA Polimerasa Taq (lnvitrogen, Carlsbad, California, EE.UU).

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

Bromuro de et¡d¡o (GIBCO BRL, Carlsbad, California, EE.UU).

Glonamiento de secuencias homólogas a CaV.

Limpieza de gel Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison,

Wisconsin, EE.UU.).

pGEM-T easy Vector System (Pi'omega, Madison, Wisconsin, EE.UU.).

QlAgen Spin M¡n¡prep K¡t (QIAGEN, Stanford, California, EE.UU.).

Bacter¡as

Escherich¡a coli, cepa XLl (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 4dC.

En caso de selección bacteriana se agrega: Ampicilina 75 pg/mL (Boehringer

Mannheim, Alemania)

Medio LB sólido (cultivo bacteriano en placas de peh¡) med¡o LB más agar a

concentración de '15 g/L. Autoclavado, las placas se conservan a 4 oC.
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Medio LB sólido X-Gal / IPTG (selección de transformantes en placas peiri) medio LB

sólido más 40 pL de solución i-Crt ¿O mg/ml en d¡met¡lformamida, agregada

sobre la superficie de la placa.

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

mM, KCI 2,5 mM, MgSOa x 7H2O 10 mM y MgCl2 x 6HzO 10 mM.

Generación de Sondas dé RNA

Enzimas de Restricción Sac ll y Sal I (Promega, Mad¡son, W¡sconsin, EE.UU.).

Acetato de sod¡o (Merck, Darmstadt, Alemania).

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

Cloroformo (Merck, Darmsiadt, Alemania).

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

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

Etanol (Merck, Darmsiadt, Aleman¡a).

Fenol (Merck, Darmstadt, Alemania).

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

Tampón de transcripción (Tris HCI pH 7,6 200mM, MgClz 30mM,

spermidina 20mM) (Merck, Darmstadt, Alemania)

Hibridación ln-Situ

Agua DEPC (DEPC 0,1% v/v en agua) (S¡gma, St. Louis, M¡ssouri, EE.UU).

Ácido maléico (Merck, Darmstadt, Alemania).

Amorliguador de h¡br¡dac¡ón (formam¡da 50%, SSC 5X, RNA de levadura 1

mg/ml, heparina 100 mg/ml, Tween 20 0,1%)
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Anticuerpoanti-digoxigen¡naconjugadoafosfatasaalcalina (Boehringer,

Mannheim, Alemania)

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

C¡trato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Cloruro de magnesio (Merck, Darmstadt, Aleman¡a).

Cloruro de sodio (Merck, Darmstadt, Aleman¡a).

Formam¡da (Merck, Darmstadt, Alemania).

Glicerol (W¡nkler, Santiago,Chile).

Heparina (S¡gma, St. Louis, Missouri, EE.UU.)

MAB, Tampón de ácido maleico (ácido 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 (NazHPO¿ 10 mM, NaH2PO41,7 mM, NaCl 200 mM, pH 7,4).

PTw (Tween 20 0,1Yo (ulv) en PBS 1X).

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

Sustrato BM purple (Roche, Mannheim, Alemania).

Tris (Merck, Darmstadt, Alemania).

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

Solución BCL (Tris pH 9,5, MgCIz,, NaCl, Tween 20, H2O).

Solución de lavado de sonda 1 (amortiguador de h¡br¡dación 7 5o/o, SSC 2X).

Solución de lavado de sonda 2 (amortiguador de hibridac¡ón 50%, SSC 2X).

Solución de lavado de sonda 3 (amortiguador de hibridaciín 25o/o, SSC 2X).

Solución de lavado de sonda 4 (SSC 2X).

Solución 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).

Cult¡vos de Células embr¡onar¡as.

Medio de cultivo E3. Para 1 Lt: NaCl 14,33 g, KCI 0,63 g, CaCt2 x 2H2O 2,42 g,

MgSOa x 7H2O 4,08 g, Azul de Metileno 0,01%

Medio Leibovitz's L-15 (clBCO BRL, Catiforn¡a, EE.UU.)

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

Tr¡ps¡na-EDTA (GIBCOBRL,California,EE.UU.)

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

Inmunofluorescencia,

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

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

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

Solución de bloqueo (0,25 g de BSA, I ml de suero bovino fetal, completar a l0 ml con

PBS tX).

Solución de permeabilizac¡ón (0,05 g de BSA, 50 ¡rl de Triton X-100, comptetar a

10 ml con PBS 1X).

Solución de inmunofluorescencia (0,25 g d BSA, 50 pl de Triton X-l00, completar a

50 ml con PBS 1X).

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

Solución de fijación (Paraformaldehido 4% en PBS)

Solución para 10 lavado de los cobres ( PBS I X)

Solución para 20 lavado de los cobres ( PBS 0.1 X)
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MÉTODOS

Brrsqueda de secuencias con homología a los CaVs.

Se toman variadas secuencias aminoacídicas de CaVs desde el genoma de

ratón (Mus musculus) y pez-cebra (Danio rerio), accediendo a ellas med¡ante una

búsqueda en la base de datos de NCBI d¡sponible 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 búsqueda BLASTN, utilizando la base de datos "cDNA-Ab initio". Se

accede a esta base de datos y a sus herramientas virtuales desde el s¡tio

http://wvrrw.ensembl.org. Las listas de las secuencias que presentan homologías con

los GaVs de ratón, son comparadas'y analizadas para obtener las secuencias más

apropiadas para el estudio. Los criterios se basan en observar las coincidencias que se

repiten una mayor cant¡dad de veces en el total de las comparaciones, que sean

secuencias de tipo EST y que posean una longitud, en número de bases, similar a los

transcriios codificantes de CaVs conocidos.

Síntesis de part¡dores.

Las secuencias seleccionadas son ingresadas al programa VECTOR NTI 9.0.0,

el cual posee herramientas para la óptima creación de pariidores. Se procura obtener

partidores que flanqueen segmenios 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 part¡dores con una Tm entre los 55 y 60 oC. También se tiene
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consideración de que el segmento flanqueado por los partidores se encuentre cercano

al término del transcrito de ¡nterés, para así poder detectar la presencia de mRNA

existentes que no hayan sido completamente retro-transcritos en el proceso de síntesis

de cDNA. Una vez escog¡da la mejor pareja de partidores, se envían sus secuencias

para ser sintetizadas.

Obtención de embriones.

En recipientes separados por un tabique se ubican macho y hembra. A la

mañana s¡guiente se levanta el tabique y se produce al apareamiento, proceso que

dura 5 minutos de manera de tener sincronizados los t¡empos 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 pequeño y se lavan con agua destilada para quitar

impurezas antes de pasarlos a placas de Petri.

Mantención de embr¡ones,

Una vez lavados se colocan en placas de Petri de 6 cm de diámetro que

contienen Medio E3 ( 1 litro de medio: 0,63 g KCl, 14,33 g NaCl 2,42 g CaCl2 x 2H2O,

4,08 g MgSOq x7H2O y 0,01% final de Azul de Metileno).

Las placas se mantienen en incubadoras a 28 oC. Es necesario, a modo de evitar la

pigmentación de los embriones, agreóar PTU al medio una vez transcurridas las 24

horas post fertilización (hpf).
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Recolección de muestras.

Para los análisis por PCR se tomaron peces de dos meses de vida y embriones

en estadios de 75% epibolia,23 y 35 hpf, los cuales son homogenizados en un agente

caotrópico como el frizol y almacenados a -20oC. Para inmunofluorescenc¡a 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 ep¡bolia. En el caso de la

hibridación in-situ se recolectan embriones en 2-4, 16 y 64 células; domo; 50, 75, 100

% epibol¡a; esbozo de cola; 12,24,30 y 48 hpf. Los de estadíos previos al comienzo de

la epibolia son fijados en PAF 4% en PBS por 4 horas a temperatura ambiente.

Estadios posieriores son fdados en la ¡nisma solución a 4 oC durante toda.la noche. Al

siguiente día deben ser descorionados con pinzas y luego deshidratados con metanol.

Se almacenan en metanol 100 o/o a -20 oC.

Extracción de mRNA.

Para peces juveniles (dos meses de edad), se congelan en nitrógeno líqu¡do en

un crisol de porcelana previamente enfriado cubierto con papel aluminio, se agrega I

ml de Trizol y se pulveriza. El polvo es rescatado del papel y puede conservase en

tubos libres de RNAsa a -20 oC. Para embriones, se agrupan lotes de entre 60 a 70 y

se colocan en un homogen¡zador con 200 ¡rL de Tr¡zol, se almacena el líquido

homogenizado en iubos de 1.5 ml a -2O 
oC. El homogenizado, una vez descongelado,

se centr¡fuga durante 10 minutos a 12000 X g a 4 oC. Se extrae el sobrenadante y se

traspasa a un tubo de 1,5 ml. Se añaden 0,2 ml de cloroformo por 1 ml de Trizol, se

agita vigorosamente en un Vórtex durante 15 segundos, luego se deja incubando a

temperatura amb¡ente durante 3 minutos. Se centrifuga a 12000 X g durante 15

minutos a 4 oC 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 Tr¡zol

usado en la homogen¡zación del tejido. Se incuba a temperatura ambienie durante'10

minuios y enseguida se centrifuga a 12000 X g a 4 oC. 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 I ml de Trizol usado. La mezcla se somete a ag¡tación en un

Vórtex y se centrifuga a 7500 X g durante 5 minutos a 4oC. El sobrenadante es

descartado y el pellet se deja secar (no completamente) a temperatura amb¡ente, luego

es resuspendido en agua tratada con DEPC, se lleva durante 10 minutos a 56 oC y se

resuspende. Poster¡ormente se mide su concentración med¡ante espectrofotometría,

observando su absorbancia a 280 y 260 nm, usando una dilución de 2:400 de la

muestra. La presencia de RNA se observó también mediante electroforesis en gel de

agarosa 2 o/o coñ bromuro de etidio.

Síntes¡s de cDNA.

