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Transporte iGnico en una linea celular derivada de trofoblasto h umano

(BeWo) y en placenta humana

Estudiamos los canales aniénicos ORCC y CFTR y el canal de sodio ENaC en la linea
BeWo derivada de trofoblasto humano. La actividad i6nica fue estudiada con la
técnica de patch clamp en las configuraciones de canal Unico (inside out y cell-
attached) y célula entera (whole cell). La expresion de las proteinas fue analizada con
técnicas corrientes de biologia molecular. Los tres objetivos fueron: 1) identificar y
caracterizar la actividad de esos canales con la ayuda de agentes farmacolégicos, 2)
estudiar la expresion de las proteinas de los canales clonados; 3) analizar la
participacion de esos canales en la proliferacion, y la migracion celular por medio del
modelo de cierre de la herida. Los principales resultados fueron: Las células BeWo
tienen canales anionicos y catidnicos funcionales que se expresan en la membrana.
Las corrientes de Na’ por el canal ENaC sensible al amiloride y las corrientes
transportadas por el ORCC y CFTR patrticipan en la migracion o proliferacion celular.
La aldosterona que estimula la metilacién de ENaC juega un papel importante en el
mecanismo por el cual el ENaC participa en la migraciéon celular. En conclusion,
fuimos capaces de aislar y caracterizar canales anionicos y catiénicos en las células

BeWo y establecer su papel en la migracion y proliferacién celular.

Palabras claves: placenta humana- células BeWo- actividad i6nica- patch clamp-

ORCC- ENaC- CFTR- migracién celular-proliferacién celular.



lon transport in a cell line derived from human trophoblast (BeWo) and

human placenta

Anion channels such as ORCC and CFTR and the sodium channel ENaC were
studied in the human trophoblastic cell line BeWo. lon channel activity was recorded in
the cell attached and inside out and in the whole cell configurations with patch-clamp
technology and the expression of the proteins were studied with current techniques of
molecular biology. Three main objectives were planned: 1) to identify and characterize
the activity of these channels with pharmacological tools; 2) to study the expression of
the cloned channels in the cell membranes; 3) to analyze the participation of these
channels in the cellular processes and migration with the aid of a wound healing
model. The main results were: BeWo cells have functional anionic and cationic
channels and they are expressed in the membranes. Na* currents mediated by the
amiloride sensitive ENaC and currents transported by CFTR and ORCC are involved
in either cell migration or cell proliferation. Aldosterone which stimulates protein
methylation of ENaC seems to play an important role in the mechanism of action of
ENaC in the migration process. In conclusion we were able to identify clearly anionic
and cationic channels in BeWo cells and to establish their participation in the migration

and proliferation processes.

Keywords: human placenta- BeWo cells- patch-clamp- ionic activity- ENaC- CFTR-

ORCC- cell migration- cell proliferation.
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l. INTRODUCCION




1. LAPLACENTA HUMANA

Para sobrevivir y crecer durante la vida intrauterina, un embrién debe mantener
una relacién estrecha con el cuerpo de la madre que le permita adquirir oxigeno y
nutrientes, y eliminar los desechos del producto de su metabolismo (Carlson, 2000). La
placenta sirve como interfase entre el embrion y la madre, satisfaciendo estos requisitos.
Es un drgano vital durante el embarazo porque a pesar de contar con una vida util muy
breve, es capaz de funcionar como rifién, intestino, pulmon, higado, glandula endécrina y
brindarle inmunidad al feto (Johansson y col., 2000).

La formacién del complejo placentario es el resultado de la interaccién entre los
tejidos extraembrionarios y los tejidos endometriales de la madre. Durante la
implantaciéon, se producen las etapas de anclaje y de penetracidon del blastocisto al
epitelio endometrial. En una segunda etapa, células derivadas del trofoblasto que
conservan la capacidad de division (citotrofoblasto, CT), se fusionan para formar el
sinciciotrofoblasto multinucleado (SCT). Este tejido que rodea al embrién, posee la
caracteristica de ser altamente invasivo y se abre camino erosionando el estroma
endometrial (Figura 1).

El SCT emite proyecciones que se introducen entre las células epiteliales
uterinas, envuelven porciones de los vasos sanguineos del endometrio (arterias
espirales) erosionando la pared y dejando que la sangre materna llene lagunas aisladas
gue se han estado formando en el trofoblasto. Al final de la segunda semana de
desarrollo se forman proyecciones del citotrofoblasto llamadas vellosidades primarias.
Poco después aparece una invasion mesenquimatosa en el interior de la vellosidad,
transformandose en vellosidad secundaria, y la misma se convierte en terciaria cuando

en el mesénquima entran los vasos sanguineos fetales y se ramifican (Carlson, 2000).
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Figura 1: Ultimas etapas de la implantacion de un emb  rién humano. El embrion
penetré en el endometrio materno. La implantacion casi ha terminado y hay una
formacion precoz de lagunas trofoblasticas, cavidad amnidtica y saco vitelino. El
proximo paso es la formacion de las vellosidades primarias (citotrofoblasto). Se puede
observar la invasion del SCT sobre el endometrio materno.

La placenta humana es de tipo hemocorial: las vellosidades estan tapizadas de
SCT, en contacto directo con la sangre materna, en recambio continuo (Stulc, 1997,
Carlson 2000) (Figura 2.A).

Las vellosidades coridnicas maduras constituyen una masa muy compleja de
ramas aparentemente entrecruzadas (Figura 2.B). El nlcleo de la vellosidad esta
compuesto por vasos sanguineos y mesénquima, cubierto por una capa continua de
SCT, con pocas células de citotrofoblasto remanente debajo de él (Figura 2.C). La
superficie del SCT posee microvellosidades que aumentan la superficie total de la

placenta y que varian de acuerdo a las condiciones ambientales a las que esté



expuesta (nutricibn materna, transporte de oxigeno, etc.). A su vez, la superficie del
trofoblasto no es homogénea, sino que esta organizada en territorios, con distintos
componentes funcionales: una gran variedad de sistemas de transporte de sustancias
qgue van desde iones hasta macromoléculas, receptores de hormonas, factores de
crecimiento y enzimas. Para poder cumplir con su papel activo tanto en la sintesis como
en el transporte, el SCT tiene una alta densidad y amplia diversidad de organulos

subcelulares (Carlson, 2000, Gilbert, 2005).

Figura 2: Vellosidades cori6nicas maduras. A. Esquema de un feto en el utero
materno. Se muestra la placenta con un corte transversal y en el circulo el detalle
de un arbol de vellosidades coridnicas. B. Microscopia electronica de barrido de
las vellosidades de una placenta humana, 200X. C. Corte transversal de
vellosidades terciarias. Microscopia Optica, tincién con hematoxilina-eosina, 400X.
SCT: sinciciotrofoblasto, VF: vaso fetal, SM: sangre materna, M: mesénquima laxo,
CT: citotrofoblasto.



1.1. Transporte de solutos a través de la placenta.

La placenta posee sistemas de transporte especificos que funcionan de acuerdo
a mecanismos homeostaticos fetales. La placenta como 6rgano de transporte se asemeja
a la mucosa intestinal o al epitelio renal (Stulc, 1997). Las células que forman el SCT
estan polarizadas en su funcién y contenido de canales i6nicos y transportadores, con
una cara con las microvellosidades orientada hacia el lado materno y la otra hacia el feto,

equivalentes a las membranas apical y basal de los epitelios (Johansson y col., 2000).

En la placenta humana, el tejido que separa la sangre materna de la fetal se
denomina barrera placentaria y se compone de las siguientes estructuras: el
sinciciotrofoblasto, su lamina basal, la lamina basal de los capilares fetales y el endotelio

capilar (Shennan y Boyd, 1987; Stulc, 1997, Carlson, 2000) (Figura 3.A).
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Figura 3: Barrera placentaria. A. Esquema de los principales tipos histolégicos que
componen la barrera placentaria de una placenta humana a término (Extraido de Stulc,
1997). B. Corte transversal de una vellosidad terciaria. En el lugar donde entran y salen
las flechas se puede observar el adelgazamiento del SCT y la ubicacion del capilar fetal
para favorecer el intercambio de solutos (placa epitelial). Microscopia Optica, tincién con
tricromico de Masson, 1000X. En la figura se enumeran las sustancias intercambiadas
entre madre y feto.



Aproximadamente del 5 al 10 % de la superficie de la placenta humana consta
de areas dispersas donde la barrera entre la sangre fetal y la materna es muy delgada,
midiendo unas pocas micras. Estas areas, que en ocasiones se llaman placas epiteliales,
parecen ser adaptaciones morfogenéticas cuyo fin es facilitar la difusion de sustancias
entre las circulaciones materna y fetal (Figura 3.B). La transferencia de sustancias tiene
lugar en ambas direcciones a través de la placenta, y la mayor parte de las que se
transfieren de la madre al feto son oxigeno y nutrientes. La placenta constituye el medio
para la eliminacion final del diéxido de carbono y otros materiales fetales de desecho

hacia la circulacién materna (Carlson, 2000).

1.2. Transporte aniénico y catiénico a través del SCT.

Se han caracterizado varios canales idnicos en la membrana apical del SCT de
placenta humana. Entre ellos, canales de K" de rectificacion entrante (Clarson y col.,
2001), maxi-canal de CI" (Riquelme, 2006), un canal catiénico no selectivo (Llanos y col.,
2002), el canal de cloruro de regulacion transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR)
(Faller, 1995; Mylona, 1996), canales de Ca®" de alta permeabilidad: activado por voltaje
tipo-L y TRPV5-TRPV6 (Moreau y col., 2003; Bernucci y col., 2006), el canal de la
policistina-2 (TRPP-2) (Gonzalez-Perret y col., 2002). Ademas, se ha detectado en
placenta de cerdo por técnicas de biologia molecular el ARNm de la subunidad o del
canal de sodio epitelial (ENaC) (Page y col., 2003), como asi también se han observado
los ARNm de las subunidades o y y del canal en células de cultivo primario de
citotrofoblasto de placenta humana (Driver y col., 2003), y canales de cloruro activados
por calcio en este mismo tipo celular (Kibble y col., 1996). También se a detectado la
expresion y actividad de un canal de K" en células endoteliales y musculo liso de la
vasculatura fetoplacentaria (Wareing y Greenwood, 2011). En nuestro grupo hemos

encontrado la expresion del canal de sodio epitelial ENaC en SCT de placenta humana y



en la linea celular BeWo derivada de trofoblasto humano (del Moénaco y col., 2006,

2008a, 20009).

1.3. Sindrome de hipertensién gestacional (preeclampsia).

La hipertensién arterial inducida por el embarazo o preeclampsia es una de las
complicaciones mas comunes y causa mas frecuente de morbimortalidad materna, fetal y
perinatal, afectando al 5-8 % de los embarazos en el mundo. La preeclampsia es un
sindrome hipertensivo agudo de la gestacidn caracterizado por hipertension y proteinuria.
En el feto se produce retardo del crecimiento y/o asfixia perinatal. En la madre puede
llevar a un grave deterioro de la salud y puede agravarse por edema masivo, coagulacion
intravascular diseminada, hemorragias, compromiso neuroldgico con infarto cerebral y
convulsiones (eclampsia) (Mushambi y col., 1996; Huppertz, 2008). Se ha estimado que
40000 mujeres mueren por afio en los paises en desarrollo debido a estas
complicaciones. El 80 % de los casos de preeclampsia se manifiesta después de la
semana 34 del embarazo con escasa repercusion en el feto, sin alteraciones en el flujo
sanguineo umbilical y pocas anormalidades en el desarrollo de las arterias espiraladas.
Esta asociada a una mayor masa placentaria por diabetes, embarazos multiples, anemia
y vivir en grandes alturas. El 20% restante se manifiesta antes de la semana 34 con
cambios en el flujo sanguineo intrauterino y en el flujo umbilical, y signos de menor
crecimiento fetal, manifestaciones que se confunden con el cuadro de restriccion de
crecimiento intrauterino (Huppertz, 2008).

Numerosas investigaciones analizan el valor de proteinas plasmaticas como las
endoglinas y la PP13 como marcadores para la deteccion temprana de la preeclampsia
(Nadeem y col., 2011; Orendi y col., 2011).

La preeclampsia ocurre so6lo en presencia de la placenta; la remocion de la misma
normaliza la sintomatologia en la mayoria de los casos, siendo la placenta primordial en
su desarrollo. No se conoce la causa del sindrome pero existen varias hipoétesis, todas

ellas con una profusa literatura que las avala: insuficiencia placentaria, reaccion



autoinmune, el estrés oxidativo, liberacion de fragmentos de trofoblasto apoptéticos,
disminucioén en la sintesis de aldosterona, disminucién de sustancias anti-angiogénicas,
entre otras. Otro posible mecanismo en la preeclampsia seria un defecto en la migracién
de células trofoblasticas que llevaria a un inadecuado desarrollo e invasién de las arterias
espiraladas del trofoblasto que alterarian el desarrollo de la vasculatura materno-fetal y
por consecuencia un defecto en la implantacion fetal, con menor irrigacion de la decidua
(Sibai, 2005). Durante el embarazo normal las células del trofoblasto invaden la pared
uterina y a las arterias espirales, reemplazando su endotelio. Esto lleva a un remodelado
de la arteria que pierde la capa muscular con una disminucién en la resistencia del arbol

vascular y la consiguiente dilatacion y aumento del flujo sanguineo (Huppertz, 2008).

1.4. Linea celular BeWo.

Las células BeWo representan una linea celular obtenida a partir de trofoblasto
humano, establecida en cultivos continuos por Pattillo y Gey en el afio 1968. Estas células
mantienen propiedades bioquimicas y morfolégicas similares a las reportadas para el
citotrofoblasto proliferativo in utero durante el Ultimo trimestre de embarazo (Figura 4).
Presentan los requerimientos minimos para células trofoblasticas, expresan las hormonas
gonadotrofina coriénica humana (GCH), lactégeno placentario progesterona y estrégeno,
y se caracterizan por los siguientes marcadores: CK7*, HLA-I", CD9" (Sullivan, 2004). A
su vez, pueden ser sincicializadas in vitro como ocurre con los cultivos primarios de
citotrofoblasto (son fusigénicas), y generan una polarizacion de la expresién de
marcadores de membrana apical/basolateral con la presencia de uniones estrechas (Al-

Nasiry y col., 2006).



Figura 4. Células BeWo. Arriba: Fotografia de una observacion de células BeWo por
microscopia Optica, (100X). Abajo: Detalle amplificado de las células en el que se
observan las caracteristicas morfolégicas de la linea (1000X).

Los sistemas de transporte que expresan las células BeWo se corresponden
ampliamente con los reportados en el trofoblasto humano normal, por lo tanto estas
células han sido utilizadas como modelos para la investigacion de los mecanismos de
transporte placentarios, principalmente de aminoacidos, glucosa, inmunoglobulinas,
lipidos y hierro (Moe y col., 1994; Campbell y col., 1997; Ellinger y col., 1999; Eaton y
Sooranna, 2000; Huang y Swaan, 2001; Takahashi y col., 2001; Vardhana vy llisley,
2002; Schmid y col., 2003; Keating y col., 2006; Jones y col., 2006; Heaton y col., 2008).

En cuanto a transportadores y canales ionicos, se han detectado en las células
BeWo la subunidad oys del canal de Ca* tipo L, la proteina transportadora de calcio
tipo 1 (CaT1), la Ca**-ATPasas de membrana plasmética (PMCA1-4), el intercambiador

Na'/Ca®" (NCX1 y NCX3) (Moreau y col., 2003), los intercambiadores Na'/H" (NHE1 y



NHE3) (Silva y col., 1997) y el cotransportador Na-K-2Cl (Zhao y Hundal, 2000); y el
canal catidnico de la policistina-2 (TRPP-2) (Ramos y col., 2008); entre otros. Como
mencionamos mas arriba, nosotros demostramos la expresién del canal ENaC y la
presencia de corrientes por este canal cuando se estimula con aldosterona (del Ménaco
y col., 2006; del Ménaco y col., 2008 a, b). Sin embargo hasta el presente, no se
registra informacion sobre la presencia de canales anionicos en células BeWo (Marino y

col., 2010).

2. LOS CANALES IONICOS

Las membranas biolégicas son impermeables a los iones, dada la naturaleza
hidréfoba de las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos que las componen. Es por
ello que los iones permean a través de glicoproteinas intrinsecas de membrana que

configuran poros proteicos, denominados canales iénicos (Figura 5).

Membrana
celular

intracelular

Canal de Na*
Na*+

Figura 5: Canales i6nicos. Esquema de una membrana celular (bicapa lipidica)
en la que se encuentran insertos canales con distinta selectividad i6nica. Se
detallan un canal en el que ingresa Na* a la célula, y un canal en el que sale CI’
(cortes transversales).

La presencia de estas proteinas en las membranas bioldégicas aumenta su
permeabilidad y selectividad (propiedad fundamental que define la funcionalidad del canal)
al paso de determinados iones, que atraviesan los canales en una direcciéon determinada, en
funcion de la diferencia de potencial electroquimico a ambos lados de la membrana (Hille

1992; Dubyak, 2004).



Cada vez se conocen mas caracteristicas de la estructura de los canales i6nicos
por los avances de analisis genéticos, bioquimicos, electrofisioldgicos, y la caracterizacion
estructural de los mismos. Por ejemplo, en los canales catiénicos tetraméricos, que es la
superfamilia de canales iénicos mejor caracterizada, la selectividad surge de un entorno
Unico estructural y quimico dentro de una zona del poro del canal denominada filtro de
selectividad donde se encuentra el sitio de union a los iones. En esta zona la estructura
esta formada por hélices del poro orientadas hacia el extremo C-terminal hacia la cavidad
central como para estabilizar el i6n en el interior (Alam y Jiang, 2011). Estudios recientes
sobre la estructura de los canales sensibles al acido 1 (ASIC 1) mostraron que los mismos
estan conformados por una compleja arquitectura trimérica. Cada subunidad tiene dos
hélices transmembrana, un ectodominio intracelular altamente organizado, y extremos N-
y C- terminal intracelulares. Hallazgos recientes han comenzado a dilucidar los elementos
estructurales que permiten que estos canales detecten y respondan a los factores
extracelulares. ElI dominio extracelular y los residuos de los dominios transmembrana
extracelulares detectan cambios en el medio extracelular y esto se traduce en cambios en
los eventos de cierre y apertura del canal (Carattino 2011).

Los canales iénicos son elementos fundamentales de las membranas celulares,
ya que producen y traducen las sefiales eléctricas. Controlan numerosos procesos
fisiolégicos incluyendo la conduccién del impulso nervioso, transmision sinaptica,
iniciacion de la contraccion muscular, establecimiento y control del potencial de
membrana, control del volumen celular, regulacién del flujo de iones a través de células
epiteliales de tejidos secretorios y absortivos, entre otras. Esta diversidad de funciones es
un reflejo de la variedad de canales i6nicos que se pueden expresar en una célula (Hille,
1992; Kotsias 2002).

Todas las células requieren de los canales iénicos para su funcionamiento y
defectos en estas proteinas tienen un impacto fisioldgico importante. En la Gltima década

se han identificado numerosas mutaciones en genes que codifican para canales o



moduladores de canales i6nicos que estan asociadas a enfermedades hereditarias

llamadas canalopatias (Hiibner y Jentsch, 2002; Magby y col., 2011).

2.1. Caracteristicas generales de los canales ionicos

Poseen una elevada tasa de transporte que permite a un canal abierto el pasaje de 10°
— 107 iones/s, generando un cambio rapido en el potencial de membrana (Vm). Debido a
esta capacidad de transporte y a la alta capacitancia de la membrana celular (1uF/cm?),
se requiere un namero pequefio de canales para generar una sefial eléctrica.

Son proteinas de membrana capaces de interaccionar con otras proteinas, el
citoesqueleto y el entorno lipidico. Pueden participar en la transduccién de sefales
desde el exterior de la célula para generar una respuesta interna, por cambios en la
composicion iénica del medio y el Vm de la célula.

Una sola célula puede expresar diversos tipos de canales i6nicos, que junto a la
actividad de bombas y receptores determinan la permeabilidad celular. La presencia de
canales i6nicos no esta restringida a células excitables, sino que estan expresados en
todas las células eucariotas y procariotas.

La actividad de los canales, independientemente del estimulo inicial que requieran para
su apertura, puede ser modificada por diferentes agentes o procesos, llamados
moduladores. Esta modulacion puede ser ejercida por cambios en la concentracion
externa o interna de calcio, neurotransmisores, segundos mensajeros, citoesqueleto,

fosfarilacion - desfosforilacion del canal, entre otros (Kotsias, 2002).

2.2. Clasificacion de los canales i6nicos
Los canales idnicos se pueden clasificar segun:
El tipo de i6n que pasa a través del canal con mayor facilidad y que permite

agruparlos en canales de sodio, potasio, calcio, cloruro y canales no-selectivos.



» El estimulo que necesitan para la activacion, dividiéndolos en: canales dependientes
de voltaje, canales sensibles a la distorsion mecanica, canales dependientes de
ligandos intracelulares o extracelulares.

» La region celular donde se localizan, ej. canal ENaC, receptor nicotinico de la placa
terminal (nAchR).

= |a sensibilidad a inhibidores, como los canales de sodio sensibles a tetrodotoxina o
a amiloride. Los canales iénicos poseen sitios de union para drogas y toxinas.

» Similitud en la secuencia de aminoacidos. Numerosos tipos de canales pueden ser
agrupados por homologia estructural, ej. proteinas de la familia ABC (ATP binding

cassette), como CFTR.

Nos detendremos en las caracteristicas de los canales iGnicos en particular que

estan implicados en este trabajo:

2.3. EICFTR

El CFTR es un canal de CI" activado por AMPc y regulado por ATP, que
pertenece a la superfamilia de proteinas ABC (ATP - binding domain).

Esta proteina de 150-170 kDa, presenta 1480 aminodacidos, y basado en el
analisis hidropatico de su secuencia aminoacidica, Collins y col (1990) propusieron un
modelo esquematico de su estructura (Riordan y col, 1989) ilustrado en la figura 6.
Comenzando por el extremo N-terminal, la proteina presenta seis dominios
transmembrana (TMD1) con mdltiples a-hélices, seguido por un primer dominio de
union a nucleétidos (NBD1), con secuencias consenso que unen ATP. Flanqueando
este sitio, un dominio regulatorio (RD), rico en sitios de fosforilacion por quinasas
dependientes de AMPc (PKA) y por proteinas quinasa C (PKC), es seguido por un
segundo set de seis dominios transmembrana (TMD2) y un segundo NDB (NMB2) que

une ATP.



Varios grupos de trabajo, utilizando diferentes técnicas, encontraron que el
CFTR es un canal de baja conductancia (6 a 15 pS), la cual es independiente del voltaje
y el tiempo aplicados. La fosforilacién del canal por PKA dependiente de AMPc ocurre
Unicamente en el RD, mientras que la unién de ATP y su hidrélisis ocurren en uno o
ambos NBD (Morales y col., 1999; Gadshy y col., 1995; Sheppard y Welsh, 1999; Assef
y col., 2003).

Es sabido que el TMD1 contribuye a la formacion del poro del canal. La
remocion de una gran porcion de TMD1 reduce la conductancia unitaria del canal por
un 30 %, sin afectar la selectividad i6nica, demostrando que los sitios internos pueden
funcionar como como codones de iniciacién de la traduccion.

Los dominios NBD hidrolizan ATP para regular el gating del canal y la
fosforilacion del dominio R controla la actividad de mismo. Una vez que el canal es
activado por fosforilacion, las aperturas y cierres son regulados por la hidrélisis de ATP.
Finalmente, la desfosforilacion mediada por fosfatasas lleva a la inactivacién del canal

(Berger y col., 1993; Winter y Welsh, 1997; Sheppard y Welsh, 1999, Ford y col, 2011).

Extracelula
i

| I.Im | ‘ i |
1 DOOOOT [ P [
Intracelula L

ATP
ADP + Pi

. (+)
Forskolina ======3 PKA

ATP
ADP + Pi

Figura 6. Modelo topoldgico propuesto para el CFTR que muestra los dominios
citosolicos terminales NH2 y COOH, dominios de unién a nucleétidos (NBD1 y NBD2)
donde ocurre la hidrélisis del ATP, las 12 estructuras o-hélice que atraviesan la
membrana, agrupadas en dos segmentos (TM1 y TM2) y el dominio regulatorio (R),
sujeto a regulacion por PKA. La forskolina es un activador de la adenilato ciclasa que
promueve en Ultima instancia la activacion de PKA.



2.3.1. Caracteristicas del CFTR

Estudios electrofisioldgicos permitieron establecer que el CFTR es un canal
anidnico, con una relacién corriente-voltaje lineal y con la siguiente secuencia de
permeabilidad a aniones: Br = CI' > |’ > F (Anderson y col., 1991a). El comportamiento
del canal es independiente del tiempo y del voltaje. La forskolina, un activador de la
adenilato ciclasa, lo activa en forma reversible (ver Assef y col.,, 2003 y 2005 para
referencias), y puede ser bloqueado por diferentes agentes incluyendo: diphenylamina-
2-acido carboxilico (DPC), acido 4,4'-diisotiocianoestilbeno-2-2'-disulfénico (DIDS), 5-
Nitro-2-(3-fenillpropilamino) acido benzoico (NPPB), y el hipoglucemiante oral
glibenclamida. Recientemente se han desarrollado otros inhibidores que son
especificos de este canal, como CFTRi;»-172 (Ma y col, 2002; Li y col, 2004; Hwang y
Sheppard, 1999; Zhang y col., 2000).

El CFTR es una proteina multifuncional, es un canal de CI" pero también un
regulador de la actividad de otros canales idnicos como el ENaC y el canal de cloruro
con rectificacion saliente (ORCC), entre otros (Kunzelmann y Schreiber, 1999;

Schwiebert y col., 1995 y 1999, Rubenstein y col., 2011).

2.3.2. Alteraciones relacionadas con el CFTR

El nombre del CFTR deriva del hecho que el defecto en su funcién por
mutaciones es la base de la fibrosis quistica. Se han detectado mas de 1700
mutaciones hasta el momento que sefialan la complejidad de esta enfermedad
genética letal de caracter recesivo, la mas comdn entre los caucasicos afectando
1/2500 nacidos vivos (Cuthbert, 2011).

Muchas mutaciones alteran diferentes propiedades del canal, pero la mutacién
mas comuin (AF508) resulta en un mal ensamblaje y en una falla en la maduracion de
la proteina, que imposibilita su insercibn en la membrana plasmatica (Gelman y

Kopito, 2002).



Este desorden se caracteriza por un defectuoso transporte de CI" y de otros
iones que afectan las funciones exdcrinas de diferentes érganos como el pancreas,

intestino, pulmaon, arbol biliar y glandulas sudoriparas (Quinton y col., 1999).

2.4.EIORCC

El ORCC es un canal de cloruro de conductancia intermedia que presenta la
propiedad de rectificacidn, siendo las corrientes con mayor amplitud a potenciales
despolarizantes. Su actividad es inhibida por los bloqueantes tipicos de los canales de
CI' (Tilmann y col., 1991), y presenta sensibilidad a la glibenclamida (Rabe y col.,
1995; Julien y col., 1999).

Fue descripto en algunos sistemas, como las lineas celulares de
adenocarcinoma de colon humano T84 (Halm y col., 1992) y HT29 (Tillman y col.,
1991), en células pancreaticas fetales humanas (Gray y col., 1989), en células de
epitelio aéreo (Egan y col., 1995), en la linea celular de leucemia eritromieloblastoide
humana K562 (Assef y col., 2002), y en cardiomiocitos de atrio humano (Demion y col,

2006).

2.4.1 Regulacion del ORCC

El ORCC es activado por el CFTR por un mecanismo autocrino de liberacion de
ATP (Schwiebert y col.,, 1995 y 1998). La figura 7 muestra uno de los modelos
propuestos para dicha regulacion en donde la accion del ATP estaria mediada por
receptores purinérgicos. Algunos trabajos sostienen que el CFTR es en si mismo un
canal de ATP, mientras que otros sugieren que es un regulador de la liberacion de
ATP por canales alternativos (Reisin y col, 1994; Reddy y Quinton, 1996; Cantiello y
col., 1998). Hryciw y Guggino (2000) proponen que la estimulacién de CFTR regula en

forma positiva la actividad de ORCC por medio de la liberacion de ATP al espacio



extracelular, pero este esquema tiene como principal inconveniente la falta de datos

experimentales que corroboren el trasporte de ATP por el CFTR.

