
El papel de los contactos celulares en la 
recuperación de canales iónicos de membranas de 

células epiteliales 

Marcelino Cereijido,* Dodanim Talavera," Arturo Ponte,* Jesús Vega,* 
María del R. García-Villegas,* Jesús Valdés* 

Resumen 

Lascomentes catiónicasen células MLXKson casr 
excluszvamente debidas acanales de K+ 'Eltratamrento 
contrpsina-EDTA destruye lamayoriade estoscanales 
Cuando son resembradas,  lo^ canalesse recuperanpor 
medio de unproceso que requiere síntesis de proteínas 
y de mensqero Elpresente trabqo demuestra que la 
recuperaciónrequiere delcontacto entre las célulasy de 
concentracionesnormalesde Caz+ (1 8mM) Lascélulas 
en monocapas confluentes en presencia de 1 8 mMde 
Ca2+ exhiben comentes de K+ de 343 i 82 pA, las 
confluentesen un medio con bajo Ca2+ tienen sólo 9 0 i  
12 pA (27% del control), y las que no establecen 
contactoscelulareso que son incubadasasu confuencza 
pero en Ca2+ extracelular normal, tienen 104 i 21 pA 
(31 % delcontrol), con base en estos resultados conclui- 
mos que la expresión de canales de K+ depende de con- 
tactoscelularesypresencrade CuZ+ normal Esprobable, 
entonces que esta expresión este medzadapor uvomo- 
rulzna 

Palabras clave: Canales iónicos, canales epitelrales, 
canales K+, biosíntesis de canales iónicos. 

Introducción 

Por muchos años se supuso que la altisima 
selectividad iónica de las membranas biológicas 
estaba exclusivamente relacionada a su potencial 
eléctrico y, por extensión, que éste sólo tenía un 

Summary 

Catzonrc currents in mahoce MDCKcells are almost 
exclusrvely due to K+ channels 'Hawestmg withtrjpin- 
EDTA destroys 80-90% of these channel~ Upon re- 
plating, K+ cuwents recover in 12-20 h, by means a 
process that requiressynthesrs ofprotezns a n d o  
In thepresentworkwe demonstrate that thzs restoration 
dependsona Ca2+ activatedcell-cellcontact Thus, cells 
in confluentmonolayers bathedwith 1 8 mMCaZ+ huve 
aK+ currentof343 *82pA, confluentwithout Ca2+ have 
only 90 * 12pA (27% of control, andwithout cell-cell 
contactsmcubatedwzth 1 8mMCa2+ (Subconfl+Ca2+) 
huve 104 *21 pA (31 % of control) 

lñis demostrarron that the expressionofK+ channels 
depends on Ca-activated cell-attachzng rnolecules su- 
ggests that a molecule of the type of uvomorulzn is 
mvolved 

Key words: Ion channels, epithelial channels, K+ cha- 
nnels, biosynthesis of ion channels, cell-cell contacts, 
Cd+. 

papel relevante en neuronas y células musculares. 
De hecho, no todos los autores están de acuerdo 
acerca de la razón que lleva a algunas células a 
gastar más de la mitad del ATP que producen, en 
mantener una alta concentración de potasio y una 
baja de sodio en su citoplasma. Sin embargo, la 
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introducción de las técnicas llamadas de "patch 
clamp" y de "whole cell clamp'' que aquí traducire- 
mos como "fijación de voltaje en microárea" (FVM) 
y por "fijación de voltaje en toda la célula" (FVC) 
respectivamente, ha cambiado drásticamente di- 
cho panorama. 

Por comenzar, permitieron estudiar los poten- 
ciales de células pequefías, detectar los canales 
responsables de las diversas permeabilidades (a 
Na', K', CI-, Ca2+, etc.) y abrieron el camino para su 
secuenciación y control genético. Pero además 
llevaron a varias conclusiones  asombrosa^:^ to- 
das las células estudiadas hasta ahora, desde las 
bacterias hasta las neuronas, tienen canales úni- 
cos de membrana;2 prácticamente no hay función 
biológica importante, desde la contracción muscu- 
lar hasta la olfación, y desde el control de la gluce- 
mia hasta la reacción inmunológica, queno incluya 
directa o indirectamente la participación de algún 
canal i ó n i ~ o ; ~  consecuentemente, hoy se están 
encontrando que ciertos cuadros clínicos conoci- 
dos desde la antigüedad, se deben a la falla de 
algún canal, en células que no son necesariamen- 
te excitables. 