Una vez conocida la concentración de RNA en la muestra se determina el

volumen que contenga 5 ¡.rg de RNA, cantidad óptima para la reacción de síntesis de

oDNA. La mezcla de reacción contiená: 1 Ul de oligodT que se usará como partidor; 1

pl de mezcla de NTPs 10 mM; 5 t¡g de RNA; agua DEPC necesaria para completar un

volumen de 12 pl totales- Se lleva a 65 oC durante 5 m¡nutos, enseguida se coloca 2

minutos en h¡elo. Se agregan a la mezcla 4 pl de Buffer First Strand 5X,2 pl de DTT

0,1 M, 1 pl de RNAsa Out (inhibidor de r¡bonucleasas) 40 U/pl, y se lleva por 2 minutos

a 42oC. Luego se agrega 1 Ul de la transcr¡ptasa reversa SuperScript ll (200U/pl) y se

lleva a 42 oC durante 50 minutos, y luego a 70 oC durante 15 minutos. Se agrega '1 pl

de RNAsa H 2Ulpl y se incuba por 20 minutos a37 "C. La reacción finaliza llevándola a

4 "C.
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Las reacc¡ones de amplif¡cac¡ón fueron realizadas en conjunto para cada

estadÍo de interés, agrupando todos los tubos correspondientes a cada uno de los

pares de partidores, es decir, que la gama de ampl¡cones en estudio son sometidos al

mismo programa de temperaturas y tiempos en el termociclador. El programa consta

de los siguientes parámetros de tiempo y temperatura: Paso 1: desnaturac¡ón ¡nic¡al a

94'C durante 2 minutos. Paso 2: desnaturación a 94'C durante 30 segundos. Paso 3:

hibridación de 30 segundos a 58 oC. Paso 4: extensión a 72"C durante 30 segundos.

Se repite del paso 2 al 4 35 veces. Paso 5: extensión final a 72 o C durante 10

minutos.

La ampl¡ficación de muestras de RNA de peces de 2 meses y embriones de 25

hpf, 75 hpf y de 75 o/o epibolía se realiza en un volumen total de reacción de 20 pl, el

cual se compone de: 1 ¡rl de la solución de cDNA diluido 1:40 desde la reacción de

trascripción reversa.; 4 ¡rl Buffer 5X; 1,2 pl MgOlz ; 0,4 pl dNTPs 10 mM; 11 pl H2o

bidestilada; 1 pl part¡dor d¡recto 10 !M; 1 pl partidor reverso 10 t¡M; y 0,4 pl de

polimerasa GoTaq. La ampl¡f¡cac¡ón 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 reacción serán clonados. Los reactivos

propios de la reacción están en las proporciones extrapolables desde la mezcla

anter¡ormente descrita, salvo la polimerasa, de la cual son sufic¡entes 0,6 pl para un

volumen final de 50 pl de reacción, el volumen restante se cubre con HzO dd.

Como control positivo de la reacción se utilizan pariidores 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 total¡dad en gel de agarosa 2 o/o teñido con bromuro de etidio, y se
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someten a electroforesis. Como marcador de peso molecular se usa "1 Kb Ladde/'de

Gibco. La presencia o no de amplicones se observa mediante transiluminador UV. El

gel es fotografiado con cámara digital Kodak DCl20, conectada a un computador, en el

cual se v¡sual¡za la imagen por medio del programa lD lmage Analysis Software de

Kodak.

Extracción y purificación de productos de PCR.

Las bandas observadas en la electroforesis de los productos del PCR con

cDNA juveniles de pez-cebra, fueron extraídas 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 tamaño similar al de los

amplicones esperados y las que se destacaban por su intensidad, pese a ser de menor

tamaño al esperado.

Glonación de productos de PCR.

Una vez extraídos los productos del PCR desde el gel se procede a insertarlos

en el vector de clonación pGEM-T Easy, perteneciente al kit de clonamiento pGEM-T

easy Vector System de Promega. Los protocolos de inserción del inserto al plásmido y

de transformación bacteriana son sumin¡strados por el fabricante. La cepa bacteriana

usada es XL-1. Se pur¡ficaron los plásmidos de cada uno de los distintos clones

obtenidos usando el kit comercial de Promega Wizard Plus SV M¡nipreps y siguiendo el

proiocolo del fabricante. La concentráción de DNA obtenido de las preparaciones se

determinó medianie espectrofotometría, y se analizó la integridad y tamaño del

plásmido con el inserto de ¡nterés mediante electrofores¡s en gel de agarosa 1o/o cort

tinción de bromuro de etidio.



25

Secuénciación y anális¡s.

Conocido el éxito de la clonac¡ón de los amplicones de interés y su

concentración, se envían a secuenciar las muestras (Laragen, Los Angeles, California).

Una vez obtenidas las secuencias se procéde a su análisis comparativo. Se usa el

programa Chromas Lite Version 2.01 para manipular las secuencias y el algoritmo

megaBLAST d¡sponible en el sitio web del NCBI, para proceder con su comparación

contra la base completa de genomas.

Cultivo de células embr¡onar¡as.

De las placas de Petri donde se mant¡enen los embriones, se escogieron

aproximadamente 100 de éstos, los, cuales se encontraban saludables, condición

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 película de gel de agarosa 2% en medio E3. Una vez

realizado esto, se quitó lo mas pos¡ble el medio E3 traspasado junto a los embriones y

se agregó 1 ml de solución de pronasa (2 mg/ml) con el fin de remover fácilmente el

corion. Se incubó con la pronasa durante 10 minutos a 31 oC. Transcurrido el t¡empo,

inmediatamente se agregó aproximadamente 5 ml de E3 para diluir rápidamente la

pronasa, y usando distintas pipetas Pasteur de vidrio, cada vez, se transfirieron los

embr¡ones por 3 placas de agarosa. Después del último lavado se transfirieron los

embriones a un tubo de microcentrífuga de '1,5 ml, se eliminó el líquido y se agregó 1

ml de una solución de tr¡psina/EDTA (0,25Yol0,02Yo) precalentada y durante 5 minutos

se incubó a 37'C parc disgregar las células del embrión. Se adicionaron 100 pl de

suero de cabra para ¡nact¡var la trips¡na y se centrifugó a 1000 x g durante 30 minutos
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a 4"C. Las células se resuspendieron en 500 pl de medio libre de suero, se colocaron

sobre un cubreobjeto previamente tratado con poli-lisina y se incubó a 28'C por

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

lnmunofluorescenc¡a.

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 ¡.rl de NHaCI I M durante l0 minutos, luego se incubaron

durante l0 m¡nutos con 200 ¡rl de solución de bloqueo y finalmente con 2oo Ul de

solución de permeablilización durante 10 minutos. Todas estas etapas se realizaron a

temperatura ambiente sin agitac¡ón. Se agregó el anticuerpo primario, diluido en

solución de inmunofluorescencia durante t hr. a temperatura ambiente. Una vez

concluida la incubación se real¡zaron 3lavados de l0 minutos con 400 ¡ll de solución

de inmunofluorescencia sin agitación. Desde esta etapa en adelante es necesario

proteger las preaparaciones de la luz. Luego se incubó con anticuerpo secundario,

diluido en solución de ¡nmunofluoresencia durante t hora a temperatura amb¡ente.

Nuevamente se hicieron 3 lavados, de 10 minutos, cada uno, a temperatura ambiente

con agitación, usando 400 ¡.rl solución de inmunofluorescencia. Se sumergieron 5 veces

los cubreobjetos en PBS 1X al 5% y se el¡minó el exceso de agua con papel

absorbente. Sobre un portaobjeto se colocaron 3 pl de solución de montaje y sobre

esto se colocó el cubreobjeto con las células hacia abajo, se sellaron los bordes con

esmalte y se guardaron las preaparac¡ones protegidas de la luz a 4'C. El ant¡cuerpo

utilizado para la detección es Anti-Pan alfal CaV en una dilución l:1000 y es generado

por Alomone Labs. El ant¡cuerpo secundario ant¡ lgc de conejo es Alexa Fluor 488 que
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posee el fluorósforo FIT-C, el cual se usó en una dilución 1:500. Los ensayos de

preabsorción del ant¡cuérpo primario con su antígeno especifico, se realizaron según

indicaciones de fabricante (Alomone Labs).

Obtención de ¡mágenes con microscopia confocal.

La adquisición de imágenes para realizar los estudios de detección de la

subunidad alfal mediante inmunofluorescencia, se realizaron mediante el uso de

microscopía confocal LSM 5 PASCAL (Carl Zeiss), uiilizando el objetivo Plan-

Apochromat 63x/1.4 Oil DlC. Las d¡mensiones de las imágenes y los parámetros de

adquisición se mantienen constantes para efectos de comparación en el caso de los

ensayos de detección normal v/s control de Ab primario, y en el de absorción v/s su

respectivo control. Las imágenes de células que presentan mayor aumento fueron

producto de la adquisición usando el zoom digital del software. La longitud de onda de

excitación del fluorósforo FIT-C es de 488 nm.

Síntesis de sondas de RNA.

Se prepararon sondas de RNA antisentido modificadas por la incorporación de

DIG-UTP. Las sondas se obiuvieron usando como sustrato de partida el plásmidio

digerido con una enz¡ma de restricción de corte único para linearizar el vector río arriba

de la secuencia de ¡nterés. Con el fin de sintetizar la hebra antiseniido complementaria

al mensajero endógeno que se desea detectar, se usó el promotor ubicado río abajo de

la secuencia de interés.

El procedimiento de transcripción in vitro se desarrolló agregando 1 pg del

producto linearizado en una mezcla dq reacción que contiene: 2 pl de amortiguador de
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transcripc¡ón 1Ox,2 ¡.tl de ¡a mezcla de NTPs (ATP 10 mM, CTP 10 mM, GTP 10 mM,

UTP 6,5 mM, DIG-UTP 3,5 mM), I pl enzima T7 o SP6 y HzO DEPC para completar un

volumen final de 20 ¡.r1. Se incubó la reacción a 37"C durante 2 horas, se agregó I pl de

DNasa ly se incubó a 37'C durante 30 minutos y se añadió 30 pl de H2O DEPC.

Luego se agregaron 5 Ul de acetato de amonio 5M y 3 volúmenes de etanol 100% y se

precipitó a -20"C durante 30 m¡nutos. Se centrifugó a máx¡ma velocidad por 15 minutos

a 4"C. Cuidadosamente se removió el sobrenadante y el prec¡pitado se lavó con etanol

70o/o libre de RNAsa. La sonda se guardó a -80"C.

Hibridación /n-Sifu.

Los embriones almacenados en metanol fueron rehidratados mediante lavados

sucesivos durante 5 m¡nutos, en I ml de MeOH 75%, 5Oo/o y 25o/o v/v y finalmente en 4

lavados de 5 m¡nutos usando 1 ml de PTw.

