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ABSTRACT

Na',K"-ATPase, or the Na" pump, is a key component in the maintenance of the epithelial
phenotype. In most epithelia, the pump is located in the basolateral domain. Studies from
our laboratory have shown that the B1 subunit of Na*,K"-ATPase plays an important role in
this mechanism because homotypic Bi-f1 interactions between neighboring cells stabilize
the pump in the lateral membrane. However, in the retinal pigment epithelium (RPE), the
Na" pump is located in the apical domain. The mechanism of polarization in this epithelium
is unclear. We hypothesized that the apical polarization of the pump in RPE cells depends
on the expression of its 32 subunit. ARPE-19 cells cultured for up to 8 weeks on inserts did
not polarize, and Na',K'-ATPase was expressed in the basolateral membrane. In the
presence of insulin, transferrin and selenic acid (ITS), ARPE-19 cells cultured for 4 weeks
acquired an RPE phenotype, and the Na" pump was visible in the apical domain. Under
these conditions, Western blot analysis was employed to detect the P> isoform and
immunofluorescence analysis revealed an apparent apical distribution of the 2 subunit.
gPCR results showed a time-dependent increase in the level of P> isoform mRNA,
suggesting regulation at the transcriptional level. Moreover, the silencing of the expression
of the 32 isoform in ARPE-19 cells resulted in a decrease in the apical localization of the
pump, as assessed by the mislocalization of the o> subunit in that domain. Our results
demonstrate that the apical polarization of Na", K"-ATPase in RPE cells depends on the

expression of the 32 subunit.
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RESUMEN

La Na" K"-ATPasa 6 bomba de sodio, es un importante componente en el mantenimiento
del fenotipo epitelial. En la mayoria de los epitelios, la bomba esta localizada en el dominio
basolateral. Estudios realizados en nuestro laboratorio muestran que la subunidad B de la
Na',K'-ATPasa juega un papel importante en este mecanismo, gracias a las interacciones
homotipicas Bi-f1 entre las células vecinas que estabilizan a la bomba en la membrana
lateral. Sin embargo, en el epitelio pigmentario de la retina (EPR) la bomba de Na* estd
localizada en el dominio apical. Los mecanismos de polarizacioén en estos epitelios no son
claros. Nosotros proponemos que la polarizacion apical de la bomba en las células EPR
depende de la expresion de la subunidad .. Las células ARPE-19 cultivadas durante 8
semanas en insertos no se polarizan, y la Na",K'-ATPasa se expresa en la membrana
basolateral. En presencia de insulina, transferrina y acido selénico (ITS), las células ARPE-
19 cultivadas durante 4 semanas adquirieron un fenotipo epitelial EPR y la bomba de Na*
se observo en el dominio apical. Bajo estas condiciones, el ensayo de Western blot y el de
inmunofluorescencia empleados para detectar a la isoforma [P, revelan una aparente
distribucion apical de la subunidad B2. Los resultados obtenidos por RT qPCR muestran un
incremento en las cantidades de ARNm de la isoforma [, a través del tiempo, sugiriendo
una regulacion transcripcional de esta isoforma. Ademas, el silenciamiento de la expresion
de la isoforma B2 en las células ARPE-19 resulta en la disminucion de la localizacion apical
de la bomba, asi como la deslocalizacion de la subunidad o> en este dominio. Nuestros
resultados demustran que la polarizacion apical de la Na",K"-ATPasa en las células EPR

depende de la expresion de la subunidad f3,.
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PROLOGO

La Na',K'-ATPasa 6 bomba de Na', es el principal intercambiador de Na" y K" a través de

la membrana plasmatica en las células eucariotas.

La Na"K'-ATPasa es un heterodimero que estd constituido principalmente por las
subunidades o y B. Para que realice el transporte de iones a través de la membrana
plasmatica se requiere de ambas subunidades (Fambrough, 1988; Martin-Vasallo y col.
1989). La subunidad a es la responsable de las funciones cataliticas de la enzima (Ohtsubo
y col. 1990). La subunidad 3 es una glicoproteina indispensable para la estabilizacion
estructural y la maduracion de la holoenzima (Geering y col. 1989; Ackermann y Geering
1990), y es la responsable del transporte de la subunidad a hacia la membrana plasmatica
(Noguchi y col. 1987; Martin-Vasallo y col. 1989). Finalmente, tiene una pequeiia
subunidad llamada y que pertenece a la familia de proteinas FXYD y que modula la

actividad catalitica de la Na",K"-ATPasa (Cortas y col. 1991).

En la mayoria de los epitelios, la Na",K'-ATPasa reside en la superficie basolateral
(Cereijido y col. 1980, Ernst y Mills, 1980; Fambrough y Bayne 1983; Kashgarian, y col.
1985). La polarizacion de la Na",K"™-ATPasa ha sido estudiada durante varios afios tratando
de contestar las siguientes preguntas ;Cual es el mecanismo de polarizacion de la bomba de
sodio en los epitelios? y mas especificamente ;Como llega al dominio basolateral la
proteina recién sintetizada? ;Cudl es la maquinaria que la identifica como proteina

basolateral y la dirige a ese dominio?

Varios estudios han demostrado que la enzima recién sintetizada es enviada de manera
directa a la membrana plasmatica lateral (Caplan col. 1986; Contreras y col. 1989 y 1995;
Cereijido y col. 2001; Shoshani y col. 2005). Aunque esta claro que la subunidad a tiene la
informacion para enviar a la Na",K'-ATPasa a la membrana lateral en los epitelios (Mays y
col, 1995), los esfuerzos para identificar esa secuencia amino acidica han sido infructuosos
(Dunbar y col. 2000), por lo que se piensa que no existe una sefial canonica como las que se

conocen en otras proteinas basolaterales. Lo que si queda claro es que una vez que llega a la
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membrana lateral, la bomba de sodio se ancla al citoesqueleto de ankirina-fodrina

(Hammerton y col. 1991; Muth y col. 1998).

En nuestro grupo de trabajo nos hemos interesado desde hace algunos afos en el papel
fisiologico de la Na“",K'-ATPasa, en diferentes procesos celulares como la diferenciacion,
la adhesion celular y la polarizacion. Siendo eje fundamental de nuestros estudios el
mecanismo de polaridad de la Na*,K*-ATPasa, nos hemos enfocado en demostrar que la
subunidad 3 de la bomba juega un papel importante en este mecanismo. Los trabajos del
laboratorio demostraron que la subunidad (i funciona como molécula de adhesion
homotipica en los epitelios. Una vez que llega a la membrana lateral ésta se asocia con la
subunidad B1 de la célula vecina y estabiliza a la bomba en este dominio (Shoshani y col.
2005). La retencion especifica de la Na" K'-ATPasa en la membrana lateral se debe a la
interaccion directa entre las subunidades 1 de las células vecinas (Padilla-Benavidez y col.

2010) y es parte esencial en el mecanismo de polarizacion de la bomba en los epitelios.

Sin embargo, existen casos excepcionales de algunos epitelios en los que la Na",K"-ATPasa
se polariza en el dominio apical, como por ejemplo: el epitelio del plexo coroideo del
cerebro y el Epitelio Pigmentario de la Retina (EPR). Por lo que nos preguntamos ;Cuales
son los mecanismos de polarizacion apical de la Na'",K'-ATPasa en aquellos epitelios?
Nosotros pensamos que la subunidad B juega un papel importante en la polarizacion apical
también y planteamos que la polaridad de la bomba de sodio en el epitelio pigmentario de

la retina (EPR) esté relacionada con la expresion de isoformas 3 especificas.

