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ARTICULOS DE REVISION

El papel delos contactos celulares en la
recuperacionde canalesionicos de membranas de
células epiteliales

Marcelino Cereijido,* Dodanim Talavera," Arturo Ponce,* Jesus Vega,*
Mariadel R. Garcia-Villegas,* Jesus Valdés*

Resumen

Las corrientes cationicasen c8ulasMDCK son cast
exclusivamente debidasacanal esdeK™ ! El tratamiento
contripsina-EDTA destruyel amayoriadeestoscanal es
Cuandosonresembradas,fos canal esserecuper anpor
medio de unprocesoquerequieresintesisde proteinas
y de mensajero * Elpresente trabgje demuestraquela
recuperaciénrequiere del contacto entrelascélulasy de
concentracionesnor malesde”a?+ (1 8ma) Lascélulas
en monocapasconfluentesen presencia de 1 8 mM de
Caz+ exhiben corrientes de K* de 343 + 82 p4, las
confluentesenunmedioconbajoCa?+tienensélo 90+
12 pA (27% del control), y las que no establecen
contactoscel ularesaue sonincubadasasuconfluencia
pero en Ca?+ extracelular normal  tienen104 + 21 pA
(31%del control), conbaseen estosresultadosconcl ui-
mosquelaexpresiondecanalesde K dependede con-
tactos celularesy presenciade Ca?* normal Esprobable,
entoncesque esta expresi oneste medzadapor uvomo-
rulina

Palabrasclave: Canalesionicos, canal esepiteliales,
canalesK + ,biosintesis decanal esionicos.

Introduccion

Por muchos afios se supuso que la altisima
selectividad i6nica de las membranas biolégicas
estabaexclusivamenterelacionadaa su potencial
eléctricoy, por extension, que éste sélo tenia un
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Summary

Catzonrccurrentsim matuxe MDCK cells arealmost
excdusrvelydueto K* channels’ Harvesting withtrypsin-
EDTA destroys 80-90% of these channels Upon re-
plating, K+ currents recover in 12-20 h, by means a
processthat requiressynthesr sofproteznsand of RNA *
Inthepresentwor kwe demonstratethat ¢4is restoration
dependsonaCa?+activatedcell-cell contact Thus, cells
n confluent monolayers bathed with 1 8mM Ca’+huve
aK* currentof 34382 pA, confluertwithout Ca>+have
only 90 + 12 pA (27% of control, and without cell-cell
contactsmcubatedwzthl 8mM Ca?+ (Subconfl +Ca?*)
huve 104 + 21 p4 (31% of control)

This demostrationthattheexpressionof K+ channels
depends on Ca-activatedcell-attaching molecules su-
ggests that a molecule of the #ype of uvomorulin is
mvolved

K eywords: lonchannels,epithelial channels,K* cha-
nnels, biosynthesis of ion channels, cell-cell contacts,
Ca.

papelrelevanteenneuronasy célulasmusculares.
De hecho, no todos los autores estan de acuerdo
acercade la razdn que lleva a algunas células a
gastar mas de la mitad del ATP que producen, en
manteneruna alta concentraciéonde potasioy una
baja de sodic en su citoplasma. Sin embargo, la
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introduccion de las técnicas llamadas de "patch
clamp"y de "whole cellclamp” que aqui traducire-
mos como "fijacién de voltajeen microarea"(FVM)
y por "fijacién de voltaje en toda la célula” (FVC)
respectivamente, ha cambiado drasticamentedi-
cho panorama.

Por comenzar, permitieron estudiarlos poten-
ciales de células pequerias, detectar los canales
responsables de las diversas permeabilidades(a
Na*, K*, Cl-, Ca?+etc.) y abrieronel caminoparasu
secuenciacion y control genético. Pero ademas
llevaron a varias conclusiones asombrosas:! to-
daslas células estudiadas hastaahora,desdelas
bacterias hasta las neuronas, tienen canales Uni-
cos de membrana;? practicamenteno hay funcién
biolégicaimportante,desdela contraccionmuscu-
lar hastala olfacién, y desdeel control de la gluce-
miahastalareacciéninmunolégica, que noincluya
directa o indirectamente la participaciénde algin
canal i6nico;® consecuentemente, hoy se estan
encontrando que ciertos cuadros clinicos conoci-
dos desde la antigliedad, se deben a la falla de
alguncanal, en célulasqueno sonnecesariamen-
te excitables.