Los embriones de más de 24 horas requir¡eron un tratamiento prev¡o consistente en

una digestión con 10 Ug/ml de proteinasa K en PTw a temperatura ambiente, 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 Ul de amortiguador Hybt), para lo cual los tubos

se dispusieron hor¡zontalmente. Se prepararon 300 pl, por tubo, del amort¡guador de

hibridación con la sonda correspondiente, la que se dejó toda la noche a 65"C, con los

tubos dispuestos horizontalmente. El segundo día se recuperó la sonda (para

reutilizarla hasta 3 veces). Se realizaron lavados de 5 minutos cada uno con 1 ml de

solución de lavado de sonda 1 , 2 y 3, de l5 minuios con 1 ml de la solución de lavado

4 y finalmente se lavó 3 veces durante 25 minutos con 1 ml de la solución 5. Todo este

procedimiento se realizó a 65'C con los tubos en posición horizontal. A continuación se
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lavaron los embriones a temperatura ambiente con 1 ml de SSC 0,2xl MAB (75o/o,50o/o

y 25o/o vlv), luego se equilibraron en 1 ml de MAB 2 veces durante 5 m¡nutos. Se

bloquearon los sitios de unión inespecíficos con MAB/BMBR por al menos 3 horas a

temperatura ambiente y se incubaron con anticuerpo anti-d¡goxigenina-fosfatasa

alcalina a 4"C durante toda la noche (diluc¡ón del anticuerpo '1:5000 en solución

MAB/BMBR). El tercer día se recuperó el antlcuerpo (se reutilizó 2-3 veces) y se lavó 8

veces en 1 ml de MAB a temperatura ambiente. Fue necesario equilibrar los embriones

en amortiguador BCL. Se agregó 300 !¡l de sustrato BM purple y se incubó en

oscuridad sin agitac¡ón a temperatura ambiente hasta que la reacc¡ón estuvo completa.

Se detuvo la reacción lavando con PTw. Se fijaron los embriones en PAF 4o/o duranie I

hora a temperatura ambiente y se guardaron en glicerol 70o/o a 4'C.



30

RESULTADOS

Conservac¡ón aminoacldica entre Gavql de ratón y pez-cebra.

Con el propósito de analizar el grado de conservación de la subunidad alfal de

CaV, se realizó una recopilación de secuencias aminoacídicas correspondientes a la

subunidad alfa-l de CaV (CaVo1) de ratón y pez-cebra, desde la base de datos

disponible en el sito web del NCBI (National Center for B¡otechnology lnformation;

www.ncbi.nlm.nih.oro). Se escogieron las correspondientes a cada tipo de CaV en

ambas especies. Todas las secuencias escogidas pertenecientes a ratón poseen

evidencia experimental de su expresión, en cambio algunas proven¡entes de pez-cebra

solo han sido determinadas computacionalmente a través del método de predicción de

genes GNOMON, asignándoles el calificativo de "predichas". Las secuencias

escogidas y sus códigos de acceso en la base de datos se enlistan en la Tabla 1. Estas

fueron ingresadas en la base de datos de pépt¡dos del programa Vector NTI para su

anállsls filogenét¡co y de conservación.

Al comparar las secuencias de los dist¡ntos tipos de CaV dentro de cada

especie, se genera un dendrograma para ratón y pez-cebra (Figura 4A)' donde se

aprecian tres grupos pr¡ncipales de similar apariencia al descrito en la literatura (Figura

2). También se obtiene un gráfico del grado de conservación am¡noacídico a lo largo de

la secuencia, señalando las zonas conservadas como sectores con una alta densidad

de picos azules (Figura 4B). Se observa que el patrón de conservación es similar entre

ratón y pez-cebra, indicando similitud en cuanto a la distribución de las zonas

conservadas dentro de la secuencia de CaVq1.
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Tabla 1. Cód¡gos de secuenc¡as am¡noacidicas eseogidas de CaV de ratón y

pez-cebra,

Las distintos t¡pos de CaV aparecen enlistados junto a su correspondiente código de

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

cromosoma en que se ubica.

T¡po A¡¡aS Ratón
Mus musculus

Pez-cebra
Danio rerio

en pez c6bla
ubicado en

Cromosoma :

CaV1.1 CACNAIS

CaV'|.2 cAcNAlo

CaVl-3 CACNA1 D

CaVl.4 CACNAI F

CaV 2.1 CACNA1A

CaY 2.2 CACNA1B

CaV2-3 CACNA'1E

CeV3,I CACNA1G

CaV3.2 CACNAI H

CaV3.3 CACNAI l

Q02789

Q01815

Q99246

QgJI57

P97445

055017

06f290

NP_0339'13

088427

NP_001037773

NP_99989r

NP_571975

NP_982351

xP_001333514.

xP_690548 "

NP_00f 108020

xP_001920777 *

xP_001920550 *

xR_02904r *

xP 001919547'

8

4

11

I
3

5

8

12

3

11

(-)

\,
Secueñcia am¡noacidica predicha medianle sistema de predic§ión GNOMN

No fire posible encontaar alguna secuenc¡a añinoacídica, predicha o no, de
CaV3.2. se iñfoma la secuencia nucleotidica, cuya predicción transcripcional es
similar a CaV3.3 de rate
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CaVs de ilrus muscurrrs ,. . t..

- it- ii

A

.]! ,. :

Figura 4. Anál¡sis filogenético y comparativo de las secuencias am¡noacidicas de los

CaV de ratén (n us muscurus) y pez-cebra (Danio reríor.

(A) Las secuencias escog¡das correspondientes a la subunidad 01 de CaV son ordenadas en

un dendrograma fllogenético, donde se distinguen los grupos de CaV neuronales, del t¡po L y

del tipo f, ya descritas antes en la literatura (Figura 1). El análisis incluye la secuencia

compteta de cada Cavql escogida. (B) Los grálicos representan el grado de similitud de las

secuencias de Cavql de cada especie alineadas entre si, generando un patrón de

conseNación aminoac¡dica para ratón y pez cebra, los cuales son de similar apariencia entre

si. Las zonas conservadas de CaVol se d¡stinguen en forma de p¡cos más altos en la gráfica.

Cada ¡ínea vertical azui representa una posición cornparada entre los CaV de cada especie, y

su altura representa el grado de conservación de aquella posic¡ón fl eje hor¡zontal ind¡ca las

posiciones de los aminoácidos a lo largo de Ia proteína. E¡ eje verlical ¡ndica como 1 y 0, el

valor de total y ninguna s¡militud, respectivamente El algofitmo usado en (A) es Neighbor

Join¡ng. La matriz de substitución usada en (B) es blosum62mi2 para prote¡nas

CACNAIA (Pr¿di.ho)

----_ 
CACNAT E (predicho)

CACTLA I F fPrenr.xó)

CaVs de Pez-cebra

CaVs de Danio rcrio

-CAcNAIG 
(prsdacho)

CACNAIl (lredicho)

CaVs de Rátón
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Para observar la conservación de CaVql entre ratón y pez-cebra, se obtuvo la

secuencia consenso de entre las distintas isoformas para cada especie (F¡gura 5) y se

alinearon entre sí (Figura 6). De este alineamiento se obtuvo la secuencia consenso

que represenla los aminoácidos conservados a través de las distintos tipos de alfal

CaV entre ratón y pez-cebra (Figura 7), la cual se utilizó poster¡ormente para encontrar

secuencias homólogas en el genoma de pez-cebra.

Secuencias homólogas a CaV en el genoma de pez cebra.

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

generar bases de datos genómicas de distintas especies de eucariotas, se ¡ngresó al

genoma de pez-cebra en su versión 7'de ensamblaje (Zv7) publicada el 13 de Julio del

2007. Mediante la herramienta básica de búsqueda por al¡neamiento local BLAST (en

inglés: Basic Local Alignment Search Tool), disponible en el sitio de Ensembl, se

realizó una búsqueda de secuencias nucleotídicas homólogas al consenso de CaVql

obten¡do entre ratón y pez-cebra. Para ello se escogió la función TBLASTN, puesto que

permite encontrar en el genoma secuencias nucleotídicas homólogas a una secuenc¡a

peptídica de consulta.

La búsqueda se llevó a cabo contra la base de datos denominada "cDNA-Ab

initio" , la cual permite el acceso a todos los transcr¡tos encontrados en el genoma

med¡ante los algoritmos de predicción génica SNAP y Genscan, y que no

necesariamente presentan evidencia experimental adicional a la predicción

computacional.
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Figura 5. Pos¡ciones aminoacídicas idént¡cas de las secuencias de cavsl escogidas'

Se comparan las secuenc¡as de la subunidad q1 de CaV de cada especie entre si para

obtener el consenso aminoacid¡co de Cavql de cada especie (ratón y pez-cebra). Los

aminoácidos del consenso aparecen destacados con respecto a las posiciones poco

conservadas indicadas por una X. Se puede apreciar la d¡stribución de las zonas

conservadas a lo laÍgo de la secuenc¡a peptídica de CaVq'1. (A) secuencia de consenso de

Cavol de ratón. (B) secuencia de consenso de Cavol de pez-cebra.

PlL!É
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Figura 6. A,lineam¡ento entre las secuencias de consenso am¡noacídico de Cavql de Mus

musculus y Danio rerio.

Se observa una alta identidad entre ambas secuencias consenso, representada por bloques

amarillos con letras en roio. Los bloques verdes represenlan am¡noácidos similares.

1 RPLFILTIAN CVL¿PDLEEF IIEEIAGFHY LRNGI'NLDFI VGALR¡.VRVL
5T RPLRLVSG!,P SLQWLIK¡¡! \'PLLILLFFI¡ IIF.¡,IIGLEL CEITTCFCGIIG

101 PNGITNFDN¡ T¡LTVFQCIT }fEGIITDLNDA GI'YFITITLN LVLGVLSGEF
151 SKERERRTQK LRQQE¡IIAEK KRRRRVXSTY I¡'VVL¡¡TL.LEH HNTILTL¡NVF
2O1 LLFE}ILGYFS FNFDCVVGSI ETSVLRRLLR ITKTRY¡ISLL VVSLLNSI.ÍKS
251 IASLLLLFLF' IIF¡LLC¡{QL FGGFNTTDFP ¡.ITVFOILTG EDIüNVI{YGGI
301 YFILTGNYLL NVFLAIAVDN LA¡LEGPPPR CHIIIIL¿AE DPISRNLYVF
351 T¡ILHG¡.YRÜN ILDWVSLVE SVRLRVLRVL RPLRIRAPGL KWCVIIIF¡
401 IGVQLTKGRF FDCGYINFDN VLALLFT\'ST EGUPLYDAED REHSIEFIYI
451 .U.r.FNIT].,GVI TFQEQGCRC-}. KARYPNQYFE YIILNTILT,TH FTEILXLIAF
501 GYTD¡VLGSI DIITRLTRLG IRLL¡¡ITr!,QS F¡LPYVLLI¡ }ÍLEFIYAIGH
551 QFGINNrTTQ ALLLER¡.TGE ILCDFAYFVS FLCFLLEVAV I¡,IDNFEYLTR
60], DSILGPIIHLD EFRII¡IAGKID LLRPPLGGHC PRRLVI.IN¡IPD TVrNTL¡.LRT
651 ALIXELRILD VFPETVGKY¡ IRPRSPPLL

F¡gura 7. Secuenc¡a de consenso am¡noacídico de la subunidad ol entre ratón y pez-cebra.