Extracelula / T
Cl- Cl- ATP

CFTR Transportador
~———> o canal de ATP

Intracelula (+) (+)

Figura 7. Modelo propuesto para la regulacion autoc  rina entre CFTR y ORCC.
La actividad de CFTR estimula la liberacion de ATP, el cual promueve la activacion
del ORCC. La accion del ATP estaria mediada por receptores purinérgicos (P2R).

En miocitos atriales y ventriculares humanos, la actividad de ORCC puede ser up-
regulada por ATP intracelular e inhibida por nucleétidos extracelulares. La regulacion de
ORCC por ATP extracelular sugiere que este canal podria tener un importante rol en el
mantenimiento de la actividad y el potencial de membrana bajo condiciones en las cuales
los niveles de ATP extracelulares estan elevados, que es relevante en condiciones
patofisiolégicas, como por ejemplo, durante la isquemia y reperfusiéon cuando el ATP es
liberado en el espacio intersticial de células dafiadas. El incremento de ATP extracelular
podria producir una retroalimentacién negativa de la corriente de CI" y estabilizar la

actividad eléctrica (Liu y col., 2007).

2.5. El ENaC

El ENaC es un canal idnico selectivo al sodio, de ~5 pS de conductancia, no
activado por voltaje, perteneciente a la superfamilia de las ENaC/Degenerinas
(Pochynyuk y col., 2007). El canal es inhibido por el bloqueante amiloride y sus analogos
(benzamil y triamterene), hecho que caracteriza a las corrientes que conduce (Garty y
Palmer, 1997; Kellenberger y col., 2003; Kashlan y col., 2005)

Este canal, presente en la cara apical de los epitelios absortivos clasicos, como las

células principales de los tabulos colectores corticales de mamiferos, es el regulador del



movimiento del catién desde el liquido tubular hacia el citoplasma (Garty y Palmer, 1997).
En la superficie del epitelio de las vias aéreas mantiene el volumen de liquido ayudando a
la eliminacion de las particulas y patdégenos inhalados (Donaldson y col., 2007).

El ENaC se expresa en otros tipos celulares, tales como el colon distal, los ductos
de las glandulas secretorias (salivales y sudoriparas), en la vejiga y en la piel de los
anfibios (Garty y Palmer, 1997; Alvarez de la Rosa y col.,, 2000). También se lo ha
detectado en las papilas gustativas, en células de musculo liso vascular, en células
epiteliales mamarias (Boyd y col., 2007), en el epitelio endometrial y tracto reproductor
femenino (Yang y col., 2004; Chan y col., 2007), en células endoteliales (Kusche-Vihrog y
col., 2007), en espermatozoides (Hernandez-Gonzales y col., 2006; Kong y col., 2008),
linfocitos humanos (Bubien y col.,, 2001), glandula tiroides (Verrier y col., 1989),
queratinocitos y foliculos pilosos (Rossier y col., 2002), y como ya hemos mencionado,
detectamos la presencia estructural y funcional de ENaC en las células BeWo y en
placenta humana (del Monaco y col., 2006 y 2008a).

El mal funcionamiento del ENaC es importante en enfermedades humanas como
el pseudohipoaldosteronismo tipo |, sindrome de Liddle (Knight y col., 2006), la fibrosis
quistica (Pruliere-Escabasse y col, 2010), y podria participar en la fisiopatogenia de la
preeclampsia (Svenningsen y col., 2011; del Monaco y col.,, 2008b). Conocer la
regulacion de este canal lleva a entender mejor los mecanismos fisiopatogénicos cuando
el canal no se expresa, o su densidad en la membrana celular esta alterada o falla su

regulacion.

2.5.1. Estructura del ENaC

Hasta hace pocos afios la mayor cantidad de evidencias parecian indicar que el
ENaC estaba compuesto por cuatro subunidades en la relaciéon 2a, B, y, formando un
tetramero, lo que ahora se considera erroneo. En el 2005, Staruschenko y col., con
técnicas electrofisiolégicas, demostraron que las subunidades formadoras del ENaC son

tres, lo que fue también demostrado en el 2007 por Jasti y col. al publicar sus resultados



sobre la estructura cristalina del canal i6nico ASIC. ElI ASIC, al igual que el ENaC,
pertenece a las degenerinas, una superfamilia que codifica proteinas que intervienen en
procesos biolégicos como la nocicepcidn, sentido del gusto salado y tactil, homeostasis
del Na" y mecanotransduccion (Drummond y col, 2007).

Por lo tanto, el ENaC es un canal heteromérico, compuesto por tres subunidades
homdlogas (a, B, y) (alrededor del poro por el cual se mueven los iones Na*), que
comparten una estructura terciaria comun, y las mismas poseen los dominios carboxilo y

amino terminales intracelulares cortos (~50-100 aminoacidos) separados por dos

dominios transmembrana y un largo dominio extracelular (~450 aminoacidos) (Figura 8).

. )

Extraceluid

Figura 8: Estructura terciaria de las subunidades d el ENaC. Esquema de
una membrana celular en la que se observan las tres subunidades del canal de
sodio y su distribucion a través de la misma.

2.5.2 Regulacion del ENaC

La regulacion del ENaC es compleja, estd modulado por una variedad de
estimulos, como aldosterona, vasopresina, insulina (Butterworth y col., 2009),
glucocorticoides (Quesnell y col., 2007), prostaglandinas (Wang y col., 2009), y por las
hormonas sexuales estrégeno y progesterona (Laube y col., 2011). Uno de los principales
reguladores del ENaC son las proteasas que escinden al ENaC y lo activan (Passero y

col., 2008). Por otra parte, el mismo puede ser afectado por la concentracion de sodio



intracelular (Anantharam y col., 2006; Bize y col., 2007) y extracelular (Sheng y col.,
2007), por estimulos mecanicos (Carattino y col., 2004; Wei y col., 2007) y por la tension
de oxigeno sanguinea (Otulakowski y col., 2006). El canal es sensible a fosfatidilinositidos
(Ma y col., 2002; Pochynyuk y col., 2007), estrés hipotonico (Taruno y col., 2008) y a la
coexpresiéon con canales de cloruro como CIC-5 (Bachhuber y col., 2005) o CFTR. El
mecanismo por el cual el CFTR regula al ENaC no es conocido aunque sus efectos se
deberian a cambios en la probabilidad de apertura del canal o en el trafico de unidades
sintetizadas desde el reticulo endotelial hacia la membrana celular (Rubenstein y col.,
2011).

La hormona mineralocorticoide aldosterona es uno de los principales efectores (y
el mas potente) para el aumento de la actividad del ENaC. La aldosterona entra a las
células y se une al receptor de mineralocorticoides (MR) en el citoplasma. EI MR se
expresa en las células BeWo y es necesario para la generacion de la respuesta al
estimulo hormonal (del Moénaco y col, 2006, 2008a). El receptor activado ingresa al
ndcleo, donde estimula la transcripcién de genes (proteinas estimuladas por aldosterona,
AIPs) y reprime la transcripcién de otros (proteinas reprimidas por aldosterona, ARPS).
Los tiempos de accién de la hormona presentan dos fases. La respuesta temprana, entre
los 30 minutos y las 3 horas, en la cual el aumento de los niveles del ARNm del ENaC es
escaso, por lo que el aumento de la corriente de sodio esta relacionado con el trafico del
canal a membrana y la inhibicién de las vias de ubiquitinacién, aumentado la presencia
del mismo en la superficie celular.

La respuesta tardia, a partir de las 3 horas de estimulo y durando incluso hasta las
24 horas, se caracteriza por un aumento de la absorcién de sodio de 10 veces mas que la
anterior. La aldosterona estimula la transcripcion de las subunidades del canal, con
patrones de respuesta heterogéneos y tejido especificos (Alvarez de la Rosa y col., 2000).

En etapas tardias la aldosterona estimula directamente la transcripcion del ENaC,
aumentando las copias del canal por célula y estimulando su presencia en la membrana

plasmatica. Una vez que el canal se encuentra en membrana, el mismo es modulado por



estimulos postraduccionales: 1) protedlisis de las subunidades del canal, mediante la cual
las proteinas son clivadas por proteasas (MCAP-1, mCAP-2, tripsina, elastasa, prostasina,
furina), aumentando la probabilidad de apertura (Narikiyo y col., 2002; Hughey y col.,
2003; Caldwell y col., 2004; Rossier, 2004; Adebamiro y col., 2007; Harris y col., 2007)
2) metilacién de la subunidad B del canal, aumentando la probabilidad de apertura (Rokaw
y col., 1998; Zhou y Bubien, 2001; Edinger y col., 2006) 3) union a fosfatidilinositidos, que
regulan la probabilidad de apertura del canal (Pochynyuk y col., 2007). Por otro lado, las
proteasas enddgenas serian los efectores inmediatos en las respuestas que ocurren ante
un estimulo en particular (Kleyman y col., 2009), formando parte de un sistema regulador

muy ajustado a las necesidades.

En la preeclampsia se observan dos hechos en principio contradictorios en
relacion al ENaC. Primero una disminucion en la aldosterona plasmatica (Escher y col.,
2007; Shojaati y col., 2004), hormona que penetra en la placenta (Bayard y col., 1970) y
el otro es que en la orina se detecta plasmina, resultado de la conversién de
plasminégeno por la urokinasa celular local (Chen y col., 1980; Svenningsen y col.,
2011). La plasmina activa al canal por medio de la subunidad y-ENaC en forma directa o
por la prostasina de la membrana celular. La retencién de Na* en la preeclampsia podria
ser el resultado de un mayor efecto positivo de la plasmina sobre el ENaC.
Controversialmente, la deficiencia en la migracién trofoblastica podria correlacionarse
con la disminucién de la expresién y actividad de ENaC debido la disminucién en los

niveles de aldosterona, en esta enfermedad.

2.6. Migracion y proliferacion celular. Actividad de canales i6nicos
La migracion celular es un proceso fundamental en muchos procesos fisiolégicos
y fisiopatoldgicos. Controla la morfogénesis y la embriogénesis, la inmunidad e

inflamacién, la regeneracion de tejidos y la angiogénesis. Su desregulacién causa o es



parte de muchas enfermedades, incluyendo sindromes autoinmunes, inflamacion crénica,
retardo mental, y metastasis tumoral (Vicente-Manzanares y Horwitz, 2011).

A pesar de las diferencias en su funcién, las células que tienen la capacidad de
migrar comparten algunas caracteristicas: poseen una polarizacién en el plano de avance
(antero-posterior) y la capacidad de generar estructuras que generen movimiento, como
los lamelipodios. Los ciclos repetidos de extension del lamelipodio y retraccion de la
porcion posterior de la célula resultan en un desplazamiento direccional de la misma. La
polarizacién morfologica de la célula que migra es altamente dinamica y requiere de la
integracion de sefiales mecanicas y quimicas que llevan a la represion en la expresion de
moléculas de adhesion y a cambios en el citoesqueleto celular (Schwab, 2001).

Los mecanismos de locomocién estdn relacionados directamente con la
reorganizacion del citoesqueleto. Los filamentos de actina tienen un papel importante,
tanto en la generacion de las estructuras de locomocién, como en la interaccién con otras
proteinas estructurales de sefializacién y motilidad, debajo de la membrana plasmatica
(Mitchison y Cramer, 1996). Los canales i6nicos y los transportadores participan
activamente en los procesos de migracion, en relacién directa con el citoesqueleto. Estos
pueden hallarse regulados por el estado de los filamentos de actina y el volumen celular,
requisitos indispensables para el desarrollo del desplazamiento celular y la migracion
celular (Mills y Mandel, 1994; Schwab, 2001).

En particular, se ha detectado la participacion del ENaC en la migracion celular.
Algunos trabajos sefialan que la generacion de un dafio en un epitelio sano produce
entre otras sefiales, un estimulo para la actividad del canal, y una posterior
despolarizacion de la membrana plasmatica, necesaria para la reorganizacion del
citoesqueleto (Chifflet y col., 2005). Otros trabajos sugieren que el canal participa como
un mecanosensor, cuya expresion es requerida para la normal migracién celular (Grifoni
y col., 2006). Este hecho se basa en que el ENaC pertenece a la superfamilia de las
degenerinas. Cambios en la presion hidrostatica y estiramiento regulan el ENaC y por su

relacion con el citoesqueleto podria ser el nexo entre determinados estimulos mecanicos



y la migracién celular (Awayda y Subramanyam, 1998; Satlin y col., 2001; Carattino y
col., 2004; Drummond y col., 2007).

Los canales de cloruro también participan en el proceso de migracion celular. Se
encontré que en células epiteliales humanas de las vias respiratorias, al ser lesionadas e
inhibir selectivamente ya sea la expresion o la actividad del transporte i6nico del CFTR,
se produce una disminucion de la migracién celular y por lo tanto un retardo en la
reparacion de la herida (Schiller y col., 2010). Otros autores demostraron en epitelio de
traquea que inhibiendo especificamente CFTR se reducen significativamente las
corrientes salientes de CI por este canal en la zona donde se produce una herida en el
epitelio. Estos resultados sugieren que, la generacion de corrientes eléctricas endégenas
en el lugar de la injuria celular, podria dirigir la migracion celular y restituir el dafio (Sun'y
col., 2011). Existen otras evidencias de la participacion de canales de cloruro en trabajos
de reparacién de la herida realizados en cérnea de rata, donde se vio la influencia de
estos canales promoviendo la entrada o inhibiendo la salida de CI', indicando que la
participacién de canales de CI durante la cicatrizacién, es posible (Reid y col, 2005).
Fuchigami y col. (2011) observaron que el bloqueo con amiloride, inhibidor de ENaC, y el
inhibidor de canales de CI' NPPB, muestran diferentes tasas de cierre de la herida en
embriones de Xenopus laevis. Sugieren la participacién de multiples tipos de canales
iénicos en la progresion del cierre de la herida.

La regulacién aberrante del proceso de migracién y proliferacién celular permite el
progreso de enfermedades como ocurre en la invasion de los tumores malignos. Se ha
observado que células altamente proliferantes poseen una elevada concentracién de
sodio intracelular que podria constituir una sefial mitogénica, tal y como se mencionaba
para la migracion de reparacién de heridas. En este estudio, la aplicacion de amiloride
disminuye la proliferacion de células normales o trasformadas in vivo (Sparks y col.,
1983). También se observé la presencia del ENaC en epitelio mamario, y cémo el
crecimiento de adenomas mamarios podian inhibirse con la aplicacién de amiloride,

sugiriendo que la actividad del canal se correlaciona con la proliferacién tumoral (Boyd y



col., 2007). Vila-Carriles y col. (2006) han demostrado que parte del mecanismo por el
cual los gliomas invaden los tejidos normales es por una corriente de Na™ mediada por un
canal de la familia de las degenerinas.

En estudios con células de rifién canino (MDCK) se demostré que al inhibir el
transporte CI utilizando bloqueantes inespecificos de canales de ClI' y de CFTR en
particular, se inhibe la proliferacion de estas células. De esta manera, se observd un
retardo en el crecimiento de los cistos epiteliales con acumulacion de fluidos,

caracteristicos del rifion policistico (Li y col., 2004).

3. GENERALIDADES
3.1. Ley de Ohm

La materia esta constituida por moléculas cargadas, donde un mol de Hidrégeno
contiene el nimero de Avogadro de protones (N = 6.02 x 10%) y el mismo nimero de
electrones. La carga de un protén (e), medida en Coulombs (C) es: e = 1.6 x 10™*° C. Por
lo tanto, la carga de un mol de protones queda determinada por la ecuacion de Faraday,

conocida como constante de Faraday (F).
F=Nxe =~10° C/mol

Un flujo de cargas es denominado corriente. La corriente se mide en Amperios
(A), donde 1 A corresponde al flujo de un Coulomb por segundo. Si se colocan en
solucién salina un electrodo positivo y otro negativo, los cationes migraran al polo
negativo (catodo) y los aniones al positivo (Anodo). Por convencion, la corriente fluye a
través de la solucion desde el anodo al catodo. Segun la ley de Ohm, la corriente
eléctrica (I) esta determinada por dos factores: la diferencia de potencial (V) entre los
electrodos (trabajo necesario para mover una carga de un punto a otro, medida en Volts)
y la conductancia (G) de la solucién entre ellos (facilidad con que las cargas se mueven

entre dos puntos, medida en Siemens):



I=VXxG

La ley de Ohm también puede escribirse en términos de resistencia donde, la
resistencia (R) es la inversa de la conductancia y se mide en Ohm (Q0). La ley de Ohm es
central en la biofisica de membranas porque cada canal idnico constituye un conductor
elemental que atraviesa la membrana lipidica. La conductancia total de la membrana es
la suma de esas conductancias elementales en paralelo. De este modo, podemos
estimar el nimero de canales abiertos y la facilidad con la que los iones pueden

atravesar la membrana.

3.2. Relacién corriente — voltaje

Usualmente se caracteriza a los canales i6nicos con curvas corriente-voltaje
(curvas 1-V), obtenidas de relacionar la amplitud de la corriente con el potencial aplicado
a la célula. A partir de estos graficos se puede estimar la conductancia que se define
como el cociente entre la amplitud de corriente y el voltaje. Cuando analizamos registros
de canal Unico, se obtienen datos de conductancia unitaria (g) y si utilizamos datos de
corrientes totales podemos calcular la conductancia macroscopica (G), (ver mas
adelante).

En muchos casos, la conductancia no cambia en forma lineal con el voltaje y a
esta propiedad se la conoce como rectificacion. La rectificacion puede ser consecuencia
de un cambio en la probabilidad de apertura del canal, de mecanismos de bloqueo por
iones 0 moléculas presentes en el medio intracelular y de diferente compaosicion iénica de
las soluciones a ambos lados de la membrana. El término de rectificacion entrante se
utiliza cuando el canal conduce corriente en forma mas efectiva hacia el interior celular,
con respecto al exterior (Figura 9) cuando se encuentra en soluciones simétricas a
ambos lados de la membrana. Lo opuesto corresponde a la rectificacion saliente, y se

denominan canales no rectificantes a aquellos que presentan una curva |-V lineal.
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Figura 9. Relacion corriente — voltaje de dos canal es ionicos distintos. Los
simbolos llenos (@) representan a un canal de conductancia unitaria 10 pS y no
rectificante. Los circulos vacios (O) representan a un canal con rectificacion saliente.

3.3. Potencial de equilibrio y Ecuacion de Nernst

Un canal puede conducir corriente hacia adentro o afuera de la célula, y la
direccion en que el movimiento de iones ocurre es gobernada por la diferencia de
potencial electroquimico. El punto donde el gradiente quimico es exactamente igual al
gradiente eléctrico es llamado potencial de equilibrio.

En las células, los iones se distribuyen en forma asimétrica a ambos lados de la
membrana y la diferencia de potencial a través de la misma en el reposo es distinta de
cero. El potencial de equilibrio para un determinado ion (Eion) queda determinado por la

Ecuacién de Nernst:

RT [S]
Eion= In
zF [S]

(0}




donde, z es la carga del i6n, F es la constante de Faraday, R es la constante de los
gases, T es la temperatura en grados Kelvin y [S]o ¥ [S]i, corresponden a las
concentraciones del i6n fuera y dentro de la célula, respectivamente. Conociendo las
concentraciones ionicas a ambos lados de la membrana se puede determinar a partir de
la ecuacion de Nernst, el potencial de equilibrio para cada ién. De este modo, si se fija la
diferencia de potencial de la célula al potencial de equilibrio del K™ (Ex) por ejemplo, la
ecuacion predice que en estas condiciones no habra flujo neto de K* a través de la

membrana.

3.4. Permeabilidad, conductancia y selectividad

La permeabilidad es una propiedad de las membranas biolégicas que se
relaciona con la facilidad que posee un ion para atravesar la bicapa lipidica. En la
mayoria de los casos es independiente de la concentracion del i6n a ambos lados de la
membrana. La conductancia es una medida del nimero de canales insertos en la
membrana que se encuentran abiertos a un determinado potencial. En lineas generales,
la conductancia cambia en paralelo con la permeabilidad, pero depende de las
propiedades de la membrana y de las concentraciones de iones en las soluciones interna
y externa. Si un canal permite el pasaje de mas de una especie ionica, un valor analogo
al potencial de equilibrio, llamado potencial de reversion (Er) puede ser calculado a partir

de una ecuacion de campo constante modificada:

RT |, Pei [Cl]; + P X

Er =
zF  Pg[Cl, + P [X],

En este ejemplo se escribio la ecuacién para el CI, donde, [CI] y [X], corresponden a las
concentraciones de CI y de otro i6n permeable, respectivamente y las permeabilidades se

simbolizan como Pcy Px . Er corresponde al valor de potencial donde la corriente es



cero y se puede obtener experimentalmente. De este modo, si las concentraciones
i6nicas en la solucién intracelular y extracelular son conocidas, esta ecuacion permite
estimar el valor de permeabilidad relativa del i6n X con respecto al CI', Pyx/P¢,.

Otra alternativa para obtener datos de permeabilidades relativas es mediante
determinacion del cambio en el Er cuando un i6n es reemplazado por otro en la soluciéon
extracelular. Por ejemplo se mide primero el Er con CI" en la solucién extracelular ([Cl],) vy
luego con el anion X ([X],) ¥ se calcula Py/P¢ utilizando la siguiente ecuacion:

RT P, [X]
AEr=Eg, - Er, = — In 2—=2
X —czF P [Cl],

Si se obtiene un valor de Pyx/Pc = 0.25, indica que el ClI" es 4 veces mas
permeable que X.

La selectividad compara las permeabilidades de un canal abierto a diferentes
especies idnicas. El fenomeno de selectividad tiene lugar en la region mas angosta del
poro conocida como filtro de selectividad, donde los aminoacidos conservados,
localizados en esa zona determinan el tipo de i6n que puede permear. La interaccion de
los iones con los grupos polares del filtro permite la deshidratacion y entrada del ién por

el poro del canal (Hille, 1992).

4. MEDICION DE CORRIENTES CELULARES

4.1. Técnica de Patch clamp
4.1.1. Fundamentos del Patch clamp

La técnica de patch clamp, fue empleada por primera vez por Sakmann y Neher
en 1976 y revoluciono el estudio de los canales i6nicos, posibilitando el estudio en todos

los tipos celulares. Es posible medir la corriente que pasa a través de un solo canal,



como asi también las corrientes macroscopicas de una célula entera. La mediciéon de
corrientes del orden de los picoAmperios (pA) es posible debido al bajo ruido electronico
de la técnica.

La técnica de patch clamp consiste en acercar una micropipeta de vidrio a la
membrana celular, de manera que ambas entren en intimo contacto y se forme una
unién. Después de aplicar una leve succién desde el interior de la pipeta, se obtiene un
sello de alta resistencia entre la membrana y el vidrio. Asi, la resistencia entre el interior
de la pipeta y la solucion que bafia la célula es del orden de 10° Ohms (10° Q = 1 GQ) y
al sello formado se lo denomina “gigasello”. La micropipeta, que constituye el electrodo
de medida del sistema, esta conectada a un amplificador y el electrodo de referencia se
encuentra ubicado en la solucion del bafo. El electrodo de medida puede capturar todos
los iones que fluyen bajo su area después de la aplicacién de un estimulo y asi la
corriente transportada por canales iénicos, puede ser determinada. En muchos casos, es
posible que en la regién de membrana circunscripta por la punta de la pipeta (~1 um)
exista un solo canal, haciendo posible la medicién de la corriente unitaria. Esto se
denomina configuracion cell attached de la técnica de patch clamp y se utiliza para
registrar la actividad de canales Unicos manteniendo intacta la composicion del medio
intracelular. En adicién, es el modo precursor del resto de las configuraciones (Figura
10). Las determinaciones en inside out se obtienen después de alejar la pipeta de la
superficie celular donde, usualmente se mantiene la integridad del gigasello después de
la escision. La configuracion de inside out ofrece la posibilidad de modificar durante el
experimento, la solucién que bafia las células, que representa el medio citoplasmatico o

intracelular.
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Figura 10. Esquema de las configuraciones utilizadas en patch clamp . En las

configuraciones de cell attached e inside out el electrodo captura la corriente que pasa por
un anico canal, y se registra la actividad del mismo alternando entre los estados cerrado
(C) y abierto (A). En el modo whole cell el electrodo registra corrientes macroscopicas, es
decir, todos los canales presentes en la membrana de la célula estudiada.

Alternativamente, se puede aplicar succion sobre el gigasello (en cell attached)
lo que provoca la ruptura de la membrana y permite que la pipeta acceda al interior
celular. La configuracién obtenida se denomina whole cell (célula entera) y permite medir
las corrientes totales de una célula ya que la maniobra realizada no compromete el sello
de alta resistencia entre la membrana y la pipeta. Esta configuracién se caracteriza por
una baja resistencia de acceso (Ra) al interior celular a través de la punta de la pipeta,
permitiendo el control del potencial de toda la célula (Ra = 6-10 MQ para una punta de
pipeta cercana a 1 uM de diametro). Durante los registros de whole cell la solucién de
pipeta representa el medio intracelular ya que la célula es dializada por el contenido

salino de la pipeta.



4.1.2. Equipo de patch clamp

La variedad de equipos de patch clamp es muy amplia y responden
generalmente al tipo de experimento a realizar (Sakmann y Neher, 1995). En una forma
simple, el equipo de patch clamp usado en nuestro laboratorio consiste en un
microscopio invertido, que contiene la camara donde se colocan las células, ubicado
sobre una mesa antivibratoria dentro de una jaula de Faraday. Un amplificador de patch
clamp esta conectado al electrodo de medida (pipeta) y un micromanipulador hidraulico
permite posicionar la pipeta sobre la célula. Se requiere de otros aparatos y programas
de computacidon para la adquisicion de datos (software PCLAMP v.8.2, conversor
analdgico digital, osciloscopio, computadora, etc.). Se utilizan instrumentos para la
fabricacion de las pipetas, como el estirador de pipetas y la microforja para el pulido de

las puntas de los electrodos.

4.2. Analisis de registros de corrientes totales
La configuracion de whole cell permite medir todas las corrientes generadas por
la célula en respuesta al potencial aplicado. Durante los experimentos de whole cell la

pipeta permite acceder eléctricamente al interior celular (Marty y Neher, 1995).

4.2.1. La membrana como un capacitor

Ademas de contener canales i6nicos, las bicapas lipidicas son un material
extremadamente aislante que separa dos soluciones conductoras, la interna y la externa.
Esto es por definicidon un capacitor y la capacitancia de las membranas bioldgicas es muy
alta, del orden de los microfaradios.

La capacitancia (C) es una medida de la cantidad de carga (Q) que se requiere
transferir de un conductor a otro para establecer un potencial determinado (V), como
indica la siguiente ecuacion:

C=Q/V



La unidad de capacitancia es el Faradio (F). La capacitancia de la membrana
(Cm) es directamente proporcional a la constante dieléctrica del medio lipidico y al area
de la membrana, e inversamente proporcional al espesor de la misma. Por lo tanto, la
gran Cm de las membranas bioldgicas es una consecuencia directa de sus dimensiones
moleculares (Hille, 1992). La Cm se determina experimentalmente en whole cell,
registrando la corriente generada por la célula en respuesta a un pulso cuadrado
pequefio, de 10-20 mV, de manera de no producir la activacion de canales. Se mide la
corriente instantanea (ly,), y la constante de tiempo de la relajaciéon de la corriente (t), y
luego la resistencia en serie (Rs) y la Cm se estiman a partir de las siguientes
ecuaciones:

lin=AV/RS

1=Rs xCm

La figura 11 muestra el circuito equivalente de la célula y el protocolo para la
determinacion de Cm. Como la capacitancia de membrana es proporcional al tamafio de
la célula, todos los valores de corrientes totales se normalizan por la Cm.

Por otro lado, un componente capacitivo importante generado por la pipeta, el
cabezal y la membrana, forma parte de un registro de corrientes totales. Entonces,
durante los experimentos en whole cell es muy importante cancelar el componente
capacitivo para evitar la saturacion del amplificador durante los repentinos cambios en el
valor de la corriente y también para eliminar sefiales erréneas provenientes de las

corrientes capacitivas aportadas por el cabezal y la pipeta (Marty y Neher, 1995).