Nuestro equipo estainteresadoenlos canales
i6nicos de las células epiteliales y dentro de este
campo a la sintesis y distribucion polarizada de
canalesde potasio. En este trabajo en particular;'
partimos de nuestra observaciéon®de que cuando
una célula MDCK (epitelial de rigen renal) se
recoge de los frascos de cultivo con tripsina ED-
TA. pierde el 90% de sus canales ionicos de K*y
reduce susuperficiede membranaalamitad,pero
gue cuando se la resiembra, recupera ambos
atributos en alrededor de 15 horas, y? demostra-
mosque para quelascélulas puedan recuperarde
esemodo tanto sus canalesde K* como su super-
ficiede membrana, es necesarioque se coloquen
mediante contactos dependientesde Ca?*.

Materialy métodos
Cultivocelular

LascélulasMDCK fueron obtenidasde laAmeri-
can Type Culture Collection(MDCK, CCL-34). Uti-

lizamos células entre los parajes 60 y 90. Previa-
mente fueron crecidas a 36.5 °C en botellas de
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plastico desechables (Costar 3150, Cambridggs
Mass) con una atmdsfera de aire y 5% de G |

(incubadora 417, VIP CQ,, Lab. Line In'sz‘ruments2 :

Inc, New Brunswick, NY) en 20 mi de medio basai
de Eagle, modificadopor Dulbecco(Dmem, Grangy
Island BiologicalCo.-GIBCO-430-1600, Grand Islang
NY) con 100 U/m! de penicilina, 100 g/ml dei
estreptomicina (In vitro S. A., México D. F.), 0.08
ml de insulina (Eli Lilly, México D. F.), y 10% suerg
fetal de bovino(Flow Laboratories, McLean, Virginia)
este medio completoes denominado CDMEM.

Cada 3 a 4 dias las subcultivamos para fines
experimentalesy de produccion. Para esto lava.
mos la monocapa 3 veces con solucion salina de
Dulbecco amortiguada con fosfatos y libre de
calcio y magnesio (PBS sin calcio, GIBCO, 450-
1300) y luego despegamos las células con una
mezcla de 0.05% de tripsina 'y 0.05% de EDTA
(GIBCO 610-5300). Después de 10 a 20 minutos
las suspendemosen 16 a 18 de CDMEM y una
parte de esta fraccién la repartimos en cajas de
petridesechables(sobre las cuales han sido pre-
viamente depositadoscubre objetos de vidrio es-
tériles).

Microelectrodos

Usamos tubosdevidrioduro(Borosilicato,Cor-
ning, D. §. 1.1 = 1.2 mm) con el protocolo de dos
pasos de estiramiento descrito por Hamill et al
(1981), en un estirador de pipetas (David Kopf
Instruments7000; Tujunga, Ca). La superficieen
la punta se redondeaen unamicroforjay los elec-
trodos tienenunaresistenciade 2 y 3MW, las mi-
cropipetassellenanconsolucionesfiltradas (Millex-
GS, Millipore, Ma: 0.22 mm) antes de montarseen
el contenedor de micropipetas (DAGAN, CA).

Sistemade estimulo y registro

Los cubreobjetosconlas células son transferidos
aunacémaratranslicida,y ésta a su vez, se monta
en la platina de un microscopio invertido Diavert
(Leitz, Wetzlar) equipadocon 6ptica de Hoffmann. El
contenedorde pipetas se conecta a un cabezal de
prueba, que esta sujeto a un micromanipulador hi-
draulico (Narishige MF83, Tokyo, Japan),conel cual
se controla la posicionde lamicropipeta.La sefialde
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corriente se preamplifica y convierteen voltajeen el
cabezal después se amplia con un Dagan 8900
(pagan CA), se filtra (Pasabajos tipo Bessel, Fre-
uency DevicesInc)y se observaenunosciloscopio
Tektronix 2211 (Beaverton Oregon). Durante el
desarrollo deigigasello se comandaun protocolode
estimulacion que se produce con el DAGAN 8900.
Unavezqueselograunsellosuperioral Ogigaohms,
|a estimulacion se controla por la computadora a
través del conversor-digital-analogico usandoel pro-
grama CLAMPEX (Axon Instruments PCLAMP ver-
sion 5.51). Para analizarlos registros se utilizanlos
programasCIAMPAN y CLAMPFIT (Figura 1).