Nuestro equipo está interesado en los canales 
iónicos de las células epiteliales y dentro de este 
campo a la sintesis y distribución polarizada de 
canales de potasio. En este trabajo en particular;' 
partimos de nuestra observación3 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 su superficiede membrana a la mitad, pero 
que cuando se la resiembra, recupera ambos 
atributos en alrededor de 15 horas, y2 demostra- 
mosque paraque lascélulas puedan;ecuperarde 
ese modo tanto sus canales de K+ como su super- 
ficie de membrana, es necesario que se colo&en 
mediante contactos dependientes de Caz+. 

Material y métodos 

Cultivo celular 

Las células MDCKfueron obtenidas de la Amen- 
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 

plástico desechables (Costar 3150, Cambridge, 
Mass) con una atmósfera de aire y 5% de co ) C1 

(incubadora 417, VIP CO,, Lab. Line Instrument~ : 
Inc, NewBrunswick, NY) en 20 ml de medio basa¡ (I 
de Eagle, modificado por Dulbecco (Dmem, Grand 
IslandBiologicalCo. -GIBCO-430-1600, Grand Island, 
NY) con 10'0 Ulml de penicilina, 100 glml del 
estreptomicina (In vitro S. A., México D. F.), 0.08 U/ e 
ml de insulina (Eli Lilly, México D. F.), y 10% suero 1 

fetalde bovino (FlowLaboratories, McLean,Virginia); ' Ií 
este medio completo es denominado CDMEM. 

Cada 3 a 4 días las subcultivamos para fines 
experimentales y de producción. Para esto lava. 
mos la monocapa 3 veces con solución 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 suspendemos en 16 a 18 de CDMEM y una 
parte de esta fracción la repartimos en cajas de 
petri desechables (sobre las cuales han sido pre- 
viamente depositados cubre objetos de vidrio es- 
tériles). 

Microelectrodos 

Usamos tubosdevidrioduro (Borosilicato, Cor- 
ning, D. l. 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 
Instruments 7000; Tujunga, Ca). La superficie en 
la punta se redondea en una microforja y los elec- 
trodos tienen una resistencia de 2 y 3 MW, las mi- 
cropipetasse llenan con soluciones filtradas (Millex- 
GS, Millipore, Ma: 0.22 mm) antesde montarseen 
el contenedor de micropipetas (DAGAN, CA). 

Sistema de estimulo y registro 

Los cubreobjetoscon las célulasson transferidos 
a una cámara translúcida, y ésta a su vez, se monta 
en la platina de un microscopio invertido Diaved 
(Leitz, Wetzlar) equipadocon óptica de Hoffmann. El 
contenedor de pipetas se conecta a un cabezal de 
prueba, que está sujeto a un micromanipulador hi- 
dráulico(NarishigeMF83,Tokyo, Japan), conel cual 
se controla la posición de la micropipeta. La señal de 
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corriente se preamplifica y convierte en voltaje en el 
después se amplia con un Dagan 8900 

(Dagan CA), se filtra (Pasabajos tipo Bessel, Fre- 
qoen;yDevices lnc)yseobcerva en un osciloscopio 
~ektronix 221 1 (Beaverton Oregon). Durante el 
desarrollo dei gigasello se comanda un protocolo de 
estimulación que se produce con el DAGAN 8900. 
Unavezquese logra unsellosuperiora 1 Ogigaohms, 
la estimulación se controla por la computadora a 
t r avé~de l~~n~er~~ r -d ig i t a l - ana l~g i~~  usandoel pro- 
grama CLAMPEX (Axon Instruments PCLAMP ver- 
sión 5.51). Para analizar los registros se utilizan los 
programas CIAMPAN y CiAMPFlT (Figura 1). 

un transitorio en la corriente, que se muestra en la 
parte mediade la figura. El área debajode esta curva 
permite medir la capacidad, y calcular con ella la 
superficie de la membrana, usando una relación de 
1 mF/cm2. 