La secuenc¡a de consenso enlre ambas especies se genera comparando los consensos

prev¡amente oblenidos de ambas especies, excluyendo para ello, Ios espac¡os de las zonás poco

conservadas. Esta secuenc¡a será util¡zada para la búsqueda de secuencias homólogas

presentes en el genoma del pez-cebra.
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Se obtuvo una imagen que muestra el cariotipo del pez-cebra destacando las

locacaones cromosómicas en que se encuentran las zonas homólogas a la secuencia

consenso ingresada como consulta en el BLAST (Figura 8). También se obtuvo una

ser¡e de secuencias en el genoma de pez-cebra que presentan distinto grado de

homología a la secuencia consenso de alfal ingresada, y que se muestran en la figura

9. De las secuenc¡as homólogas, se escog¡eron las que presentan más alto puntaje de

al¡neamiento, que se encontraran repetidas veces, y que además el ensamble de los

alineamientos de cada coincidencia repet¡da abarcara la mayor longitud de la

secuencia consenso de consulta. Una vez seleccionadas, se generaron partidores

específicos para la detecc¡ón de los mRNA producto de estas secuencias homólogas

encontradas en el genoma de pez-cebra, y se real¡zaron experimentos de RT-PCR en

d¡ferentes estadíos del desarrollo para observar su expresión.

Figura 8. Locac¡ón cromosómica de secuenc¡as homólogas

al consenso de ql en el genoma de pez-cebra.

El diagrama mueslra como cabezas de flecha coloreadas las

posiciones en los cromosomas de las coincideñc¡as generadas

mediante BLAST, al comparar el consenso de 01 con el

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

el alineam¡ento. El diagrama es generado med¡ante BLAST en

el sitio www.ensemk l.orq. Las estrellas indican lás secuenc¡as

que se lograron deteclar posteriormente mediante RT-PCR en

este estud¡o.
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te( consulta se( (oin(¡dente

inicio frn Ori nombre

3 209 +

5 215 +

129 225 +

21 232 +

I 287 +

88 232 +

?1 232 +

149 232 +
147 246 +

1{9 24S +
32 ,l51 +

59 2?9 +

59 i83 +

4? 205 +

2g 241 +
gg 15§ +
5 121 +

3 íB3 +

55 196 +

3 85+
204 251 +

17 232 +

55 210 r
55 143 +

6 |53 +

12 82+
15 99+

12 241 +

á 185 +

1!7 232 +

447 232 +

28 284 +

1 18? +

32 151 +

? 238 +

141 262 +

53 171 +
1? 232 +

GENSCA[¡0000001]802 1251 1480 ]
GEi¡SCAN00|I0003873B 1302 1528 +

6ENSCAN000000133S? 1E8E 1812 +

6ENSDAN00000031{41 19? ¿20 +

GENSCAT¡0000001595S 958 1261 +

GENSCAN00ú000¡0630 1132 1321 +

6ENSCAN000000I?2?1 1174 1397 +

8ENSC4N00000017802 1401 1514 +

GENSCAN000000¡548d 1133 1252 +

GENSCAN00000038?38 1435 1562 +

GENSCAH000000í338? 1511 1711 +

GENSCAN00000011921 1?ll 1938 +

GE¡|SCAN000000¿1805 1{23 16?ú +

GE|1SCA¡100000018565 16 16? r
GENSCAN00000023¡r16'loge 1263 +

GENSCANB00000200JS 1355 '1537 +

GENSCAN0000D0054§d 1032 1't32 +
GENSCAN0000B023¿¿6 100¡ 1146 +

GEt¡SCAN00000015959 92t 1105 +

GEISCAN00000D19739 1412 1842 +

GENSCAN0000001338? 15r3 1618 +

G EHSCAN00000011921 1905 1975 +

GEHSCA|¡00000012003 1¿3{ 1668 +

6EltscANü1000ú00885 1698 1855 +

rcEr.¡scá{qp..0lpg¿qsg¿i 11?1 1245 +

GENSCAN0000B00í396 1480 16¿7 +

GENSCAI¡000000195¿1 101f 1108 +

GENSCAN000000¿1905 '1313 1427 +

GE¡¡SCA|¡000000200i18 1251 l3§9 +

GENSCAN000000205¿3 16? 378 +

GENSCAT¡000000151?r 1509 1?10 +

GENSCAN0000000¿386 1660 1761 +

6E|'¡SC4110000003¡1189 940 1041 +

GENSCAN000000¡10630 ¡ll0 699 +

GENSCAN00000015171 62€ 820 +

GENSCAN00000034189 791 929 +

GENSCA|I00000001¡¡0? 131 ¿28 +

GENSCA¡¡|100000155¡15 1635 1748 +

6ENSCAN00000ú26994 839 975 +

GEN§CAN00000010328 .1353 1593 +

Cromosoma

mmbre in¡.¡o frn O¡i

!!r§ 2109?S1s 2111|084 .

§!r3 315?112431585892.

!¡!.11 29s¿1¿25 2s853352 .

No dBta

§!!q 399994U {0009,{52 +

§¡É 2¿208040 242158§{ +

!¡rA 7281969 7?891{5
Chr5 2'10336?0 2'1101?13.

e!!?1 6333390 63455?2

eE 3156?386 315?5393 -

!E!1 29851231 29861639 .

gEg 21331870 21334?0s +

!I!g 48226653 4§237328 +

!¡É 3024¿613 30246112 .

§[!!1 3484$7? 34859788.

!¡!g 11¿17480 11427702 +

g¡!21 63¡5573 6355506

eI!:ll 3{84043ú866252.
e¡rg 39999309 40003346 +

e¡r]| 4?2§093 4?32029

!¡r:ll 29855000 2996¿167.

etr3 21331521 2í335088 l
eEg 4504660s 45047313.

eIlA 3??4?859 3??53614 +

tlo d¿t¡

l!!q 926?207 9263237

§!r¿ 3025363830256382.

elrg ¿82235s1 {e22666? +

Ctu:8 ',1¿1¿549 1'l4l?494 +

§lrg 25571532 25621656 .

g¡rl2 2554815¿ 2556?408 '
P¡lq s2G6885 926?r?0
No dala

§¡!É 2é18928? 2¿195472 +

efujl¿ 256630?9 25689974 '
No data

e!r3g 3$9¿510 38¡0698? .

Eh(q 2ñ688¡t526369{e6.
No dai¿
qlr3 5142918351¿30189.

estadísticas

punti. É.val 9f0 long.

177 3.{e.?1 54.98 251

6¿6 1.9e.57 {9.02 255
5EG 1.4e.67 65.35 12?

566 5.3e.49 42.9? ?¡9
551 f.2e.4'l 3?.39 329
546 3.6e'49 46.89 20S

5!2 1.1e 46 ú3.43 251
53{ ¡1.?e-50 5?.5{ 114

51? 1.9e.80 62.60 123

514 3.8e.4e 60.16 128

¿?g i.0e.38 5?.64 l4ó
463 5.5e.40 42.64 265
¿50 1.6e.36 34.6¿ 30§
445 4.3e.3? 50.00 162

413 1.5e.33 41.50 200
3S? 6.8e.30 35.8? 21?
35S 1.9e.80 58.88 '107

3¿6 3.le-27 ¿8.67 150

280 ,|.2e.19 35.00 200

253 ¿.8P.1É :9.66 1?S

2¿{ '1.{e.67 46.02 l'13
2{l 3.4e.21 64.19 ?1

233 8.5E.15 28.19 259
229 2.9a.1? 35.1f 188

221 A1e.15 ¿2.5A 121

218 2.9e.28 36.02 196

21{ 4.9e'13 44.d4 gg

212 1.4e.12 !338113
212 1.3e.12 43.36 113
211 '1.1P.12 21.91 250
211 2.0e.12 32.11 230
210 2.9e.2S 3¿.26 108

205 ?.ee'26 3?.0S 106

202 1.2e.11 30.89 2??
196 7.1é.11 28j2 22!
lSS ?.ee.Z€ 35.29 153

191 3.8e.11 27.34 2?8
1§0 l.SÉ.15 30.53 131

1Sg 9.1e.12 22.24 152
187 ¡.5e'10 26.85 25?

¡ni.io ñn O.¡

Figura 9. Secuencias homólogas a Cavol en el genoma de peiz-cebra.

La tabla enlista las coincidencias enconlradas en el genoma de pez-cebra usardo como

secuencia de consulta el consenso de la subunidad 01 de CaV obtenido de entre ratón y pez-

cebra. Las coincidencias se muestran en orden de mayor a menor puntaje de apaream¡ento.

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

y térm¡no del apareamiento en la secuencia consulta y en las scuencias co¡nc¡dentes

encontradas. La columna de parámetros esladísticos muestra el puntaje, el E-value, el

porcentaje de ident¡dad y la long¡tud del alineamiento. La l¡sta es generada med¡ante BLÁSTN

en el sit¡o www.ensembl.orq, y solo muestra las primeras 40 coincidencias, dentro de las

cuáles se encuentran las secuencias identificsdas en este estud¡o marcadas en rojo.
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Tabla 2. Secuencia de utilizados en RT-PCR.

pb sH

1 (D) CTTGGATTTGGGAAGCTCTGTCCTC 7 (D) TNCCTGAGTCAGCCACTGTCCGA
(R) -^.--^"-^^-^ 548 (R) ---^^-^^-..".-_

2 1o1 lrceeccecAACCCcrGGATGcr
(R) GGATTGATGGGAAGTGAAGCGCffA 542

8 (o)

3 1o¡ ccrccccccAAGTGCTAAAACA
(R) TGAAGTTGTTCCCCAGCTCTGTGAC

4 1o¡ cncrrrnrlcGAGTGTGGGcGGAGI
(R) TGGGTTAGTGGGAGAATGGGCTCTA

5 1o¡ ronrrrrcrcATTGTGGTCGGCAG
(R) TCGAAGTTGTCCATGATCACAGCG 540

525

6 (o) ccceccrcoccrcATTAAAcrccr
1R) CCCAGAAÍGGAfGAGTCACGTGTC

cav1 1b (D) AcTGGTGTccATGAAcATGcc
(R) CAGCC G CCTGTCATTAACATTT

SH =Secuencia Homóloga encontrada (D) =padidor directo. (R) :partidor reverso. pb =pares de bases del ampllcón producido
Los partidores se presentán con orientación 3--5'
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Expresión de secuencias homólogas a CaVsl en pez-cebra juvení|.