Se conocen tres isoformas de la subunidad [ que se expresan en diferentes tejidos y se
diferencian principalmente por su grado de N-glicosilacion. Mientras que las isoformas 1 y
[3 tienen tres sitios de N-glicosilacion, la B2 tiene 7. Se ha postulado que la N-glicosilacion
funciona como senal de polarizacion, debido a que las subunidades 1 y B3 se encuentran en
el dominio basolateral y B2 en el dominio apical. Con estos antecedentes nos dimos a la
tarea de estudiar la participacion de la subunidad B2 de la Na",K'-ATPasa en el mecanismo

de polaridad de la bomba, en el epitelio pigmentario de la retina. En el presente trabajo nos
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enfocaremos en contestar la siguiente pregunta: ;La subunidad B2 es la responsable de la

polaridad apical de la Na*,K*-ATPasa en células EPR?

Ademéds este trabajo es el primero en su tipo gracias a que resulve una pregunta que tiene
40 afios aproximadamente sin resolverse ;Como se polariza la Na*,K*-ATPasa en el
dominio apical? Base fundamental para entender los procesos formativos de los epitelios y

explicar la asociacion y mantenimiento de los fotorectores con las células EPR.

Al mismo tiempo nuestra investigacion pretende relacionar los mecanismos de polaridad
apical en las céulas EPR con los demas epitelios para su correcto funcionamiento y
entender los procesos de desarrollo para enfermedades de la retina como
Retinitispigmentosa y Retinoblastomas en donde esta alterado el fenotipo epitelial en varios
niveles. Estas enfermedades afectan a una parte de la poblacion mexicana, dejando a los
pacientes invalidos visulamente y comprometiendo su vida laboral y fisica a corto y largo

plazo.
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INTRODUCCION

Los epitelios

Los epitelios forman fronteras entre los organismos superiores y su medio que regulan el
paso de iones y sustancias a la vez, evitan que dichas sustancias difundan libremente entre
los compartimientos bioldgicos que los separan. Estos tejidos mantienen la homeostasis de
los compartimientos que les permite, por ejemplo: la abosorcién de nutrientes en el
intestino, la secrecion de acido clorhidrico hacia la luz del estomago, el transporte de las
hormonas a la sangre y la recuperacion de glucosa, aminoacidos y vitaminas en el intestino
y el rifion (Gonzalez-Mariscal y col. 2008 y Nejsum y Nelson 2009). Para dar una idea de
la importancia de los epitelios, digamos que sin ellos no habria organismos multicelulares,
pues la homeostasis depende de un intenso intercambio de substancias que realizan los

epitelios.

Las células epiteliales tienen dos caracteristicas esenciales que les confieren su funcion: la

formacion de uniones oclusoras (UO) y la polaridad celular (Fig. 1).
La Union Oclusora (OU)

La unién oclusora o union estrecha (Tight Junction en Ingles) constituye una compuerta al
transito paracelular y una cerca a la difusién intramembranal de lipidos y proteinas
(Farquhar y col. 1963; Chalcroft y col. 1970; Cereijido y col. 2003 y 2004). La UO se
forma de dos tipos de proteinas: transmembranales, que establecen contactos entre las
células vecinas, tales como ocludina, claudinas y JAMs, y periféricas que forman un
andamio que unen a las transmembranales con el citoesqueleto de actina (Farquhar y col.
1963; Chalcroft y col. 1970; Cereijido y col. 2008). Las proteinas de andamiaje, también
llamadas adaptadoras tienen multiples dominios de unién a proteinas, lo que las convierte
en una plataforma de union para diversas moléculas en un sitio especifico de la membrana.
Ademas las uniones estrechas, dividen a la célula epitelial en 2 dominios membranales:
apical y basolateral, cada uno estd constituido por diferentes lipidos y proteinas que

confieren caracteristicas particulares a las células que las expresan.
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La polaridad celular

Los epitelios son asimétricos desde el punto de vista estructural, bioquimico y funcional. La
membrana plasmatica de las células epiteliales se dividen en dos dominios: Apical y
Basolateral (Ussing y col. 1974; Cereijido y col. 1978; 1980). La composicidon proteica de
los dominios apicales y basales varia entre las células epiteliales especializadas deacuerdo
con la funcion que el epitelio realice. Asi los epitelios de transporte especializados en la
absorciéon de nutrientes, tienen una composicion de los dominios de su membrana
plasmatica distinta de los que realizan la secrecion de hormonas. Las proteinas de la
membrana plasmatica se seleccionan y clasifican en la red trans tubular de Golgi (TGN;
Nejsum y Nelson 2009; Cereijido y col. 2003) gracias a que contienen secuencias
especificas de aminoacidos llamadas sefales de polaridad. Las senales de direccionamiento
basolateral son: sefiales de Tirosina (Yxx®.NPXY), Dileucina (D/ExxxLL) (Matter y col.,
1992; Matter, 2000; Marmorstein, 2001; Jacob y col. 2000) y una sola Leucina,
principalmente (Deora y col. 2004). Las sefales apicales son N- u O- glicosilaciones
(Scheiffele y col. 1995, Yeaman y col. 1997; Vagin y col. 2005); lipidos de anclaje como
glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (Lisanti y col. 1989; Scheiffele y col. 1997), dominios
trans-membranales y por seleccion e interaccion con los dominios colesterol-esfingolipidos

llamados también balsas lipidicas (Simons y Ikonen 1997).

Las proteinas seleccionadas por su sefal basolateral son reconocidas por los complejos
protéicos epitelio-especificos de proteinas adaptadoras AP-1, ya sea del tipo A, B, 60 4y
clathrina, bajo la regulacion de proteinas pequenias que unen el GTP y tienen actividad de
GTPasas (Gonzéles y Rodriguez-Boulan, 2009; Weisz y Rodriguez-Boulan, 2009; Lehman
y col. 2014) y luego se envian a endosomas de reciclamiento basolateral (Weisz y
Rodriguez-Boulan, 2009; Lehmann y col. 2014). Las proteinas enviadas al dominio apical
se seleccionan y clasifican en TGN, enriqueciendo la membrana con glicoesfingolipidos y
colesterol durante la formacion de balsas lipidicas (Simons y lkonen 1997) y también
mediante la asociacion con lectinas como la galectina (Delacour y col. 2005; 2006; 2008;
Stechly y col. 2009; Mishra y col. 2010). Las vesiculas con proetinas apicales viajan a la

membrana apical con ayuda de motores de dineina y microtubulos (Tai y col. 2001). Las
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proteinas una vez reconocidas por estos mecanismos pueden ser enviadas por dos rutas

diferentes:

a) Directa: Los componentes se transportan directamente al dominio donde ejercen su
funcion, por ejemplo las proteinas ancladas a glicosfingolipidos que suelen ser
enviadas al domino apical de las células epiteliales y las proteinas que contienen
secuencias aminoacidicas NPXY 6 LL que son llevadas al dominio basolateral
(Marmorstein, 2001; Jacob y col. 2000).

b) Indirecta: Los componentes se envian a un dominio y luego se endocitan para
enviarlas al dominio opuesto. Esto sucede por ejemplo en enterocitos y hepatocitos
en donde algunas proteinas se llevan al dominio basolateral del epitelio para luego
endocitarse y redirigirse al dominio apical (Hu y col. 1994; Rodriguez-Boulan y

col. 2005).

La localizacion correcta de las proteinas en el dominio de membrana es crucial para el
transporte epitelial. La expresion despolarizada o mal polarizada de las proteinas de
membrana puede producir desordenes metabolicos asociados a defectos en la homeostasis
del agua y de la sal, tales como diabetes, falla renal cronica y obstrucciones uretrales

(Nejsum y Nelson, 2009) y algunas variantes de cancer.