un transitorioen la corriente, que se muestraen la
partemediadelafigura.El &readebajode estacurva
permite medir la capacidad, y calcular con ella la
superficiede la membrana, usando unarelacion de
1mF/em2

Luego la computadoracambiaa una velocidad
de muestreomas lenta; y va fijando el potencial de
membrana a los diversos valores y por el tiempo
gue se muestra en la parte superiorderechade la
figura 2, regresando cada una al potencial de
mantenimientode -80. Estos potenciales provo-
can corrientesde membrana que se observan en
la parte media a la derechaen la figura 2.

Dagan

}—» Labmaster_|7

Filtro

O J

Célula

oo | l—‘
=l =

Computadora

Fgura 1 Esquemade proceaimiento para mear 1as corr entesde K' La ce L a se WItaCtta con un
m croelectronogev dnog.es rvetanto Eara fijarelpotenc alae lamembrana como para registrarlas comentes

quesegeneran.Lassefialesde

agansoniuegofiltradas y analizadas poruna computadora.

Elpmcedimientoesmonitoreadownurosciloscopio.

Resultadosy discusion

Puesto que trabajamos en ausencia de aniones
permeables, las curvas de corrientes observadas se
deben exclusivamente a cationes. Por otra parte,
aoo lassolucionesempleadasno contienensodio,
las Corrientes cationicas observadasse atribuyena
K. Estas su posiciones estan, como se vera mas
E{bajo, ampliamentecorroboradaspor la direcciény
Signo de la corriente, asi comoalascinéticasobser-
vagdas.

Lafigura 2 muestraen su parte superiorel proto-
tolo de pulsos pasados por la computadora, consis-
ente en un potencial de mantenimientode -80 mV
uede prontose cambia a-75. Este cambioproduce
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La figura3 muestralarelacion entre los poten-
ciales de fijaciony las corrientes observadas. En
primer lugar se constata que las células MDCK
sembradasaconfluenciae incubadasenunmedio
conconcentraciénde calcionormal(1.8 pM) tienen
unacurval/V consistente endos tramos. Enprimer
lugar, a potenciales negativos y hasta alrededor
de 100 pV muestranuna relacion lineal, pero lue-
go, al llegar a este valor, las curvas incrementan
significativamentesupendiente,debido. comode-
mostraron*,?¥? a la activacion de canales voltaje
dependientes.En el presente trabajocomunicamos
el valor de la corriente especifica para K*, que se
obtienecomodiferenciaentre la parte empinada (a
mas de100mV)ylapartequasi-horizontala150 mV.
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Figura2 (Partesuper or)protocolooep.isos Aov értase gueuna vez pasacalapr merporc on guedetemm na
acapac tanciade acélu a lacomputadorapasa auna vetoc. dad 200 veces menor, ycom enzaapasarun
protoco ode-120a+120mV paraestud ar as corr entes cemembrana (Parte Meo alreg strodeLnacéh. a
sembrada 20 horas ants i
e transtor ocapacit voy a aderecha a serie ae corr entes ovteniaas (Parteinferior} Lnacé .latr psnaoca
apenas 30minantes q.e muestrala arastica reduccion de superficie (func énoelareaba 0 ac.rvagel

1.8mMCa™enelmedio.anl laizauierda:

transitorio) y de canales (evidenciada porla escasez de corrientes).

Lafigura 2tambiénmuestraen su parte inferior
yamaneradeejemplo, losregistrosobtenidoscon
una célularecién tripsinada.

El &rea bajo la curva es obviamente menor,
debido a unareduccionde la superficiede membra-
na. Esto se debe a que, al suspenderlas cé-lulas,
éstas adquieren una forma esférica con la consi-
guiente disminucion de la relacion areafvolumen;
esta disminucion provoca a su vez la formacionde
pliegues profusos. Debido a este exceso, la célula
reaccionaendocirandocasila mitad de sumembra-
na celular.’ Esa misma figura también muestra que
lascurvasdecorrientevirtualmentehan desapareci-
do, hecho que se puede atribuir a la hidrolisis que
provocalatripsina de las proteinasque constituyen
las canales de K*3. A este componente, se agrega
tambiénun buennimerode canalesque desapare-
cendelamembranaporestarsituadosenlaporcion
de membrana celular endocitada.