Se analizó la expresión de supuestas CaVq'l en pez-cebra mediante RT-PCR

(Figura 11). Para probar la efectividad de los partidores generados para la detección,

se utilizó como templado mRNA proveniente de individuos juveniles (2 meses), en

donde la mayoría de las distintos tipos de la subunidad CaV u1 se encuentran

expresadas. El resultado de esta prueba se observa en la figura 104.

Se logró detectar la expresión de 10 secuenc¡as homólogas a la secuencia

consenso de Cavol (carriles 1-10), además de la expres¡ón del mRNA codificante para

CaV'1.3a (carr¡l 11) y de CaV1.1b, característ¡co del músculo esquelético (carril 12). Lo

siguiente fue usar la misma batería de partidores para analiza/- la expresión de estas

secuencias durante el desarrollo embr¡onario del pez-cebra.

Expresión de secuencias homóloga§ a CaVql en embriones de pez-cebra.

Se obtuvo mRNA de embriones tardíos de 35 hpf, 25 hpf y de embr¡ones

tempranos en 75% de epibolía (8 hpf aprox.), y se realizaron los RT-PCR para cada

templado. En embr¡ones de 35 hpf (Figura 108) se observó la expresión de 9

secuencias homólogas (carriles 2 - 10) y la expresión de ambas isoformas conocidas

(carr¡l 11 y 12). Sólo la secuenc¡a 1 no pudo ser detectada consistentemente en esie

estadio embrionario (carril l). En embriones de 25 hpf (F¡gura '10C) se logró detectar la

presencia de mRNA correspondiente a las secuencias 3, 4, 5,7,8 ,9 y 10 (carril 3 - 5 y

8 - I 0), y a la isoforma del músculo esquelético (carril 1 '1). Sin embargo, no se observó

la banda esperada para las secuencias 1, 2 y 6 (canil 1, 2, 6), ni la banda

correspondiente a la isoforma 1 .3a (carril 12). En embriones tempranos (75o/o de

epibolía) se observaron bandas intensas que indican la presencia de los mRNA

provenientes de la secuenc¡as homólogas 2,7 y I (Figura 10D; carril 2, 7, 8). Pese a



40

A

B

G

D

2 meses

35 hpf

25 hpf

75 "/" epi

F¡gura 10. Expres¡ón de secuenc¡as nucleotídicas homólogas a la subun¡dad d'l de CaV en

pez-cebra. Detecc¡ón med¡ante RT-PCR usando mRNA extraído de indiv¡duos juven¡les (A), y de

distintos estadios del desarrollo embr¡onar¡o: 35 hpt (B), 25 hpf (C), 75% epibolia (D). (carr¡les

l-10) La figura corresponde a la amplif¡cación de las secuenc¡as homólogas a subun¡dad 01 de

CaV encontradas mediante BLAST. La banda más cercana a los 500 pb. corresponde al

amplicón esperado para cada par de partldores. En los carr¡les 11 y 12la banda ub¡cada en la

parte superior del gel corresponde al tamaño de ampl¡cón esperado. La ampl¡fcación generada

en el carril 1l es producto de partidores específlcos para la subunidad 01 de CaV 1 .3a, m¡entras

que la del carril l2 es producto de la combinac¡ón de un partidor pan-o1 de CaV (sentido), más

uno especif¡co para (I1 de CaV de músculo esquelét¡co (antisentido). (E) Cuadro resumen de la

expresión de las secuencias homólogas a CaV en los distinios estadios anal¡zados. El signo (+)

ind¡ca expresión. El control posit¡vo (c+) es B-actina de pez-cebra. El control negat¡vo (c-) consta

también de los part¡dores para B-actina pero carece de mRNA como templado, en su lugar se

agrega agua a ¡a reacción. (M) Marcador de peso molecular. (pb) pares de bases.

E sécuénclas hoñóróoá§ a cav ampl¡flcadás por RT PcR

2 meses + ¡ + + +

35 t¡-qf

25 hpf

7 5"/" ?-P.i
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que en la foto del gel presentado en, la figura 10D aparece la banda esperada que

¡ndicaría la expresión de la secuencia homóloga 10, este resultado no fue reproducido

en la totalidad de oportunidades en que se rep¡t¡ó el exper¡mento, a diferencia de la

expresión de las secuencias 2,7 y 8, que fue claramente consistente en todos los

ensayos.

Estas observac¡ones med¡ante RT-PCR demuestran la expresión a nivel

transcripcional de distintas secuencias homólogas a CaVol en estadíos embrionarios

avanzados, como lo es el final de la segmentación (25 hpf aprox) y el comienzo de la

motil¡dad en med¡o del periodo de faríngula (35 hpf aprox). También se demuestra la

expres¡ón de tres de las 1O secuencias homólogas a CaVo'l analizadas, y la expresión

de las isoformas conocidas 1 .3a y 1 .1b en el desarrollo temprano de pez-cebra,

específ¡camente en el estadío de 75o/o de epibolia, perteneciente al periodo de

gastrulación.

ldentificación de secuencias nucleotídicas homólogas a CaV q1 expresadas en

pez-cebra.

Para encontrar la ¡dentidad de las 10 secuencias homólogas a CaVo1 que se

lograron detectar en pez-cebra, se ext¡ajeron las bandas correspondientes desde el gel

electroforét¡co, se pur¡ficaron y clonaron para su posterior secuenciación. Éstas fueron

¡ngresadas como secuencia consulta en las bases de datos accesibles en NCBI y en

Ensembl, para buscar su identidad mediante BLAST. Se realizó la búsqueda mediante

algoritmos que perm¡ten encontrar secuencias homólogas a nivel nucleotÍdico

(BLASTN) y peptídico (BLASTX) en ambas base de datos. Además, con Ensembl se

rcalizó la búsqueda contra la base de datos denominada "cDNA-AL i¡ille" para llegar a

las secuencias de donde se originaron los partidores para la detección mediante RT-
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PCR. Los datos del proc,eso de ¡dentificación fueron analizados, comparando entre sí

las secuencias obten¡das a través de los distintos algoritmos de búsqueda

bioinformática.

Se logró ordenar en la tabla 3 los distintos códigos de acceso prop¡os de cada

base de datos que corresponden a una misma secuencia, tanto en su forma

nucleotídica como peptídica. 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. Céd¡gos de acceso a las secuencias nuc¡eotíd¡cas homólogas a cavsl
encontradas-

BLAST en l{CBl

AlgoriÍno utilizado

BLAST en EGembl

Algoritrno ut¡lizado

EGABLAST BLASTX BLASTN

1

2

3

4

6

7

I
I
10

xM_683360 XP_688452.2

xM_001918512 XP_001919547

XM_685,t56 XP_690548

Nir_001114548 NP_00r108020

xM_001920515. XP_00't920550

xM_001921331 XP_00192't366

xM_001922886 XP_00'|S22S21

xM_694190 XP_699282

xM_686170.2 XP-691262

xM_682922. XP-6S8014

ENSDART00000073S24

ENSDARESTT00000028301

ENSDARÍ00000(x3135

ENSD4RT00000047719

ENSD4RT00000085220

ENSOARTOoo00089971

ENSDART00000065375

ENSDART00000089317

ZFISHT:21:1:,{605731¡l:f 
(''

ENSDARTo0000008139

ENSDARP00000088414

ENSOARESTP00000028301

ENSDARP00000023232

ENSDARP0000004/718

ENSD4RP00000079666

ENSD4RP00000084404

ENSDARgP00000065374

ENSDARPO0000083750

ENSD4RP00000005825

SH = Seorenc¡a Homóloga er¡contrada. 
(') 

= S¡n código de transcrito , se intorña la ubic¿c¡ófl del alineamiento.
BIAST én NCBI y Ensémb son ac(Es¡t e a través de \ 

^¡/w. 
ncbi nlm nih oov y www ensembl.oro, respectivaménte



13

Tabla 4. ldentifieac¡ón y ub¡cación de las sEcuencias homólogas a CaV '

BLASTN Ab-lnitio
cDNA§

(GenscanISNAP) fpo cle CaV Ubicac¡én

1

2

3

5

6

1

8

s

10

GENSCAN0000001l821

GENSCAN00000026994

GENSCAN00000038738

GENSCAN000000 f 7802

GENSCAN00000015171

GENSCAN0o00004f805

GENSCAN00000031441

GENSCANoo0000l7271

GENSCAN00000005484

GEN§CAN00000013387

Cromosoma I
Andamio zv7-N4743

Cromosoma 3

Croñosoma 5

Cromosoma 12

Cromosoma I
Añdam¡o 2v7,NA2946

Cromosoma 22

Crcmosoma 21

Cromosoma 11

CaV14

Cav33

Cav 2.1a

Cav 2.2a

CaV 3.1

CaV23

CaV 1 3b

CaV '1 1a

CaV 2.2b

CaV 2 1b

{*)- Códigos de las secuenc¡as homólogas a al consenso de CaV 01 enco¡trádás
rnrc,álmeñle en eloenoma de oez cebr¿

(**) = ¡¡,"a",6n 
",oaosónrca 

descorooda, se,nfoni¿ elcodlgo de acceso al anda'Íro oe

ensamblaje en que se encuentra.

Figura 11. Ubicación en el cariotipo de pez-cébra

de las secuencias homólogas a Cavql

encontradas.

Se destaca con un rectángulo de borde rojo el lugar

del cromosoma en que se encuentfa cada secuencia

homóloga a CaVol detectada por RT-PCR en

emb[iones e individuos juven¡les de pez-cebra.

ldentif¡cadas las secuencias detectadas en los experimentos de RT-PCR

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

cod¡f¡cantes para CaV 1.1a, CaV 1.1b, CaV 1.3a, CaV 1.3b y CaV 3.3 durante la

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

no ocurre la diferenciac¡ón de células excitables.
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Hibridación /n-Sifu de mRNA de GaV detectados por RT-PCR.

El paso siguiente fue intentar determinar el patrón de expresión espacial de los

tres alfa-1 CaV encontrados por homología: CaV 1.1a (sec. 8), CaV 1.3b (sec. 7) y CaV

3.3 (sec. 2). Para ello se realizaron experimentos de hibridación ¡n-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 f¡jaron émbr¡ones

de 48 hpf para probar la efectividad de las sondas. El mayor tamaño y el avanzado

desarrollo de estructuras del sistema nervioso, locomotor y cardiovascular son razones

para escoger este estadío embrionar¡o, de modo de lograr una mejor observación de la

especificidad de la marca que producen las sondas sintetizadas.