En el laboratorio queremos conocer y entender los mecanismos celulares y moleculares que
controlan la polaridad de las proteinas de transporte y el papel que juegan en el
mantenimiento homeostatico. En especial nos interesamos en la Na* K"-ATPasa, también

llamada bomba de sodio.
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Figura 1. Ilustracion de monocapa epitelial. Células epiteliales unidas por la union estrecha (UE) que
constituye una compuerta al transito paracelular y una cerca a la difusion intramembranal de lipidos y
proteinas entre el dominio basolateral y apical. La Na*,K*-ATPasa se ubica en el dominio lateral de las

células epiteliales.

La Na*,K*-ATPasa: estructura y funcion

La Na",K'-ATPasa fue descubierta en 1957 (Skou, 1957) y juega un papel importante en la
generacion de los gradientes i6nicos, el mantenimiento de la osmolaridad (la regulacion de
la concentracion de solutos dentro de la célula), asi como la regulacion del volumen celular
y el potencial eléctrico de la membrana (Koefoed-Johnsen y Ussing 1953; Cereijido y col.
1978; Blanco y Mercer, 1998 y Jaitovich y Bertorello, 2006). La enzima toma 3 Na™ del
citoplasma y los intercambia por 2 K" extracelulares, en contra de sus respectivos
gradientes electroquimicos y a expensas de la hidrolisis de una molécula de ATP. La
Na" K"-ATPasa es inhibida especificamente por los esteroides cardiotonicos, que son un
grupo de sustancias cuyo miembro més conocido es la ouabaina, que se considera una

hormona que modula la presion arterial. Recientemente se publicé la estructura del cristal
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de la Na",K"-ATPasa compuesta por sus tres subunidades (a, B y y; Morth y col. 2007 y
Shinoda y col. 2009; Figura 2).

La subunidad a tiene aproximadamente 1000 aminoacidos y pesa alrededor de 110 kDa.
Esta organizada en 10 dominios transmembranales y entre los dominios M4 y M5 se
encuentran los sitios de union e hidrolisis del ATP, asi como el de union al Na* (Sweadner
1989; Hammerton y Shrank, 1988; Pedemonte y Kaplan 1990; Mercer, 1993; Blanco y
Mercer 1998; Dunbar y col. 1997 Cereijido y col. 2003). Entre M5 y M7 se localiza el sitio
de unién del K* (Shinoda y col. 2009). Se han descrito 4 isoformas o en mamiferos: o.i—ou4
(Shull, 1985; 1986; Sverdlov y col. 1987; Mercer y col. 1988; Shamraj y Lingrel 1994) que
exhiben algunas diferencias en la afinidad por los cationes y la ouabaina. La subunidad o se
expresa en distintos tejidos y en distintos momentos durante el desarrollo, por ejemplo: la
isoforma au se expresa en todos los tejidos (Jergensen, 1990; Skou y Esmann, 1992; Glynn,
1993), a» solamente en el musculo esquelético (Hundal y col. 1992; Lavoie y col. 1997),
adipositos (Lytton y col. 1985), corazon (Zahler y col. 1992), y cerebro (McGrail y col.
1991), az en cerebro (Hieber y col. 1991; McGrail y col. 1991) y a4 en los espermatozoides
(Shamraj y Lingrel, 1994).

La subunidad B tiene 300 aminoacidos, un peso de 35 kDa y es esencial en el ensamble y
maduracion de la bomba (Geering y col. 1989; McDonough y col. 1990; Ackermann y
Geering, 1990; Blanco y col. 1994; Chow y Forte 1995) ademas de tener una funcion de
modulacion por la afinidad del Na“ y K (Jaisser y col. 1992; Eakle y col. 1994; 1995;
Blanco y col. 1995 a y b) El ensable de la subunidad B con la o es necesaria para que la
bomba tenga actividad catalitica (Noguchi y col. 1987; Fambrough, 1988; Takeyasu y
Kawakami, 1989) y es indispensable para el envio de la bomba de sodio hacia la membrana
plasmatica sin estd asociacidon esto no sucederia (Noguchi y col. 1987; Martin-Vasallo y
col. 1989). Se conocen tres isoformas B en mamiferos que varian en su grado de N-
glicosilacion: la B tiene 3 sitios de N-glicosilacion y B3 2 sitios, mientras que la isoforma
B2 puede tener desde siete a nueve sitios de N-glicosilacion dependiendo de la especie

(Martin-Vasallo y col., 1989; Gloor y col. 1990; Chow y Forte, 1995; Besirli y col. 1997).
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Ademas las isoformas 3 tienen una expresion tejido especifica: La isoforma 1 su expresion
es ubicua, B2 se encuentra en musculo escqueletico (Lavoie y col. 1997), glandula pineal
(Shyjan y col. 1990) y tejido nervioso (Peng y col. 1997) y B3 esta presente en testiculos,
retina, higado y pulmoén (Arystarkhova y Sweadner, 1997; Malik y col. 1996).

Las funciones principales de la isoforma 1 son como molécula de adhesion celular en los
epitelios (Shoshani y col. 2005; Vagin y col. 2006; Vagin y col. 2008), co-localiza con E-
cadherina en el sitio de las uniones adherentes y esparte fundamental en la formacion de
dichos contactos (Geering, 2001) y tiene un papel importante en la polarizacion celular
(Shoshani y col. 2005; Vagin y col. 2006; Rajasekaran y col. 2005). La isoforma 3, ademas
de ser un componente estructural de la Na",K'-ATPasa, actia como molécula de
reconocimiento en la superficie celular y participa en la adhesion entre astrocitos y
neuronas del cerebro (Gloor y col. 1990), asi como en la polarizacion de la bomba de Na*

(Vagin y col. 2005).

La subunidad y (FXYD?2) estd compuesta por 58 aminodcidos y pesa 6.5 kDa. Su funcién
es modular la afinidad de la subunidad o por el Na', el K™ y el ATP (Cortas y col. 1991;
Lopina, 2000). Esta proteina pertenece a la familia de proteinas FXYD, caracterizada por
tener un motivo extracelular invariante Phe-Xxx-Tyr-Asp. un solo dominio transmembranal
y la capacidad de interactuarcon la Na’,K"-ATPasa y alterar sus propiedades cinéticas
(Sweadner y col. 2000; Garty y Karlish, 2006; Geering 2006). En mamiferos existen siete
miembros de la familia FXYD que regulan la funcién de la Na*,K"-ATPasa en distintos
tejidos. Un miembro de esta familia es FXYDS5 (también se le conoce como “disadherina”)
que ademds duplicar la velocidad maxima (Vmax) de la bomba (Lubarski y col. 2005 y
2007; Miller y col. 2008) también exhibe un dominio extracelular mucho mas largo
(Sweadner y col. 2000) poco conservado que se caracteriza por una abundancia de residuos
S, P y T suceptibles de ser O-glicosilados (Lubarski y col. 2007; Tsuiji y col. 2003).
Recientemente, Tokhtaeva y col. (2016) demostraron que el dominio O-glicosilado
extracelular de FXYDS5 interfiere con la unién intercelular B1-fB1 y disminuye la adhesion

entre células vecinas, por lo que constituye un regulador de la adhesion intercelular.
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Figura 2. Estructura y cristal de la Na',K*-ATPasa. A) llustracion de la bomba de sodio con las
subunidades que la componen (a, B, y ¥). La subunidad o es la que cumple la funcion catalitica de la
holoenzima (con un sitio de unién al Na*,K*, ATP y de fosforilacion) existen cuatro isoformas a, la
subunidad 3 es la que permite la maduracion e insercion de la bomba en la membrana plasmdtica y existen
tres isofromasf3; y la subunidad y es la que regula la actividad de la o. B) Estructura del cristal de la Na™*,K"-
ATPasa (Shinoda y col. 2009), en donde se puede observar la distribucion espacial y la union de las

diferentes subunidades que la conforman.