Luego la computadora cambia a una velocidad 
de muestre0 mas lenta; y va fijando el potencial de 
membrana a los diversos valores y por el tiempo 
que se muestra en la parte superior derecha de la 
figura 2, regresando cada una al potencial do 
mantenimiento de -80. Estos potenciales provo- 
can corrientes de membrana que se observan en 
la parte media a la derecha en la figura 2. 

Im 

t Labmaster 

Osciloscopio 

w 
Célula 

Computadora 

F gura 1 Esquema de proceoimiento para meoir las corr entes de K' ,a ce L a se wntacta con Jn 
m crwleclrcaoaevdnoq,es ~etantoparafi~arelpotencalaelamembranawmoparareglstrarlaswmentes 
quesegeneran. Lasseñalesdel amplificador Daganson luegofiltradasy anali~adas~ohna computadora. 
Elpmcedimientoesmonitoreadownun osciloscopio. 

1 Resultados y discusión 

Puesto que trabajamos en ausencia de aniones 
Permeables, las curvasde corrientesobservadasse 
deben exciusivamente a cationes. Por otra parte, 
como lassoluciones empleadas no contienen sodio, 
1% Corrientes cationicas observadas se atribuyen a 
p. Estas suposiciones están, como se vera mas 
abajo, ampliamente corroboradas por la dirección y 
Signode la corriente, así como a las cinéticas obser- 
vadas. 

La figura 2 muestra en su parte superior el proto- 
"10 de pulsos pasados por la computadora, consis- 
'ente en un potencial de mantenimiento de -80 mV 
quede pronto secambia a -75. Este cambio produce 

La figura 3 muestra la relación entre los poten- 
ciales de fijación y las corrientes observadas. En 
primer lugar se constata que las células MDCK 
sembradas a confluencia e incubadas en un medio 
con concentración de calcio normal (1.8 pM) tienen 
unacurva INconsistenteendostramos. En primer 
lugar, a potenciales negativos y hasta alrededor 
de 100 pV muestran una relación lineal, pero lue- 
go, al llegar a este valor, las curvas incrementan 
significativamentesu pendiente, debido. comode- 
mostraron4, Y a la activación de canales voltaje 
dependientes. En el presente trabajo comunicamos 
el valor de la corriente especifica para K+, que se 
obtiene como diferencia entre la parte empinada (a 
másde 100 mV) y la parte quasi-horizontal a 150 mV. 
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Fig~ra2 (Pariesuper or)protomlooep~lsos Aov ertasequeunavezpasaoalapr merporc on q~edetenn na 
a capac tanciade a c e l ~  a lacomputadorapasaaunavelocdad200vecesmenor. y com enzaapasarun 
protoco ode-120a-120rnVparaestud ar asmrr eniesaemembrana (Pane Meo al fea s t rode~nac6l~ a 

e transtor ocapacit voy a aderecha aserieaeconentesootenioas (Parteinfer80r)~nace Aatr psnaoa 
apenas30min antes q-e muestra laarast,ca reaucci6ndes~perficie(f~nc bnaeláreaba o ac.rvaoel 

La figura 2 también muestra en su parte inferior 
y a maneradeejemplo, los registrosobtenidoscon 
una célula recién tripsinada. 

El área bajo la curva es obviamente menor, 
debido a una reducción de la superficie de membra- 
na. Esto se debe a que, al suspender las cé-Mas, 
éstas adquieren una forma esférica con la consi- 
guiente disminución de la relación árealvolumen; 
esta disminución provoca a su vez la formación de 
pliegues profusos. Debido a este exceso, la célula 
reacciona endocirando casi la mitad de su membra- 
na ce l~ lar .~  Esa misma figura también muestra que 
lascurvasdecorrientevirtualmente handesapareci- 
do, hecho que se puede atribuir a la hidrólisis que 
provoca la tripsina de las proteínas que constituyen 
las canales de K+3. A este componente, se agrega 
también un buen número de canales que desapare- 
cen de la membrana porestarsituados en la porción 
de membrana celular endocitada. 