Figura 11. Propiedades eléctricas pasivas de una cé lula. A. Circuito eléctrico
equivalente para una célula simple, donde Er es el potencial de reposo, Rs es la
resistencia de la pipeta, R la resistencia de la membrana y C la capacitancia. B. Arriba:
Pulso de voltaje (AV) aplicado con la pipeta. Abajo: corriente medida en respuesta a
dicho pulso, a partir de la cual se obtienen los datos que permiten calcular la Cm.

4.2.2. Resistencias en serie

La resistencia en serie Rs representa la resistencia de la pipeta durante un
experimento de whole cell (Figura 11). La compensacion de la Rs tiene por objetivo,
limitar los errores en las curvas |-V, como asi también mejorar la velocidad del control del
potencial para poder registrar cambios rapidos de corriente. Por otro lado, la
determinacion y control de la Rs, permite evaluar una posible obstruccién de la pipeta

durante el experimento (Marty y Neher, 1995).

4.2.3. Difusién entre pipeta y células

En la configuracién de whole cell se establece entre la pipeta y el interior celular
una continuidad quimica, ademas de la eléctrica (analizada en los puntos anteriores).
Dado que el volumen de la pipeta (~10 pl) prevalece sobre el de la célula (~1 pl), con el
paso del tiempo, la solucion de la pipeta dictara la concentracion de todas las sustancias
difusibles. Sin embargo, el tiempo necesario para el equilibrio dependera de la geometria

de la célula y del tamafio de las sustancias difusibles (Marty y Neher, 1995).



4.2.4. Conductancia macroscoépica
Si analizamos registros de corrientes totales (figura 12), la amplitud de corriente
() es proporcional a la conductancia macroscopica (G) y al voltaje (V):
I=GxV
Si la corriente total es generada por un Unico tipo de canal, entonces G sera
proporcional al nimero de canales abiertos (N), a la probabilidad de apertura del canal

(Po) y a la conductancia unitaria (g) del mismo, segun la siguientes ecuaciones:

G=gxNxPo

=g XxNxPoxV

La conductancia de corrientes totales que presentan curvas |-V rectificantes se
estima de la pendiente de la curva I-V. Dependiendo de la magnitud de las corrientes, la

G se puede expresar en unidades de pS, nS o uS.
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Figura 12. A. Corrientes totales de una célula BeWo medidas en whole cell. B. Curva
I-V de registros obtenidos como se muestra en la figura A.



4.3. Analisis de registros de canal Unico
4.3.1. Amplitud de la corriente

La figura 13 muestra a modo de ejemplo, un registro de corriente unitaria
adquirido a 100 mV en la configuracién de inside out, donde se puede observar la
naturaleza bifasica de los canales i6nicos. Los canales alternan su estructura en al

menos dos estados conformacionales, abierto (que permite el flujo de iones) y cerrado.

Amplitud | ‘| ’
de corriente m

Figura 13. Trazos de corriente de canal Unico en la configuracion de inside out
registrados a 100 mV. La linea punteada indica el estado cerrado del canal.

Las aperturas y cierres del canal se observan como transiciones en el registro,
donde la corriente fluctda entre el nivel basal cercano a 0 pA (linea punteada) y un valor
de ~ 0.6 pA. Se construyen histogramas del nimero de eventos en funcion de los valores
de corriente. Estos histogramas tienen una distribucién normal y permiten obtener el valor
de amplitud de corriente promedio del canal. En el ejemplo de la figura 13 la amplitud
promedio de la corriente a 100 mV fue de ~ 0.6 pA.

La informacién en un registro de canal Unico esta contenida en la amplitud de la
corriente, la conductancia, la duracién de los periodos abiertos y cerrados, y el orden en
gue las aperturas y cierres ocurren. Las propiedades de cada estado del canal son
relativamente constantes, por ejemplo la amplitud de la corriente cuando el canal esta

abierto es muy similar entre una apertura y otra del mismo canal. Sin embargo, el tiempo



en que un canal
absolutamente por el azar, por lo tanto, su comportamiento debe describirse en términos
probabilisticos. Los eventos futuros solo quedan determinados por el estado en que se
encuentra el canal antes de la transicion, sin importar los estados en que estuvo
previamente. Los procesos en los que la historia pasada no condiciona los eventos

futuros se conocen como procesos de Markov homogéneos (Colquhoun y Sigworth,

1995).

4.3.2. Conductancia unitaria

La conductancia unitaria (g) se obtiene como un cociente entre los valores de la

amplitud de corriente del canal Gnico (generalmente en pA) y el voltaje, y se expresa en

picoSiemens (pS) (Figura 14).
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Figura 14. A. Corrientes de canal Unico registradas a diferentes voltajes en la
configuracion de inside out. B. Curva |-V del canal mostrado en la figura A, donde se
pueden observar las propiedades no rectificantes del mismo y tiene una conductancia de
120 pS.



Cuando se analiza un canal que tiene una curva I-V lineal, la g es la pendiente
de la recta, mientras que para los canales que presentan curvas |-V rectificantes se
calculan las pendientes a pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes, obteniéndose dos
valores de conductancia unitaria. Existen otros métodos para estimar g en canales

rectificantes, pero no utilizados en nuestro trabajo (Hille, 1992).

4.3.3. Probabilidad de apertura

En un registro de la actividad del canal en el estado estable, llamamos
probabilidad de encontrar al canal abierto o probabilidad de apertura (Po) a la fraccién de
tiempo promedio en que el canal se encuentra en el estado conductor en relacién al
tiempo total de registro. Del mismo modo, puede definirse a la Po como 1-Pc, donde Pc
es la probabilidad de encontrar al canal cerrado. Entonces, una Po de 0.5 indica que el
canal permanece aproximadamente el 50% del tiempo total en el estado abierto o
conductor. La determinacion de la Po es un indice de la actividad del canal. Sin embargo,
los canales i6nicos son proteinas muy complejas y muchas veces el sistema no se
encuentra en el estado estable (por ej. canales activados por voltaje o por ligando). En
estos casos la Po puede ser funcidn del tiempo, y no es posible definirla como la fraccién
de tiempo en que el canal esta abierto. En estos casos, la Po(t) debe ser determinada
repitiendo el estimulo de voltaje o ligando varias veces y midiendo la fraccion de

ocasiones en que el canal se abre a tiempo t (Colquhoun y Sigworth, 1995).



Il. HIPOTESIS




El Na" y el CI' son el principal catiéon y anion extracelular y juegan un papel
central en la generacidon de la presion osmoética y determinacion del volumen del
liquido extracelular. En el caso particular de la placenta humana, existen distintos
procesos de transporte a través del sinciciotrofoblasto (SCT) que estan acoplados al
movimiento de Na"y CI a través de las membranas celulares y por lo tanto debe
mantenerse una concentracion intracelular adecuada de estos iones que permita la
correcta nutricién del feto (Johansson y col., 2000).

Se han caracterizado varios canales i6nicos en la membrana apical del SCT de
placenta humana (Clarson y col., 2001; Riquelme, 2006; Llanos y col., 2002; Faller,
1995; Mylona, 1996; Moreau y col., 2003; Bernucci y col., 2006; Gonzalez-Perret y
col., 2002; Page y col., 2003; Driver y col., 2003; Kibble y col., 1996, del Ménaco y col.,
2009), pero su papel en los procesos fisiopatolégicos es poco conocida.

El SCT, por su irregular superficie y por ser un sincicio ofrece dificultades para
el estudio de los canales con las técnicas de patch clamp, de manera que los estudios
electrofisiologicos deben ser hechos en lineas celulares. Por otro lado no nos fue
posible obtener placentas de manera regular, y ademas no contamos con un area de
bioseguridad para el cultivo de tejido humano. Debido a estas dificultades decidimos
utilizar la linea celular BeWo para realizar nuestros estudios.

La linea BeWo fue obtenida de un coriocarcinoma humano y establecida en
cultivos continuos. Las células presentan propiedades morfoldgicas y bioquimicas
similares a las descriptas en placenta durante el Ultimo trimestre de embarazo.
Expresan gonadotrofina coriénica, progesterona, estrogenos y lactégeno placentario, y
los sistemas de transporte que expresan se corresponden con los reportados en el
trofoblasto humano normal. Por lo tanto constituyen un buen modelo para el estudio de
los mecanismos de transporte placentario. Si bien la linea ha sido creada hace ya
varias décadas, la reproducibilidad en los resultados y estabilidad de las mismas
compensan la desventaja de no trabajar en células de cultivo primario de placenta

(Patillo y Gey, 1968; Moreau y col., 2003).



Hemos demostrado, en la linea celular BeWo, la expresion del canal ENaC y la
presencia de corrientes mediadas por este canal cuando se estimula con aldosterona
(del Ménaco y col., 2006; del Ménaco y col., 2008). Estos resultados nos indican que
en las células BeWo el ENaC es funcional y podria cumplir una importante funcién
reguladora en la placenta, para el mantenimiento de la homeostasis de sodio entre la
madre y el feto. El ENaC, al igual que el canal sensible al acido (ASIC), pertenece a
las degenerinas, una superfamilia que codifica proteinas que intervienen en procesos
bioldgicos como la nocicepcion, sentido del gusto salado y tactil, homeostasis del
sodio, mecanotransduccion y migracion celular, este Ultimo punto es de particular
interés para nosotros como se vera a continuacion (Drummond y col.,, 2007). La
actividad del ENaC es modificada por hormonas y proteasas que regulan su expresion
y nimero y lo activan, con un sistema regulador muy ajustado a las necesidades
fisiolégicas (Kleyman y col, 2009; Carattino y col., 2008). En particular, la aldosterona
modifica el nimero y la actividad del ENaC por diversos mecanismos que incluyen la
metilacion de la subunidad B del canal (Edinger y col., 2006) y esto nos brinda la
oportunidad para su estudio en la migracién (ver mas adelante).

Como se comentd mas arriba existen evidencias que el ENaC es un canal
iGnico que participa en la mecanotransduccion y migracion celular por su relacién con
el citoesqueleto. El ENaC se asocia a la actina y es regulado por la misma (Cantiello y
col., 1995), siendo el extremo C-terminal de la subunidad a-ENaC la zona de unién a la
F-actina (Mazzochi y col, 2006). Diversos grupos de investigacion demostraron que el
ENaC participa en la migracién de células normales y tumorales (Chifflet y col., 2005;
Grifoni y col., 2006, del Ménaco y col., 2009). La migracion es iniciada por la protusion
de la membrana celular en el frente de avance cuando se polimerizan los filamentos de
actina del lamelipodio en respuesta a numerosos factores, entre ellos, la activacion de
canales idnicos y cambios en el volumen. Existe una dependencia mutua entre el
citoesqueleto y el volumen celular porque la habilidad de la célula para controlar su

volumen por cambios de tonicidad es regulada por los filamentos de actina y abolida



cuando no se permite su polimerizacion; a su vez los cambios en el volumen influyen
en el estado de los filamentos de actina (Yamaguchi y col., 2007). El balance de los
movimientos de cargas opuestas por el transporte i6nico permite junto con los
movimientos de agua el cambio de volumen y crea el medio 6ptimo para el estado de
los filamentos de actina y el resto de las proteinas del citoesqueleto que intervienen en
la migracién celular (Kapoor y col., 2009). Cambios en el volumen celular, en la
presion hidrostatica y estiramiento celular regulan el ENaC, y por su relacién con el
citoesqueleto y las proteinas asociadas al mismo, podria ser el nexo entre estimulos
mecanicos y la migracién celular (Drummond y col., 2007).

En los epitelios, el canal ENaC se colocaliza con frecuencia con canales
anionicos y también es regulado por el canal de cloruro CFTR (Rubenstein y col.,
2011). La relacién entre ellos parece depender del tejido estudiado; asi, en las vias
aéreas, la presencia o activacion del CFTR se asocia a una menor actividad del ENaC,
mientras que en las glandulas sudoriparas el ENaC es activado. Por otro lado el
CFTR, presente en la placenta humana (Mylona y col., 1996), también regula el canal
de cloruro con rectificacion saliente ORCC, probablemente por un mecanismo que
facilita la liberacion de ATP fuera de la célula, lo cual estimula al ORCC via un receptor
purinérgico (Schwiebert y col., 1998).

Ya hemos visto los puntos relacionados al Na* y ahora es el turno para el CI.
Se ha demostrado que cambios en el volumen celular mediados por canales de CI
estan involucrados en la migracién celular, como también existen cambios del volumen
durante el proceso de proliferacion celular. EI CFTR, que también tiene una
participacion en la migracion de células epiteliales (Schiller y col., 2010), y el ORCC,
serian candidatos del efecto sobre el volumen celular. Estos datos indican que los
iones extracelulares mas abundantes participarian en la proliferacién y migracion
celular (Habelay col., 2007).

En resumen, cambios en el volumen celular que modifican el citoesqueleto

subyacen en la migracion y la proliferacion celular y estos cambios son debidos a



movimientos de iones mediados por canales i6nicos como de cloruro y sodio, en
particular el ENaC, siendo este Ultimo altamente regulado por la aldosterona entre
otros factores. En los epitelios los canales de sodio se colocalizan con los de cloruro,
en particular, CFTR y ORCC, existiendo una regulacién compleja por parte del CFTR
sobre los otros dos. A esta relacion fisioldgica entre los canales idnicos y la migracion
y proliferacion celular se agregan: 1) el ENaC es un mecanotransductor y se asocia en
forma fisica con proteinas del citoesqueleto; 2) en la preeclampsia (ver mas adelante)
se observa una defectuosa migracion del trofoblasto; 3) las mujeres con preeclampsia

tienen valores plasmaticos de aldosterona reducidos en relacion a las mujeres sanas.

La posible regulacién de las proteinas estudiadas en el SCT, encargadas del
transporte de sodio y cloruro, avalaria nuestra idea del posible control del proceso de
proliferaciéon y migracion celular en placenta humana y sugiere la posibilidad de que

sufran modificaciones mediante accién hormonal.

En base a estas evidencias, nuestra hipétesis general de trabajo es que la
aldosterona ejerce un efecto positivo sobre la migracidn de células trofoblasticas por
medio de un aumento en la actividad del ENaC. Los canales ORCC y/o CFTR, se
expresan y son funcionales en el tejido, presentando efectos sobre la proliferacién
celular, y junto con el ENaC, contribuyen al equilibrio entre los movimientos de cargas
positivas y negativas requeridos para los mecanismos involucrados en la migracién de

estas células.



lll. OBJETIVOS




OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO

Dada la informacion presentada hasta el momento expuesta en el capitulo de
introduccion e hipotesis, el objetivo general de este trabajo consiste en estudiar la
expresion y funcionalidad de los canales i6nicos, en particular ORCC, ENaC y CFTR y
su participacion en los procesos de migracion y proliferacion de células BeWo. Se
emplean técnicas de biologia molecular, electrofisiolégicas (patch clamp) y de reparacién

de la herida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Investigar la presencia de corrientes de cloruro en células BeWo por la técnica de
patch clamp, evaluando las corrientes totales (célula entera), analizando curvas corriente-
voltaje, y el comportamiento luego de la utilizacion del bloqueante de canales de cloruro

DPC.

e  Caracterizar la cinética de los canales de cloruro (canal Unico) e identificarlos en
base a los siguientes datos: curvas |-V, perm-selectividad, conductancias, y probabilidad

de apertura. Se utilizan bloqueantes de canales de cloruro, como DPC y glibenclamida.

e Analizar si algun canal de cloruro presente en las células BeWo es compatible con
el CFTR, estudiando ademas el bloqueo especifico de corrientes totales por CFTR;,n-172

y la activacion por forskolina.

e  Estudiar la expresién de CFTR en células BeWo con técnicas de biologia molecular,
para conocer si los patrones de expresion del canal se corresponden con los observados

en placentas normales.



e  Evaluar la participacion de los canales de cloruro en la proliferacion de las células
BeWo, utilizando bloqueantes generales y especificos de los mismos, mediante ensayos

de proliferacion celular.

e  Estudiar la participacion del canal ENaC, en la migracion de células trofoblasticas, e
indagar en la regulacién de este proceso por la aldosterona con inhibidores de la

metilacion y dadores de metilos.



IV. MATERIALES Y METODOS




Cultivo celular

La linea celular BeWo (American Type Culture Collection, EEUU) se mantuvo en
medio de cultivo HAM'S F12 (Gibco BRL, Life Technologies, NY, EEUU) con el agregado
de 10 % de suero fetal bovino (SFB; Natocor Biotechnology, Cérdoba, Argentina), 2 mM
de L-glutamina (Sigma, Missouri, USA), 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de
estreptomicina. Las células BeWo crecen en monocapa, siendo tripsinizadas una vez por
semana con tripsina-EDTA 0.25 % (Gibco BRL, Life Technologies, NY, EEUU), e
incubadas a 37C en aire hiimedo y una concentracién de CO, de 5 %. El medio de
cultivo se renovo cada tres dias.

Se utilizé una linea celular de colon (T84) (American Type Culture Collection,
EEUU) como control positivo de la expresion del canal CFTR (Prince y col., 1993). Las
mismas fueron mantenidas en medio de cultivo HAM'S F12, suplementado con 10 %

SFB, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina.

Obtencién de los registros eléctricos

Las células BeWo fueron crecidas en discos de vidrio. Inmediatamente antes de
su uso fueron lavadas con abundante solucion de bafio y transferidas a una camara de
registro, montada en un microscopio binocular invertido Olympus en una mesa
antivibratoria. Se determind la actividad eléctrica de las células utilizando las diferentes
configuraciones que ofrece la técnica del patch clamp. Se obtuvieron registros de
corrientes totales y de canales aislados mediante las configuraciones de célula entera
(whole cell) y de canal unico (single channel — inside out y cell attached),
respectivamente.

Corrientes totales. Se utiliz6 un amplificador List L/IM-EPC7 (List Medical
Electronics, Darmstadt, Alemania) con una resistencia de feedback de 1 GQ. La sefial

eléctrica se digitalizé a 5 kHz y se filtr6 a 1 kHz utilizando el paquete computacional



PCLAMP v.8.2 (Molecular Devices, Union City, CA, EE.UU). La configuraciéon de célula
entera se estableci6 mediante microelectrodos de vidrio borosilicato (World Precision
Instruments Inc., Florida, EE.UU), construidos con un estirador de pipetas horizontal (P-
97, Sutter Instruments Co., EE.UU) y con una resistencia final de 2-4 MQ una vez
llenados con la solucion de pipeta. Las resistencias en serie (Rs) se compensaron
utilizando el circuito analdgico del amplificador.

Para la medicién de corrientes macroscopicas de cloruro el protocolo utilizado
aplicé pulsos desde -80 a 100 mV en pasos de 20 mV, desde un potencial de
mantenimiento de 0 mV (Anderson y col.,, 1991). Soluciones: soluciéon de pipeta
(intracelular) (mM): 125 CsCl, 2 MgCl;, 10 Hepes-Na, 0.2 BAPTA, pH 7.4 (ajustado con
NaOH). Solucion de bafio (extracelular) (mM): 150 NaCl, 1 MgCl,, 2.5 CaCl,, 10 Hepes-
Na, pH 7.4 (ajustado con NaOH). La osmolaridad de las soluciones se midié con un

osmoOmetro de presiéon de vapor (Wescon 5100B, Inc., Utah) y fue de 260 + 5 mOsm/I

para las solucién de CsCl, 292 + 6 mOsm/| y para la solucion de NaCl.

Para la medicién de corrientes de ENaC se aplicd un protocolo que permitié
prevenir la acumulacion de Na' intracelular. La célula acumula Na* tan rapido como la
Na'-K*-ATPasa no pueda reciclar efectivamente la carga de Na'. La acumulacién de Na*
intracelular a su vez conduce a la autoinhibicion de ENaC como se describié para una
amplia variedad de tejidos, y/o rundown (agotamiento de los canales iénicos, relacionado
con la disminucién en la concentracion de moléculas citoplasmaticas importantes para la
modulacién y mantenimiento de la actividad del canal). Para evitar la acumulacién de Na*
intracelular es necesario reducir la fuerza electroquimica de entrada del catién fijando el
voltaje de membrana a valores tales que minimicen las corrientes de Na* a través de
ENaC durante el tiempo que duran los experimentos. En este caso se aplicaron pulsos
desde -140 a 40 mV en pasos de 20 mV, desde un potencial de mantenimiento de 0 mV
(Segal y col., 2002).

Soluciones: Solucién de pipeta (intracelular) (mM): 102 K-Gluconato, 6 KClI, 4

MgCl,, 3 EGTA, 10 Hepes, 5 Sucrosa (pH 7.4). Solucién de bafio (extracelular) (mM): 105



NacCl, 4 KClI, 3 CaCl,, 3 MgCl,, 10 Hepes y 40 Sucrosa 40 mM (pH 7.4). La osmolaridad
de las soluciones fue 287 + 9 mOsm/| para la solucién de K-gluconato y 305 = 2 mOsm/I
para la solucion de NacCl.

En ambos estudios se realizé un intervalo de 10 ms entre cada pulso. Los
graficos de corriente en funcidon del voltaje aplicado se obtuvieron a partir de las
corrientes en el estado estacionario y se expresaron como densidades de corriente
(corriente por unidad de capacitancia celular). La capacitancia de membrana (C) se
determiné aplicando un pulso despolarizante de 10 mV durante 100 ms, a partir del
potencial de mantenimiento. Las corrientes obtenidas bajo estas condiciones se ajustaron
a una funcién exponencial y se obtuvo la constante de tiempo (1) y la resistencia en serie
(Rs), calculdndose la capacitancia segun C,, = t/Rs. Las curvas corriente- voltaje (I-V)
representan la relacién entre la amplitud de la corriente respecto del potencial aplicado.
La pendiente de los datos en un rango de potencial definido nos permite estimar la
conductancia de corrientes totales (G). Corrientes y potenciales se expresan usando las
convenciones fisiolégicas, donde un potencial negativo indica una polaridad negativa en
el interior celular y una corriente entrante (mostradas en los graficos como deflexiones
hacia abajo) corresponde a un flujo de aniones saliendo de la célula o a un flujo de
cationes entrando.

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20-24°C).

Corrientes de canal Unico . La actividad de los canales i6nicos de cloruro se
registré en la configuracion inside-out mediante un amplificador Warner PC-501A
(Warner Instruments, Hamden, USA) y con una resistencia de feedback de 10 GQ. En
algunos casos se obtuvieron registros bajo condiciones de cell-attached. Los
microelectrodos de vidrio borosilicato fueron estirados y pulidos con calor bajo una
microforja, resultando en una resistencia de 5-10 MQ una vez llenados con la solucién de
pipeta. Las sefiales eléctricas se digitalizaron a 5 KHz y se filtraron a 2 KHz utilizando el
paquete computacional PCLAMP v.8.2 (Molecular Devices, Union City, CA, USA). Los

registros de canal Unico fueron filtrados adicionalmente a 750 KHz para una mejor



observacion grafica de los mismos, pero no para su analisis y obtencion de datos. Todos
los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20-24<C).

En las curvas I-V, la pendiente de los datos en un rango de potencial definido
nos permite estimar la conductancia de canal Unico (g) definida en pS. Las corrientes
fueron medidas con pulsos entre 100 y -100 mV, retornando a 0 mV en cada aplicacion
(Anderson y col., 1991). Se incluyeron registros con amplitudes de corriente mayores a
0.5 pA, por el nivel de ruido electrénico de nuestro equipo.

Los datos fueron corregidos por el potencial de juntura en el electrodo del bafio
de referencia posteriormente a los reemplazos de la solucion del bafio, dada la diferente
movilidad de los iones involucrados. Se utilizd un programa computacional disefiado por
el Dr. Peter Barry (Universidad de Nueva Gales del Sur, Australia). El texto y las figuras
de los experimentos de inside-out muestran los potenciales de membrana (V=Vpaso-
Vyipeta) COrregidos como corresponde. Las relaciones de permeabilidad (Px/PCl) se
estimaron a partir del cambio del potencial de reversion (AEr) inducido por el reemplazo
del CI' externo por otro anién X (gluconato, fluoruro (F) o ioduro (I")), utlizando la
ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) modificada:

Py [X]; + P [CI];
P [C],

donde AEr es el cambio en Er inducido por el reemplazo de 140 mM del CI interno
(solucion de bafio) por el anion X (gluconato, F o I'); Erc es el potencial de reversion en
presencia de CI.

Los histogramas de probabilidad de apertura (Po) fueron construidos a partir de
registros de mas de 1 minuto de duracion y en los cuales se observé la actividad de un
solo canal. La Po se estimé utilizando una rutina del software PCLAMP v.8.2 a partir de
los niveles de apertura completa.

Solucién de pipeta (intracelular) (mM): 140 NMDG-CI, 5 KClI, 2.5 CaCl,, 1 MgCl,,

10 Hepes (pH 7.4). La solucion de bafo (extracelular) fue la misma que en la pipeta.



Para los experimentos de reemplazo, NMDG-CI en el bafio fue reemplazado por NacCl,
Na-gluconato, Na-ioduro or Na-fluoruro 140 mM.

En el estudio del canal CFTR, la adicién de forskolina a la soluciéon de bafio fue
empleada para inducir la actividad de canales ionicos en la configuracién de cell
attached, en la que la pipeta se encuentra sellada a la membrana de la célula intacta.
Luego de 10 minutos de exposicidon a la droga el parche fue escindido (configuracion
inside out). EI DPC y la glibenclamida se agregaron a la solucion de bafio luego de
escindido el parche (inside- out).

Todos los experimentos fueron realizados a temperatura ambiente (20 - 24 °C).

RT-PCR

Para la deteccién de la expresién del ARNm de CFTR en las células BeWo y
T84 se aisl6 el ARN total de las mismas utilizando el kit comercial SV Total RNA Isolation
System (Promega, Wisconsin, EEUU). La transcripcidn reversa se llevé a cabo a partir de
5 ug del ARN total obtenido, utilizando la transcriptasa reversa proveniente del virus de la
leucemia murina (MMLYV), primers oligo (dT)15 y 400 uM de cada desoxirribonucledtido
trifosfato (dNTP), durante 60 minutos a 42°C, (Promega).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Promega) se realizé utilizando
ciclos de 94°C por 60 segundos, 59°C por 60 segundos y 72°C por 60 segundos,
seguidos de una extension final de 10 minutos a 72<C. Los ciclos se repi tieron 35 veces.
Se utilizaron primers especificos para CFTR. A su vez se realizaron controles sin el

agregado de transcriptasa reversa para confirmar la ausencia de amplificacion
de ADN gendmico y sin muestra templado para evaluar otras contaminaciones externas.
Los controles de integridad del ADNc (ADN copia) se realizaron con oligonucleétidos que
amplificaron un fragmento de la proteina -actina.

Los productos de PCR se sembraron en geles de agarosa 1 % en buffer TBE

(Tris-Borato-EDTA), tefiidos con bromuro de etidio. Las imagenes de los mismos fueron



adquiridas con el equipo Foto Analyst Investigator (Fotodyne Inc., Hartland, Wisconsin,

EE.UU).

Western blot

Las monocapas de células BeWo fueron lavadas abundantemente con buffer
fosfato salino (PBS; Gibco BRL, Life Technologies, NY, EEUU) y las células se
levantaron mecanicamente en buffer PBS (4<C) con inhibidores de proteasas (0.01 X
Protease Inhibitor Cocktail), fenilmetanesulfonil fluoruro 0.2 mM y dithiothreitol (DTT) 0.2
mM (Sigma). La suspensién celular se centrifug6 y resuspendié en buffer de lisis (NaCl
0.3 M, HEPES 25 mM, MgCl,, 1.5 mM, EGTA 0.2 mM, Tritén X100 1 %; pH 7.4) con
inhibidores de proteasas. El homogenato se centrifugd por 5 minutos a 10.000 rpm (4C)
y se conservo finalmente el sobrenadante a -20C. La concentracion final de proteinas en
los sobrenadantes se determiné utilizando el método de Bradford y realizando una curva
de calibracién con seroalbimina bovina.

Para los estudios de SDS-PAGE se disolvieron 75ug de proteinas de células
BeWo en buffer de corrida (SDS 4 %, Tris-CIH 0.125 M - pH 6.8, ditiotreitol 0.2 M,
bromofenol 0.02 % y glicerol 20 %) y se calentaron por 10 minutos a 100T. Las
proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 6 % (para detectar CFTR) y al 8 %
(para detectar ENaC) y se electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Hybond
ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Gran Bretafia). La eficiencia de la transferencia se
controlé mediante tincion de las proteinas con rojo Ponceau (Sigma).