La polaridad de la Na*,K*-ATPasa

Para explicar el transporte vectorial del Na* a través de los epitelios,Koefoed-Johnsen y
Ussing (1958) propusieron que la bomba de Na” estaba en la porcion de la membrana
plasmatica orientada hacia el interior del organismo, también llamado: dominio basolateral.
Afios mas tarde se demostro que en efecto, la Na",K'-ATPasa reside en la superficie
basolateral en la mayoria de los epitelios (Cereijido y col. 1980, Ernst y Mills, 1980;
Fambrough y Bayne 1983; Kashgarian, y col. 1985). Para explicar esta localizacién
asimétrica se propusieron 2 diferentes mecanismos que no se contraponen: 1) la bomba de
Na® recién sintetizada pasa por la Red Transtubular de Golgi, donde es reconocida,
seleccionada y enviada a la membrana lateral de manera directa (Caplan y col. 1986;

Contreras y col. 1989; Dunbar y Caplan, 2000), y 2) es entregada indistintamente a todos
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los dominios de la membrana plasmatica, pero retenida selectivamente mediante el anclaje
al citoesqueleto de ankyrina/fodrina (Hammerton y col. 1991). Hoy se sabe que la entrega
de la bomba de sodio a su dominio lateral se produce a través de una via directa aun no
identificada, pero si por alguna razon esta no se ancla o se expresa equivocadamente en el
domino apical, la célula la internaliza (Contreras y col. 1989). Recientemente Farr y col.
(2009) mostraron que el mecanismo de entrega directa de la Na',K'-ATPasa es
independiente del complejo AP-1, (Folsch y col. 1999) y tan pronto llega la enzima a la
membrana basolateral se ancla al citoesqueleto de Fodrina (Espectrina) a través de la
proteina Ankyrina, adquiriendo asi una estabilidad funcional (Nelson y Veshnock, 1987;
Nelson y col. 1991). La espectrina consiste de un tetrdmero de axf2 espectrina que estan
entrecruzados con los filamentos de actina formando una doble cadena. La Ankyrina es un
adaptador entre la subunidad f de spectrina y el dominio citoplasmatico de diversas
proteinas integrales incluida la subunidad o de la Na",K'-ATPasa (Platt y col. 1993;
Bennett, 1990; Liu y col. 2008 ). La actina y/o espectrina se asocian también con el
complejo cadherina/catenina. Por otro lado se ha demostrado que la subunidad o, tiene la
informacion para enviar a la Na",K'-ATPasa a la membrana lateral en los epitelios (Mays y
col, 1995), sin embargo los esfuerzos para identificar una secuencia aminoacidica que
funciona como senal lateral en la subunidad o1 no han sido concluyentes (Dunbar y Caplan,
2000). Por lo tanto hasta la fecha no se conoce por completo el mecanismo por el cual la

bomba de sodio se dirige a la membrana basolateral.
La subunidad p participa en el mecanismo de polaridad de la de la Na*,K*-ATPasa

Las observaciones y hallazgos hechos en nuestro laboratorio muestran que la subunidad f3
de la bomba funciona como molécula de adhesion y gracias a esta propiedad participa
también en la polarizacion de la bomba, hecho que no se habia considerado anteriormente.
A continuaciéon mencionar¢ las evidencias y observaciones hechas por nosotros, asi como
por otros laboratorios que en conjunto apuntan a que la subunidad  juega un papel crucial

en la polaridad de la bomba de sodio en los epitelios:



a)

b)

d)
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La subunidad B es una glicoproteina tipo II que tiene un dominio intracelular corto
(N-terminal), un solo dominio trans-membranal y uno extracelular largo altamente
glicosilado con tres puentes disulfuro (ectodomino). Gloor y col. (1990) encontraron
que la molécula de adhesion de la glia (AMOG) es en realidad la isoforma > de la
bomba. En Drosophilia esta subunidad es componente de las uniones septadas,
importante en la funcidén de barrera paracelular y en la diferenciacion del epitelio
traqueal. La eliminacion de la porcion extracelular de la subunidad B produce la
pérdida del direccionamiento y de la adhesion celular en Drosophila (Paul y col.
2007). Por lo tanto la subunidad B podria estar implicada en la adhesion celular y
también en la polaridad de la bomba de sodio.

Las células epiteliales de diferentes especies forman uniones estrechas entre si
(Gonzalez-Mariscal y col. 1989 y Contreras y col. 2002), sin embargo al mezclar
cé¢lulas Mal04 (epiteliales de riién de mono) con células MDCK (epiteliales de
rinébn de perro), se observdo que en los contactos heterotipicos (de diferentes
especies) las células MDCK no expresan a la subunidad i de la Na", K"-ATPasa en
la membrana lateral, a pesar de que si forman uniones oclusoras con estas células
(Contreras y col. 1995; Shoshani y Contreras, 2001; Shoshani y col. 2005; Fig. 3A).
Esto sugiere que la distribucion polarizada de la Na", K"-ATPasa en la membrana
lateral depende del tipo de Na",K"-ATPasa que exprese la célula vecina (Contreras
y col. 1995; Padilla-Benavides y col. 2010), ademas se ha observado que la bomba
de sodio de una célula epitelial se polariza siempre que la célula vecina exprese la
misma subunidad B (Shoshani y col. 2005).

Los fibroblastos CHO, provenientes del ovario de hamster chino, no forman
contactos celulares ademéas de no tener polarizadas las proteinas como en los
epitelios. Si a estas células se les transfecta la subunidad B1 de la Na",K'-ATPasa de
perro (CHO-P), las células se volvien mas adhesivas formando agregados celulares
con forma epiteloide (Shoshani y col. 2005; Fig. 3B y C).

Al co-cultivar las CHO-B con células MDCK se observa que éstas expresan a la
bomba tanto en los contactos heterotipicos como en los homotipicos (de la misma

especie) (Fig. 3D y E), sugiriendo que se requiere de la misma subunidad B en la
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célula vecina para que estas estabilicen a la Na", K'-ATPasa en la membrana del
contacto (Shoshani y col. 2005) comportamiento similar al de las moléculas de
adhesion.

¢) Padilla-Benavides y col. (2010) demostraron que las subunidades Bi de la Na",K"-
ATPasa interactuan directamente, en el espacio extracelular, con otras i idénticas
de la célula vecina (Fig. 3F).

f) Estudios in silico y de cristalizacion revelan que el lobulo C-terminal del
ectodominio de la subunidad B tiene un plegamiento parecido a una Ig-like (Bad-
Dinitz y col. 2009) sugiriendo fuertemente que ésta proteina tiene funcion de
molécula de adhesion (Beggah y col. 1997; Shoshani y col. 2005) que puede estar
involucrada en la homodimerizacion con otra subunidad f. Bab-Dinitz y
colaboradores también habian propuesto que la subunidad Pi se podia
heterodimerizar con otras moléculas de adhesion como las nectinas. En particular
las nectinas y la Na",K'-ATPasa se encuentran en los sitios de contacto célula-
célula de las células epiteliales (Rajasekaran y col. 2001; Sakisaka y col. 2007). Sin
embargo, nuestros intentos de detectar interacciones heterotipicas de la subunidad
B1 epitelial con basigina, proteina de adhesion de la stperfamilia de Ig-like, no

fueron exitosos (Tesis de Maestria de Teresa del Carmen Lopez Murillo).