Alresembrarselascélulasserecuperan tantola
membrana celularcomo sus canalesde K*. Como
explicamosmas arriba, los circulos de la figura3
muestran un ejemplo de la relacion I/V en ua
célula, que se sembrd e incubo, a confluencia y
con una concentracionde Ca2* normal, Los trian-
gulos vacios muestran en cambio el ejemplo de
unacélulasembradae incubadacon una concen-
tracion de Ca?* normal, pero a subconfluencia,Y
resultaobvio que el contacto célula célula resulta
indispensable para el restablecimiento de los ca-
nales. Finalmente, la figura 3 muestra en triangu-
losllenos el ejemplode una célulaque, sibienper-
teneceaun cultivoa confluenciahasido incubada
abajas concentracionesde Ca2+(1-5 uM en lugar
de 1.8 uM),indicandoqueel contactocélula-célula,
por si solo, no puede desencadenarlos procesos
de reestructuraciénde canales.
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Elcuadro Iresume los resultad_os obtenidosen
sxperimentos como los que se ilustraron en la
figura 3, y demuestra cuantitativamente que el
contacto entre las células y la presencia de calcio
sonimprescindiblesparalarestituciénde los cana-
les, puessolosealcanzaunareade8941 127 mM2
yuna corriente de potasio de 343 B 82 pA cuando
jas células se siembranaconfluenciay seincuban
en presencia de Ca?.

Cuadrol. Resumende las superficies y corrientesde ]
membranaobservadasenlastrescondiciones
experir les quese i enexperi
similares alos que seilustran enlas figuras 2y 3. Cada valor

alamediaterrorestindar,yn

corresp pondeal
namero de observaciones. |

Condicién Superficie de Conductanciaa n

————— Membrana(um2) Potasio(pA)
Corifluencia  Ca?

+ + 804 + 127 343 + 8 15
o - 4% + 68 90 + 12 15
| - + 452 + 49 104 + 21 14

2000 Confluentes
!— e Calcio1.8 mM
va
L4
;
pa 1590 /
’
1000
Subconfluentes
500 Calcio 1.8 mMm
Confluentes
Calcio1-5 uM
-100 200
{ V(mV]
-500

Figura3: Curvasrep Tientey voltaje obtenidas comose
Muestraenlafigura2 Lastrescurvascorrespondenacélulascultivadas
por20horas. Ladecirculosllenosfuecultivadaaconfluencia yconuna
Concentracionde Ca? normal(1,8nM), ladetridngulos vacios se sembro
con calcio normal. pero a subwnfluenciay la de triangulos llenos a
confluenciaperoen redionominalmenteibre de Ca# (en realidadtiene
0,001 20,005 mM) Hacia la derecha de 100 mV la curva controlde
Cireulos muestraunmarcado cambiode pendiente, debidoalaactivacion
decanales de K* voltaje sensibles.

En cambio, lasincubadas asubconfluenciaoen ausenciade Ca* casi
Noexpresan canales de potasio.
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Las células epitelialesMDCK requierentambién
de contactosintercelulares y de la presenciade Ca**
Para ensamblary sellar uniones oclusoras con SUS
vecinas®®789hanencontradoquelas MDCK,como
estambiénelcasodeotrascélulas epiteliales, tienen
en sus membranas laterales, es decir, en las qué
contactan consus vecinas, moléculas de uvomorulina
altamente glicosiladas que dependende Ca%, y que
si se bloquean estas uvomorulinas con anticuerpos
monoclonales especificos, no se desarrollan las
uniones estrechas. Es licito suponerentonces que el
papel del Ca2+puede consistir en la activacionde
estas uvomorulinas.

Analogamente,nuestrademostraciénde que la
reinstalacionde canales de K*requieredel contac-
to célula-célulay de la presenciade Ca2+ sugiere
que la misma uvomorulina puede desencadenar
ambosprocesos:laformacionde launién oclusora
y la expresion de canales de K*. La informacion
desde estamolécula hasta elinterior celular seria
mediadapor moléculas de proteina-G, unafosfoli-
Pasa C y una proteinkinasa C."
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