Posteriormente las membranas se bloquearon por 60 minutos a temperatura
ambiente, con 2 % p/v de leche en polvo descremada en buffer Tris Salino - 0.1 % Tween
(T-TBS) e incubadas toda la noche con los anticuerpos primarios disueltos en T-TBS con
0.5 % p/v de seroalbimina bovina.

CFTR. Para detectar CFTR se utiliz6 un anticuerpo policlonal de conejo dirigido
contra los aminoacidos 1-182 que mapean el extremo N- terminal del CFTR (H-182,

Santa Cruz Biotechnology) por 2 h con una dilucién 1/2500 del anticuerpo, y otro



anticuerpo de conejo contra un epitope citoplasmatico del CFTR en el extremo C-terminal
(Alomone labs Ltd) en una dilucion 1:2500 toda la noche. Se utilizé la linea celular T84
como control positivo de la expresién de CFTR, con este anticuerpo, en las mismas
condiciones.

ENaC. Para detectar las subunidades del canal ENaC se utilizaron anticuerpos
policlonales de conejo dirigidos contra los aminoacidos 131 al 225 de la subunidad o-
ENaC humana, y los aminoacidos 411 al 520 de la subunidad y-ENaC humana; y un
anticuerpo monoclonal de raton dirigido contra los aminoacidos 271 al 460 de la
subunidad B-ENaC humana (Santa Cruz Biotechnology Inc., California, EE.UU). Al otro
dia, las membranas fueron lavadas con T-TBS e incubadas 1 hora a temperatura
ambiente con un anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo 6 un anticuerpo de
cabra anti-lgG de raton, segun corresponda, conjugados con peroxidasa, (dilucién
1/5000; Vector Lab, California, EE.UU). Luego las membranas fueron lavadas y la
inmunoreactividad se detectd por el método de quimioluminiscencia, utilizando el reactivo
ECL (Amersham Biosciences, Argentina).

Los controles de carga en los experimentos de Western blot se realizaron
exponiendo a las membranas a un anticuerpo primario de ratén dirigido contra la
subunidad a de la tubulina o actina (Santa Cruz) vy siguiendo el mismo protocolo de
procesamiento descrito anteriormente. Cada experimento de Western blot fue repetido al

menos 3 veces.

Estudios de migracion celular ( wound healing )

Para el estudio de la participacion de ENaC en la migracién celular, se
sembraron 1 x 10° células/cm? en una placa de 24 pocillos y se cultivaron con medio
HAM'S F12 suplementado con 10 % SFB hasta obtener una monocapa en confluencia.
Luego, un grupo de pocillos se tratan con aldosterona 100 nM toda la noche. Al dia
siguiente se realiza una herida en la monocapa, con un tip de 200 pl, logrando una herida

de ~400 um. Se lavaron las células desprendidas con medio de cultivo sin SFB. A partir



de ese momento, considerado como tiempo 0, las células se cultivan en estufa a 37 en
medio HAM'S F12 - 1 % SFB para atenuar la proliferaciéon celular con los distintos
tratamientos cuando sea apropiado. El grupo control se realizé sin estimulo al que se les
agrego el solvente utilizado para diluir las drogas. Se tomaron fotografias en los tiempos
0 y 6 horas después de realizada la herida. En cada imagen se calculé el ancho de la
herida, utilizando el programa ImageJ 1.39 (Image Processing and Analysis in Java, NHI,
Maryland, EEUU), y los resultados se expresan como porcentaje de reinvasion de la
herida con respecto al tiempo 0 (media + desvio estandar). Se realiza una marca en

cada pocillo para medir el mismo lugar en todo momento.

Ensayo de proliferacién

La proliferacién celular se determin6é utilizando el ensayo de 3-(4, 5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, Sigma). Las células BeWo
son sembradas en placas de 96 pocillos.

A) Para el estudio de los canales de cloruro en la proliferacion celular, se deja
crecer las células durante 24 horas con medio de cultivo HAM'S F12 suplementado con
10 % SFB. Se agregan los distintos inhibidores de canales de cloruro y a las 72 h se
agregan 20 pl de MTT (5 mg/ml en buffer PBS) a cada pocillo y se continda la incubacién

a 37<T. El precipitado de MTT-formazan se disuelve posteriormente en 100 ul de DMSO.

Se mide la densidad 6ptica de los pocillos a 570 nm (ODs7o,m) €n una lectora de ELISA
(R&D Systems, Minneapolis, USA) y la proliferaciéon celular de cada tratamiento se
calcula como porcentaje del control: ODszonm de cultivos tratados/ ODszonm de cultivos
control x 100, (expresados como media + DS).

B) Para evaluar la contribucion de la proliferacion en los ensayos de migracion
celular, las células se dejan crecer durante 24 horas con medio de cultivo HAM'S F12
suplementado con 1 % SFB. Se repiten los tratamientos mencionados en los estudios de

migracion celular y se observan los resultados a las 6 horas. 4 horas antes de cumplidos



los tiempos de incubacion con las drogas correspondientes, se agregan 20 pl de MTT (5
mg/ml en buffer PBS) a cada pocillo y se continda la incubacién a 37C y se calcula la

proliferacion celular de cada tratamiento como porcentaje del control.

Viabilidad celular (ensayo de exclusion de azul tripano)

Se siembran las células en placas de 96 pocillos y se las deja crecer hasta
confluencia. Se tripziniza la monocapa de células y se resuspende con 20 pl de
colorante azul tripano 0.5 % disuelto en agua destilada. El recuento de células se realizé
utilizando una camara de Neubauer. La viabilidad celular se calculé a partir del nUmero
de células que excluyeron el colorante azul tripano (por tener la membrana intacta)

respecto al nimero total de células.

Oligonucledtidos sentido y antisentido
En los ensayos de reparacion de la herida y Western blot en el estudio de la

participacion de ENaC en el proceso de migracion celular, y su expresion, las células se

pretrataron con oligonucleétidos complementarios (antisentido) o idénticos (sentidos) a la
secuencia de iniciacién a-ENaC incluyendo el codén de iniciacion ATG, sintetizados

como oligonucledtidos fosfotiorato. Las secuencias fueron las siguientes: a-sentido 5°-
TACCAGGTCTCATGGA-3" y a-antisentido 5 -TTCCCCTCCATGAGA-3" (Ma y col,
2004). Las células fueron pretratadas con medio 1 % de SFB conteniendo 10 yM de
oligonucledtidos sentido y antisentido por 24 h y 100 nM de aldosterona por 12 h. Los
tratamientos control fueron llevados a cabo sin la estimulacion con aldosterona, y se
realiz6 también un tratamiento con aldosterona pero sin oligonucledtidos. Los
oligonucledtidos fueron agregados varias veces en el medio de cultivo cada 6 h para
asegurar su presencia en la concentracién adecuada. En los estudios de migracion
celular, cuando se realizd la herida en la monocapa, la dosis de oligonucleétidos se

mezclé con la cantidad apropiada de reactivo LipofectAMINE™ (GIBCO BRL, Life



Technologies) para favorecer la entrada en las células. Utilizamos este abordaje debido a
gue Forbes y col. (2009) demostraron que los siRNAs tienen muy poco efecto en la

disminucion de la expresién de la proteina en las células BeWo.

Inmunocitoquimica

Se utiliz6 la técnica de inmunofluorescencia para confirmar la expresién de ENaC en el
borde de la herida. Las células BeWo fueron crecidas en discos de vidrio y se
cultivaron con medio HAM'S F12 hasta una concentracion celular 6ptima. El medio de
cultivo fue suplementado con 100 nM de aldosterona por 12 h, y se realizaron las
heridas como en los ensayos de reparacion de la herida. Luego del lavado en medio
de cultivo, las células se fijaron con una solucion de formaldehido 3.7 % y sucrosa

0.12Men0.05M

de buffer PBS, durante 10 minutos y se permeabilizaron con Triton X-100 0.2% en
PBS por 15 minutos; todo a temperatura. El bloqueo se realizd con 3 % de
seroalblmina bovina (BSA) en PBS por 1 h a temperatura ambiente. Las muestras se

incubaron toda la

noche con los anticuerpos para las tres subunidades de ENaC mencionados
previamente. Luego las células se lavaron con PBS y fueron incubadas 1 h con los
anticuerpos secundarios anti-conejo o0 ratdn conjugados con isotocianato de
fluoresceina (FITC) (Jackson Immunoresearch Laboratories, Tuker, GA). Después de
lavar las muestras con PBS, se montaron en los portaobjetos en una solucion
PBS/glicerol 1:1. Las muestras se visualizaron con un microscopio de fluorescencia, y
las imagenes fueron tomadas con una camara digital acoplada al microscopio. Las
mismas se analizaron con el software Image 1.39. El control se llevé a cabo incubando

las muestras sin anticuerpo primario.



Reactivos

La forskolina (20 uM), glibenclamida (1-1000 uM) (Alomone Labs, Israel) y el
difenilamino-2-carboxilato (DPC, Sigma) (50-10000 uM), el diisotiocianatoestilbeno-2,2-
acido disulfonico (DIDS, Sigma) (50-10000 pM), el amiloride (10 uM, Sigma) y el
CFTR-172 (0.2 - 7.5 uM, Sigma) se disolvieron en DMSO. La concentracion final de
DMSO per se usada no afecto6 la actividad de los canales (pruebas realizadas en
nuestro laboratorio sobre varias lineas celulares y con concentraciones de DMSO de

hasta 0.2%, datos no mostrados).

La aldosterona (100 nM, 12 h) (Sigma) fue disuelta en etanol absoluto, y el
8Br-AMPc (100 pM, 30 min), 3-DZA (10-1000 pM, 2-5 h), y AdoMet (200 puM, 2-5 h)

(Sigma) fueron disueltos en agua destilada.

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como valores medios + desvio estandar (DS) (n =
numero de determinaciones realizadas) segun corresponda. Para evaluar si dos grupos
de datos presentaban una diferencia significativa entre ellos se utilizd el test de Student
(apareado o no apareado segln correspondiera). Para comparaciones mdltiples entre
controles y distintos tratamientos, los datos se analizaron mediante analisis de la
varianza (ANOVA), seguido de un test post hoc (Test de Tukey o Test de Dunnet, segln

el caso). Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p < 0.05.



V. RESULTADOS




1. CANALES DE CLORURO EN CELULAS BEWO DE TROFOBLASTO HUMANO

Y SU PARTICIPACION EN LA PROLIFERACION CELULAR.

En los epitelios, el canal de sodio ENaC se colocaliza con frecuencia con otros
canales anionicos, donde se ha demostrado una compleja regulacion por el canal de
cloruro CFTR (Bachhuber y col., 2005). EI CFTR se localiza en placenta humanay en una
linea tumoral en donde se emplearon técnicas de biologia molecular (Mylona y col., 1996)
y mediciones de flujo de CI" (Faller y col., 1995) para confirmar su expresion. Como se
mencion6 mas arriba, el CFTR ademas de ser un canal anionico es un regulador de otros
canales ionicos como el ENaC y el ORCC por varios mecanismos (Kunzelman y col.,
1999). Estas evidencias sugieren que CFTR y ORCC podrian estar presentes en las
células BeWo. El hallazgo de ENaC en células BeWo y en explantos de placenta humana,
demostrada por nuestro grupo (del Ménaco y col.,, 2006, 2008a, 2009), son los
fundamentos para estudiar las corrientes anidnicas en estos tipos celulares. La actividad
eléctrica espontanea de las células BeWo se evalué mediante la técnica electrofisiolégica
de patch clamp. Los sistemas de transporte presentes en estas células son similares a los
descriptos para el trofoblasto humano normal y es por ello que han sido ampliamente
utilizadas como modelo para la investigacion de dichos mecanismos (Huang y col., 2001;
Moreau y col., 2003; Keating y col., 2006; Ramos y col.,, 2008). En un primer paso,
utilizamos la configuracion de célula entera que ofrece el patch clamp que nos permite

evaluar las corrientes i6nicas de toda la célula.

1.1. Estudio de las corrientes basales de cloruro en células BeWo
1.1.1. Registro de corrientes totales

Se registraron corrientes totales en células BeWo cultivadas en condiciones
control, en respuesta a pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes. El protocolo utilizado
aplico pulsos desde -80 a 100 mV en pasos de 20 mV, desde un potencial de

mantenimiento de 0 mV (figura 15.A). Este protocolo facilita el estudio de las corrientes



de cloruro entrantes de la célula (pulsos despolarizantes) en funcién de las soluciones
empleadas en el experimento, siendo los principales componentes de la misma: CsCl 125
mM (solucion intracelular) y NaCl 150 mM (solucién extracelular). En este sentido, el CI
entraria a la célula, favorecido por su gradiente electroquimico, y el catién cesio, debido a
su impermeabilidad a la membrana plasmatica, no puede salir de la célula. A pulsos
hiperpolarizantes, el CI saldria de la célula, pero esto podria verse enmascarado por la
entrada de Na* a la misma, dadas las soluciones utilizadas.

Las corrientes se registraron en funcion del tiempo para cada pulso aplicado
(Figura 15.B) y fueron normalizadas por la capacitancia de membrana (Cm), proporcional
al tamafio celular. La Cm se calculé a partir de un pulso despolarizante de 10 mV desde el
potencial de mantenimiento (ver materiales y métodos), siendo el valor de Cm promedio
de las células BeWo de 41.0 + 20.2 pF (n =16). Se construyé una curva de corriente-
voltaje (I-V) con la densidad de corriente promedio (corriente promedio, en pA /
capacitancia de membrana, en pF) obtenida en el estado estacionario (Figura 16). Las
corrientes no mostraron dependencia con el tiempo y permanecieron constantes durante
la aplicacion de los pulsos. En la curva |-V se evidencia la falta de rectificacion en las
corrientes con el protocolo y soluciones utilizados.

En base a nuestras condiciones experimentales las corrientes serian
transportadas por el CI" (aunque como se menciond, no se puede descartar que el Na*
también podria estar entrando a la célula a pulsos hiperpolarizantes). Para asegurar esto,

se realizaron experimentos con blogueantes de canales de CI.
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Figura 15. Corrientes totales de cloruro de células BeWo. A. EIl protocolo de

estimulacion consistio en una serie de pulsos desde -80 a 100 mV en pasos de 20 mV
desde un potencial de mantenimiento de 0 mV. B. Corriente en funcion del tiempo,
registrada en una célula, para cada pulso de voltaje aplicado. La linea punteada indica
el valor 0 de corriente. A la izquierda se muestra un esquema del principal
componente de las soluciones utilizadas.

El valor de conductancia macroscopica (G) en estas condiciones fue 24.5 + 5.9 pS

(n=4).
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Figura 16. Relacién entre la densidad de corriente (corriente por unidad de

capacitancia de membrana, pA/pF, media + DS) y el vol taje aplicado (mV) en
condiciones basales (n=4). Se observan corrientes no rectificantes entrantes de cloruro a
pulsos positivos, y salientes a los pulsos negativos (también podria existir una entrada de
Na") debido al movimiento de estos iones por su gradiente electroquimico.

1.1.2. Inhibicién de las corrientes basales por DPC
La difenilamina-2-carboxilato (DPC) (figura 17.A) es un inhibidor de canal
abierto, de los canales de CI', como el CFTR y ORCC. Inhibe a CFTR de forma reversible
desde el lado citoplasmatico del canal. EI mecanismo de bloqueo es complejo. El
bloqueante aumenta el tiempo en que el canal se mantiene cerrado mayormente del lado
citoplasmatico y alcanza su sitio de unidn en el poro del canal desde el lado intracelular y
lo bloquea por oclusion del poro. ORCC es sensible al bloqueo por DPC por interaccion
directa o indirecta a través de CFTR (Zhang y col., 2000).
Para confirmar que las corrientes totales observadas se deben al movimiento de
CI', utilizamos el inhibidor DPC en nuestro sistema. La figura 17.B muestra un curso
temporal de corrientes luego de la aplicacion de un pulso de 80 mV en una célula BeWo

cuando se agregaron 500 uM de DPC a la solucién de bafio. Encontramos que entre los



5-10 minutos de exposicién con DPC se alcanzaba la inhibicion maxima de las corrientes
observadas. Estos datos nos permitieron estimar el tiempo de incubacién de la droga

para obtener el maximo efecto inhibitorio de la misma utilizado en los experimentos

posteriores.
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Figura 17. A. Estructura quimica del DPC. B. Curso temporal del tratamiento con
DPC con un pulso de 80 mV normalizado a la capacitancia de membrana. El
maximo de inhibiciébn se alcanz6 entre los 5 y 10 minutos de exposicion al
bloqueante.



En las células tratadas con DPC se observé una disminucion significativa de las
corrientes en todos los pulsos de voltaje aplicados. En la figura 18 se muestran registros
de corrientes totales en funcion del tiempo, obtenidas al inicio del experimento y 10
minutos después de la aplicacion de 500 uM de DPC. En estos experimentos como en
todos los demas, la droga se aplic6 una vez estabilizadas en su amplitud las corrientes
basales. Es evidente que una fraccién de las corrientes en las células BeWo fue inhibida
por DPC (500 uM) confirmando la presencia de canales de CI en estas células (p<0.05,

n=3). El maximo porcentaje de inhibicién observado fue ~70% a -80 mV.

Control DPC 500 pM
CsCl
125mM

NaCl
150 mM iy

40 ms

Figura 18. Trazos de corrientes totales en condic  iones control y en presencia
de DPC 500 pM. Se utiliz6 el mismo protocolo que en los registros previos. El
esquema muestra el principal componente de las soluciones intra y extracelular. El
experimento se repitié tres veces.

La curva I-V promedio correspondiente se muestra en la figura 19. Comprobamos
una disminucién en las corrientes con respecto al control para cada pulso aplicado. Con
los pulsos -20 y 20 mV las corrientes son muy pequefias y esto junto al ruido electrénico
propio del sistema de registro no permiten medir con claridad la amplitud de corriente.
Los valores de conductancia G en ausencia y presencia de DPC fueron: 25.2 £ 1.6 pS 'y

10.4 £ 1.1 pS, respectivamente (p<0.05, n=3).
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Figura 19. Tratamiento con DPC en células BeWo. Relacion entre la densidad de
corriente (pA/pF, media + DS) y el voltaje (mV) antes (@) y diez minutos después de
la aplicacion de DPC 500 uM en la solucion del bafio (O). Se nota una disminucién
significativa de las corrientes con DPC respecto a los controles.

1.2. Canal de cloruro con rectificacién saliente
1.2.1. Actividad eléctrica de las células BeWo

Para indagar el comportamiento individual de los canales de cloruro, utilizamos
la técnica de patch clamp en la configuracién de canal Gnico.

Estudiamos la actividad i6nica midiendo corrientes unitarias en respuesta a
pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes bajo condiciones de patch clamp (inside-out).
Como se observa en la figura 20, uno de los canales encontrados se caracteriza por una
disparidad entre las amplitudes de las corrientes entrante y saliente en una solucion

simétrica libre de Na*, reemplazado por NMDG, un catién de gran tamafio que no



permea la célula. De esta manera nos aseguramos que las corrientes generadas se

deban a las producidas por el movimiento de CI".

100 mV

80 mV NMDG-CI
140 m

60 mV

40 mv NMDG-CI
140 mM

Figura 20. La actividad del canal en un parche de me mbrana en la
configuracién de inside-out . Se utilizd una solucidon simétrica de 140 mM de
NMDG-CI a ambos lados de la membrana. La linea punteada indica el estado
cerrado del canal. Cada trazo contiene 5 seg de registro. El esquema a la derecha
muestra el componente principal de la soluciones intra y extracelular.

La figura 21 muestra la curva |-V, en donde se evidencia una relaciéon no lineal
entre la corriente y el voltaje aplicado, con una conductancia unitaria promedio desde
15.1 £ 7.4 pS (n=10) con potenciales negativos (-20 a -100 mV), a 48.0 + 11.9 pS

(n=12) con potenciales positivos (20 a 100 mV), indicando una rectificacion saliente.
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Figura 21. Relacion promedio de corriente - vol  taje (I-V) en soluciones libres de
Na’. Los datos se obtuvieron a partir de registros adquiridos en la configuracion de
inside out y en una solucién simétrica de 140 mM de NMDG-CI a ambos lados de la
membrana (n=12, media + DS). Las curvas muestran rectificacion saliente.

El potencial de reversion (Er) es el potencial aplicado en el cual no hay
movimiento neto del i6n a través del canal debido a que el potencial electroquimico es
igual a ambos lados de la membrana. Es un valor especifico para cada canal i6nico y
depende de las concentraciones del i6bn extra e intracelular. En nuestro caso el Er
obtenido de doce parches fue -2.3 £ 5.5 mV. Este valor es consistente con el potencial de
equilibrio de Nernst tedrico para una corriente selectiva de CI" en concentraciones de CI
simétricas usadas a ambos lados de la membrana.

En algunos parches, la actividad del canal pudo ser registrada en la
configuracion de cell attached antes de la escision del parche. Esto nos permitié evaluar
si el canal esta activo al potencial de reposo de membrana (Em). La figura 22 muestra
una corriente con rectificacién saliente con un Er de 12.7 £ 0.6 mV (n=6). En esta
configuracion, el potencial de membrana se pudo estimar a partir de Vm=Em - (Vypasio-
Vpipeta). La curva |-V hipotética fue superpuesta a la curva obtenida experimentalmente,
corrigiendo el voltaje aplicado al potencial de reposo de membrana esperado de las

células BeWo (Em=-50 mV) (Greenwood y col., 1996).
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Figura 22. Relacion I-V de corrientes promedio reg istradas en la configuracion
de cell-attached antes de la escision del parche (n=6). La linea punteada
representa la curva I-V hipotética corrigiendo el voltaje aplicado (Vpario-Vopipeta) @l
potencial de membrana esperado de las células BeWo (Em= ~ -50 mV).

La técnica del patch clamp en la configuracién de canal Unico nos permite
estudiar una caracteristica de los canales que es la probabilidad de apertura (Po). La Po
representa la fraccién de tiempo en que el canal esta abierto con respecto al tiempo total

de registro y se la define, para un modelo simple de dos estados, como:

Po = (O/O+C)

donde, O y C corresponden a los tiempos totales en que el canal se encontré en el
estado abierto o cerrado, respectivamente. El calculo de la Po del canal se realizé
utilizando la rutina de calculo de Po del programa pCLAMP, en donde se analizaron los
registros con un sélo nivel del canal abierto. Los valores de Po, determinados a varios
potenciales de membrana (figura 23), indicaron que la actividad del canal en condiciones

control aumento a potenciales positivos (n=6).
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Figura 23. Relacion entre la Po y el voltaje de memb rana en condiciones control
(NMDG-CI/NMDG-CI) en inside-out . Se observo una dependencia entre la Po y el voltaje
aplicado a pulsos positivos. Media + DS, n=6.

1.2.2. Propiedades de permeacién del canal

Reemplazando la NMDG del bafio por concentraciones equimolares de Na®,
encontramos que no cambié la conductancia, el Er, ni la Po (Figuras 24 y 25). Las
conductancias entrantes y salientes y el Er en esta condicion fueron: 21.7 + 2.5 pS, 45.1
+9.0 pS, y-5.7 £1.6 mV, respectivamente. Como un ejemplo, la Po a 60 mV fue 0.53 +
0.06, siendo en condiciones control de 0.50 £+ 0.08. Todos estos valores en presencia de

Na’ no fueron diferentes con respecto a los parches en ausencia de este ién (p>0.05,

n=6).



Control NaCl 140 mM
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Figura 24. Trazos de corrientes obtenidas de un par  che de inside-out. Las corrientes
del lado izquierdo son con 140 mM de NMDG-CI en el bafio y en la pipeta, y en el lado
derecho con 140 mM de NaCl en el bafio (la pipeta contiene la solucion estandar de
NMDG-CI). Cada trazo contiene 3 s de registro. Las lineas punteadas representan el
estado cerrado del canal.
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Figura 25. Relacion I-V promedio correspondiente antes (linea s6lida, n=12) y después
(linea punteada, n=7, p> 0.05) del reemplazo de NMDG por Na’ en la solucién interna
(bafo). El potencial de reversion fue -5.7 + 1.6 mV (media + DS).



La naturaleza sensible al CI" de esta corriente fue confirmada evaluando la
dependencia del potencial de reversion con cambios en la concentracion de CI interno
(solucién de bafo) en la configuracion de inside-out. El Er aparecié siendo una funcion
lineal del log ([Cl]e/[CI]i), donde [Cl]e es la concentracion de Cl extracelular, y [Cl]i es la

concentracion del CI intracelular (figura 26).
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Figura 26. Relacion entre el potencial de reversion promedio y el log ([Clle/[Cl]i)
ajustado a una funcion lineal (n=4).

Estos resultados sugieren que las corrientes observadas son debidas al
movimiento de CI" a través de un canal con rectificacién saliente compatible con el canal

ORCC.

Para evaluar la selectividad aniénica del canal, el Cl en la solucién de bafio (en
contacto con la superficie de membrana intracelular) se reemplaz6é por diferentes
aniones. Los valores de Er (media + DS) para cada anion se obtuvieron de las curvas I-
V individuales ajustadas a la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz (G-H-K) corregidas
por el potencial de juntura. Las relaciones de permeabilidad (Px/Pcj) fueron calculadas a

partir de los cambios del Er corregido usando la ecuacion de G-H-K modificada:



Py [X]; + P [Cl];
P [C],

donde AEr es el cambio en Er inducido por el reemplazo de 140 mM del CI interno
(solucién de bafio) por el anion X (gluconato, fluoruro (F) o ioduro (I)); Ercy es el
potencial de reversion en presencia de CI. La tabla 1 muestra los valores promedio
obtenidos con los diferentes aniones y la figura 27 muestra los registros de corriente a
dos potenciales de membrana, -60 y 60 mV, y la relacién |-V cuando la solucién de bafio

se reemplazo por 140 mM de Na-gluconato.

Tabla 1

Anion E (mV) Panion/Pci g satiente(PS) d entrante(PS)
loduro +17.4+ 3.2 2.76 41.4 2.7 17.0+7.8
Cloruro 5.7+ 1.6 1.00 39.8£7.7 21.1+4.3
Fluoruro -28.5+4.9 0.34 28.7£2.7 12.1+1.0
Gluconato -361+9.1 0.23 31.2+25 14.9+2.0

Tabla 1. Las relaciones de corriente-voltaje fueron determinadas con las soluciones de
bafio conteniendo el anion en estudio como una sal de sodio (140 mM). La
permeabilidad relativa (Panion/Pc) fue estimada del potencial de reversion medio (Er)
después de la correccion del potencial de juntura, utilizando la ecuacion de G-H-K
modificada (n=4). Para cada reemplazo se estimaron las conductancias entrantes y
salientes a partir de las curvas |-V para cada solucién utilizada.

El desplazamiento del Er hacia potenciales mas negativos es indicativo de una
menor permeabilidad para el gluconato o F comparado con CI, y el cambio hacia
potenciales menos negativos corresponde a una mayor permeabilidad para I° con
respecto al CI" después de la correcciéon del potencial de juntura en el electrodo de
referencia del bafo. Estos valores indican que la secuencia de permeabilidad anionica de

la corriente a través del canal fue I' > CI' > F > gluconato. Ninguno de estos iones,



aplicados del lado interno de la membrana, modificé significativamente la conductancia

del canal (tabla 1).

Control Na -Gluc 140 mM

140 NaCl | (pA)

-®- NaCl 140 mM
‘0" NaGluc 140 mM

100
Vm (mV)

Figura 27. Selectividad anionica de ORCC. Registros y relacion corriente-voltaje
obtenida de cuatro parches donde 140 mM de NaCl de la solucion del bafio
(intracelular) fue reemplazado por 140 mM de Na-gluconato. Las curvas |-V muestran
las corrientes y los potenciales después de la correccion del potencial de juntura en el
electrodo de referencia del bafio.