En conjunto, la retencion especifica de la Na",K"-ATPasa en la membrana lateral de las
células epiteliales, mediada por la interaccion directa entre subunidades [ de células

vecinas es parte esencial del mecanismo de polarizacion de la bomba.
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Figura 3. La subunidad i de la Na*,K*-ATPasa es una molécula de adhesion en epitelios y es crucial para
la polaridad lateral de la bomba. A) Co-cultivos de células MA-104 (rifion de mono) y MDCK (rifion de
perro) tefiidas con el anticuerpo contra la subunidad [; de perro. Las flechas muestran las uniones
heterotipicas de las células MDCK y MA-104 en donde no se coloca la bomba de sodio. B) Células CHO wild
type (Ovario de hamster chino) en suspension. Se puede observar pocos agregados celulares. C) Células
CHO transfectadas con la subunidad p; de perro en donde se puede apreciar los agregados celulares. D y E)
Co-cultivos CHO wt y CHO-; con MDCK respectivamente, utilizando un anticuerpo contra la subunidad S;
canina. Las flechas indican las uniones heterotipicas de los cultivos. F) se representa la union directa en el
espacio intracelular de las subunidades B en el cristal de la Na*,K"-ATPasa en la membrana lateral de cada

célula.
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La N-glicosilacion de la subunidad f> funciona como seiial de polarizacion

Aun cuando en la mayoria de las células epiteliales la bomba se expresa en la cara lateral de
la membrana, existen casos excepcionales en donde la bomba se encuentra en el dominio
apical como son las células del epitelio pigmentario de la retina (EPR; Miller y col. 1978;
Steinberg y Miller, 1979; Bok, 1982; Gundersen y col. 1991), las del plexo coroideo en el
cerebro (Wright, 1972), las células renales e intestinales en etapas tempranas del desarrollo
embrionario (Ernst y Mills, 1980) y en la glandula salival de la cucaracha (Just y Walz,
1994). Ademas se ha reportado que en algunos casos patologicos, los epitelios revierten la
polaridad de la Na",K'-ATPasa como es el caso del rifion poliquistico (PCKD) y células
gastricas cancerigenas humanas (HGT-1). En este sentido, Vagin y col. (2005) demostraron
que la polarizacion apical invertida de la Na",K'-ATPasa en células de HGT-1 esta
asociada con la expresion de la isoforma 2. Al parecer la cantidad de N-glicosilaciones que
tiene la isoforma B, comprada con la isoforma P constituye una sefial de polarizacion
apical. Si se agregan N-glicosilaciones a la subunidad f; en los sitios correspondientes a la
isoforma 2, la isoforma B se expresa en el dominio apical, como lo haria la subunidad >
nativa (Vagin y col. 2005). Por otro lado, si se inhibe la glicosilacion de la subunidad P2,
ésta no se ensambla con la subunidad a e impide que llegue a la membrana plasmatica
(Vagin y col. 2004). Por lo tanto, el cambio en la expresion de las isoformas provoca un
cambio en la polaridad de la bomba. Con esto en mente nosotros especulamos que la
polaridad apical de la bomba de sodio en las células EPR esta relacionada con la expresion

de la isoforma 3.
El Epitelio pigmentario de la retina (EPR): Histologia del ojo

El globo ocular en los mamiferos estd compuesto por tres capas epiteliales principales: la 1*
y la mas externa es la esclerética, de color blanco, sélida y resistente; la 2% es la capa
intermedia 6 coroides, contiene abundantes vasos sanguineos; y por ultimo la 3"capa la
retina, que contiene a las células sensibles a la luz (los conos y bastones; Newell, 1993) y al

epitelio pigmentario de la retina en su base (fig. 4).
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Figura 4. Ubicacion del epitelio pigmentario en el ojo. a) Corte transversal del ojo humano en donde se
pueden apreciar las distintas capas que lo conforman; b) Corte histologico de la retina en donde se puede

apreciar el EPR entre los fotoreceptores y la coroides.
Caracteristicas generales de las células EPR

Las células del EPR se caracterizan por formar un epitelio simple, hermético, cuboidal, con
microvellos apicales y con una matriz extracelular compuesta principalmente con laminina.
Vistas desde la superficie muestran una notable organizacion poligonal y con numerosos
granulos citoplasmaticos de pigmento que le dan el nombre al epitelio (Marmorstein, 2001;
Burke, 2008). Una exploraciéon més cuidadosa muestra que las células EPR difieren en
tamafio, forma (fusiforme ¢ epiteloide), densidad y contenido de granulos de melanina
formando un mosaico celular (Burke y Hjelmeland, 2005). En el ojo el EPR expresa
diferencialmente E, P y N-cadherina en sus uniones adherentes, siendo N-cadherina la mas
abundante, a diferencia con los epitelios clasicos en donde la E-cadherina es la principal

(Philp y col. 1998).
Funciones de las células EPR

Las células EPR se encuentran en intimo contacto con la coroides y los fotoreceptores. Las

células EPR regulan el transporte vectorial de moléculas e iones entre ellos, y se consideran
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una barrera hemato-retiniana. Ademads secretan componentes de la matriz extracelular que
sella los espacios intercelulares entre las células EPR y los fotoreceptores (Burke y
Hjelmeland, 2005). Las células del EPR proveen de nutrientes a los fotoreceptores y
eliminan sus deshechos, permitiendo que mantengan una tasa metabdlica elevada
(Marmorstein, 2001), y fagociten activamente los fragmentos celulares que diariamente
pierden las células fotosensibles, a razon de un 10% de su longitud por dia, como resultado

de su funcionamiento (Burke, 2008; Fig. 5).

Figura 5. Imagen ilustrativa donde se representan las funciones del epitelio pigmentario de la retina
(EPR). En azul estan representados los fotoreceptores, en rosa las células EPR y debajo de ellas la coroides

con sus vasos sangul’neos.
La polaridad de las proteinas en el epitelio pigmentario de la retina

Para que se lleve a cabo la foto-transduccion, es indispensable mantenimiento de altas
concentraciones de Na' extracelular en el espacio sub retinal. Para que esto ocurra es
necesaria una polaridad invertida de los canales y bombas en células del EPR. La Na®,K'-

ATPasa normalmente esta polarizada en el dominio basolateral de las células epiteliales,
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manteniendo el bombeo de Na™ que ayuda a la reabsorcion de fluidos en el rifion, gracias a
que forma gradientes de concentracion que impulsa el movimiento de otras bombas y
canales (Jorgensen, 1990). Las células EPR se localiza a ala bomba de Na* en la membrana
apical y concentra el Na® en el compartimento sub retinal, necesario para llevar a cabo el

ciclo visual.

La polaridad invertida en las células EPR no estd solamente restringida a la Na",K"-ATPasa
(Hu y Bok, 2001; Maminishkis y col. 2006; Sonoda y col. 2009), sino también a otras
proteinas, por ejemplo: N-CAM (Okami y col. 1990; Gundersen y col. 1993),
EMMPRIN/CD 147 (Marmorstein y col. 1996; Deora y col. 2004 y 2005), el transportador
de Lactato MCT1 (Philp y col. 1998), JAM-C (Daniele y col. 2007) y posiblemente CFTR
(Gallemore y col. 1998), lo que es fundamental para que estas células cumplan con su
funcion especifica: el mantenimiento de los fotoreceptores. La incorrecta dsitrbucion de
las proteinas conllevaria a la muerte de los fotoreceptores o su desprendimiento causando
ceguera o algun tipo de desorden metabdlico y celular. Con estos agrumentos destacamos la
importancia de entender el mecanismo de polarizacion de la bomba de Na' que es

importante en el mantenimiento del ciclo visual.