La figura 12 muestra marca aparentemente específica, ya que no se presenta

homogéneamente en el embrión, s¡no más bien relativamente localizada en ciertas

zonas, dejando otras sin tinción. La composición v¡sual de una marca específica

debería consistir en un puntillismo generado por la delimitación propia de la unidad

celular en donde se expresa el mRNA a detectar, es decir, un conjunto de pequeños

puntos de color morado donde cada uno representaría una célula en particular.

La figura 13 presenta la misma hibridación, pero en mayor magnificac¡ón, 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 determ¡nar con certeza la presencia y lugar de

expresión de los mRNA de CaV 1.1a, CaV 1.3b, y CaV 3.3 deteciados por RT-PCR.
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antisent¡do sentido

sonda 2

sonda 7

sonda 8

F

Figura 12. Hibridación ,rr-Sia, de embriones completos usando sondas contra mRNA de

Cavql putativos.

Se usaron las sondas antisentido para la detección de la secuenc¡a 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 h¡bridación. La f¡gura muestra la prueba de las

sondas s¡ntelizadas para la detección en embriones de 48 hpt. No se observan diferenc¡as

sign¡ficativas en la tinción que genera la sonda ant¡sent¡do al compararla con la sonda senlido

(control) para ninguno de las tres pruebas. El área enmarcada por un borde blanco

corresponde a la magnificación que muestra la Figura 13. La bana negra corresponde a 250

pm y se aplica a todos los cuadros.

BA

G

E

D

,l
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antisentido sent¡do

sonda 2

sonda 7

sonda 8

Figura 13. Hibridación ,n-St'tu de embriones completos usando sondas

contra mRNA de CaV q1 putat¡vos (Mayor magnificación).

Se presentan los aumentos de las irnágenes expuestas en la flgura anterior,

con el mismo orden de las sondas antisent¡do y sent¡do correspondientes La

mayor magnificac¡Ón de la zona permite observár marca aparentemenie

especific.a. Sin embárgo, no se logra apreciar diferencias significativas entre la

tinc¡ón en embriones experimentales (sonda antisent¡do) y los embriones

ccntrol (sonda sent¡do). La barra negra corresponde a 100 pm.
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En los reiterados ¡ntentos de lograr una buena hibridación siempre se utilizó,

como control de la técnica, la sonda capaz de detectar la expresión del mRNA de

cntn2, cuyo producto peptidaco es la contact¡na 2, denominado anteriormente como

glicoproteína axonal de expresión transitoria o tag'l, y que se expresa en neuronas,

cerebro medio y posterior, sistema cardiovascular, y médula espinal entre otros. Se

observa en la figura 14A, la expresión de cntn2 en embrión completo de

aproximadamente 35 hpf (estadío Prem-2s, periodo de faríngula), y con una mayor

magnificación en la figura 148.

Figura 14. Patrón de expresión de cntn2 en embr¡ón de pez-cebra.

Se observa la marca producto de ¡a sonda ant¡sentido para cntn2 en menor (A) y

mayor (B) magnificación. Se observa un patrón de expresión punteado y en los lugares

antes descr¡tos en la literatura, lo que indica una correcta y espec¡fic¿ marca. Esta

hibridación ,n-srtu se real¡za a modo de control positivo de la técnic€ durante la prueba

de sondas sintetizadas para la detección de las secuencias homólogas a subunidad G1

de CaV, y se lleva a cabo conjuntamente, en el mismo experimento. El área

enmarcada por un borde blanco en (A), conesponde a la magnificación que se

mueslra en (B). La barra negra conesponde a 250 ¡rm en (A) y 100 pm en (B).

I
B
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Expresión de la proteína alfa-{ CaV.

Para realizar la detección de la subunidad alfa-1 CaV mediante

¡nmunofluorescencia se escogió el anticuerpo Anti-pan caV subunidad alfa-1,

generado en conejo contra un epítope intracelular conservado de rata, ubicado cerca

del carboxilo terminal de los CaV. La secuencia reconocida por el ant¡cuerpo presenla

una alta similitud con las familias cavl y caV2, además de una reactividad conf¡rmada

en rata y ratón informada por su fabr¡cante (Alomone Labs).

Para asegurar que este anticuerpo puede también detectar los CaV de pez-

cebra, se comparó la secuencia del péptido antígeno contra el cual fue creado, con las

secuencias aminoacídicas de los cav de pez-cebra recopiladas anteriormente (Tabla

1). También se realizó la comparación con los caV de ratÓn. La figura 15 muestra el

alineamiento del péptido antígeno con las secuencias peptídicas de los caV de ratón

(A) y pez cebra (B).

Ér35)
TACNAiAMls dlulus(1743)
TACHAI 9M{.ú-ulus(i6S¡}
a¡NCAlE rór.ñrscllui (1? 10)
CrAD NA I c tvlus tu *ules (13 la)
aAaNAlHMuerurulu! 41355)
CACUAIIMus m*uür (lE?3)
c¡xcAl 5irus dnutue(ll6!)
CAC NA I r rtus tu rulu: (1430)

CACNAI C Musru$ulus(r400)
C Arl NA i 0 Mú. d -elus (140§)

prplidú ¿nriqrñ ¡ de ,rnri. a! Pá^ il)

A

B

pépt do etlr.M d. ¡rnti cávP¡ñ (1) ---------------_

Figura 15. Anál¡s¡s de la conservac¡ón del epítope detectado por Ant¡'pan CeV.

Se observa el alineamiento entre el péptido antigeno del aniicuerpo Antipan Cavql con las

secuencias peptídicas de cavql de ratón (A) y pez cebra (B). Los bloques azules indican pos¡ciones

idénticas. Los bloques verde oscuro repre§entan alta similitud, mieñtras que los verde claro

representan baja s¡militud. se observa la conservación del epitope en las familias cavl y cav2 de

ratón y pez-cebra. Sin embargo, con la fam¡lia CaV3, la s¡militud es muy baja (enrnarcados en rojo).
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El alineamiento contra los CaV de ratón (Figura 15A) muestra, en efecto, la alta

similitud con la familia de los CaV 1 (alfa-'1C, alfa-1D, alfa-1F y alfa-lS), dónde 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 l9 residuos son ¡déntlcos. Sin embargo, no existe similitud con

la familia de los CaV 3 (alfa-1G, alfa-1 H y alfa-1 l). Al comparar el péptido antígeno con

los CaV de pez-cebra (Figura 158) se observa que en la familia de los CaV1, 17 de los

19 residuos son ¡dénticos, y uno tiene alta similitud. Los miembros de la familia CaV2

tienen entre'16 a 18 residuos idénticos al péptido antígeno, m¡entras que al compararlo

con la familia de los CaV3 la sim¡litud es cas¡ nula.

Este análisis confirma la conservación de esta secuencia, en las familias CaVl

y CaV2 entre mamíferos y peces, y la potencialidad del anticuerpo Anti-pan CaVol

para deiectarlas. También da cuenta de la escasa probabilidad de detectar a miembros

de la familia CaV3. Una vez conoc¡das estas características del ant¡cuerpo, se lleva a

cabo la detección por inmunofluorescencia de la subunidad CaVql en células

embrionarias de pez cebra.

Se realizó un cultivo de células, provenientes del estadio de 50% de epibolía, se

dejaron crecer hasta un estadio equivalente al término de la epibolia, se fijaron y se

permeabilizaron para la detección. Las ¡mágenes fueron obtenidas mediante

microscopía confocal y luego deconvolucionadas para una mejor observac¡ón. La

inmunofluorescenc¡a usando el anticuerpo Anti-pan CaVq f muestra una ¡ntensa marca

fluorescente verde en células embrionarias disgregadas, lo que indica la presenc¡a de

la proteína CaVol (Figura 16A).
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(rl CaV Control

fluoréscencia

campo claro

sobreposición

Figura l6- Expresión de la proteina CaVql en células embrionarias en cultivo'

Se observa la detección mediante inmunofluorescencia de Cavo'l usando el anticuerpo Anti-pan

Cavol en células embrionarias en cult¡vo mediante microscopía confocal. Se presentan ias

imágenes de Jluorescencia (A, B, C), campo claro (D, E, F). y la sobreposición de ambas (G, H, l).

Las irnagenes (B), (E) y (H), correspcnde al área enmarcada en borde blanco presente en (A), (D) y

(G), respect¡vamente. (A) Se aprecia uñ¿ intensa marca fluorescente verde indicando la presencia

de ta Cavol. (B) A mayor magnificación es evidente la distribución celular de CaVo1,

observándose células donde se concentra en la periferia, y otras donde se d¡stribuye

homogéneamente en el ciloplasma. (C) S¡n el anticuerpo primario se observa escasa fluorescencia.

La barra blanca corresponde a 20 pm en todos los cuadros. El exper¡mento fue realizado en 6

oportunidades.

G
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Al observar con mayor magn¡ficación (Figura 168), se pueden notar células

cuya marca fluorescente se concentra pr¡ncipalmente en la periferia, mientras que en

otras la marca se presenta distribuída homogéneamente en el espacio citoplasmático.

Sin agregar el ant¡cuerpo primario la marca es casi nula, observándose solo una

tenue fluorescencia posiblemente producto de una autofluorescencia de las células o

de rastros del ant¡cuerpo secundar¡o que permanezcan posterior al lavado de éste

(F¡gura 16C).

Para confirmar la especificidad de la detección, se realizó el ensayo

preabsorbiendo el anticuerpo primario con su pépt¡do antígeno, antes de agregarlo a

las células fijadas. La marca produc¡da por el anticuerpo preabsorb¡do es muy leve

(F¡gura 174) y similar a la observada en el ensayo sin anticuerpo primario (F¡gura 17C).

En tanto el control del ensayo de preabsorc¡ón, en que se incubó el aniicuerpo Anti

CaVql con agua en lugar del péptido antígeno, presenta intensa marca fluorescente

verde (Figura 178 y C) al igual que la marca generada por el anticuerpo apl¡cado

directamente (sin preabsorción, F¡gura 16A), lo que confirma la espec¡f¡c¡dad de la

detección de la subunidad CaVq'l.

Estos resultados demuestran la expresión de la proteína CaVql en el desarrollo

temprano del pez-cebra. Sin embargo, por las características de detección del

anticuerpo Ant¡-pan CaVql, no podemos dar cuenta de cual, o cuales, de los mRNA de

CaVql es el que produce la proteÍna detectada.
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Anti pan-CaV
+

Péptido Antígeno

Gontrol

{Anti pan-CáV + aguá}

fluorescenc¡a

campo claro

sobreposición

F¡gura 17. Ensayo de preabsorción del anticuerpo Anti-pan Cavq'l en células

embrionarias en cultivo.