1.2.3. Efectos de bloqueantes sobre la actividad del ORCC
Se estudio el efecto bloqueante de canales de cloruro del DPC sobre la actividad
del canal. La droga no modificé la amplitud de la corriente unitaria, ni la conductancia, ni
el Er, pero si aument6 el nimero de transiciones hacia el estado cerrado del canal que
se evidencia como una disminucion en la Po. Esto se puede observar en los registros de

corrientes y la relacion I-V en presencia y ausencia de DPC, en la figura 28 (n=6).
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Figura 28. Efecto de DPC sobre la actividad del canal ORCC.  Arriba: Corrientes de
canal Unico en parches en inside-out mantenidos a 100 y -100 mV en ausencia o presencia
de 500 uyM de DPC en una solucion simétrica de 140 mM de NMDG-CI. La linea punteada
indica el estado cerrado del canal. Abajo: Relacion I-V en ausencia o presencia de 500 uM
de DPC. Media + DS, n=6.



La adicién de DPC al bafio en contacto con la cara citoplasmatica celular redujo
la Po por 30-50 % a todos los potenciales estudiados siguiendo la dependencia del

potencial de membrana observado en las células control (figura 29) (p<0.05; n=6).
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Figura 29. Relacion entre la Po y el voltaje en au  sencia o presencia de 500 uM de DPC. Se
observé una disminucién del 30-50 % de la Po para todos los voltajes utilizados cuando se agreg6
DPC a la solucion de bafio en condiciones de inside-out. Observamos que la inhibicion siguio la
misma dependencia del potencial de membrana observado en las células control (media + DS;
p<0.05; n=6).

No se conoce la interaccion entre el DPC y el ORCC, y el bloqueo podria estar
mediado por CFTR. Algunos autores sugieren que la entrada del bloqueante DPC al poro
de CFTR es facilitada por potenciales de membrana negativos (hiperpolarizantes) debido a
gue se favorece el movimiento de la droga en su forma aniénica hacia el poro a través de
campo eléctrico y el blogueante queda mas tiempo retenido en el canal, por lo que hay
una dependencia de la inhibicion del canal con el voltaje aplicado (Lindsell y col., 2005,
Zhang y col., 2000). En nuestro sistema, la inhibicién de la Po del canal ORCC por el

DPC se produjo independientemente del voltaje. Pensamos que la diferencia encontrada



en nuestros resultados con respecto a otros estudios son debidos a que la respuesta de
las drogas, en este caso DPC, depende del medio ambiente celular, y los datos
reportados en la literatura son a través de sistemas de expresién heterélogos en ovocitos
de Xenopus laevis diferentes a los nuestros, que son en células BeWo. Por lo tanto, al
tratarse de células diferentes, los resultados pueden variar con respecto a estudios
realizados en otros sistemas (Stahl y col., 2012).

La glibenclamida (figura 31.A) es una droga perteneciente a la familia de las
sulfonilureas y utilizada como hipoglucemiante. Es un bloqueante de canal abierto e
inhibe al CFTR por oclusion del poro de una manera dependiente de voltaje, con la droga
ganando acceso a su sitio de unién que es parte del poro del canal. La carga negativa
qgue presenta la glibenclamida produciria la interaccién electrostatica con la carga
positiva en el poro del canal, y tendria importancia para su efecto con el potencial de
membrana, quedandose la droga mas retenida en el canal a pulsos hiperpolarizantes
(Sheppard y col., 1997, Lindsell y col., 2005, Melin y col., 2007).

Evaluamos el efecto de distintas concentraciones de glibenclamida sobre la
actividad del canal a 80 mV de manera de estimar la concentracién de la droga que
disminuye la Po en un 50 % con respecto a su valor control. La figura 30 muestra que la
Po disminuye a medida que la concentracion del bloqueante aumenta, siendo la
concentracion de glibenclamida necesaria para reducir la Po aproximadamente a la
mitad, de 50 uM. Esta concentracién intermedia fue la utilizada en los experimentos

posteriores.
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Figura 30. Efecto de diferentes concentraciones de glibenclamida sobre la Po medida

con un potencial de 80 mV. La estadistica significativa se observa para las dos
concentraciones de glibenclamida, con respecto al control.

La droga fue agregada en la solucion del bafio, sobre el lado citoplasmatico del
parche en inside out, produciendo una disminucion de la actividad a todos los
potenciales medidos. La figura 31.B muestra un registro a 100 mV en condiciones
control y luego del agregado de glibenclamida 50 uM (ver también el trazo expandido
mostrado por debajo). La droga no tuvo efecto en la amplitud de corriente unitaria
(figura 33.A) pero si aumenté el nimero de transiciones entre los estados abierto y
cerrado del canal que se evidenciaron como una disminucién en la probabilidad de
encontrar el canal en el estado abierto (Po). Para visualizar de una forma diferente
este efecto, se construyeron histogramas de amplitud en ausencia o presencia de
glibenclamida en parches mantenidos a 100 mV (figura 32) registrados por 5 seg, los
cuales muestran como la adicion del bloqueante desplaza la distribucién desde el

estado abierto (5 pA) hacia el estado cerrado (0 pA) del canal.
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Figura 31. Efecto del inhibidor de canales de cloru  ro glibenclamida sobre el ORCC. A.
Estructura molecular de la glibenclamida en su forma aniénica. B. Registros en la
configuracién de inside-out adquiridos a 100 mV en solucion estandar (arriba) y en presencia
de 50 uM de gibenclamida agregada al lado citoplasmatico del parche (abajo). La adicion de
la droga disminuy6 la actividad del canal de CI. Las lineas punteadas indican el estado
cerrado del canal. El efecto del bloqueante también se puede observar en el trazo expandido
(registro inferior).
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Figura 32. Analisis de la distribucion de las ampl itudes de corriente

correspondientes a los registros mostrados en la fi gura 30. El parche fue mantenido
a 100 mV en ausencia (izquierda) o 4 min después de la adicion de 50 uM de
glibenclamida (derecha).

La aplicacion citoplasmética de 50 pyM de glibenclamida redujo la Po,
independientemente del potencial de membrana aplicado. La reduccién con
glibenclamida fue del 40 % a todos los potenciales estudiados. A potenciales
pequefios, como 20y -20 mV, las corrientes no se pueden medir claramente debido a
sus bajas amplitudes y el ruido del sistema de registro podria obstaculizar el calculo de
la Po (figura 33.B, n=6). La inhibicion de ORCC por glibenclamida, al igual que con
DPC, pudo deberse a la interaccion directa con el bloqueante o mediada por CFTR,
como se observé en otros sistemas donde la glibenclamida produjo la reduccién de la
Po del ORCC mediante la inhibicion de CFTR (Julien y col., 1999). Al igual que en los
estudios con DPC, los resultados pueden variar con respecto a los reportados por

tratarse de sistemas diferentes (Stahl y col., 2012).

El bloqueo del DPC vy la glibenclamida, y las propiedades de permeacion, son

caracteristicas del canal compatibles con el ORCC.
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Figura 33. Efecto de la glibenclamida sobre la pro  babilidad de apertura (Po) del canal.
A. Relacién I-V en ausencia (linea sélida) o presencia (linea punteada) de 50 uM de
glibenclamida obtenida en una solucion simétrica de 140 mM de NMDG-CI. B. Relacion
entre Po y el voltaje aplicado en ausencia o presencia de 50 uM de glibenclamida cuando el
parche fue expuesto a la misma solucién simétrica. Media + DS, n=6.



1.2.4. Efectos del calcio intracelular sobre la actividad del canal

La solucion del bafio (en contacto con la cara intracelular del parche) usada en
todos los experimentos previos contenia 2.5 mM de CaCl,, concentracion idéntica a la
presente en la solucion de pipeta (extracelular).

Debido a la identificacion en otros tipos celulares de canales de cloruro sensibles
a Ca”" y de canales ORCC regulados por Ca?* (Stewart, 2001), investigamos el efecto del
Ca ' sobre la actividad del canal ORCC presente en las células BeWo. Se removié el
Ca®" del bafio (2.5 mM) dentro de los parches (0 Ca ?* mas 0.2 mM de BAPTA) para
evaluar la actividad del canal bajo esta condicion. Las conductancias saliente y entrante y
el Er fueron similares a las obtenidas en presencia de Ca?', siendo: 39.4 + 13.5 pS, 14.6
+55pS,y-6.1+£1.1 mV, respectivamente (n=5, p>0.05).

En cinco experimentos en los cuales los parches fueron mantenidos a -80 y 80
mV, los valores de Po en la solucién libre de Ca %, fueron 0.23 + 0.05 y 0.68 £ 0.10 (n=5,
p>0.05), respectivamente (datos no mostrados), no mostrando cambios con respecto a la
situacién control (2,5 mM de Ca*").

La remocién del Ca ? intracelular no afecté la Po, ni las conductancias, ni el Er.
Estos resultados indican que la actividad del canal ORCC encontrado en las células

BeWo no esta modulada por el Ca ** intracelular.

1.3. Canal de cloruro de baja conductancia compatible con CFTR
1.3.1. Actividad eléctrica

En nuestros estudios pudimos observar un canal de cloruro de ~12 pS de
conductancia que podria ser el CFTR. Utilizamos forskolina (fsk) (20 uM), un activador
de la adenilato ciclasa, agregado a la solucién del bafio, para inducir la activacion del
canal bajo condiciones de cell attached, ya que requiere de la maquinaria celular intacta
para ejercer su mecanismo de accion. Luego de la activacién del canal, se realizé la

escision del parche de membrana (inside out) y se registré la actividad i6nica con pulsos



despolarizantes e hiperpolarizantes. La actividad del canal también pudo determinarse
en sellos donde no se realiz6 el estimulo con forskolina, aunque en presencia de la
misma el canal aparecia abierto con mayor frecuencia durante los experimentos. Esto
indica que el canal se expresa y se activa espontaneamente en las células BeWo de
forma nativa, sin ser estimulado, y el activador de la via del AMPc incrementaria su
funcién. La figura 34 (arriba) muestra registros de corrientes de este canal de baja
conductancia a 100 mV obtenidos en la configuracion de inside out con o sin
estimulacion previa con forskolina. Observamos que, en presencia de forskolina,
aumentaron los estados abiertos del canal. En la figura (abajo) también se muestran
histogramas de amplitud de corriente en ambas condiciones donde se observa que en
presencia de forskolina, la distribucién del estado cerrado (C) (0 pA) es desplazada
hacia el estado abierto del canal (~1 pA). Las probabilidades de apertura medidas a dos
voltajes diferentes fueron: a 100 mV: 0.40 + 0.05y 0.76 £ 0.11 en ausencia y presencia
de forskolina; a -100 mV: 0.32 + 0.13 y 0.62 + 0.09, en ausencia y presencia de

forskolina, respectivamente.
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Figura 34. Arriba: registros representativos de corrientes de canal Unico en inside out a
80 mV en solucion estandar (NMDG-CI a ambos lados de la membrana) y en presencia
de 20 uM de forskolina agregada en la solucién de bafio antes de escindir el parche. La
linea punteada indica el estado cerrado del canal. Abajo: andlisis de distribucién de
amplitudes de corriente para los parches de arriba a 100 mV en ausencia y presencia de
forskolina. El agregado de la misma aumenté la actividad del canal de cloruro de baja
conductancia que se evidencia como un aumento en el estado abierto del canal. n=3.

La figura 35 muestra la actividad del canal inducido por forskolina, que present6
corrientes unitarias entrantes y salientes lineales en soluciones simétricas de cloruro
(NMDG-CI a ambos lados de la membrana). La relacion corriente voltaje (I-V) nos
permiti6 calcular la conductancia unitaria, que fue 11.8 + 1.2 pS (n=8) y sefiala las
propiedades no rectificantes del canal en el rango de voltaje analizado (-100 a 100 mV).
El Er promedio, obtenido a partir de la curva I-V de cada uno de los canales encontrados

fue cercano a 0 mV.
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Figura 35. Relacion corriente - voltaje del canal d e baja conductancia compatible
con CFTR. Los datos se obtuvieron a partir de registros adquiridos en la configuracion de
inside out y en una soluciéon simétrica de NMDG-CI 140 mM a ambos lados de la
membrana, en presencia de 20 uM de forskolina (n=8, media + DS). El canal tiene una
curva |-V lineal y la conductancia estimada a partir de estos datos fue de 11.8 + 1.2 pS,
y el Er cercano a 0 mV.

Teniendo en cuenta que estamos estudiando un canal que se expresa en forma
nativa (sin sobre-expresién) cuya frecuencia de aparicion en los parches es baja, que el
canal presentaba corrientes de baja amplitud, lo cual es caracteristico del CFTR, y el
nivel de ruido de nuestro sistema (canal Unico) no nos permitia registrar con claridad la
actividad del mismo en las células BeWo, recurrimos nuevamente a la técnica de patch
clamp en la configuracion de célula entera para medir las corrientes totales de cloruro y
lograr la caracterizacion del canal. Para corroborar que efectivamente el CFTR presenta
actividad, se realiz6 una estimulacion de las corrientes totales con forskolina y una
inhibicién especifica posterior con CFTR;;x-172. Este compuesto (figura 37.A) es un
potente inhibidor alostérico que bloquea de manera especifica y reversible a CFTR
interrumpiendo el gating del canal. Es permeable a las células, y no esta descripto que

inhiba otros canales de cloruro (Li y col., 2004; Ma y col., 2002, Stahl y col. 2012).



La figura 36 resume los datos de experimentos antes y después de la activacién
por forskolina en células BeWo. La corriente neta activada por forskolina (lix) se obtuvo
por la substraccién de las corrientes basales a aquellas tratadas con forskolina y se
graficaron las densidades de corriente promedio (corriente por unidad de capacitancia de
la célula; Cm= 20.6 + 2.0 pF) en relacion al voltaje aplicado. Claramente, la curva I-V
muestra que en presencia de forskolina las corrientes basales aumentan
significativamente. Los valores de conductancia (G) (-80 a 100 mV) en condiciones
control y luego de exposicién a forskolina fueron: 15.0 + 1.2 pS/pF y 47.0 £ 2.0 pS/pF,
respectivamente, p<0.05, n=3). La conductancia de la corriente neta activada por

forskolina fue 32.0 + 1.0 pS/pF.

La adicion del inhibidor selectivo de CFTR (CFTRis,-172) en presencia de
forskolina redujo las corrientes activadas por forskolina en las células BeWo. Las
corrientes sensibles al CFTRinn-172 (Icrtrinn-172) S€ Obtuvieron substrayendo las corrientes
remanentes luego del blogueo, de aquellas tratadas con forskolina (figura 37.B). Las
curvas |-V demuestran la presencia de corrientes compatibles con aquellas mediadas
por el CFTR ya que una fraccidon importante de las corrientes activadas por forskolina fue
inhibida luego de la incubacion por 2 min con CFTRi\-172. La conductancia neta (-80 a
100 mV) en presencia de CFTRj,-172 fue significativamente menor (21.0 = 1.0 pS/pF)
qgue en condiciones de exposicion solamente a forskolina (47.0 + 2.0 pS/pF) (p<0.05,

n=3). La conductancia de la corriente neta lcerrinn.172 fue de 26.0 + 1.5 pS/pF.
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Figura 36. Arriba: corrientes en ausencia y presencia de 20 uM de forskolina. La fraccion
de la corriente activada por forskolina (i) se obtuvo substrayendo las corrientes basales
de aquellas tratadas con forskolina. Abajo: las curvas |-V muestran las densidades
(corriente por unidad de capacitancia, pA/pF) obtenidas en las mismas condiciones
descriptas anteriormente versus el potencial. La diferencia entre las condiciones basales y
con forskolina fue estadisticamente significativa a todos los potenciales estudiados
(p<0.05, n=3).
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Figura 37. A. Estructura del inhibidor especifico de CFTR (CFTRj,n-172). B. Trazos
representativos de corrientes totales de CFTR (arriba) en células BeWo en condiciones
basales (con forskolina) y en presencia de 2 uM CFTR;,;,-172. Abajo se muestran las
curvas |-V correspondientes en las condiciones utilizadas. Se incorpord al gréfico la
curva correspondiente a la corriente sensible al CFTRinh-172 (I CFTRIinh-172). Se
utilizoé el mismo protocolo que en los registros previos.



Todos estos datos son compatibles con las caracteristicas del canal de cloruro
CFTR, que son: conductancia lineal baja (6-15 pS) (Gadsby y col., 1995; Assef y col.,
2003; Sheppard y col.,, 1999), activacién por forskolina, inhibicién especifica con

CFTRinn-172, entre otras.

1.3.2. Expresion de CFTR en células BeWo

El CFTR fue clonado en 1989 por Riordan y colaboradores y desde entonces es
una proteina extensivamente estudiada y de la que disponemos primers y anticuerpos
para su estudio. Para evaluar la expresion del ARNm se obtuvo el ARN total de células y
se realiz6 una RT-PCR utilizando primers especificos para amplificar una porcion del gen
del CFTR (ver Métodos). La linea celular T84 originada de un adenocarcinoma de colon
humano fue utilizada como control positivo, porque expresan constitutivamente el canal
CFTR (Prince y col., 1993). Encontramos en las células BeWo y T84 la banda del nimero
de pares de bases esperado correspondiente a CFTR (295 bp) (Figura 38).

La presencia del ARNm del CFTR en las células se completé con estudios de la
expresion de la proteina del canal con experimentos de Western blot. Se observaron las
bandas correspondientes al canal CFTR utlizando dos anticuerpos dirigidos contra
regiones diferentes de la proteina: anti-CFTR (Alomone Labs Ltd.), que permitié detectar
una Unica banda de ~160 KDa. La misma banda se observé en células T84 utilizadas
como control positivo (figura 39.A) y anti-CFTR (H-182, Santa Cruz Biotechnology, Inc.),
con el cual se pudo evidenciar la presencia de dos bandas correspondientes al CFTR en
su forma glicosilada de ~160 KDa (banda superior) y una banda de menor tamafo
posiblemente correspondiente a su forma no glicosilada (banda inferior) (figura 39.B). El

experimento se repitid tres veces en ambos casos.



500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

Figura 38. Deteccién del ARNm del CFTR en células Be  Wo por RT-PCR. Las calles
corresponden a (izquierda a derecha): marcador de pesos moleculares (100 bp ladder);
CFTR en células BeWo (295 bp); B-actina en células BeWo (289 bp), como control
positivo de la integridad del ADNCc; la linea celular T84, utilizada como control positivo de
la presencia de CFTR; control negativo de PCR (reaccién en ausencia de muestra
templado). n=3.
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Figura 39. Expresién de CFTR en extracto de proteinas de célul as BeWo. Se
observan las bandas correspondientes al canal CFTR utilizando dos anticuerpos que
mapean regiones diferentes: A. anti-CFTR (Alomone Labs Ltd), que permitié detectar una
Unica banda de ~160 kDa. La misma banda se observ6 en células T84 utilizadas como
control positivo. B. anti-CFTR (Santa Cruz Biotechnology, Inc), con el cual se evidencian
dos bandas correspondientes al CFTR en su forma glicosilada (banda superior) y su forma
no glicosilada (banda inferior). n=3.



En conclusion, nuestros resultados sugieren que el canal CFTR se expresa en la

linea trofobastica BeWo y es funcional.

1.4. Los canales de cloruro participan en la proliferacion de células BeWo de

trofoblasto humano

Nuestros resultados mostraron que CFTR y ORCC son funcionales en las células
BeWo. Para evaluar un posible rol de estos canales en estas células, estudiamos su
participacion en el crecimiento celular. Aunque no estan claros los mecanismos
detallados de la regulacion de la proliferacion celular por canales iénicos, un mecanismo
seria que los canales por el movimiento iénico y cambios en el volumen celular regulan
la proliferacion modulando el potencial de membrana (Lang y col., 2005; He y col., 2011).
Es interesante que CFTR se encontrd en placenta humana y que en las células
trofoblasticas estaria involucrado en la regulacion de la expresion funcional y molecular
de las proteinas acuaporinas (AQPs), que participan en la regulacion del movimiento de
agua, aumentando la permeabilidad de la membrana, lo cual produce cambios en el
volumen celular (Damiano y col.,, 2011). Ademas, existen otras evidencias de la
implicancia del transporte de cloruro en la fisiologia placentaria, como el mantenimiento
del potencial de membrana, la regulacion del volumen celular, el transporte de solutos,
etc. (Riquelme, 2009), por lo que seria posible pensar que en células trofoblasticas los
canales de CI" participen en estos procesos y en la proliferacion celular.

Estas evidencias sugieren que en las células BeWo los canales de CI podrian
estar participando en el movimiento de CI', y por ende en la proliferacion de las mismas,
por lo que utilizamos el ensayo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT, Sigma) con 10 % de SFB, con diferentes inhibidores de canales de CI
para evaluar una posible participacion de estos canales en la proliferacién trofoblastica.

Observamos que la incubacion con concentraciones crecientes de DPC por 72 h

reduce la proliferacion de las células BeWo. La concentracion a la cual el 50% de la



proliferacion celular fue inhibida (ICsp) fue de 472.0 + 144.4 uM (n=3) (figura 40). Como
mencionamos previamente, DPC inhibe ademas de CFTR y ORCC, otros canales de

cloruro.
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Figura 40. Efecto de la inhibicion de canales de c¢ loruro por DPC sobre la
proliferacion de células BeWo. La citotoxicidad fue evaluada por el ensayo de MTT con
el objetivo de determinar si los canales de cloruro estarian involucrados en la proliferacion
de estas células. Se midi6 la proliferacion celular relativa luego de la incubaciéon con
concentraciones crecientes del inhibidor por 72 h. La proliferacién celular disminuye con las
concentraciones del inhibidor utilizadas.

Evaluamos también el efecto de otros inhibidores no selectivos de canales de
cloruro, como glibenclamida y DIDS. La glibenclamida (figura 30.A) se une
reversiblemente al estado abierto del CFTR e interrumpe la conduccién de cloruro por
este canal, asi como también inhibe al canal ORCC. El DIDS (figura 42.A) inhibe de
forma covalente e irreversible al CFTR solamente del lado intracelular. Ademas
bloguea otros canales de CI, incluido el ORCC. La proliferacion celular se reduce
luego de 72 h de manera concentracion-dependiente con una ICso de de 33.2 + 17.2
MM (n=3) en presencia de glibenclamida (figura 41) y 424.4 + 262.4 uM (n=3) con

DIDS (figura 42.B).
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Figura 41. Efecto de la inhibicion de canales de cl  oruro por glibenclamida sobre la
proliferacion de células BeWo mediante el ensayo de MTT por 72 h. La proliferacion
celular disminuye con las concentraciones utilizadas.
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Figura 42. Efecto de la inhibicion de canales por D IDS sobre la proliferacién de
células BeWo mediante el ensayo de MTT por 72 h. A.  Estructura molecular de DIDS.
B. La proliferacion celular disminuye a concentraciones creciente de DIDS.



Para inhibir especificamente el canal de CI' CFTR, utilizamos CFTR,-172 a
distintas concentraciones. La proliferacion celular disminuyé en el rango de

concentraciones utilizado con una ICsg de 0.55 + 0.21 yM (n=4) (figura 43).
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Figura 43. CFTR j;n-172 inhibe la proliferacion de células BeWo. La pr  oliferacion fue
determinada por el ensayo de MTT por 72 h. La misma disminuye con las
concentraciones del inhibidor utilizadas.

Para investigar si la disminucion observada en la proliferacion celular en todos los
casos se debia a un efecto en la viabilidad de las células, evaluamos la misma en las
células BeWo, con cada uno de los inhibidores utilizados, mediante la técnica de
exclusion de azul tripano. La tabla 2 muestra los % de viabilidad celular en dos
concentraciones diferentes de cada inhibidor (n=3). Observamos que la viabilidad celular
disminuy6é al aumentar la dosis de cada uno de los inhibidores, indicando que la
disminucién en la proliferacion celular se correlaciona con un incremento en la muerte

celular.



Tabla 2

Inhibidor (concentracion) % de viabilidad
celular
DPC (mM) 0.5 90
10 38
Glibenclamida (mM) 0.05 41
1 27
DIDS (mM) 0.5 56
10 17
CFTRinh-172 (pM) 0.2 63
1 55
2 42
7.5 25

Tabla 2. % de viabilidad de células BeWo tratadas ¢ on inhibidores de canales de
Cl” mediante el ensayo de exclusion de azul tripano. La viabilidad celular se redujo
al aumentar la concentracion de cada inhibidor.



En resumen, mediante técnicas de biologia molecular y de electrofisiologia

pudimos caracterizar canales anidnicos funcionales en las células BeWo:

#¥  Las células cultivadas en condiciones control (sin estimulos) presentan corrientes
totales de cloruro no rectificantes que no muestran dependencia de su intensidad
de corriente con el tiempo, con las soluciones utilizadas. Las mismas son
sensibles al bloqueante DPC, lo que indicaria la presencia de canales de cloruro

en estas células.

#¥  Se registr6 en mas de la mitad de los parches exitosos, un canal de cloruro con
rectificacion saliente y una conductancia unitaria entrante de 15 pS, una
conductancia saliente de 48 pS, y un Er cercano a cero (-2.3 mV) en condiciones
de CI' simétricas. Este canal no es sensible a concentraciones de Ca *

intracelular.

#¥ El reemplazo del sodio intracelular por NMDG no produjo cambios significativos en
las corrientes para cada pulso de voltaje aplicado, ni en las conductancias entrante
y saliente, ni en el Er, ni en la Po, con respecto a las condiciones control (solucion

simétrica de NMDG-CI 140 mM), indicando la naturaleza anionica del canal.

#+ La permeabilidad relativa a los distintos aniones estudiados asociada a la corriente
observada, present6 un orden I' > CI' > F > gluconato, sin presentar cambios

significativos en las conductancias, ni en el Er.

/¥ La actividad del canal con rectificacion saliente aumentd en condiciones control, a
potenciales positivos, observandose una dependencia en este rango, de la Po con

el voltaje aplicado.



#¥ Laglibenclamida produjo una reduccién de la Po de manera dosis-dependiente del
canal con rectificacion saliente. La reduccién (~40 %) con 50 uM de glibenclamida
del lado citoplasmatico se presentdé de manera independiente del potencial de
membrana aplicado, si bien acompafié la dependencia previamente observada en

la situacion control, para todos los potenciales estudiados.

#¥ El DPC también produjo un bloqueo (30-50 %) del canal que se evidencia como
una disminucion de la Po, sin afectar la amplitud de la corriente unitaria, siguiendo

la dependencia del potencial de membrana observado previamente.

r¥ Todas las caracteristicas mencionadas concuerdan con las esperadas para el

canal ORCC.

#F Tanto el ARNm como la proteina de CFTR se expresan en la linea celular BeWo.
Esto indicaria que el patrén de corriente activado por forskolina observado en los
ensayos de canal Unico, compatible con las caracteristicas de CFTR, podrian
deberse a la actividad de este canal. Los datos arrojaron un canal con una
conductancia unitaria baja de ~ 12 pS, y un Er cercano a 0 mV, esperable para
soluciones simétricas de CI'. La caracterizacién del ORCC por biologia molecular

no fue posible ya que este canal no se encuentra clonado hasta el momento.

#¥  Utilizando un inhibidor especifico para CFTR, se evidencié mediante la técnica de
célula entera, que las corrientes de cloruro por CFTR sensibles a forskolina
disminuyen en su presencia. Todas estas evidencias nos indican que el canal
CFTR se expresa en la linea celular BeWo, y es funcional, similar a lo que ocurre

en el tejido placentario descripto por otros autores.



#¥ La proliferacion y viabilidad de células BeWo disminuye a medida que se aumenta
la concentracién de inhibidores de canales de cloruro como glibenclamida, DPC, o

DIDS, asi como con el inhibidor especifico CFTR;;,-172.



2. CANAL DE SODIO EPITELIAL ENAC Y SU PARTICIPACION EN L A MIGRACION

CELULAR EN CELULAS DERIVADAS DE TROFOBLASTO HUMANO.

La correcta implantacién de un embrién humano requiere de la puesta en
marcha de una variedad de funciones celulares, entre ellas la invasion de las células del
trofoblasto en el endometrio. La migracion celular y el avance de estas células en el
tejido materno debe ser un proceso controlado, dado que invasiones deficientes o
excesivas pueden resultar en complicaciones gestacionales que disminuyen el éxitde la
implantacién (Rahnama y col., 2006). Nuestro interés radica en saber si en las células
derivadas de trofoblasto humano (BeWo), que expresan ENaC (del Ménaco y col.,
2008a), el canal también participaria en la migracion celular o aportaria en el control del

proceso invasivo de las mismas.