Mecanismos de polaridad en células EPR que podrian explicar el envio apical de la

Na*,K*-ATPasa en células EPR

Las primeras observaciones de que la Na",K'-ATPasa esta polarizada en el dominio apical,
en c¢lulas EPR fueron realizadas por Miller y colaboradores en 1973, usando la union de
ouabaina maracada radiactivamente. Existen tres modelos que podrian explicar la polaridad
invertida de la bomba de Na': I) la selectiva estabilizacion por interaccion con el
citoesqueleto apical. II) el seleccionamiento basado en la red trans-tubular de Golgi que la
envia de manera directa o indirecta a la superficie apical de las células. III) en la ausencia
de un seleccionamiento activo de la polaridad apical que podria simplemente reflejar la
inherente asimetria de las células EPR (Marmorstein, 2001). Sin embargo ninguno de ellos

han podido explicar satisfactoriamente la polaridad de la bomba.
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Experimentos realizados en células MDCK demuestran que la Na", K"-ATPasa se retiene en
el dominio basolateral mediante la union al citoesqueleto de ankirina/fodrina (Hammerton
y col. 1991). Esos datos sugirieron que el citoesqueleto puede participar en la polaridad
apical de la bomba de Na" en células EPR. Gundersen y col., (1991), encontraron que el
citoesqueleto de ankirina/fodrina es ensamblado por debajo de la superficie apical del EPR
de ratas y propusieron que esto podria explicar la polarizacion apical de la Na", K"-ATPasa.
Sin embargo Rizzolo y Zhou (1995) demostraron que en el EPR de pollo esto no sucede
pues la a-espectrina proteina andloga a la fodrina est4 presente a lo largo de la membrana
plasmatica basolateral y termina por debajo de la superficie apical (microvellos) en
estructuras parecidas a telarafas, por lo que concluyendo que no puede polarizar a la bomba

en el dominio apical.

Con estas evidencias surge la siguiente pregunta: ;Cuales son los mecanismos
involucrados en la polaridad “invertida” de las proteinas de transporte y en especifico

de la Na*,K*-ATPasa, en el EPR?

Nosotros pensamos que las isoformas de la subunidad B juegan un papel crucial en este
mecanismo y planteamos que la polaridad de la bomba de sodio en el epitelio pigmentario
de la retina (EPR) esta relacionada con la expresion diferencial de sus isoformas B (B1, B2y
B3). Estas isoformas se diferencian por su grado de N-glicosilacion, mientras que B1 y B3
tienen tres sitios de N-glicosilacion, 2 tiene de 7 a 9 sitios segun la especie (por ejemplo la
subunidad P> de rata tiene 5 N-glicosilaciones mientras que la de humano tiene 8); y se
postula que la N-glicosilacion funciona como sefial de polarizacién, debido a que las
subunidades B1 y B3 se encuentran en el dominio basolateral y B2 en el dominio apical. Sin
embargo, esto no se habia demostrado en las células EPR y fue durante mi tesis de maestria
donde demostré que existe una expresion diferencial de las isoformas f en ARPE-19 (linea
celular inmortalizada del Epitelio Pigmentario de la Retina de origen Humano). En el
presente trabajo nos enfocamos en tratar de contestar las siguientes preguntas: ;Cémo se
polariza la Na*,K*-ATPasa en el dominio apical de las células EPR? ;Tiene algin

componente regulatorio para su expresion?
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y ¢(La subunidad B2 tiene un papel importante en dicho mecanismo?
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El modelo experimental que elegimos para estudiar los mecanismos de polaridad de la
Na',K'-ATPasa en el EPR es la linea celular ARPE-19 proveniente del ojo de un donador
humano y se genero a partir de la necesidad de tener un modelo experimental que asemeje
las caracteristicas de dicho tejido (Dunn y col. 1996). La linea celular ARPE-19 tarda de 8 a
10 semanas, desde el momento en que es sembrada en adquirir el fenotipo EPR. Ese
proceso denominado re-morfogénesis implica la adquisicion del fenotipo epitelial que
consiste en la expresion de N-cadherina en las uniones adherentes, la expresion de la
Na",K"-ATPasa en el dominio apical y de marcadores moleculares tejido especificos como
RPE-65 (proteina constitutiva de los melanocitos) y CD147 (Subunidad accesoria de los
transportadores de monocarboxilato), asi como la formacion de los pigmentos

caracteristicos de este epitelio (Burke, 2008).

Durante la maestria investigué, la expresion diferencial de las isoformas de la subunidad 3
en ARPE-19 durante la re-morfogénesis. Encontré que la subunidad i se expresa
constantemente a lo largo del tiempo y esta ubicada en la membrana basolateral al igual que
la subunidad f3, sin embargo ésta se expresa a partir de la 8a semana. Por otro lado la

subunidad 2 la observamos a partir de la 6a semana en el dominio apical (Fig. 6).
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Figura 6. Western Blot (WB) e Inmunoflorescencias (IF) de las isoformas f de la Na*,K* ATPasa en

ARPE-19. Lado izquierdo, WB de las distintas isoformas de la subunidad B a las 4 y 8 semanas de cultivo,
como controles se utilizaron a las células MDCK y HelLa. Lado derecho IF de las isoformas p en MDCK y
ARPE-19 de 8 semanas de cultivo.

Las células ARPE-19, presentan mosaicismo celular es decir, que en un mismo cultivo de la
misma edad, se expresan células de distintos tipos, lo que da origen a los “parches”
observadosen el microscopio. Asi, los cultivos de células del EPR muestran parches de
celulas fusiformes alternados con otros de células poligonales que expresan N- o E-
Cadherinas (Burke y Hjelmeland, 2005). Las células ARPE-19 no siempre expresan a la
Na",K"-ATPasa en el dominio apical. Todo eso indica que el proceso de re-morfogénesis es
heterogéneo bajo las condiciones de cultivo usadas, y que falta algun factor mas que
produzca la polarizacion apical de la bomba. Cabe recordar que durante el cultivo de este
epitelio, las células no interactuan con los segmentos externos de los fotoreceptores como

lo harian en su medio natural.

Durante el proceso de re-morfogénesis observamos que las isoformas [ se expresan

diferencialmente en distintos tiempos (pudiendo tener un componente de regulacion a nivel
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trasncripcional o traduccional), segin se desarrolla la polarizacién dominio especifica,
siendo la isoforma P> la que se expresa exclusivamente en el dominio apical. Por lo tanto, la

pregunta central que nos hacemos en esta tesis es:

.Como se regula la expresion de la isoforma P2,y si es esencial en la polaridad apical

de la Na*,K*-ATPasa durante el proceso de re-morfogénesis en las células ARPE-19?
Para tratar de contestar dicha pregunta hemos planteado la siguiente hipotesis:
HIPOTESIS

La expresion de la isoforma P2 es esencial para la polarizacion apical de la Na*,K'-ATPasa

en las células ARPE-19.
OBJETIVO GENERAL

-Demostrar que la subunidad > juega un papel importante en la regulacion de la

polaridad apical de la Na*,K"-ATPasa en células ARPE-19.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar a que nivel estd regulada la subunidad [ (transcripcional o traduccional).

N

Investigar si el factor de transcripcion Spl esta relacionado con la regulacion

transcripcional de la subunidad p».
3. Estudiar la expresion polarizada de la subunidad f5> en las células del EPR.