La flgura muestra la especilcidad de la detecciÓn de CaVo1. Se presentan las imágenes de

fluorescencia (A, B, C), campo claro (D, E, F), y la sobreposic¡Ón de ambas (G, H, l) usando

Anti pan Cavol preabsorbido prev¡amente con su pépt¡do antígeno (A) y con agua (B). Los

cuadros (C), (F) e (l), corresponde al á¡ea enmarcada por un borde blanco presentes en (B),

(E) y (H) respect¡vamente. No se obselvs una fluorescencia signif¡cativa al agregar el

ant¡cuerpo prev¡amente absorbido (A). Sin embargo, el anticuerpo sin preabsorver mueslra

una intensa marca (B), similar a la detectada por el ant¡cuerpo agregado directamente (fgura

16A). La barra blanca corresponde a 20 pm en todos los cuadros

A c
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DISCUSIÓN

Se ha demostrado que la presencia activa de transportadores de Ca*2' como los

CaV, Son determinantes en la organogénesis de elementos del Sistema CardiOvaSCular

y nervioso, y que también participan en la determinación del patrón dorso-ventral

durante el periodo de gastrulación 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 esiudio del

desarrollo embrionario respecto de otros Vertebrados, debido a SU desarrollo externo,

gran cantidad de crías por cruza, y su transparenc¡a durante las etapas tempranas de

su desarrollo. En el presente trabajo estudiamos la expresión de los CaV en etapa

avanzada y temprana del desarrollo embrionario de pez-cebra. Para ello se realizó una

búsqueda bioinformática de los caV en el genoma de pez-cebra mediante el consenso

aminoacídico obtenido de secuencias de CaV de ratón y pez-cebra presentes en la

base de datos de NCBI, y se diseñaron y usaron herramientas moleculares para

observar su expres¡ón, tanto a nivel de mRNA como de proteína.

Secuencias homólogas a CaV en el genoma de pez cebra.

Para encontrar secuencias homólogas a los CaV se utilizó como secuencia de

consulta en BLAST el consenso aminoacídico (Figura 7) obtenido de la comparación

de secuencias peptídicas conocidas y predichas computac¡onalmente de CaVs en

ratón y pez-cebra (Tabla 1). Para tener acceso a todos los posibles caV existentes en

el genoma, se escogió la base de'datos llamada "cDNA-Ab ,nlfio" disponible en
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Ensembl, debido a que permite el acceso a transcritos identificados por algor¡tmos de

predicc¡ón como Genscan y SNAP, y sobre los cuales no se posee evidencia

experimental previa respecto de su expresión. De esta búsqueda se obtuvo una l¡sta de

secuencias de transcr¡tos pred¡chos (Figura 9), desde los cuales se generaron

partidores para su posterior detecc¡ón en estadios embrionarios de pez-cebra (Tabla

2). Las secuencias escogidas fueron las de mayor puntaje y tamaño de alineam¡ento, y

en que los transcritos predichos tuviesen un tamaño similar a los CaV conocidos

(cercano a 6 Kb).

La forma en que se determina las secuenc¡as homólogas con mayor tamaño de

alineamiento tiene que ver con la cant¡dad 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 aminoacídico de CaV ingresado como

consulta, y que al observar la ubicación de dicho alineamiento se puede notar que son

ad¡tivos, es decir, que al ensamblarlos, juntos abarcan una gran porc¡ón de la

secuenc¡a consenso.

Los partidores se generaron en el tercio de la secuencia más cercano la zona

codificante para el carboxilo terminal (extremo 5'), puesto que en el proceso de retro-

transcripción es más probable generar cDNAs que representen aquella zona. El

tamaño escog¡do para el amplicón a detectar fue de entre los 500 y 550 pb, de modo

de asegurar una ráp¡da y fiel amplif¡cación durante el PCR, y tener un tamaño

adecuado para posteriormente generar sondas de RNA para h¡br¡dación ln-srlu.
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Expresión e ident¡dad de las secuencias homólogas a CaV en pez cebra

Deb¡do a que en individuos juven¡les (2 meses) se encuentra toda la var¡edad

de células excitables, con las cuales se relac¡ona la expresión de los CaVs, se escogió

su mRNA para probar la efect¡vidad de los partidores diseñados. Se logró detectar la

expresión de 10 secuencias homólogas al consenso de CaV (Figura 10A) que fueron

¡dentif¡cadas como: CaV1.1a, CaV'l .3b, CaVl ,4, CaY2.1a, CaY2.1b, CaV2.2a,

CaV2-2b, CaV2.3, CaV3.l y CaV3.3 (Tabla 4). Además se logró detectar la expresión

de CaVl 3a (F¡gura l 0A, carril 1 'l) y de CaVl .1b (Figura 10A, carill2) con partidores

anteriormente probados en nueslro laboratorio. Este CaVl .1 b que se ubica en el

cromosoma I ha s¡do denominado como isoforma "b" para diferenciarlo del detectado

por los part¡dores creados en este estudio, que se ubica en el cromosoma 22, y que

llamamos CaVl .1 a. Lo mismo ocurre con CaV2.'la y CaY2.lb ub¡cados en el

cromosoma 3 y '1 I respectivamente, y con CaV2.2a y CaY2.2b ubicados en el

cromosoma 5 y 21 respectivamente.

Cabe señalar que de las 10 secuenc¡as detectadas, sólo CaV2.2a no es

identificado como secuencia predicha en la base de datos de NCBI, lo cual indica que

este trabajo muestra la primera evidencia experimental de la expresión de las otras 9

secuencias similares a CaV en pez-cebra.

La presencia de dos copias de los CaV detectados es consistente con las

múltiples evidenc¡as de la duplicación génica a gran escala sufrida por los teleósteos,

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 act¡vados por voltaje (Novak y cols,

2006).
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Expresión de CaVs durante el desarrollo de pez cebra.

Una vez identificadas las secuencias homólogas al consenso de CaV, se

procedió a estudiar su expresión en estadíos del desarrollo embrionario de pez-cebra.

En embriones de 35 hpf.(F¡gura 3) borrespond¡ente al estadío Prim 25, en donde

comienza la mot¡lidad en medio del periodo de faríngula, se observa de manera

cons¡stente la presencia de los mismos mRNA de CaV identificados anteriormente en

individuos juven¡les (2 meses), excepto CaVl .4 (Figura 10B). La banda

correspondiente al ampl¡cón que indicaría la presencia del mRNA de CaV1.4 en este

estadío se observó en dos de las tres veces en que se repit¡ó el PCR (datos no

mostrados), razón por la cual no se podría afirmar con completa seguridad su

expresión. Sin embargo, esto puede haberse debido a fallas en el procedimiento del

PCR en que esta banda no se encontró presente (Figura 108). En mamíferos 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 estadío Pr¡m-s, ¡n¡cio del

periodo de farÍngula, momento en el cual comienza la circulación de células

sanguíneas, se observó la expresión de CaVl .1a y b, CaV2.l a y b, CaY2.2a y b,

CaVl.3b y CaV3.1 (Figura 10C)

El resultado es consistente con los datos encontrados en la literatura, en donde

se asocia la expresión de estos CaVs con estructuras anatómicas como el sistema

cardiovascular, nervioso y locomotor,'puesto que éstas se encuentran en avanzado

desarrollo en este estadío embr¡onario del pez-cebra.

En mamíferos se conoce que CaVl.1 se expresa fuertemente en tejido

muscular esqueléiico (Lacinova, 2005), mientras que en corazón su expresión es débil

(Xu y cols, 2003).
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CaV1.3a y b se expresan en neuronas bipolares de la retina del pez llamado

carpín dorado (Carassr¿/s auratus),, (Lociudice 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 aparición de la capa neuro-retinal comienza a

aparecer justamente a ¡as 24 hpf (estadío Prim-S), por lo que podríamos 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 fam¡lia CaV2 se expresan exclusivamente en neuronas. En

mamíferos CaV2.l es expresado tanto en cerebro como en el s¡stema nerv¡oso

periférico, mientras que CaV2.2 se expresa exclusivamente en cerebro (Lacinova,

2OO5). En humanos, CaV2.1 alcanza su máxima expresión en h¡pocampo y células de

Purk¡nje (Gazulla y Tintore, 2007).

CaV3.'1 ha sido detectado en cerebro anterior y cerebelo, aumentando su

expresión durante el desarrollo perinatal de ratón (Yunker y cols, 2006). Se conoce de

su expresión en cerebros de humano y rata, y a menores niveles en el corazón

(Lacinova, 2005). También se expresa en células neuroendocrinas de rata GH3

(Mudado y cols, 2004). En cuanto a la presencia de CaV3.l durante etapas tempranas

del desarrollo embr¡onario, se ha observado su expresión en cóclea de pollo durante el

estadío 8 (Levic y cols, 2007) y en querpos embrionarios formados por precursores

card¡acos derivados de la línea celular ironcal Ht7, desde el 5o día de cultivo (Mizuta y

cols, 2005).

La presencia de CaV1.4, CaV2.3 o CaV3.3 no se logró detectar en embriones

de 25 hpf equivalente al estadío Prim-S del desarrollo de pez-cebra.

CaV2-3 se expresa en cuerpos celulares, dendritas y terminales nerv¡osos,

(Catterall, 2000), y en células pancreáticas beta (Yang y Berggreen, 2007). Mientras
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que CaV3.3 es expresado fuertemente en el cerebro medio y bulbo olfativo durante el

nac¡miento, y en cerebro y médula esp¡nal durante el estadío E14 del desarrollo de

ratón (Yunker y cols, 2006). También se conoce su expresión en células

neuroendocrinas de rata GH3 (Mudado y cols, 2004).

En la etapa temprana del desarrollo de pez cebra, representada en este estudio

mediante embr¡ones en estadío de 7 5o/o de epibolia, pertenec¡ente al periodo de

grastrulación, se observó una robusta expresión de CaV l.la y b, CaV1.3a y b, y

CaV3.3 (Figura 10D), pese a que en esta etapa recién están formándose las capas

germinales que darán origen a los diferentes t¡pos celulares, por lo tanto no existe

ningún tipo de célula excitable con las cuales se ha relacionado previamente la

presenc¡a de los CaV. S¡n embargo, este trabajo no es la primera evidencia de la

expresión de CaVs en etapa temprana del desarrollo de pez cebra. Anteriormente en

nuestro laboratorio se detectó, mediante RT-PCR, la expresión de CaVl.1 y CaV1.3a

desde el estadío de 2 y 4 células respectivamente, lo que refleja la presencia de mRNA

de origen materno, puesto que la expresión de los genes del cigoto se inicia sólo

después de las 3 hpf. (Ebert y cols., 2008). La expresión de CaV1.1 y CaV1.3a

continúa de manera generalizada en el embrión durante los periodos de blástula y

gástrula, mientras que en etapas más tardías se limita a somitos y al sistema nerv¡oso

central en formación, respectivamente (Sanhueza y cols, 2009). También en nuestro

laboratorio fue descrita la expresión de CaVl .1 en la zona dorsal marginal de la

gástrula temprana del anf¡b¡o Xenop us laevis (Palma y cols, 2001 ).