2.1. La aldosterona participa en la reparacién de la herida en células BeWo

En este trabajo, aplicamos la técnica de reparacién de la herida (wound healing)
(Cory, 2011) en monocapas de células BeWo para estudiar los procesos de migracion
celular. Para ello sembramos monocapas de BeWo hasta lograr la confluencia y
realizamos una herida en la monocapa con un tip de 200 pl, (ancho de ~ 400 pm). Esto
dejé un espacio claro sobre la monocapa, para ser rellenado por las células y el borde de
la herida sirvié como linea de comienzo de la migracién. El espacio claro fue visualizado
bajo el microscopio y fotografiado para estudiar la habilidad que tienen las células para
llenar el area de la herida. A partir de ese momento, considerado como tiempo 0, las
células se cultivaron con distintos tratamientos: aldosterona 100 nM, amiloride 10 uM,
aldosterona 100 nM + amiloride 10 uM y un grupo control sin estimulo (incubado con los
vehiculos). Con el estimulo hormonal sabemos que aumenta la expresion y actividad del
canal. El amiloride, bloqueante del ENaC, debe inhibir la actividad del canal y

posiblemente revertir el efecto estimulatorio de la aldosterona.



Se tomaron fotografias en los tiempos 0 y 6 horas. En cada imagen se estimd el
ancho de la herida, utilizando el programa ImageJ 1.39 (Image Processing and Analysis
in Java, NHI, Maryland, EEUU), y los resultados se expresan como porcentaje de
reinvasion de la herida con respecto al tiempo 0. El cierre de la herida puede deberse a
dos procesos conjuntos: migracion celular y proliferacion celular, y esta Gltima podria
enmascarar la contribucién del proceso de migracion celular al cierre de la herida (Grifoni
y col., 2006). Por lo tanto, decidimos tomar como referencia las seis horas posteriores a
realizada la herida. En ese tiempo se espera poder medir migracion celular
independizandonos de la proliferacion celular que podria influir también en los resultados,
y que toma mas tiempo en producirse. Ayudamos también a minimizar el proceso
proliferativo manteniendo las células durante los experimentos con medio de cultivo
suplementado con menor porcentaje de suero fetal bovino (SFB) (1%) que el medio de
cultivo habitual (Grifoni y col., 2006). La figura 44 muestra fotografias representativas
obtenidas durante los experimentos y bajo los distintos tratamientos analizados.

Los valores promedio obtenidos a las 6 h de 16 experimentos se muestran en la
figura 45.A. Las células BeWo migraron cubriendo el 20.6 + 7.0 %, 38.0 £ 5.4 %, 16.6
4.8 % y 13.7 £ 3.6 % de la herida cuando fueron cultivadas bajo condiciones control,
aldosterona, aldosterona mas amiloride, y amiloride solo, respectivamente. Las células
que fueron tratadas s6lo con aldosterona presentaron un incremento significativo en la
reparacion de la herida (p< 0.05), y este efecto se revirti6 cuando se agrego el
bloqueante amiloride, s6lo, o en combinacion con aldosterona (p<0.05, n=16). Las
células tratadas con los dos estimulos, no presentaron diferencias significativas con
respecto al control, indicando que el bloqueante estaria inhibiendo la actividad del ENaC
estimulada por aldosterona.

Para confirmar que la proliferacion celular no estaba influyendo en los resultados
de reparacion de la herida, medimos la proliferacion celular por el ensayo de MTT, con
los mismos tratamientos. La reduccion del compuesto se lleva a cabo sélo cuando la

enzima reductasa mitocondrial esta activa, por lo tanto el monitoreo de la reduccién



obtenida en cada tratamiento puede ser directamente relacionado al nimero de células
viables. La proliferacién se calculé como porcentaje del control (expresados como media

+ DS).

Control

Aldosterona + Amiloride

Amiloride
g

Figura 44. Ensayo de migracion celular ( wound healing ). Im&genes de monocapas
de células BeWo cultivadas en condiciones control, 100 nM de aldosterona, 100 nM de
aldosterona 'y 10 uM de amiloride, y cultivadas con 10 uM de amiloride solamente, luego
de realizada la herida. Las fotos se tomaron al comienzo del experimento (izquierda) y a
las 6 horas (derecha). En cada imagen se estimd la distancia entre los bordes de la
herida y los resultados se expresaron como porcentaje de reinvasion de la herida
comparados con el tiempo 0, para evaluar la migracion celular. La barra representa 200
pm.



La figura 45.B muestra los resultados obtenidos a las 6 horas de experimento. Ninguno
de los tratamientos estudiados presentd diferencias significativas en cuanto a la
reduccion de MTT con respecto a las células cultivadas sin suplementos, considerado
como 100 % de reduccién (105.2 + 6.5 % para células cultivadas con aldosterona, 110.8
+ 9.0 % para células cultivadas con aldosterona y amiloride, y 94.4 + 5.4 % para células
cultivadas con amiloride; p > 0.05, n = 21). Es importante remarcar que, el tratamiento
con aldosterona que generd una migracion acelerada significativa en el experimento de
wound healing, no presentd una proliferacién aumentada con respecto al tratamiento
control. Esto indicaria que son las células en proceso de migracion las que aceleran el

cierre de la herida bajo estas condiciones.
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Figura 45. Migracion y proliferacion celular a las 6 h de realizada la herida. A.

Porcentaje de reinvasion de la herida en los cuatro tratamientos realizados. Las células
cultivadas con aldosterona cerraron un mayor porcentaje de la herida que el resto de los
tratamientos (p < 0.05, n =16). B. Viabilidad celular por el ensayo de MTT para medir
crecimiento celular. Los resultados se expresaron como porcentaje de la reduccion de
MTT (comparado con el tratamiento control). La reduccién tiene lugar s6lo cuando las
enzimas reductasas mitocondriales estan activas, y por lo tanto, la conversion puede ser
relacionada directamente con el nimero de células viables (vivas). No se observaron
diferencias en la reduccion entre los tratamientos (n=12). El asterisco indica la diferencia
significativa con respecto al control.



2.2. ENaC participa en la reparacion de la herida en células BeWo
2.2.1. Oligonucledtidos antisentido  contra a-ENaC

Para determinar si ENaC estaba participando en el efecto observado de
reparacion de la herida, las células BeWo fueron tratadas con oligonucledtidos sentido y
antisentido contra la secuencia AUG de a-ENaC. Los experimentos se llevaron a cabo
como se describié previamente, agregando los oligonucleétidos a los tratamientos. La
figura 46.A muestra que las células tratadas con la secuencia antisentido evidenciaron
una reduccidn en la migracién comparadas con las células tratadas con oligonucleotidos
sentido o células sin el tratamiento con oligonucleotidos que sélo recibieron el tratamiento
hormonal (30.2 +3.7 %, 17.6 £ 1.3 %, 275+ 1.5 % y 20.2 + 1.5 % de reinvasién de la
herida con aldosterona, aldosterona mas antisentido, aldosterona mas sentido, y control,
respectivamente, p< 0.001, n=16). Ademas, las células tratadas con el antisentido se
comportaron de manera similar a las células cultivadas sin el estimulo con aldosterona
(p>0.05, n=16). Estos resultados sugieren que el canal podria estar participando en el
proceso de reparacion de la herida observado en las células tratadas con aldosterona.
Para confirmar que el tratamiento con oligonucle6tidos antisentido redujo la expresion de
la subunidad a-ENaC en las células BeWo, obtuvimos extractos de proteinas totales de
estas células para llevar a cabo estudios de Western blot. Observamos que el tratamiento
con antisentido redujo la expresion del polipéptido de 30 KDa, en comparacion con las
células tratadas con aldosterona o aldosterona mas oligonucleétidos sentido (figura 46.B)
Este polipéptido corresponde al fragmento proteolitico N-terminal a-ENaC observado
previamente por nuestro grupo y es el necesario para que el canal esté activo (del

Monaco y col., 2008a).
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Figura 46. Los oligonucleétidos antisentido de a-ENaC inhiben la capacidad

migratoria de células BeWo. A. Ensayo de reparacion de la herida con células tratadas
toda la noche con oligonucleétidos sentido y antisentido, dirigidos contra el sitio de
iniciaciéon de la traduccion de a-ENaC. El tratamiento con antisentido produjo una
reduccion en la migracion celular después de la lesidn comparados con las células
tratadas con oligonucleétidos sentido y las células sin tratar (p<0.001, n=16). B. Se analiz
la expresion de la subunidad a-ENaC por Western blot de lisados totales de células BeWo
después de cada tratamiento. Las células tratadas con antisentido evidenciaron una
reduccion en la expresion de a-ENaC comparable con el control. El nivel relativo de la
proteina en cada tratamiento, utilizando a-tubulina como control interno, se representa en
el gréafico de barras superior (n=3). Se muestra un gel representativo en la parte inferior. El
asterisco indica la diferencia significativa con respecto al tratamiento con aldosterona sola
y con oligonucledtidos sentido.



Realizamos experimentos control con IgG normal de conejo para confirmar la

especificidad de la banda obtenida (datos no mostrados).

2.2.2. Estudios de corrientes de célula entera en células BeWo tratada S con
oligonucledtidos contra  a-ENaC.

Para determinar si el tratamiento con oligonucleétidos contra ENaC generaba
un efecto fisiolégico en las células BeWo, determinamos la actividad de corriente por
patch clamp en células tratadas con oligonucleétidos midiendo las corrientes totales en
respuesta a pulsos despolarizantes e hiperpolarizantes. Utilizamos 8Br-AMPc, un
analogo de AMPc, permeable a la membrana, para inducir la exposicién del canal a la
superficie celular (Butterworth y col. 2005). La figura 47.A muestra las densidades de las
corrientes promedio (corriente por unidad de la capacitancia de membrana, pA/pF) en
funcién del voltaje en células cultivadas con oligonucleodtidos antisentido (n=3) u
oligonucledtidos sentido (n=4), ambos suplementados con aldosterona. Las densidades
de corrientes fueron medidas antes y después de la estimulacién con 100 uM de 8Br-
AMPc y después de agregar 10 uM de amiloride a la solucidn del bafio (con AMPc). No
se observaron diferencias significativas en la corriente sensible al amiloride con el
tratamiento con antisentido con respecto al control (células tratadas con aldosterona). Por
otro lado, cuando las células fueron cultivadas con oligonucleétidos sentido, la activacion
por AMPc se observd como el componente de la corriente sensible al amiloride (figura

47.B).

2.2.3. Expresion de ENaC en la herida
Realizamos estudios de inmunocitoquimica, y observamos que las tres
subunidades de ENaC se expresaban mas abundantemente en el borde guia de la herida
3 horas después de realizado el dafo (figura 48). Evaluamos la intensidad de
fluorescencia usando un software de procesamiento de imagenes, midiendo la intensidad

en escala de grises en una linea perpendicular a la linea de la herida. El pico de
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Figura 47. Corrientes de célula entera en células B eWo tratadas con oligonucleétidos. A.
Relacion entre la densidad de corriente y los voltajes aplicados en células tratadas con
aldosterona, y oligonucleétidos antisentido (arriba) o sentido (abajo). Las células tratadas con
sentido mostraron un incremento significativo de las corrientes en presencia de AMPc, y se
bloqued por amiloride. En cambio, en presencia de antisentido no se observa este incremento.
B. Corriente sensible al amiloride (INa (amil)) (corriente porpara el pulso -140 mV en las dos
condiciones arriba mencionadas.



intensidad de fluorescencia fue registrado en pixeles entre los limites de la herida

(tramas de abajo).
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Figura 48. Expresion de ENaC en la herida. Imagenes de capas epiteliales de células BeWo
cultivadas con 100 nM de aldosterona y con la lesion. Las monocapas fueron fijadas y tefiidas 3 h
después de realizada la herida. Cada columna muestra el resultado utilizando un anticuerpo
diferente para las subunidades de ENaC y el control (sin anticuerpo primario). La imagen de arriba
muestra una imagen de contraste de fase de la monocapa herida. Barra negra = 50 yM. La imagen
muestra la inmunofluorescencia para la misma region estudiada en la imagen de arriba. La barra
blanca representa la longitud de trazado para la intensidad de fluorescencia, mostrado en la
imagen de abajo. Los resultados indican un incremento en la fluorescencia de la subunidad
observada a lo largo del borde de la herida.

En nuestros estudios empleamos 100 nM de aldosterona debido a que esta dentro
del rango utilizado por otros autores siendo la menor concentracién utilizada alrededor de
10 nM, y 1.5 pM la mayor (ejemplo, McEneaney y col., 2008; Helms y col., 2005).

Las concentraciones de aldosterona plasmatica se incrementan en el embarazo

desde un valor control (en posicién supina) de 0.25 nM/l a 2.5 nM/I a las 30-37 semanas



de embarazo (Elsheikh y col., 2001, Pojoga y col., 1998). La concentracion de aldosterona
se reduce en un 50 % en la preeclampsia (Walkery col., 1995).

Evaluamos el efecto de aldosterona también a concentraciones mas bajas,
distintas a 100 nM. A concentraciones menores, la aldosterona, afectd la reparacién de la
herida s6lo a las 12 h después de realizar el dafio, en comparacion con el tratamiento
control (20.5 = 0.9 % (10 nM), 225 + 1.1 (50 nM) y 15.8 + 0.3 % (control), p < 0.05,

n=10) no viéndose afectada la proliferacion celular (datos no mostrados).

2.3. La aldosterona y el AMPc incrementan la actividad de reparacion de la herida

Se realizaron experimentos de reparacidon de la herida siguiendo el protocolo
explicado previamente, y tratando a las células con 8Br-AMPc para evaluar un posible
efecto sinérgico entre la aldosterona y el AMPc en este proceso. Como se explico
anteriormente, el 8Br-AMPc es un analogo de AMPc. Este incrementa el nimero de
canales en la membrana apical, por reclutamiento de ENaC de los pooles de
almacenamiento subapicales a la membrana plasmatica (Butterworth y col., 2005).

La figura 49 muestra ejemplos de monocapas de células BeWo con la herida a los
tiempos 0 y 6 h, para los diferentes tratamientos: células sin estimular, células
estimuladas con 100 nM de aldosterona (12 h), células estimuladas con 100 uM de AMPc
(30 min) y células tratadas con aldosterona mas 100 uM de AMPc. Las células BeWo
migraron cubriendo 12.4 + 2.7 %, 25.3 £+ 4.5 %, 10.6 £ 3.8 % y 45.1 £ 2.0 % de la herida
cuando fueron cultivadas con los tratamientos control, aldosterona, AMPc, y aldosterona
mas AMPc, respectivamente. Cuando las células fueron tratadas con aldosterona,
observamos un aumento significativo en la reparacién de la herida con respecto al control
(p < 0.05, n=12), como describimos previamente, y, las células tratadas con ambos
estimulos (aldosterona mas AMPc) mostraron un comportamiento mayor en la
cicatrizacion de la herida, que el resto de los tratamientos (p < 0.05, n=12) (figura 50).

Para ver si la proliferacion estaba influyendo en los resultados de reparacién de la

herida, medimos proliferacion celular por la técnica de MTT, con los mismos tratamientos



(figura 51). Cuando las células fueron mantenidas en 1 % de concentracidn de SFB, no se
observaron cambios significativos en la proliferacion celular a las 6 h de cultivo para
ninguno de los tratamientos con respecto al control (p > 0.05). Las células sin tratar
(control) se consideraron como el 100 % de reduccion de MTT, y luego 145.4 + 37.5 %,
149.4 + 38.6 % y 126.2 £ 32.6 % de reducciones de MTT fueron observadas para los
tratamientos con aldosterona 100 nM, 8Br-AMPc 100 uM, aldosterona 100 nM mas 8Br-

AMPc 100 uM, respectivamente, con respecto a las condiciones control (p > 0.05, n=15).
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Figura 49. Migracion celular después de la herida  en células BeWo en presencia de
aldosterona y AMPc. Imagenes representativas de monocapas de células BeWo
cultivadas bajo diferentes tratamientos: condiciones control (vehiculo), aldosterona 100
nM, 8Br-AMPc 100 pM, y aldosterona 100 nM méas 8 Br-AMPc 100 uM. Las imagenes
fueron tomadas en el momento de realizada la herida (tiempo 0) (izquierda) y 6 h mas
tarde (derecha).
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Figura 50. Porcentaje de reinvasion de la herida e n células BeWo con
aldosterona y AMPc. Las células tratadas con aldosterona mas AMPc cerraron un

mayor porcentaje de la herida que el resto de los tratamientos (p < 0.05, n=12). El
asterisco indica la diferencia significativa con respecto al contral.
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Figura 51. Viabilidad celular por el ensayo de MTT en células BeWo con
aldosterona y AMPc. Los resultados se expresaron como porcentaje de la reduccion
de MTT (comparado con el tratamiento control). No se observaron diferencias en la
reduccion entre los tratamientos (p > 0.05, n=15).



2.4. La metilacion afecta la capacidad migratoria a través del canal ENaC en células

BeWo.

2.4.1. 3-DZA disminuye el porcentaje de reinvasion de la herida de manera
dependiente de la concentracion.

Debido a que la accion de la aldosterona parece implicar un mecanismo que lleva a
la metilacion en el proceso de regulacion de ENaC, y el canal participa en la migracion de
células BeWo, realizamos experimentos para ver si la reaccidon de metilacién podria estar
involucrada en el proceso de reparacion de la herida. Para esto, utilizamos un inhibidor
de las reacciones de carboximetilacion, 3-deazaadenosina (3-DZA), analogo carboxilico
de la adenosina, que bloquea los efectos de la aldosterona en otros sistemas (Edinger y
col., 2006; Beccetti y col., 2000). 3-DZA es una droga permeable a la membrana, que
blogquea las reacciones de transmetilacién inhibiendo especificamente la enzima S-
adenosil-homocisteina hidrolasa (SAHH), y de esta manera promueve la acumulacion de
S-adenosilhomocisteina (AdoHcy) y deaza-D-adenosilhomocisteina, lo cual produce la
inhibicién del producto final de las metiltransferasas dependientes del donante de metilos
S-adenosilmetionina (AdoMet).

La figura 52 muestra fotografias representativas de monocapas (figura 52.A) y el
porcentaje de reinvasion de la herida (figura 52.B) en células BeWo tratadas con
aldosterona mas AMPc, y expuestas a 200 pM de 3-DZA. Claramente, la co-
administracion de 3-DZA (200 puM) redujo el comportamiento de cicatrizacion de la herida
observado en la incubacién solamente con aldosterona mas AMPc (12.4 + 2.7, 45.1
2.0,y 129 £ 1.5 % de reinvasion de la herida cuando las células fueron incubadas en
condiciones control, con aldosterona mas AMPc, y aldosterona mas AMPc mas 200 uM
de 3-DZA, respectivamente). El estimulo con 3-DZA no mostré diferencias significativas

con las muestras control, indicando que el bloqueante revirti6 el efecto de la hormona.
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Figura 52. Ensayo de reparacion de la herida en cé lulas tratadas con 3-DZA.
A. Imagenes de monocapas de células BeWo cultivadas bajo condiciones control
(vehiculo), aldosterona mas 8Br-AMPc 100 M, y aldosterona, 8Br-AMPc y 200
UM de 3-DZA. Las fotografias fueron tomadas en el momento de realizada la
herida (tiempo 0) y 6 h mas tarde. B. Porcentaje de reinvasiéon de la herida para
los tratamientos estudiados. Las células tratadas con 3-DZA cerraron un menor
porcentaje de la herida en comparacion con el tratamiento con aldosterona y
AMPc (p < 0.05, n = 12). El asterisco indica la diferencia significativa con respecto
al tratamiento con aldosterona mas AMPc.



La figura 53.A muestra que 3-DZA redujo la reinvasiéon de la herida de las
células BeWo de una manera dependiente de la concentracion del inhibidor, después
de 6 h de tratamiento. La concentracion de 3-DZA a la cual la reinvasién de la herida
se reduce a la mitad (ICso) fue de 47.5 + 6.0 uM (n=12). La proliferacién celular no
cambid para ninguna de las concentraciones testeadas de 3-DZA (p > 0.05, n=11)

(figura 53.B).
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Figura 53. A. El efecto de 3-DZA sobre la migracion celular fue evaluada por el ensayo de
reparacion de la herida en células BeWo tratadas con diferentes concentraciones de 3-DZA (10-
1000 puM). Observamos una disminucion en la migracion celular a medida que se incrementaba
la concentracién de 3-DZA luego de las 6 h de incubacion. La concentracion de 3-DZA a la cual
la migracion celular se reduce a la mitad (ICso) fue 47.5 + 6.0 uM, con respecto al control. La
curva de concentracion es representativa de doce experimentos separados. B. La proliferacion
celular fue analizada después de las 6 h de incubacion por el ensayo de MTT con las
concentraciones crecientes de 3-DZA indicadas (p > 0.05, n=11).



2.4.2. AdoMet incrementa el porcentaje de reinvasion de la herida

Los experimentos previos demostraron que la inhibicion de las reacciones
de metilacion celulares reduce la actividad en las células BeWo en cuanto a la
reparacion de la herida. Para indagar sobre esto, las monocapas fueron expuestas al
donante de metilos, AdoMet, proporcionando la activacién de las metiltransferasas
responsables de la reaccion de metilacién involucrada en el propio canal u otros
componentes celulares no relacionados con la membrana apical, como la metilacion
de las histonas, que podria afectar la transcripcién de proteinas involucradas en la
migracion celular. Observamos un aumento significativo en el comportamiento de
reparacion de la herida en las células tratadas con aldosterona, AMPc y 3-DZA, en
presencia de 200 uM de AdoMet, comparado con las células en ausencia del donante
de metilos (27.3 £2.4 y12.9+ 1.5 % de reinvasion de la herida, respectivamente, p

< 0.05) (figura 54).
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Figura 54. Ensayo de reparacion de la herida en pr esencia de AdoMet. Arriba:
Imagenes de monocapas de células BeWo cultivadas con aldosterona 100 nM y 8Br-
AMPc 100 uM; aldosterona 100 nM y 8Br-AMPc 100 uM mas 3-DZA 200 pM, y en estas
mismas condiciones mas AdoMet 200 uM. Abajo: Porcentaje de reinvasion de la herida
para los tratamientos estudiados. La presencia de AdoMet provocé el cierre de un mayor
porcentaje de la herida que el tratamiento con 3-DZA en ausencia del dador de metilos (p
< 0.05, n= 10). El asterisco indica la diferencia significativa con respecto al tratamiento
con 3-DZA.



2.4.3. 3-DZA reduce las corrientes sensibles al amiloride sin cambios en la
expresion de ENaC

Para estudiar mas sobre el efecto de la metilacién, evaluamos la actividad de
ENaC midiendo las corrientes i6nicas con la técnica de patch clamp en la configuraciéon
de célula entera. Para estos experimentos, registramos corrientes basales totales en
respuesta a pulsos depolarizantes e hiperpolarizantes en la configuracion de célula entera
en células BeWo tratadas con aldosterona en ausencia y presencia de 200 uM de 3-DZA.
La figura 55 muestra las densidades de corriente (pA/pF) medidas antes y después de la
estimulacion con 100 uM de 8Br-AMPc y después del agregado de 10 uM de amiloride a
la solucién del bafio (con AMPc) en ausencia (A) y presencia (B) de 3-DZA. Observamos
una disminucion en las corrientes en cada pulso aplicado después de agregar AMPc a la
solucién de bafio cuando 3-DZA estaba presente comparado con la ausencia del inhibidor

(p < 0.05). En ambos casos hubo una reduccién significativa después de la adicién de

amiloride (p < 0.05).
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Figura 55. Corrientes de célula entera en células B eWo tratadas con 3-DZA. A. Panel
de arriba: registros representativos de corrientes de célula entera en BeWo incubadas con
aldosterona con los diferentes tratamientos: mantenidas bajo condiciones control, en
presencia de 8Br-AMPc, y con 8Br-AMPc mas amiloride. Panel de abajo: relacion entre la
densidad de corriente (corriente por unidad de de capacitancia de membrana, pA/pF,
media £ DS) y el voltaje en células cultivadas para cada condicion (n=6). Las células
mostraron un incremento en la corriente en cada pulso aplicado cuando fueron expuestas
a 8Br-AMPc (p<0.05), y esta corriente fue blogueada luego con amiloride (p<0.05). B.
Curva I-V de células BeWo cultivadas con aldosterona y 200 uM de 3-DZA mantenidas
bajo condiciones control, en presencia de 8Br-AMPc, y con 8Br-AMPc mas amiloride
(n=5). Las células tratadas con 3-DZA mostraron una reduccion en la activacion de la
corriente con respecto a las células sin tratar, en cada pulso aplicado cuando fueron
expuestas a 8Br-AMPc.



Cuando las células fueron tratadas con 200 de puM AdoMet (mas 3-DZA),
observamos un incremento en las corrientes en comparacién con las células tratadas
s6lo con 3-DZA (figura 56.A). Las corrientes de ENaC, estimadas como el componente
sensible al amiloride (INa (4mi)), tuvieron un promedio de -15.0, -7.0, y -11.0 pA/pF para el
pulso de -140 mV en condiciones control y en presencia de 3-DZA o AdoMet,
respectivamente (figura 56.B).

Debido a que se produjo una inhibicién de las corrientes sensibles al amiloride
en presencia de 3-DZA, examinamos si este compuesto podria estar afectando la
expresion total de las subunidades de ENaC durante el curso temporal de la accion de la
aldosterona. Realizamos un andlisis mediante el ensayo de Western blot en células
cultivadas con y sin 3-DZA (200 uM) en presencia y ausencia de aldosterona y 8Br-
AMPc. Observamos las bandas del peso esperado para las distintas subunidades de
ENaC, incluyendo los dobletes para a-y y-ENaC, que resultan del clivado proteolitico de
la proteina (Hughey y col., 2003; Harris y col., 2007). La banda mayor no presentd
cambios significativos para ninguno de los tratamientos (fragmentos de ~95 y ~93 kDa
correspondientes a los pesos de las proteinas enteras de las subunidades a- y y-ENaC
respectivamente, datos no mostrados), como los dos productos de clivaje, ~30y ~75

KDa respectivamente (figura 57.Ay 57.C).



Aldosterona + 3-DZA
+AdoMet

10 1

-140 -100

myV
@ Control
O 8Br-AMPc 301 pApF

V¥ 8Br-AMPc + Amiloride

B
I Na (amil)
(PA/PF)
20
T
10+ *
T
0 4
Aldo + 8Br-AMPc + + +
3-DZA - + +
AdoMet - - +

Figura 56. Corrientes de célula entera en células B eWo tratadas con 3-DZA 'y
AdoMet. A. Curva |-V de células BeWo cultivadas con aldosterona y 200 uM de 3-
DZA en presencia de 200 uM de AdoMet (n=3). B. Corriente sensible al amiloride
((INa @amiy) (PA/pF, media + DS) para el pulso de -140 mV en células tratadas con
aldosterona y 8Br-AMPc, en presencia de 3-DZA y/o AdoMet.



La banda de ~100 kDa de B-ENaC tampoco mostré cambios significativos para ninguno

de los tratamientos aplicados (Figura 57.B).
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Figura 57. 3-DZA no afecta la expresion de la proteina.  Las subunidades a (A), B (B) y y-
ENaC (C) fueron analizadas por Western blot de lisados totales de células BeWo después
de cada tratamiento: condiciones control (calles 1); suplementadas con 100 nM de
aldosterona por 12 h (calles 2); con aldosterona y AMPc 100 uM (calles 3) y con aldosterona,
AMPc y 3-DZA 200 uM (calles 4). Las células tratadas con 3-DZA no evidenciaron cambios
significativos en la expresion de ninguna de las tres subunidades. Los polipéptidos a vy y-
ENaC corresponden a los fragmentos proteoliticos N-terminal y C-terminal, respectivamente,
observados previamente por nuestro grupo (del Ménaco y col., 2008a). El nivel relativo de la
proteina en cada tratamiento, utilizando actina como control interno, se representa en el

grafico de barras de abajo (n=4).



En resumen,

#¥ Las monocapas de células BeWo estimuladas con aldosterona presentan un
cierre de heridas mas acelerado con respecto a las células cultivadas sin estimulo, o
a las células expuestas al amiloride. El bloqueante podria inhibir la actividad del

ENaC por la estimulacion mediada por aldosterona.

7+ Las células tratadas con la secuencia antisentido para a-ENaC evidenciaron
una reduccion tanto en la migracion de células BeWo, como en las corrientes de
ENaC sensibles al amiloride comparadas con las tratadas con el oligonucleétido
sentido, con un comportamiento similar a las células sin el estimulo. Ademas, el
tratamiento con antisentido redujo la expresion de la subunidad a-ENaC en las

células tratadas con aldosterona.