4. Silenciar la subunidad > y analizar si estd involucrada en la polaridad apical de la

Na ™" *-ATPasa.
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MATERIALES Y METODOS
Reactivos y anticuerpos

Los siguientes reactivos fueron usados: DMEM, F12, PBS and FBS (GIBCO Cat. 12100-
061, Cat 21700-026, Cat. 21300-058 and Cat. A15-751), penicilina y estreptomicina
(10,000 U/pg/ml, In Vitro, A-01), tripsina-verseno (In Vitro Cat. EN-005), laminina
(SIGMA-ALDRICH Cat. L2020), ITS (mezcla de insulina, transferrina humana y acido
selénico, BD Biosciences Cat. 354352), CaCl, (GIBCO, In vitrogen, Cat. 87-5155), Suero
de Albumina Bovina (BSA) (Research Organics, Cat. 1331-a), Tween (GE Healthcare, Cat.
17-1316-01),Kit de inhibidores de proteasas (GE Healthcare, Cat. 80-6501-23), sistema de
deteccion de quimio luminicencia (ECL Plus; Amersham Biosciences Cat. RPN2132), EZ-
LinK Sulfo-NHS-SS-Biotin (Thermo scientific, 21331), esferas de estreptavidina-agarosa.
(Gibco, 5942SA), Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Cat.11668-019),Kit-Cy3 de marcaje de
siRNA (Ambion by Life Technologies Cat. AM1632), Spl siRNA (Sta. Cruz Cat. sc-
29488), siRNA f; and B2 (FlexiTube siRNA QIAGEN: SI104284966, S104249098,
S104173134, S103149909, S104273003, S104138162, S104274543, S104284014), the Light
Cycler-Fast Start DNAMaster SYBR Green I Kit (Roche, (Applied Biosystems, 4309159),
y reactivo de ensayo de BCA protein (Thermo Scientific, 23224 y 23223).

Los siguientes anticuerpos fueron usados: anti- a; Na",K'-ATPasa hecho en raton (IF:
Novus NB300-146), anti-a> Na",K'-ATPasa hecho en conejo (Thermo Scientific, PA5-
25725), anti- B1 Na",K"-ATPasa hecho en raton (IF: Bio Reagents No. Cat MA3-93; WB
Novus 464.8), anti- B> Na",K"-ATPasa hecho en conejo (WB Transduction Laboratories
No. Cat. BD610915 and IF Biorbit orb10952), anti- B3 Na",K'-ATPasa hecho en raton
(Transduction Laboratories No. Cat. BD610992), anti-Ezrina hecho en conejo (Sigma
E1281), anti-B-catenina hecho en raton (Invitrogen 13-8400), anti-N-cadherina hecho en
raton (IF: ZYMED No. Cat. 333900), anti-CD147 hecho en raton (Bioscience No. Cat.
555961), Alexa 488 o 594 hecho en burro contra raton o conejo IgG (Invitrogen, A11094,
A21207, A21203 and A21202), loduro de Propidio (Sigma-Aldrich, No. Cat. P4170), TO-
PRO (Invitrogen, T3605), Hoechst (Invitrogen H21491), anticuerpos anti-raton y anti-
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conejo peroxidados (Zymed California, Cat. 62-6520 y 62-6120), and FITC-phalloidina
(Sigma Chemical).

Cultivo de células ARPE-19

Se utilizo la linea celular ARPE-19, obtenida del epitelio pigmentario de la retina de un
donador adulto masculino de 19 afios (ATCC, Cat. CRL-2302). Las células fueron

2 en cajas petri de 78.54 cm? y fueron

sembradas a una densidad de 3 x 10° células/cm
mantenidas en una incubadora Stericult 200 (Forma Scientific) a una temperatura de 37°C
en una atmosfera de 95% de aire y 5 % de COz. Solo se utilizaron células del 5° al 20°
pasaje. El medio de cultivo utilizado fue Medio Dulbeco Modificado con alta glucosa
(DMEM) con suero bovino fetal al 10% (SBF) y 1% mezcla de penicilina 100 U/ml y

estreptomicina 100 pg/ml para mantenimiento, con cambios de medio cada 3er dia.
Cosecha de células (tripsinizacion)

Las monocapas confluentes se lavaron 3 veces con amortiguador salino de fosfato (PBS)
sin Ca*? y se incubaron a 37°C en una solucion de tripsina-verseno aproximadamente por 2
min. Una vez disgregada la monocapa, se sembraron los insertos como se describe a

continuacion:
Siembra en Insertos

Se utilizaron insertos de poliéster claro, tamafio de poro 0.4 um, didametro 6.5 mm 6 25 mm

(Costar® Corning Incorporeted, Cat. 3470 y 3450).

Se tomaron 100 6 700 ul de la suspension celular de ARPE-19 (dependiendo del inserto
que se utilice 6.5 o 25 mm de didmetro) y se sembraron dentro del filtro (previamente
tratado con laminina a una concentracién de 10 pg/ml), a una densidad de 2.5 x 10°
células/cm?. Las células se incubaron en medio de cultvo CDMEM (completado con
antibidticos y 10% de suero fetal bobino) a 37 °C, 5% de CO: con cambio de medio cada

tercer dia. A la semana de cultivo se les cambio el medio de cultivo por una mezcla 1:1 de
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DMEM vy F12, 1% de suero de bovino fetal e ITS y antibidticos. Las células se

mantuvieron en cultivo durante 6 semanas.
Medicion de la Resistencia Eléctrica Transepitelial (RET)

La formacion de uniones oclusoras (OU) en el epitelio fue analizada por medio de la RET a
lo largo de las 6 semanas de cultivo. La RET fue medida en las células ARPE-19 con un
voltimetro epitelial/End Ohm (World Precision Instruments inc., Modelo EVOM), y los
datos fueron adquiridos a temperatura ambiente. Los valores finales fueron evaluados
restando el valor de resistencia del medio en un inserto sin células con respecto a los
medidos en los insertos con células. Los valores presentados son el promedio + el error

estandar en Qecm?2.

Inmunoflorescencias (IF) e Inmunohistoquimica (IHQ)

Se procesaron insertos con células ARPE-19 cultivadas durante distintos tiempos (2 a 6
semanas). Las muestras se fijaron con metanol absoluto a -20°C por 10 minutos y se
incubaron con solucién de bloqueo que contenia PBS con Ca*? y 3% de albumina de suero
bovino (BSA) durante una hora a 37°C 6 a 4°C toda la noche. Posteriormente se incubaron
con el anticuerpo primario diluido (10 a 30 pg/ml dependiendo del anticuerpo utilizado) en
solucion de bloqueo a 37°C por 1 hr., se hicieron 6 lavados rapidos con Tween al 0.05% en
PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario adecuado diluido en solucion de bloqueo
(10-20 pg/ml) durante 45 minutos a 37°C (utilizando Alexa 488 6 594 contra raton o
conejo). Se lavaron nuevamente con PBS-Tween y 2 veces con PBS frio. Se tifieron los
nucleos con 10 pg /ml de Ioduro de Propidio o TO-PRO 1 pg/ml durante 10 min. a
temperatura ambiente y finalmente se lavaron 3 veces con agua desionizada. Para la
deteccion de filamentos de actina, las células fueron fijadas con paraformaldehido y

marcadas con FITC-phaloidina.