Dos tipos de CaV quedaron fuera del análisis de este trabajo: CaY1.2y CaV3.2.

En vertebrados, CaY1.2 es principalmente expresado en corazón. En pez-cebra,

además, se ha detectado su presencia durante los últimos estadíos del periodo de

segmentación en el mesodermo de placa lateral, tubo cardiaco primitivo y primordio
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pancreático, mientras que a las 48 hpf se aprecia su expresión en el iracto digestivo y

sistema nervioso central (Rottbauer y cols, 2001).

En embriones de ratón se ha identificado una dominante expresión de CaV3.2

en los ventrículos del corazón durante el día 9,5 y 18 postco¡to, disminuyendo

posteriormenie en la adultez (Yasui y cols, 2005).

Las diferencias en el patrón de expresión de los CaV aquí observados (F¡gura

10), durante los d¡stintos estadíos (35 hpf,25 hpf ,75o/o de epibolia), son cons¡stentes

con la idea de que los CaV son expresados diferencialmente durante la ontogenia de

Ios vertebrados. Otros antecedentes que apoyan esta idea han sido publ¡cados. Tal es

el caso registrado en células cardíacas, donde se observa el camb¡o de expresión de

CaV3.1 a CaV3.2 durante el paso de la etapa temprana a tardía de diferenciación

(Mizuta y cols, 2005). Algo similar ocurre en la maduración de células ciliadas de pollo,

en donde se detecta Ia expresión de CaV3.1 en E8, que aumenta en E12, paru

desparecer posteriormente en E'16. M¡entras que, CaV1.3 aumenta su expresión 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 estadío particular de los aquí

estud¡ados (Figura 10), podemos notar la diferencia en la intensidad de la bandas entre

los distintos tipos de CaV detectados- Esio podría atribuirse a una diferencia en el n¡vel

de expresión de los mRNA de estos CaV, sin embargo, un análisis cuantitat¡vo

apropiado es requerido para afirmar esto. Con los part¡dores 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 expresión de CaV durante

el desarrollo embrionario de pez-cebra se presenta en la figura 18. El d¡agrama de tipo
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Observación de los mRNA de CaV mediante Hibr¡dación ,n'Sifu.

Puestoqueelprinc¡palinterésdeestetrabajoesdemostrarlapresenciade

caV en el desarrollo temprano de pez-cebra, se escogieron los amplicones de los cav

detectados en el estadío de 75o/o de epibolia (CaV1 .'l a, CaVl .3b y CaV3.3) para

generar sondas de mRNA. Lamentablemente no se logró obtener una l¡mpia y clara

hibridac¡ón rn-sftu. se modificaron tiempos y temperaturas de incubación, lavado y

revelado de la sonda, en uno y otro protocolo, intentado modificar el grado de estrictez

de la sonda. Se repitió en tres oportunidades Ia síntesis de las sondas sentido y

ant¡sentido pensando en la ex¡stenc¡a de algún error en los pasos de transcripción,

l¡mp¡eza y almacenamiento de Ia sondas. sin embargo, no se obtuvieron resultados

claros en cuanto a la especificidad de la marca en embriones de 75o/o de epibolia. La

marca generada por estas tres sondas en este estadío embrionario (datos no

mostrados) es generalizada y de sim¡lar característ¡ca a la observada en trabajos

previos en nuestro laborator¡o con las sonda para CaV'l.l y CaV1.3a (Sanhueza y cols,

2OOg). Pese a ello, nada se puede asegurar de la especificidad de la deiección' pues

las sondas sentido producen sim¡lar resultado. Por esta razón, se escogió un estadío

más avanzado del desarrollo de pez cebra (48 hpf) que, gracias al mayor tamaño del

embrión junto a la avanzada organogénesis, permitiese una mejor apreciación de la

marca, esperando encontrar una más clara localización de la misma.

Al observar el resultado de la h¡br¡dación ,n-siÍu con las sondas ant¡sentido en

embriones de 48 hpf (Figura 12 y F¡gura 13), se aprecia una marca aparentemente

específica, puesto que se encuentra localizada en zonas correspond¡entes al sistema

nervioso, locomotor y cardiovascular, .y se presenta con un patrón de puntos, donde

cada uno de ellos es generado por la expresión de una célula en particular- Sin

embargo, las sondas sentido producen similar resultado, haciendo imposible afirmar
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que Ia marca observada con las sondas ant¡sentido corresponda a los mRNA de los

CaV estud¡ados.

Tampoco se realizó un análisis minucioso de los sitios no conseryados entre

estos mRNA, que perm¡t¡ese la creación de sondas adecuadas, capaces de detectar

específicamente cada uno de los distihtos mRNA de CaV evidenciados med¡anfe RT-

PCR.

Sin duda, una confiable observación de la presenc¡a del mRNA de CaVs

mediante hibridación ,n-srtu, hubiese arrojado importantes datos sobre el patrón

temporal y espacial de éstos durante el desarrollo de pez-cebra.

Mediante esta técnica un estudio en pez-cebra de los transcritos cod¡f¡cantes

para canales de sodio activados por voltaje (Novak y cols, 2006), demuestra la

expres¡ón de d¡versos mRNA con distintos patrones de expresión, que son iemporal y

espacialmente dinámicos durante estadíos embr¡onarios y larvales. Los canales de

sodio activados por voltaje poseen s¡militudes con los CaV en cuanto a estructura, ya

que comparten entre otras característ¡cas, 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 segregación espacial y

temporal en la expresión de subtipos de un mismo canal de sodio aci¡vado por voltaje

(Scn). Por ejemplo, scníLaa es detectado a las 24 hpf en el tubo cardiaco, a las 48 hpf

es detectado difusamente en la región dorsal del cerebro medio y posterior, mientras

que a las 60 hpf se expresa en la región rostral del sistema nervioso. En cambio, la

expresión de scnSlab 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 línea lateral en desarrollo. Una expresión temporal y
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espac¡almente dinámica podría estar sucediendo con la expres¡ón de CaV1 .1a y b,

CaV2.1 a y b, y CaY2.2a y b durante el desarrollo embrionario de pez-cebra.

Expresión de la proteína CaVq1.

Con el fin de hacer dar más soporte a la demostrac¡ón de la presencia de CaVs

durante el desarrollo temprano de pez-cebra, se decidió realizar una detección de la

proteína med¡ante inmunofluorescencia en células embrionar¡as en cultivo (Figura 16),

con desarrollo equivalente al f¡nal de la gastrulación (F¡gura 3). Para ello se escogió un

anticuerpo "panCaV", capaz de reconocer un epítope conservado en las fam¡l¡as CaVí

y CaY2, pero no en la familia CaV3 (Figura 15). Gracias a la incorporación de los

controles adecuados a la técnica, como la ausencia y preabsorción del anticuerpo

primario (F¡gura 16C y Figura ' 17A, respectivamente), se logró detectar

fehacientemente la presencia de la subnidad ol CaV (CaVo1) en células embr¡onarias

en cultivo (Figura '164).

Se observa la presencia de CaVal concentrada en la periferia de la mayoría de

las células, lo que se puede comprobar al mirar la imagen que superpone la

inmunofluorescencia con el campo claro (Figura l6H), en donde se distinguen

perfectamente los límites de cada célula. Esto indicaría la presencia de caVql en la

membrana celular. Sin embargo, para afirmar esia suposición, podría realizarse un

ensayo de inmunofluorescencia incorporando mRNA de la proteína integral de

membrana fusionada con RFP mediante microinyección en el estadío de dos o cuatro

células, luego se analiza la colocalización de la fluorescenc¡a verde (anticuerpo

secundar¡o) con la ro.ia (RFP-membrana).

En cuanto a la función que podrían estar desempeñando los CaV durante el

desarrollo temprano, se sabe por estudios real¡zados en nuestro laboraforio en
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embriones de Xenopus iaevls, que CaV1.1 regula el patrón mesodermal especificando

¡a identidad dorso-ventral de las células del mesodermo (Palma y cols,2001). Sin

embargo, efectuada la inactivación de CaV de pez-cebra mediante el uso de

bloqueadores específicos en etapas tempranas de su desarrollo, no arrojan los m¡smos

resultados obtenidos en anfibio (Sanhueza y cols, 2009). Tal vez los CaV estén

participando en otras funciones dist¡ntas al trasporte de calcio, como sucede con la

subunidad aux¡l¡ar CaVB4, de la cual se ha reportado su función como proteína

andamio durante el desarrollo temprano de pez-cebra (Elbert y cols, 2008).

Le evidencia experimental generada en este trabajo demuestra la existencia y

expresión de variados genes codificantes para CaV en pez-cebra. Además, se

demuestra la expresión de éstos en etapa temprana y tardía del desarrollo embrionario,

tanto a nivel transcripcional como traducc¡onal. Considerando la detecc¡ón de CaVs en

el periodo de gastrulación, podemos afirmar que variados CaV son expresados antes

de la diferenciación de células excitables.
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CONCLUSIONES

El uso de herramientas bio¡nformáticas perm¡tió la identificación de diversos

CaV en el genoma de pez-cebra, y el posterior diseño de herram¡entas moleculares

para la detección de los mRNA correspondientes.

Se logró observar la expresión de los mRNA producto de los genes encontrados

in-silico, en ind¡v¡duos juven¡les de pez-cebra y, de paso, verificar la efectividad de los

partidores creados para su detecc¡ón mediante RT-PCR.

Se identificaron los patrones de expresión de éstos mRNA codif¡cantes para

CaV, mediante RT-PCR, en etapa tardía (Pr¡m-s y 15, pertenec¡entes al per¡odo de

faríngula) y temprana (7 5o/o de epibolia, perteneciente al per¡odo de gástrula).

Se identificó la presencia de CaV a nivel proteico, med¡ante

inmunofluorescencia, en células d¡sgregadas con desarrollo equ¡valente al térm¡no del

periodo de gástrula.

Las evidencias presentadas en este trabajo demuestran la presencia de canales

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

células excitables.
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