/¥ Las tres subunidades de ENaC se expresan mas abundantemente en el borde

guia de la herida 3 horas después de realizado el dafio.

/¥ El tratamiento con aldosterona mas AMPc mostré un comportamiento mayor en
la cicatrizacion de la herida, que el resto de los tratamientos, posiblemente debido a

un sinergismo entre ambos estimulos.

#F La migracion celular disminuye cuando las células (con aldosterona y AMPc)
son expuestas al inhibidor de la metilacion 3-DZA, en una manera dosis
dependiente, siendo este efecto parcialmente revertido con la adicion del donante

de metilos AdoMet.



¥ Las corrientes de sodio sensibles al amiloride disminuyen en células tratadas
con aldosterona y AMPc, en presencia de 3-DZA. Este efecto es parcialmente

revertido después del tratamiento con AdoMet.

¥ El tratamiento con 3-DZA no produjo cambios en la expresion de las proteinas

totales de ENaC, para ninguna de las tres subunidades.

¥ En todos los casos, los efectos sobre la cicatrizacion de la herida, dependen

de la migracion y no de la proliferacion celular.

r¥  Estos resultados sugieren que el canal podria estar participando en el proceso
de reparacion de la herida observado en las células tratadas con aldosterona, siendo
este efecto revertido por amiloride, y sinergizado por AMPc. La metilacién influye en
el proceso de reparacion de la herida por aldosterona y AMPc, asi como en las

corrientes mediadas por ENaC.



VI. DISCUSION




En el presente trabajo de tesis utilizamos técnicas de biologia molecular y
técnicas electrofisiolégicas para estudiar el transporte i6nico en células trofoblasticas.
Caracterizamos dos canales encargados del transporte de cloruro, canal de cloruro con
rectificacion saliente (ORCC) y canal de regulaciéon transmembrana de la fibrosis quistica
(CFTR), y su papel en la proliferacion de estas células. Ademas estudiamos la
participacion del canal epitelial de sodio (ENaC) en el proceso de migracion celular,
también presente en el sinciciotrofoblasto (SCT) de placenta humana.

Para estudiar estas proteinas en el tejido placentario, necesitdbamos un modelo
de célula trofoblastica que resulte mas adecuado. La utilizacién de una linea celular es
indispensable para poder analizar la actividad de canales iénicos mediante la técnica
electrofisiologica del patch clamp y para tal fin elegimos a la linea celular BeWo. Las
células BeWo configuran una linea obtenida a partir de trofoblasto humano (Pattillo y
Gey, 1968) y mantienen propiedades bioquimicas y morfologicas similares a las
reportadas para el citotrofoblasto proliferativo in utero durante el dltimo trimestre de
embarazo. A su vez, pueden ser sincicializadas in vitro como ocurre con los cultivos
primarios de citotrofoblasto, y presentan polarizacion celular apical/basolateral similar a
los epitelios absortivos (Liu y col., 1997; Schmid y col., 2003).

Las células BeWo han sido utilizadas como modelo para la investigacion de los
mecanismos del transporte placentario (Campbell y col., 1997; Ellinger y col., 1999;
Eaton y Sooranna, 2000; Huang y Swaan, 2001; Vardhana vy llisley, 2002; Schmid y col.,
2003; Keating y col., 2006; Jones y col., 2006, del Ménaco y col., 2008a, Ramos y col.,
2008) y en nuestro caso fueron utilizadas para estudiar las proteinas ORCC, ENaC y

CFTR asociadas a sus membranas.



1. CORRIENTES DE CLORURO, CANALES ORCC Y CFTR EN LA LINEA CELULAR
DERIVADA DE TROFOBLASTO HUMANO (BEWO).

Cuando comenzamos nuestros estudios, nos interesé profundizar sobre la
presencia de canales aniénicos en la linea celular BeWo. EIl Gnico antecedente en el
tema hasta el momento fue aportado por nuestro grupo sobre el estudio del canal de
cloruro ORCC en estas células (Marino y col., 2010).

Demostramos que las células BeWo expresan de manera funcional el canal de
sodio ENaC (del Ménaco y col., 2006 y 2008a). En los epitelios, el ENaC se colocaliza
con frecuencia con canales anionicos, y presenta una compleja regulacién por el canal
CFTR (Bachhuber y col., 2005; Rubenstein y col. 2011), el cual a su vez regula otros
canales idnicos ademas del ENaC, como el ORCC por varios mecanismos (Kunzelman y
col., 1999; Schwiebert y col., 1995).

En primera medida, y dado que los canales de CI" en las células BeWo no
habian sido caracterizados con técnicas electrofisioldgicas, evaluamos las corrientes CI
totales de las mismas en condiciones basales. Bajo la configuracién de célula entera
(whole cell) del patch clamp observamos corrientes totales espontaneas no rectificantes
sin dependencia de su amplitud con el tiempo y con un potencial de reversién (Er)
cercano a 0 mV. La exposicion de las células al bloqueante de canales de CI
difenilamina-2-carboxilato (DPC) produjo una disminucion significativa de las corrientes
basales (la maxima inhibicién al pulso -80 mV fue de ~70 %). Esto indicaria la presencia
de canales de CI" en estas células dadas las condiciones experimentales utilizadas.

En los experimentos de canal Unico encontramos en primer lugar un canal de CI
compatible con ORCC. El flujo de iones a través de este canal es rectificante, siendo la
amplitud de las conductancias unitarias salientes tres veces mayor (~48 pS) que las
entrantes (~15 pS). El Er fue de ~2 mV, valor consistente con el potencial de equilibrio de
Nernst tedrico para una corriente selectiva de CI" en concentraciones de CI simétricas

usadas a ambos lados de la membrana.



El canal es altamente selectivo al Cl" con respecto al Na'. Esto lo evidenciamos
reemplazando la NMDG del bafio por concentraciones equimolares de Na', vy
encontramos que no cambié la conductancia, el Er, ni la probabilidad de apertura (Po)
del canal. Todos estos valores en presencia de Na* no fueron diferentes con respecto a
los parches en ausencia de este i6n. El canal presenta una baja permeabilidad a
gluconato y F" y una mayor permeabilidad a I', en comparacién con CI, y se inhibe por el
hipoglucemiante glibenclamida y DPC. Estas caracteristicas son consistentes con otros
trabajos en células de epitelio aéreo (Solc y Wine, 1991), en las lineas celulares de colon
humano T84 y HT29 (Frizzel y Halm, 1992; Tilmann y col., 1991), en células leucémicas
K562 (Assef y col., 2002), asi como en cardiomiocitos humanos (Demion y col., 2006; Liu
y col., 2007).

Los estudios de las permeabilidades relativas a otros aniones con respecto al Cl',
se realizaron con cambios en las soluciones intracelulares donde se reemplazo el CI por
gluconato, F o I'. El reemplazo de CI por gluconato o F desplazé el potencial de
reversion Er hacia valores mas negativos y los valores de permeabilidad relativa
observados para ambos casos fue de 0.23 y 0.34, es decir que en este canal el Cl' es ~4
y 3 veces mas permeable que el gluconato o el F, respectivamente. Al reemplazar el CI
intracelular por I' la permeabilidad relativa fue de ~3 veces mayor que el CI. Similares
resultados fueron obtenidos por otros autores trabajando con ORCC en cardiomiocitos
humanos (Demion y col., 2006). La selectividad encontrada en nuestros experimentos es
comparable con la serie | de la teoria del equilibrio de intercambio de iones propuesta por
Eisenman (1962), que dice que la selectividad de union de un ién a un canal surge de la
diferencia entre las energias de interaccion del i6n con el sitio del canal, y la energia de
hidratacion del i6n. Cuando el i6n hidratado se aproxima al canal, cuanto mayor es la
interaccion con el canal (mayor es la fuerza electrostatica), mas es la fuerza que se
requiere para que el ion se deshidrate, por lo que el i6n queda mas retenido en el canal, y
tiene menor permeabilidad. Cuanto menor es la energia de hidratacion de un i6n, mas

favorecido va a ser el pasaje de ese i6n por el canal, es decir, va a tener mayor



permeabilidad (Hille, 1992). Por lo tanto, considerando nuestros resultados, el I tiene
menor energia de hidratacion (mas facil se deshidrata y permea mas facilmente) que el
CI', luego el F, y después el gluconato. Cuando el gluconato o el F se encontraban en la
solucién del bafio (correspondiente al medio intracelular en la configuracién de inside out)
como aniones principales en reemplazo del CI', la amplitud de la corriente fue menor a
potenciales negativos con respecto al control (140 mM de NacCl). Al utilizar estas
soluciones de reemplazo en el bafio aumento el gradiente quimico del CI" favoreciendo
asi, su entrada a la célula. La corriente de un i6n x (ly) es igual a la conductancia de ese
i6n (g,) por la fuerza impulsora del transporte de iones (driving force) (Em-E,), donde Em
es el potencial de membrana y E, el potencial de equilibrio del i6bn x. La corriente
generada por el i6n de reemplazo es menor a la del control a potenciales negativos, ya
qgue el anién de reemplazo (gluconato o F) a pesar de estar favorecido por el gradiente
quimico para salir, tiene una menor permeabilidad que dificulta su pasaje al medio
extracelular. Esto es consistente ya que para detener el flujo entrante de CI a la célula,
se requiere un potencial interno mas negativo. Lo contrario ocurrié en el reemplazo con I,
en donde el potencial de reversién cambié a un valor positivo y las corrientes fueron
mayores debido a la mayor permeabilidad con respecto al CI.

Siguiendo con nuestros estudios de ORCC por canal Unico, encontramos que la
remocién del Ca®" intracelular no modificé la amplitud de corriente ni la Po, con respecto
al control, con propiedades biofisicas idénticas a las corrientes basales. Aunque un
detallado estudio de la regulacion del ORCC por Ca** escapa a los objetivos de esta
tesis, los resultados sugieren que la actividad del canal no esta regulada por Ca?* interno,
tal como se ha reportado previamente en otros tejidos (Assef y col., 2002; Demion y col.,
2006). Un ejemplo de canal ORCC regulado por Ca®* es que, en células renales de raton
se observé que un incremento en los niveles de Ca®* citosélico provocan un aumento de

la conductancia del CI" (Stewart y col., 2001).



Los canales ORCC se caracterizan por su sensibilidad a bloqueantes como el
estilbeno disulfénico (DIDS), DPC, NPPB y el hipoglucemiante oral glibenclamida
(Tilmann y col., 1991; Gabriel y col., 1993; Schwiebert y col., 1994; Julien y col., 1999)

El mecanismo por el cual el DPC ejerce su accién sobre ORCC no estéa dilucidado,
pero pensamos que la inhibicion podria involucrar una accion directa sobre el canal o
indirecta mediante la inhibicién por CFTR, debido a que CFTR regula al ORCC, como
mencionamos previamente. No tenemos datos de la interaccion molecular entre el DPC y
el ORCC pero si hay abundante literatura sobre su accién sobre el CFTR.

El DPC inhibe al CFTR de forma reversible desde el lado citoplasmatico de la
membrana. Aunque el bloqueante puede ser agregado del lado extracelular, el DPC
permea la membrana, y una vez que esta del lado intracelular aumenta el tiempo en que el
CFTR se mantiene cerrado. El mecanismo de bloqueo de DPC se produce cuando el
blogueante alcanza su sitio de unién al canal dentro del poro y produce oclusién del poro,
bloqueando el estado abierto del canal (Zhang y col., 2000).

Nuestros resultados indican que la actividad de ORCC se inhibié por DPC por
reduccion de la Po del canal en un 30-50 % a todos los voltajes aplicados. Esto fue
consistente con estudios realizados en otras células (Assef y col., 2002). EI DPC bloqueé
al ORCC incrementando la frecuencia de estados no conductivos: los trazos de corriente
muestran mayor "flickering" (con mayor namero de cierres del canal en la unidad de
tiempo) sin reduccién en las conductancias unitarias ni en la amplitud de corriente con
respecto a las condiciones basales. La disminucién en la Po del ORCC fue independiente
del potencial de membrana cuando el DPC fue agregado del lado citoplasmatico del
parche. Sin embargo, otros autores sugieren que la entrada del bloqueante DPC al poro
de CFTR es facilitada por potenciales de membrana negativos (hiperpolarizantes) debido a
gue se favorece el movimiento de la droga hacia el poro a través de campo eléctrico y el
blogueante queda mas tiempo retenido en el canal, por lo que hay una dependencia de la
inhibicién del canal con el voltaje aplicado (Lindsell y col., 2005, Zhang y col., 2000). Con

pulsos despolarizantes la Po del canal en condiciones basales aumenté con el potencial



aplicado, mostrando una dependencia con el voltaje solamente en ese rango. Sin
embargo, la inhibicibn de la actividad del canal ORCC por el DPC se produjo
independientemente del voltaje. Pensamos que la diferencia encontrada en nuestros
resultados con respecto a otros estudios son debidos a que el bloqueante no involucraria
la forma cargada o la inhibicién se estaria produciendo en un sitio diferente al poro, a
diferencia del mecanismo de inhibicion de canal abierto, si la inhibicion de ORCC es a
través de la inhibicién de CFTR. Ademas, la respuesta de las drogas, en este caso DPC,
depende del medio ambiente celular, y los datos reportados en la literatura son a través de
sistemas de expresion heteréloga de proteinas en ovocitos de Xenopus laevis diferentes a
los nuestros, que son en células BeWo. Por lo tanto, al tratarse de células diferentes, los
resultados pueden variar con respecto a estudios realizados en otros sistemas (Stahl y
col., 2012).

También observamos en el ORCC una reduccién en la Po con glibenclamida, la
cual fue independiente del potencial de membrana. A potenciales pequefios, como 20y -
20 mV, las corrientes no se pueden medir claramente debido a sus bajas amplitudes, las
cuales se solapan con el ruido del sistema de registro, y esto podria obstaculizar el calculo
de la Po. La inhibicién por glibenclamida es coincidente con datos de Rabe y col (1995)
sugiriendo que la droga difunde a través del parche de membrana actuando desde la
superficie intracelular en virtud de su lipolificidad. La inhibicion de ORCC por
glibenclamida, al igual que con DPC, pudo deberse a la interaccion directa con el
bloqgueante o mediada por CFTR, como se observé en otros sistemas donde la
glibenclamida produjo la reduccion de la Po del ORCC mediante la inhibicion de CFTR
(Julien y col., 1999). La glibenclamida, es un bloqueante de canal abierto e inhibe al
CFTR por oclusién del poro de una manera dependiente de voltaje, con la droga ganando
acceso a su sitio de unién que es parte del poro del canal. La carga negativa que presenta
la glibenclamida tendria importancia en su interaccion con el canal mostrando una
dependencia de su efecto con el potencial de membrana, quedandose la droga mas

retenida en el canal a pulsos hiperpolarizantes (Sheppard y col., 1997). Algunos autores



sugieren la localizacion de un residuo (lisina 978) con carga positiva en el loop
citoplasmatico 3 (CL3) en el poro de CFTR, el cual esta involucrado en el sitio de accién
de la glibenclamida. La inhibicién por glibenclamida se produciria por la atraccidn
electrostatica de la carga negativa de glibenclamida y la carga positiva del sitio CL3 en el
CFTR, sugiriendo de manera novedosa un rol de este sitio en el CFTR (Melin y col., 2007).

El transporte anidnico en el SCT placentario se ha asociado con varias funciones
como la regulacién del volumen celular, transporte de nutrientes y mantenimiento del
potencial de membrana, entre otros. Se ha propuesto que ORCC podria formar parte de
la corriente anidnica regulada por volumen (VRAC) en miocitos ya que comparte muchas
similitudes en las propiedades biofisicas con este canal (Demion y col., 2006; Duan y col.,
1997). ORCC vy otros canales de CI" participan en la homeostasis del volumen celular
(Vallejos y col., 2007; Okada y col., 2009).

De nuestros experimentos bajo condiciones de cell attached, antes de la escision
del parche, sugerimos que el canal ORCC es activo al potencial de membrana de reposo
Em. Bajo esta condicion observamos corrientes rectificantes con un Er de 12.7 + 0.6 mV
en algunos parches, consistente con resultados en otros sistemas (Demion y col., 2006).
No conocemos el Em de las células BeWo; Greenwood y col. (1996) encontraron una
caida progresiva en el Em asociada con la diferenciacidn progresiva del trofoblasto. Los
valores de Em para las células Jar y citotrofoblasto mono y multinucleado fueron: -57, -48
y -40 mV, respectivamente. Considerando un valor promedio de -50 mV para las células
BeWo, el potencial de reversion estimado en la configuracién de cell attached es -37 mV.
La corriente entrante pequefia observada a este voltaje, podria sugerir que la actividad de
Cl intracelular esta por encima del equilibrio electroquimico en células BeWo, ya que el Er
es menos negativo que el Em.

Como se ha visto en las figuras de la seccion 1.3 de los resultados, también
caracterizamos un canal de CI, compatible con el CFTR; este presentd una relacion
corriente-voltaje lineal y una conductancia unitaria cercana a 12 pS. Los valores de

conductancia para el CFTR descriptos estan en el rango de 6 a 15 pS (Gadsby y col.,



1995; Sheppard, 1999; Assef y col., 2003), de modo que nuestros datos son consistentes
con los ya publicados.

Aunque el CFTR presenta actividad espontanea, la misma aumenta con el
agregado de forskolina. El agregado de forskolina en condiciones de cell-attached fue
suficiente para mantener la actividad del canal después de la escision del sello (inside-
out). La forskolina es una droga derivada de la planta Coleus forskohlii, permeable a la
célula. Tiene propiedades antihipertensivas, inotropica positiva y también es un activador
de la adenilato ciclasa. La mayor parte de sus efectos biolégicos se deben a la activacion
de la adenilato ciclasa y al incremento de los niveles de AMPc resultante (Souza y col.,
1983). La activacion del CFTR implica la fosforilacion dependiente de AMPc en
multiples sitios de la regién reguladora R del canal por PKA. Se cree que la fosforilacion
provoca un cambio en la conformacion de CFTR que permite la asociaciéon de los
dominios de union a nucleétidos (NBD1 y 2) que se dimerizan, y esta asociacion permite
la union y la hidrélisis de ATP para impulsar la activacion del canal (apertura y cierre). El
transporte de iones a través de las a-hélices transmembrana que forman el poro del
canal es controlado por la interaccion con ATP a los dominios NB. EI CFTR se activa por
foskolina mediante los sitios de fosforilacion dependientes de AMPc del canal, al activar
esta droga la adenilato ciclasa y aumentar los niveles de AMPc (Liang y col., 2012; Stahl
y col., 2012). ElI CFTR al igual que el ORCC son activados por AMPc por medio de una
proteina dependiente de PKA en células de epitelio bronquial humano (Szkotak y col.,
2003) y en mastocitos de peritoneo de rata (Seebeck y col., 2002).

En condiciones de whole cell, la forskolina aumenté las corrientes totales
basales, indicando la presencia de canales de CI" activados por AMPc. De acuerdo a
esto, el aumento observado en las corrientes totales podrian deberse a la presencia de
CFTR y/o ORCC en las células BeWo. Para dilucidar esto, inhibimos este canal con un
inhibidor mas especifico, la tiazolidona CFTRi-172 (Ma y col., 2002). Esta droga permea
la membrana y actla del lado citoplasmatico. La localizacién y el niUmero de sitios de

unién al inhibidor en el CFTR todavia son desconocidos (Taddei y col., 2004). El



mecanismo de inhibicion es mas complicado que una simple oclusion del poro y el
blogueante se uniria al canal en el estado cerrado y abierto induciendo un cambio

conformacional que lo inactiva (Kopeikin y col., 2010).

Nuestros experimentos de célula entera muestran que las corrientes netas
activadas por forskolina se inhiben a todos los potenciales aplicados. Estas representan
a la corriente transportada por el CFTR y presentaron un componente lineal frente al
voltaje en una manera independiente del tiempo y el voltaje, como es esperado para

este canal (Zhang y col., 2004).

Evaluamos también la expresion del ARNm de CFTR mediante la técnica de RT-
PCR en células BeWo. Pudimos observar que este canal se transcribe constitutivamente,
sin estimulos, y encontramos la banda esperada para CFTR de 295 bp, al igual que en la
linea celular T84 donde esta reportada la expresion constitutiva del canal (Prince y col.,
1993). Esto es consistente con estudios de la expresién de CFTR en placenta humana.
Mylona y col., encontraron que el ARNm de CFTR se expresa en extractos de placentas
humanas obtenidas del primer, segundo y tercer trimestre de embarazo, y en cultivos
primarios de citotrofoblasto con diferentes estadios de diferenciacion, asi como en la
linea celular JAr de coriocarcinoma de placenta humana. En estos estudios, en las
células JAr la expresion de CFTR fue menor que en los cultivos de citotrofoblasto,
indicando que en las células indiferenciadas y no polarizadas, como las JAr, el canal se

expresa muy poco o no se expresa (Mylona y col., 1996).

Nuestros ensayos de Western blot indican que las células BeWo expresan la
proteina CFTR también de manera constitutiva. Utilizando dos anticuerpos especificos
pudimos detectar la banda caracteristica de ~160 KDa encontrada también en placentas
normales por otros autores (Castro Parodi y col, 2009) que corresponde a la forma
glicosilada del canal. En algunos casos, evidenciamos una banda de menor tamafio que
indica su forma no glicosilada, ambas son productos del procesamiento de la biosintesis
de la proteina CFTR. La adquisicion de los oligosacaridos por el extremo N-terminal del

CFTR se produce en el reticulo endoplasmatico y el polipéptido glicosilado se exporta al



aparato de Golgi, y una vez completada alli la glicosilacion por enzimas
glicosiltransferasas, el transporte del CFTR progresa a la membrana plasmatica. Las
células epiteliales polarizadas, como es el caso de las células trofoblasticas, tienen como
propiedad fundamental la distribucion asimétrica de proteinas en distintos dominios de la
membrana plasmatica. La clasificacion apical/basolateral de las proteinas esta regulada
por la secuencia de aminodcidos, glicosacaridos o lipidos. Se ha demostrado que la
glicosilacién es independiente para que CFTR se pueda transportar a la membrana
apical, sin embargo cuando el CFTR no esta glicosilado, el canal se desestabiliza en la
membrana apical, se internaliza, y se transporta a la membrana basolateral y/o a vias de
degradacion, es decir que la no glicosilaciéon del canal promueve el reciclado apical sin
afectar la funcionalidad del mismol. Las células polarizadas presentan una menor tasa de
reciclado de CFTR con respecto a las no polarizadas (Chang y col., 2008, Cholon y col.,

2010).

Teniendo en cuenta todo esto, podemos decir que la linea celular BeWo

derivada del citotrofoblasto exprese el gen y la proteina CFTR.

En sintesis, CFTR y ORCC se expresan funcionalmente en células BeWo y son
proteinas diferentes con una relacién regulatoria. Como se mencioné, se ha propuesto
que el CFTR controla al ORCC por un mecanismo autdcrino que involucra al CFTR,
dependiente de la liberacién de ATP (Gabriel y col., 1993, Schwiebert y col., 1995 Hryciw
y Guggino, 2000).

El maxi CI es el canal aniénico mas frecuente descripto en el sinciciotrofoblasto
y trofoblasto humano (Vallejos y Riquelme, 2007). El canal maxi ClI" se caracteriza por
una alta conductancia unitaria (200-500 pS), una actividad dependiente de voltaje con
forma de campana, y su sensibilidad al bloqueante DIDS, pero no al DPC (Riquelme y
col., 2006). A pesar de que en nuestros experimentos de canal Unico no utilizamos un
protocolo disefiado para estudiar este tipo de canal, detectamos en varios parches un
canal con una alta conductancia consistente con el canal maxi Cl" (datos no mostrados).

Aunqgue su caracterizacion estd mas alla del alcance del objetivo de este trabajo, esta



evidencia sugiere que los canales de CI" expresados en células BeWo, no deben diferir

de los del trofoblasto nativo.

Nuestros resultados mostrados hasta acd demostraron la funcionalidad de
canales como CFTR y ORCC en las células BeWo, utilizando bloqueantes de su
actividad. Por consiguiente, empleamos estos agentes farmacologicos para investigar si
el crecimiento de estas células es afectada cuando se inhiben los canales de CI.
Utilizamos el ensayo de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) para estudiar la proliferacion celular. La reduccién del compuesto MTT a formazan
tiene sélo lugar cuando la enzimas reductasas mitocondriales estan activas en la célula,
por lo tanto el monitoreo de la reduccion de MTT obtenida en cada tratamiento puede ser
directamente relacionado al numero de células viables (vivas) y proliferativas.
Encontramos que la proliferaciéon de células BeWo, en condiciones de cultivo con 10 %
de suero fetal bovino (SFB), fue inhibida por DPC (50-10000 uM), glibenclamida (1-1000
puM), DIDS (50-10000 uM) y CFTR;,n-172 (0.2- 7.5 uM) con 72 h de incubacién en una
manera concentracién-dependiente.

DPC redujo la proliferacion a la mitad (ICso) con una concentracion de 472 pM;
DIDS con una concentracién de 424 uM, glibenclamida con 33 pM y CFTR;,;»-172 con
0.55 pM. Estos Ultimos datos son consistentes con el hecho de que en nuestros
experimentos de patch clamp las concentraciones de estos blogqueantes que utilizamos
fueron muy similares, o en algunos casos mayores, y fueron suficientes para inhibir la
actividad de estos canales determinada electrofisiol6gicamente. De los resultados con el
bloqueo especifico con CFTRi\n-172 surge que CFTR esta participando en la
proliferaciéon de las células BeWo.

El bloqueo maximo de los canales de CI con todas las drogas utilizadas produjo
una reduccion de la proliferacion celular del 70-90 %, sugiriendo que los canales de CI
participan en la regulacion de este proceso. Aunque no estan claros los mecanismos

detallados de la regulacion de la proliferaciéon celular por canales iénicos, un mecanismo



seria que los canales i6nicos por el movimiento i6nico y cambios en el volumen celular
regulan la proliferacion modulando el potencial de membrana (Lang y col., 2005).

Cuando hay una sefial mitogénica, se producen cambios en el potencial de
membrana y en el volumen celular. En la fase G1 la célula se hiperpolariza y hay un
aumento del volumen y existe en el ciclo un punto de chequeo del tamafio celular.
Cambios en el potencial de membrana permiten la entrada de Ca*" a la célula lo cual
desencadena los mecanismos de sefializacion del ciclo celular (Pardo y col., 2004; Lang
y col., 2007). Se ha detectado también que durante la proliferacion los canales de CI
modifican su expresién durante los distintos estadios del ciclo celular. Por ejemplo, para
los canales de CI" activados por voltaje se ha observado un incremento en su expresion
en la fase G2 y del canal CIC-2 en la fase M. Estos cambios en la composicién de
canales i6nicos activos en la membrana celular durante el ciclo celular se traduce en
cambios en el potencial de la membrana de la célula durante las distintas fases del ciclo y
por lo tanto podria implicar distintos comportamientos del flujo de CI" (Blackiston y coal,
2009). El CFTR regula el volumen en distintos sistemas celulares, posiblemente debido a
su papel sobre otros canales i6nicos como el ENaC (Schreiber y col; 2004) y el ORCC
(Duan y col., 1997).

La regulacion del volumen celular mantiene los niveles apropiados de factores
criticos para la progresion del ciclo celular, como por ejemplo ciclinas y quinasas-
dependientes de ciclinas, necesarias para el control de la progresion desde la fase G1 a
S del ciclo (He y col., 2011). La limitacién de nuestros estudios de proliferacion celular es
qgue no podemos conocer a que nivel estarian modulando los canales i6nicos este
proceso. Se requieren de futuros estudios como por ejemplo del efecto que tienen los
blogueantes de canales de CI" en la expresion de ciclinas y quinasas, o en la distribucion
de las distintas fases del ciclo celular por citometria de flujo, o se deberian realizar
estudios para analizar cambios del volumen celular por canales de CI" en las células

BeWo.