Al resembrarselascélulasserecuperan tantola 
membrana celular como sus canales de K+. Como 
explicamos más arriba, los círculos de la figura 3 
muestran un ejemplo de la relación IN en una 
célula, que se sembró e incubo, a confluencia y 
con una concentración de Caz+ normal, Los trián- 
gulos vacíos muestran en cambio el ejemplo de 
una célula sembrada e incubada con una concen- 
tración de Caz+ normal, pero a subconfluencia, Y 
resulta obvio que el contacto célula célula resulta 
indispensable para el restablecimiento de los ca 
nales. Finalmente, la figura 3 muestra en triángu- 
los Ilenosel ejemplo de una célula que, si bien per- 
tenece a un cultivo a confluencia ha sido incubada 
a bajas concentraciones de Ca2+ (1-5 pM en lugar 
de 1.8pM), indicandoqueel contactocélula-célula, 
por si solo, no puede desencadenar los procesos 
de reestructuración de canales. 
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El cuadro I resume los resultados obtenidos en 
)erimentos como los que se ilustraron en la 
ira 3. y demuestra cuantitativamente que el 
itacto entre las células y la presencia de calcio 
I imprescindibles para la restitución de los cana- 
puessólosealcanza un área de8941 127 mM2 

l a  corriente de potasio de 343 I 82 pA cuando 
célulasse siembran a confluencia y se incuban 
xesencia de Caz+. 

Cuadro l. Resumen de lassuperficiesy corrientes de 
membranaobservadasen lastrescondiciones - - .. 

experimentalesquesemencionan,enexperimentos 
bilaresa los quese ilustran en las figuras 2 y  3. Cada valor 

númerode observaciones. 

Condición Superficiede Conductanciaa n 
Membrana(pm2) Potasio(pA) 

ifluencia Ca2* 

+ + 894 + 127 343 + 82 15 
+ - 436 + 68 90 + 12 15 

+ 452 + 49 104 + 21 14 

Agradecimientos 

Confluentes 
.,m Calcio 1.8 mM 

500 Calcio 1.8 rnM 

- 

Figura~:Cu~asrepresenta~vasdecomenteyvoltajeobtenidaswmose 
muestraenla figura2 Lastrescurvascorrespondenacélulascultivadas 
Por20 horas. Ladecirculos llenosfuecultivadaaconfluencia y con una 
~oncentracióndeCa2'nom~al(l.8nM),ladetriángulosvacíossesembró 
con calcio normal. pero a subwnfluencia y la de triangulos llenos a 
confluencia peroen rnedionominalmente libredeCa2*(en realidadtiene 
0,001 a 0,005 mM) Hacia la derecha de 100 mVla curva control de 
chIlosmuestra unrnarcadocarnbiodependiente.debidoalaactivación 
decanalesde K'voltajesensibles. 
En cambio, las incubadas a subconfluencia oen ausenciade Cahcasi 
nO~Xpresancanalesde potasio. 

-d";i-v-v Confluentes 
, Calcio 1- 5 pM 

-100 -50 O 50 100 150 200 

Las células epiteliales MDCK requieren también 
de contactos intercelularesvde la presencia de Caz' 
Para ensamblar y sellar uniones oclusoras con sus 
~ e c i n a s ~ , ~ , ~ . ~ . ~  han encontradoque las MDCK, Como 
estambién el casodeotras célulasepiteliales, tienen 
en sus membranas laterales, es decir, en las que 
contactanconsusvecinas, moléculasdeuvomoru~i~~ 
altamente glicosiladas que dependen de Caz+, yque 
si se bloquean estas uvomo~linas con anticuerpos 
monoclonales especificas, no se desarrollan las 
unionesestrechas. Es l i c i t o~u~one ren toncesq~~~~  
papel del Ca2+ puede consistir en la activación de 
estas uvomorulinas. 

Análogamente, nuestradernostracióndeq~~~~ 
reinstalación decanalesde K+ requiere del contac- 
to célula-célula y de la presencia de Ca2+, sugiere 
que la misma uvomorulina puede desencadenar 
ambos procesos: la formación de la unión oclusora 
y la expresión de canales de K+. La información 
desde esta molécula hasta el interior celular sería 
mediada por moléculas de proteína-(;, una fosfoli- 
Pasa C y una proteinkinasa C.lo 
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