En nuestro trabajo evaluamos en forma paralela si el efecto observado en la
proliferacion celular se debia a una disminucién en la viabilidad celular mediante la
técnica de azul tripano, en base a que las células muertas incorporan este colorante y se
tifien. Encontramos que con todos los blogueantes de canales de CI utilizados, el % de
viabilidad celular (células vivas con respecto al total de células contadas) disminuye de
manera concentracion dependiente en correlacion con los efectos observados en los
ensayos de MTT. A simple vista se podria descartar que la disminucién observada en la
proliferacion se deba a un arresto del ciclo celular, ya que en este caso la membrana
estaria intacta y no deberiamos haber observado células tefiidas (no viables).
Probablemente la proliferacion se deba a una desregulacion del ciclo y un aumento en la
muerte celular por vias como la apoptosis, necrosis 0 autofagia, que también implican
cambios en el volumen de la célula, pero se requerira del estudio de estos procesos para
poder conocer mas en profundidad como participan los canales de CI en la proliferacion
de las células BeWo.

Es interesante tener en cuenta que el CFTR se encontrd en placenta humana y
que en las células trofoblasticas estaria involucrado en la regulacién de la expresion
funcional y molecular de las acuaporinas (AQPs). Estas proteinas tienen un papel en la
regulacion del movimiento de agua, aumentando la permeabilidad de la membrana,
produciendo cambios en el volumen celular (Damiano y col., 2011). Ademas, existen
otras evidencias de la implicancia del transporte de cloruro en la fisiologia placentaria,
como el mantenimiento del potencial de membrana, la regulacién del volumen celular, el
transporte de solutos, etc. (Riquelme, 2009), por lo que seria posible pensar que en
células trofoblasticas los canales de CI' participen en estos procesos y en la proliferacion
celular. ElI CFTR se localiza también en el endometrio humano (Zheng y col., 2004).

La expresion de los canales CFTR y ORCC, junto con otros canales
dependientes de AMPc en células trofoblasticas podria asociarse con la composicion del
fluido y electrolitos en el tejido placentario. El transporte de CI” podria conducir, mediante

cambios en el potencial de membrana de la célula, al movimiento de iones con carga



positiva como Na* por canales de sodio como el ENaC, o podria haber una interaccién
entre CFTR y ENaC (Berdiev y col., 2009) y esto producir cambios en el nivel del fluido
del trofoblasto y del medio para facilitar la proliferacién y migracién del trofoblasto e
invadir el endometrio uterino.

La regulacién del ENaC por el CFTR depende del tipo de epitelio estudiado. En
los epitelios secretores (vias aéreas, pancreas), la activacion del CFTR disminuye la
actividad del ENaC mientras que el efecto opuesto se observa en los epitelios
absortivos (rifidn, glandulas sudoriparas y colon) con aumento en la actividad del ENaC.
El mecanismo de esta regulacién es poco conocido, pero brinda una explicacién sencilla
para el hecho que la concentracion de Na“ en el sudor de los enfermos con fibrosis
quistica es elevada respecto a las personas sanas (figura 58). En las células con fibrosis
quistica se observa un potencial transpitelial mas negativo que en condiciones normales.
Una posibilidad seria que la célula estd despolarizada por la entrada de Na' sin el
acompafnamiento del CI'. Eso produce una disminucion de la fuerza impulsora para el
Na* ,su menor entrada y el consiguiente aumento en el liquido extracelular. Esto llevaria

en el organismo enfermo a un aumento en la concentracién de Na* del sudor.
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Figura 58. Esquema que relaciona la actividad del CFTR y ENaC en epitelio de

glandula sudoripara. El potencial transepitelial (Vt) es potencial en cara basolateral,

(VBL) - potencial en cara apical (VA). En las células de pacientes con fibrosis quistica

la actividad del CFTR esta disminuida o ausente y esto se traduce en una menor

activacion del ENaC y un Vt mas negativo que en las células sanas. Esto se traduce

en un aumento de Na* en el sudor de los enfermos.

Hay otros mecanismos propuestos para la regulacion del ENaC por parte del

CFTR. Por ejemplo, en estudios en células de la via aérea se ha demostrado que el
CFTR altera el trafico de ENaC desde su sitio de sintesis hacia la membrana celular y
produce cambios en la probabilidad de apertura del canal (Rubenstein y col. 2011). En
estudios de expresién heteréloga de ENaC y CFTR en ovocitos de Xenopus laevis se ha
demostrado que el CFTR inhibe la actividad del ENaC por medio del incremento en la
concentracion intracelular de CI" (Bachhuber y col, 2005) mientras que Berdiev y col.
(2009) sugieren que la reduccién en la actividad del ENaC por activacion del CFTR se
debe a la interaccién fisica entre las dos moléculas. Si bien se ha demostrado la
colocalizacion muy estrecha entre estas dos moléculas, no se puede descartar que en
esta regulacion intervengan otra molécula o el movimiento iénico.

Estudios recientes propusieron que la entrada de Na® en si es una sefial

mitogénica iniciando la progresion del ciclo celular en células de glioma e inhibidores del



transporte de Na® llevaron al arresto del ciclo, y que el ENaC esta involucrado
criticamente en la proliferaciéon y migracion de estas células (Rooj y col., 2011).

Por ultimo, un hecho interesante es que la expresion de CFTR disminuye en
placentas preeclampticas, en donde se ha observado una inadecuada e incompleta

invasion del trofoblasto (Huppertz, 2008; Castro Parodi y col., 2009).

2. ESTUDIOS DE MIGRACION CELULAR Y LA PARTICIPACION DEL E NAC, EN
CELULAS BEWO DE TROFOBLASTO HUMANO.

El Na* es el principal cation de los fluidos extracelulares y estéa relacionado con
el balance del volumen del liquido extracelular. ElI canal de Na® ENaC contribuye al
mantenimiento de la homeostasis de Na" a través de su expresion funcional en una
variedad de células y tejidos epiteliales asi como en la placenta humana. La actividad de
ENaC esta regulada por una serie de factores que en Ultima instancia afectan tanto el
numero de canales expresados en la superficie de la célula (N) o la probabilidad de
apertura (Po) del canal. EI N es controlado por hormonas y proteinas de sefalizacion que
afectan tanto la transcripcion como el trafico de las subunidades de ENaC. La Po esta
regulada por muchos factores. EI ENaC esté formado por tres subunidades homdélogas a,
B, v, y es miembro de la familia de ENaC/ degenerinas de los canales i6nicos. Los
canales de esta familia tienen una variedad de funciones celulares pero tienen en comudn
que todos los miembros son selectivos al Na* y sensibles al bloqueante amiloride en
diversos grados. ENaC responde a estimulos mecanicos y quimicos, y es sensible a
aldosterona y otras hormonas (Kleyman y col., 2011).

En este trabajo realizamos estudios de migracién celular para evaluar la
participacion del canal ENaC en el desplazamiento e invasion de las células BeWo. En
primera medida evaluamos los efectos de la aldosterona y el amiloride en la reparaciéon
de la herida y la migracion celular. Pudimos observar que las células cultivadas en una

concentracion 1% de SFB, tratadas con aldosterona por 6 h presentaron un



comportamiento migratorio mayor (~38 % de reinvasién de la herida con respecto al valor
inicial) que las células no estimuladas (~20 %), o que las células estimuladas pero
inhibiendo las corrientes de Na® por amiloride (=20 %). Habiendo determinado
anteriormente (del Mdnaco y col, 2008a) que las células tratadas con la aldosterona
aumentan las corrientes de Na', inferimos que los efectos observados en la migracién
celular se deberian al aumento de la presencia y/o la funcionalidad de ENaC en las
células estimuladas. Ya se habia detectado la participacién del ENaC en la migracion
celular en el endotelio de cérnea bovino (Chifflet y col.,, 2005). Los investigadores
sugerian que la despolarizacion producida por el canal cuando se generaba un dafio en
el tejido podia regular la reorganizacién del citoesqueleto, previo a la migracién de las
células y el cierre de la herida.

Dado que el canal pertenece a una superfamilia de proteinas entre las cuales se
encuentran algunos mecanotransductores, se sugiere que el ENaC también posee la
capacidad de traducir sefiales mecanicas ademas de su actividad conocida como canal
ibnico. Cambios en la presién hidrostatica y estiramiento regulan el ENaC y por su
relacion con el citoesqueleto podria ser el nexo entre determinados estimulos mecanicos
y la migracidn celular (Carattino y col., 2004; Drummond y col., 2007). De esta manera, el
ENaC recibiria la sefial de injuria y la transmitiria al interior celular, con posterior
liberacién de citoquinas y factores de crecimiento (Grifoni y col., 2006). De todas
maneras, consideramos que no alcanza con la sola presencia del canal en la membrana
plasmatica para generar un efecto en la migracién celular, sino que el canal debe
transportar iones para inducir una respuesta de migracion acelerada ya que el amiloride
(bloqueante de oclusion del poro) revirtid la modulacién positiva por aldosterona. Sin
embargo, el tratamiento con amiloride sélo inhibid la reparacion de la herida a niveles
control. La inhibicién con amiloride de los efectos provocados por la aldosterona pueden
ser un indicio de la necesidad de transporte para la concrecién del estimulo. Un ejemplo
de este hecho se observa en los procesos de invasion de los tumores malignos, donde

las células poseen una elevada concentracion de Na' intracelular. La aplicacion de



amiloride disminuye la proliferacion de estas células (Sparks y col., 1983). Hay trabajos
gue demuestran el ENaC en epitelio mamario y que el crecimiento de adenomas
mamarios podian inhibirse con la aplicacién de amiloride, sugiriendo la participacién del
canal en la proliferacién y migracion tumoral (Boyd y col., 2007). Vila-Carriles y col.
(2006) han demostrado que parte del mecanismo por el cual los gliomas invaden los
tejidos normales es por una corriente de Na* mediada por un canal de la familia de
degenerinas.

Nuestros resultados sugieren que la estimulacion de ENaC mediada por
aldosterona es necesaria para generar un efecto significativo en la reparacién de la
herida y esto no se observd en condiciones basales, ya que los cultivos expuestos a
aldosterona tienen una velocidad de cierre de la herida mayor en todas las muestras
registradas, con respecto a los demas tratamientos. En un trabajo previo de nuestro
laboratorio observamos que las células BeWo sélo presentaban corrientes de célula
entera sensibles a amiloride cuando se trataban con aldosterona (del Ménaco y col.,
2008a).

El canal intercambiador Na'/H" (NHE1) esta presente en las células BeWo
(Silva y cal., 1997) y ha sido relacionado con la migracion celular de la siguiente manera:
1) la actividad de este canal, que esta restringido al borde del frente en el lamellipodio de
células migratorias, contribuye a la migracién actuando como transportador de solutos, y
alli aumenta el volumen celular ; 2) el NHEL tiene un gran efecto en la organizacion del
citoesqueleto de actina y 3) NH31 funciona como anclaje para los filamentos de actina
en la membrana plasmatica (Schwab y col., 2005). Teniendo en cuenta estas
evidencias, decidimos estudiar la participacion de ENaC en el efecto observado en
nuestro sistema en las células tratadas con aldosterona, utilizando oligonucledtidos
antisentido dirigidos a la subunidad a del canal. Las células expuestas al antisentido
cubrieron una superficie menor (~20 %) de la herida con respecto a las tratadas sélo con
aldosterona (~30 %) o las células con el oligonucléotido sentido (~30 %), y observamos

mediante los ensayos de Western blot que la expresién de la proteina ENaC redujo su



expresion en presencia del oligonucleétido antisentido. También comprobamos en los
ensayos de inmunofluorescencia, que las subunidades de ENaC se expresan mas
abundantemente cerca del borde de la herida en las células, apoyando la idea de que
esta proteina participa en una sefial luego de realizada la lesion en la célula. Ademas,
las células tratadas con los oligonucle6tidos antisentido no evidenciaron corrientes
sensibles al amiloride detectables, mientras que el tratamiento con el oligonucleétido
sentido evidencid un componente sensible al amiloride (INa (qmi))= ~12 pA/pF),
indicando en este tratamiento la activacion de las corrientes por AMPc. Estas corrientes
fueron similares a aquellas observadas previamente en otros trabajos de nuestro grupo
para células BeWo estimuladas con aldosterona y un analogo de AMPc (8Br-AMPc) (del
Monaco y col., 2008a).

La proliferacion podria enmascarar la contribucion de la migracion en la
reparacion de la herida (Grifoni y col., 2006). Para evaluar esto, medimos la proliferacién
celular con el ensayo de MTT. En una muestra homogénea de células, como la linea
celular BeWo, la reduccion de MTT es proporcional al ndmero de células
metabdlicamente activas y es usada como un indicador de la proliferacion o viabilidad.
Nuestros resultados muestran que ni la aldosterona ni el amiloride aumentan la
proliferacion de células BeWo cultivadas con 1 % de SFB a las 6 h.

Por lo tanto, nuestros resultados evidenciaron que la aldosterona aumenta la
migracion de células BeWo probablemente a través de sus efectos por el canal ENaC.

Ademas, nuestros resultados muestran que en presencia del analogo de AMPc,
8Br-AMPc, hay un mayor comportamiento de la reparacion de la herida (~45 %) en
células BeWo tratadas con aldosterona, con respecto a las células en presencia sélo de
aldosterona. Pensamos que esto es debido posiblemente a un aumento del nimero de
canales apicales por el reclutamiento de ENaC de los pooles de almacenamiento
subapicales (Butterworth y col., 2010). Las células tratadas con aldosterona en ausencia
de 8Br-AMPc migraron cubriendo el 25% de la herida, pero este efecto no fue

acompafiado de un efecto significativo de las corrientes sensibles al amiloride. La



incubacion con aldosterona no alterod las corrientes basales de las células que pueden
explicar el aumento en la migracion celular (del Ménaco y col., 2008a). Sin embargo, los
oligonucledtidos antisentido contra a-ENaC abolieron este efecto, lo que sugiere una
participacion de ENaC independiente de su papel como un canal iénico.

En nuestro trabajo utilizamos 100 nM de aldosterona debido a que esta en el
rango estudiado por otros autores que trabajan en el ENaC, siendo la menor
concentracion alrededor de los 10 nM y 1.5 uM la mas alta (McEneaney y col., 2008;
Helms y col., 2005). Una menor concentracion de aldosterona (10 y 50 nM) influencié la
reparacion de la herida solamente después de 12 h de realizada la herida en
comparacion con el tratamiento control (~21 %, 23 %y 16%, respectivamente).

Las investigaciones en ENaC son dificultosas debido a la baja abundancia de
este canal en tejidos no estimulados con hormonas. En este sentido, es interesante tener
en cuenta que el canal estd muy regulado. En particular, la modulacién por la aldosterona
produce un aumento en el trafico de ENaC y su expresion en la membrana apical (Asher
y col., 1996; Stokes y col., 1998; Alvarez de la Rosa y col., 2002; Verrey y col., 2008;
McEneaney y col., 2008; Butterworth y col., 2005), un aumento en la Po del canal,
debido a una activacion de los canales por protedlisis (Kemendy y col., 1992; Kleyman y
col., 2009; Galiziay col., 2011), y un aumento en un proceso de metilacion de la proteina
gue ha sido relacionado a la activacion genémica y no genémica de ENaC (Edinger y
col., 2006; Zhang y col., 2006).

Dado que la accion de la aldosterona parece implicar un mecanismo que
aumenta la Po de ENaC, y este canal participa en la migracién de las células BeWo,
medimos los procesos de migracion y proliferacién celular asociados a la reparacién de
la herida en las células BeWo y los efectos que tenian la inhibicién y estimulacién de las
reacciones de metilacion.

Estudiamos si la metilacién esta implicada en el efecto de la aldosterona.
Cuando las células tratadas con el inhibidor de las reacciones de metilacion 3-

deazaadenosina (3-DZA) a una concentracion de SFB del 1 %, la reinvasion de la herida



medida a las 6 h después de la lesion fue del ~10% de su valor inicial, consistente a lo
observado por otros autores en células BeWo (Rahnama y col., 2006), mientras que
hubo una reinvasion del 45% cuando las células se cultivaron sélo con la aldosterona y
AMPc. Este efecto de 3-DZA se revirti6 cuando el donante de metilos S-
adenosilmetionina (AdoMet) estaba presente en el cultivo.

Nuestros resultados también mostraron que el 3-DZA bloque6 la estimulacion
del transporte de Na" inducida por la aldosterona (INa (ami)= ~ -7.0 pA/pF), sin afectar las
cantidades de ninguna de las tres subunidades de ENaC, lo que sugiere que la
estimulacion por la metilacién se produce como un proceso posterior a la traduccién que
di6 lugar a cambios en la cinética de ENaC. Nuestros datos se correlacionan con los de
Becchetti y col. (2000) y Edinger y col. (2006) que encontraron en células epiteliales que
la aldosterona aumenta la Po y las corrientes de Na' totales a través de ENaC sin
cambios significativos en el nimero de canales y que el 3-DZA como otros inhibidores de
la metilacion, bloquean la accion de la hormona. Estos resultados son consistentes con la
idea de que las reacciones de metilacion se requieren para la actividad normal del ENaC.
A diferencia con el tratamiento con 3-DZA 200 M, AdoMet aumenta las corrientes
sensibles al amiloride (INa (ami) = ~ -11.0 pA/pF) en células tratadas con 3-DZA, a pesar
de que las corrientes no se restauran a los niveles basales (INa (gmi)= ~ -15 pA/pF) .
Probablemente esto se debe a que las membranas celulares tienen generalmente una
baja permeabilidad a AdoMet y se requiere una mayor concentraciébn para que
permeabilice la célula (Dr. Sarah Sohraby, comunicacion personal).

La proliferacion celular podria enmascarar la contribucién de la migracién en la
cicatrizacion de la herida (Vicente-Manzanares y Horwitz, 2011; Grifoni y col., 2006).
Para descartar este efecto, se midio la proliferacién celular con el ensayo de MTT. En
una muestra homogénea de células (como la linea celular BeWo) la reducciéon de MTT es
proporcional al nimero de células metabdlicamente activas y se utiliza como un indicador

de la proliferacion o la viabilidad. Nuestros resultados muestran que ninguno de los



tratamientos altera la proliferacion de las células cultivadas en BeWo a una concentracion
de 1% de SFB.

Se ha demostrado que proteinas involucradas en la invasién de células
trofoblasticas son modificadas epigenéticamente por metilacién, y que la inhibicion de las
enzimas metiltransferasas encargadas de la modificacion genera un fenotipo celular no
migratorio. Los principales blancos para esta regulacion son los promotores de proteinas
de adhesion y de unién célula-célula (Rahnama y col., 2006). Sin embargo, la actividad
de las metiltransferasas sobre el ENaC puede estimular su actividad y su participacion en
la migracién celular. La aldosterona estimula una reaccion de carboximetilaciéon en la
subunidad-B del ENaC, incrementando su Po como un efecto estimulante agudo
(Bechetti y col., 2000), que no requiere la expresion de novo de las subunidades de
ENaC (Edinger y col., 2006).

No sabemos cémo ENaC esta relacionado con la migracion celular. Como se
sefialé en varias oportunidades, el ENaC puede funcionar como un mecanoreceptor y en
nuestras condiciones experimentales, el Na* que entra a través del ENaC podria ser una
sefial intracelular antes que las células comiencen a migrar. Algunos autores sugieren
que el transporte de Na* por ENaC, y el consecuente movimiento del agua, favorecen la
hinchazén de células requerida para la expansion del lamelipodio (Kapoor y col., 2009),
asi como la idea de que la despolarizacion generada por ENaC estimula la
reorganizacion del citoesqueleto (Chifflet y col., 2005). Pensamos que los canales de CI
encontrados en las células trofoblasticas, junto con ENaC también podrian contribuir al
equilibrio entre los movimientos de cargas positivas y negativas requeridos para los
mecanismos involucrados en la migracion de estas células.

La migracion celular es un proceso fundamental que controla la morfogénesis, la
inmunidad y la inflamacion, la regeneracion del tejido y la angiogénesis. Su desregulacién
causa, o es parte de muchas enfermedades, incluyendo sindromes autoinmunes, la
inflamacién crénica, retraso mental, y la metastasis tumoral, entre otros (Vicente-

Manzanares y Horwitz, 2011). Los canales i6nicos y los transportadores participan



activamente en este proceso, siendo regulado por los componentes del citoesqueleto y el
volumen celular (Lui y col., 2010; Schwab y col., 2005; Mills y Mandel, 1994; Marino y
col., 2010; Riquelme y col., 2011).

Por otra parte, la interdependencia de los filamentos de actina y el volumen de
las células desempefian un papel importante en la migracion celular donde los canales
i6bnicos y transportadores crean el ambiente intracelular necesario para el 6ptimo
funcionamiento de la maquinaria del citoesqueleto en la migraciébn para el
desplazamiento celular (Schwab y col., 2005).

Es sabido que la concentracion de aldosterona en plasma durante el embarazo
aumenta y se reduce en un 50% en las mujeres con preeclampsia (Langer y col., 1998;
Shojaati y col., 2004). Las causas de la preeclampsia no se conocen (Huppertz, 2008;
Knoéfler y col., 2011; Orendi y col., 2011). Uno de los mecanismos propuestos es una
disminucion de la invasion del trofoblasto por lo que las células invaden a un ritmo menor
los tejidos de la madre y hay defectos en el remodelamiento de la arterias espiraladas
(Redline y Patterson, 1995; Nadeem y col., 2011) llevando a una disminucion en el flujo
sanguineo y generando situciones de hipoxia que puede tener efectos sobre el desarrollo
del feto o en la fisiologia del trofoblasto (Roberts y col., 2008; Huppertz, 2008). Aunque
nuestros estudios se realizaron in vitro en una linea celular trofoblastica, los resultados
presentados en esta investigacion podrian estar relacionados con esta condicién. La
menor concentracion plasmatica de aldosterona -uno de los principales reguladores del
ENaC- en mujeres preeclampticas (Shojaati y col., 2004) podria provocar una defectuosa
activacion del ENaC aunque no hay datos sobre esto. Ademas, las placentas
preeclampticas presentan una alteracion de la expresion de una variedad de genes,
cuyos productos proteicos pueden participar en la generaciéon de sintomas de la
enfermedad (Sharkey y col., 2001), lo que podria tener consecuencias para la correcta
actividad del SCT, tanto en su participacién de transporte, como en la actividad migratoria

de las células.



VII. CONCLUSION




En la placenta humana, de tipo hemocorial, la sangre de la madre contacta en
forma directa con el corion y esta separada de la sangre del feto por las membranas del
sinciciotrofoblasto (SCT) y el endotelio de los vasos sanguineos fetales. Las células que
forman el SCT estan polarizadas en su funcidén y contenido de canales ibénicos y
transportadores, equivalentes a las membranas apical y basal de los epitelios. EI SCT
gue recubre las vellosidades coridnicas regula el pasaje transcelular de solutos y agua,
mantiene el crecimiento fetal normal con numerosos sistemas de transporte controlados
por mecanismos homeostaticos. EI movimiento del CI'y Na* es de particular importancia,
por ser los iones mas abundantes en el medio extracelular y por su contribucion a la
osmolaridad plasmatica. En este trabajo estudiamos tres proteinas involucradas en la
homeostasis de CI'y Na* en células BeWo como modelo de trofoblasto humano.

En primer lugar confirmamos la presencia de corrientes de Cl” en estas células y
detectamos la expresion y actividad de dos canales anionicos, el canal de cloruro con
rectificacion saliente (ORCC) y el canal regulador de la fibrosis quistica (CFTR). EI CFTR
regula el ORCC, asi como otros canales iénicos, incluido el canal de sodio epitelial
(ENaC) por varios mecanismos (Kunzelman y col.,, 1999; Schwiebert y col., 1995,
Bachhuber y col, 2005, Berdiev y col. 2009, Hryciw y Guggino, 2000). Se confirmé por
técnicas de biologia molecular que CFTR se expresa en esta linea.

Debido a las funciones asociadas a estas proteinas, evaluamos la participacién
de los canales anibénicos en la proliferacién de células BeWo. Encontramos que los
canales anidnicos, y en particular el CFTR esta involucrados en el crecimiento y viabilidad
celular. Los canales por el movimiento i6nico y cambios en el volumen celular regulan la
proliferacion modulando el potencial de membrana (Lang y col., 2005). EI CFTR regula el
volumen en distintos sistemas celulares, posiblemente debido a su papel sobre otros
canales i6nicos como el ENaC (Schreiber y col; 2004) y el ORCC (Duan y col., 1997).
Por lo tanto estos canales participarian en la proliferacién de células trofoblasticas.

Por otra parte, analizamos el aporte que pudiera realizar la presencia del ENaC

en células BeWo sobre sus aptitudes migratorias. El tratamiento de las células con



aldosterona indujo un aumento de la velocidad en el desplazamiento natural de células
gue intentan cerrar una herida (wound healing) involucrando la metilacion de la subunidad
B del ENaC por la aldosterona, asi como de otras moléculas que participan en la
migracion. Por el contrario, el bloqueo del ENaC con amiloride resulta en una menor
velocidad de la reparacion de la herida. EI ENaC participa en una sefial luego de
realizada la lesion en la célula. Esto indicaria que la estimulacion generada por la
hormona sobre las células, y por consiguiente sobre el canal ENaC influye también en la
migracion celular. Efectos similares del canal sobre la migracién celular han sido
observados en otros tejidos animales (Chifflet y col., 2005; Grifoni y col., 2006). El
mecanismo propuesto por el cual el ENaC interviene en la reparacién de las heridas
sugiere que la despolarizacion generada por el influjo de iones Na* a través de canales
ENaC conduce un estimulo para la reorganizacion del citoesqueleto, paso necesario
previo a la migracion celular. El efecto de aldosterona en la migracion celular no fue
acompafiado de un efecto significativo de las corrientes sensibles al amiloride. La
incubacién con aldosterona no alterd las corrientes basales de las células que pueden
explicar el aumento en la migracién celular (del Ménaco y col., 2008a). La aldosterona en
conjunto con AMPc producen un efecto mayor en la migracion celular correlacionado con
un aumento en las corrientes basales por ENaC, posiblemente porque aumentan el
namero de canales apicales por el reclutamiento de ENaC de los pooles de
almacenamiento subapicales (Butterworth y col., 2010).

Los niveles plasmaticos de aldosterona son menores en las mujeres con cuadro
de preeclampsia (Langer y col., 1998; Shojaati y col., 2004), lo que podria generar
defectos en la expresion del ENaC de las células del trofoblasto humano enfermo. Esto
generaria una inadecuada invasién del trofoblasto a las arterias espiraladas del utero
materno que alteraria el desarrollo de la vasculatura materno fetal y produciria como
consecuencia un defecto en la implantacién embrionaria (Mushambi y col., 1996; Sibai y
col., 2005; Huppertz, 2008). Ademas, defectos en los canales aniénicos también podrian

participar en la enfermedad.



Estos resultados nos permiten concluir que las células de trofoblasto humano
expresan canales de CI'y Na® funcionales con las caracteristicas esperadas para el
ORCC, CFTR y ENaC. El estudio y participacion de estos canales en los procesos de
proliferacion y migracion en células derivadas de placenta humana son originales de este
trabajo de tesis, cuyos resultados aportan al escaso conocimiento previo de estos en
membranas del SCT. Los datos obtenidos a partir de lineas celulares de coriocarcinoma
pueden compararse con células de cultivo primario de trofoblasto. Esto se debe a la
consistencia de resultados obtenida hasta el momento en los estudios placentarios que
utilizaron estas lineas celulares como modelo (Sullivan, 2004; Al-Nasiry y col., 2006, del
Monaco y col., 2008). Se pueden observar diferencias entre ambos tejidos pero son
generalmente mas numerosas las similitudes que dichas diferencias. Ademas, la
homogeneidad de las células, la reproducibilidad de los resultados y la practicidad de
propagacion de estas células in vitro se convierten en ventajas importantes (Al-Nasiry y

col., 2006).

Podemos concluir que las proteinas ORCC, CFTR y ENaC se expresan en la
linea celular BeWo, participando en la actividad de las células de trofoblasto. A

pesar que el papel de las proteinas en el tejido estan en estudio, la p articipacion de

las mismas en el transporte de iones transplacentario, la proliferacion o mig racion,
podria tener relevancia en el crecimiento fetal-placentario como asi t ambién para la
migracion de las células del SCT, llevando a defectos en la invasion tro foblastica

qgque comprometan la implantacién embrionaria. Estos sucesos representan
factores de riesgo en la preeclampsia y futuros estudios sobre el tema permitiran
completar los conocimientos hasta ahora obtenidos de la fisiopatolo gia de la

enfermedad.
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