Las muestras de ojos humanos fueron proporcionadas por el servicio de patologia del
hospital “Dr. Luis Sanchez Bulnes” APEC de la Ciudad de México. Las muestras de ojos

seleccionadas para este estudio fueron las que no tuvieran lesiones en la retina. Estas
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muestras fueron parafinadas para cortarlas en laminas de 5 um de espesor y posteriormente
montadas en laminillas. Para el marcaje de la subunidad B> de la Na",K'-ATPasa las
muestras fueron desparafinadas y rehidratadas usando una serie de incubaciones con xileno
(2-5 min y 1:1 xileno/etanol) y etanol (2 min. Cada uno al 100, 95, 80, y 70% etanol).
Seguidos de tres lavados con PBS o agua. Las muestras fueron blanqueadas por incubacion
de KMnOs al 0.25% y PBS-Ca?" por 30 min. Después se lavaron 3 veces con PBS-Ca*" y
fueron incubadas en acido oxalico al 1% y lavadas nuevamente. La recuperacion del
antigeno fue hecha incubando con tripsina al 0.05% durante 10-30min. a 37°C. Las
muestras fueron permeabilizadas usando Triton X-100 al 0.25% y SFB al 1% por 30 min.
para posteriormente bloquearlas con Triton X-100 al 0.25% y SFB 10% durante 30-120
min. Las muestras fueron incubadas con los anticuerpos primarios (contra CD147 y
subunidad o2 y B2 de la Na",K'-ATPasa) en permeabilizacion durante toda la noche a 4°C.
Al siguiente dia, las muestras fueron lavadas tres veces e incubadas con el anticuerpo
secundario (Alexa 488 o 594 anti raton o conejo) por 1 hr. a 37°C. Las muestras fueron

lavadas dos veces y el nucleo fue tefiido con DAPI.

Tanto las muestras para IF como para IHQ se montaron en solucion de montaje

(VectaShield, Cat. H-1000, Vector Laboratories).
Procesamiento y andlisis de las IF por microscopia

Las imagenes de microscopia se obtuvieron utilizando el Microscopio Confocal Leica TCS
SP2 6 SP8 (Leica Microsystems, Heidelberg GMBH). La adquisicion de imégenes fue
realizada con el software LAS X (Leica Application Suite X) y el andlisis de datos fue
hecho con el programa Image] ® (1.42u Bethesda, MD) asi como el analisis de la

intensidad de fluorescencia relativa.
Extraccion de proteinas celulares

Los cultivos celulares se lavaron 4 veces con PBS con Ca™ y se lisaron con amortiguador
de lisis (RIPA) (Tris 40mM pH 7.6, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, Glicerol 10%, Triton X-
100 1%, Desoxicolato de Sodio 0.5% y SDS 0.2%) complementado con inhibidores de
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proteasas complete. El extracto celular se incubd en agitacion a 4°C por 30 min. La
monocapa se raspo con un gendarme de hule y las células se recogieron en un tubo
eppendorf. Para sonicarse por 30 segundos a 25 Hz, o bien se pasaron de 10 a 20 veces a
través de una jeringa de insulina y se centrifugaron a 15,000 x g durante 15 min. para

remover ¢l material insoluble (detritos celulares).

Se determin6 la cantidad de proteinas totales por el método de BCA. Los extractos
celulares se desnaturalizaron en amortiguador de muestra 4x, calentandolos a 90°C por 5

minutos y se analizaron por electroforesis en gel y Western Blot.
Inmunodeteccion con Western Blot (WB)

Las muestras se separaron por electroforesis a 100 v constantes por 140 minutos, en gel de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS) al 10%, cargando de 20 a 30 pg de proteina en cada
pozo. La transferencia de las proteinas del gel a membrana de PVDF (polivinildeno
difluorido) (Amersham Life Science, Cat. RPN303F) se realizé en camara semi-seca (BIO-
RAD, Trans Blot SD Cell 221BR) a 20 volts constantes por 35 minutos. La membrana se
incubo en solucidon de bloqueo (TBS-Tween con 10% de leche descremada marca Svelty y
3% de BSA) a 4°C por toda la noche. Se utilizaron anticuerpos especificos para cada
proteina a una diluciéon de 1:1000, segin las especificaciones del fabricante. Los
anticuerpos secundarios correspondientes a raton O conejo que estan acoplados a la
peroxidasa de rabano se utilizaron a una dilucion de 1:10,000. Las membranas se revelaron
por quimioluminiscencia usando el reactivo ECL plus en palcas fotograficas para
quimioluminicencia (GE Healthcare, Cot. 28906839). Los inmunoblots fueron

cuantificados por densitometria usando el programa ImageJ 1.43u.
Ensayo de marcaje de proteinas de superficie con biotina

Las células ARPE-19 se cultivaron por 4 semanas en insertos de poliéster como se
describid anteriormente. La monocapa de células fue marcada con biotina incubandola dos
veces con 1 mg/ml de EZ-LinK Sulfo-NHS-SS-Biotina durante 45 min. Después de detener

el marcaje lavando con solucion de Glicina, las células se enjuagaron y lisaron para
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posteriormente solubilizar las membranas, incubando con 200 ul de PBS (pH de 8.0),
Triton X-100 al 1% e inhibidor de proteasas. Las células lisadas fueron centrifugadas a
15,000 x g por 10 min. El sobrenadante recuperado de las muestras fue mezclado con
amortiguador de muestra y cargado en geles de acrilamida al 10% para determinar el total

de proteina de las células ARPE-19.

Las proteinas biotiniladas que fueron separadas del resto del sobrenadante se incubaron con
100 pl de solucion de agarosa acoplada a estreptavidina en un volumen total de 150 ul de
amortiguador de lisis durante toda la noche a 4°C en continuo movimiento rotatorio. Las
esferas adheridas al complejo estreptavidina-biotina-proteina fueron lavadas 6 veces con
PBS (pH 8.0), Triton X-100 al 1% y NaCl al 150 mM. Las proteinas fueron separadas de
las esferas incubando las muestras con amortiguador de muestra durante 5 min. a 80°C,
para posteriormente analizarlas por WB usando anticuerpos primarios contra la subunidad

B2 de la Na‘,K*-ATPasa y N-cadherina humana.

Silenciamiento de las isoforma 1,2y de Sp1

Las células ARPE-19 cultivadas por 4 semanas fueron transfectadas con siRNA contra la
subunidad B; o B2 de la Na*,K*-ATPasa o contra Spl de humano en monocapas distintas.
Las células se lavaron tres veces con medio sin suero ni antibidticos y se preparo el medio
de transfeccion con el reactivo Lipofectamina 2000 y 250 y 700 ng/ul de siRNA para la
subunidad B y B2 respectivamente y 75 pmoles/ul de siRNA para Spl. Posteriormente se
agregaron los complejos de Lipofectamina 2000-oligonucleotidos a cada monocapa celular
y se incubd a 37°C durante 48 horas. Como control del experimento transfectamos
solamente la lipofectamina a las células. El medio de transfeccion fue removido y las
células fueron procesadas para inmunoflorescencias, RTqPCR en tiempo real 6 WB para
estimar la eficiencia del silenciamiento. Los siRNAs de la subunidad B> de la Na*,K'-
ATPasa y Spl fueron premarcados con el Kit de marcaje de siRNA Cy3 de acuerdo al
protocolo del fabricante (Ambion by Life Technologies).
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RT-qPCR en tiempo real

Diseiio de oligonucledtidos: Se alinearon las secuencias de las isoformas § con el programa
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Para identificar las secuencias
distintas entre ellas. Luego se disefiaron los oligonucleotidos especificos para cada isoforma
con el programa Primer3 input (v.0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y se corrobor¢ la
especificidad de cada oligonucle6tido por medio de una RT PCR in silico
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/antisentido.cgi) para posteriormente enviarlos

a sintetizar:

B2 sentido GAGCTTCGTTCCACAGCTTC y antisentido
CCCACCAAACCGTCTAGAAA; 1 sentido AGGCGTACGGTGAGAACATT 'y
antisentido GGGAAAGATTTGTGCTTGTGA; B3 sentido

TCGAGTACTCCCCGTAACGA vy antisentido AGGCTCTGGTTGAGGGACTT; o
sentido GAAGCAAGACGTCCTGGAAT vy antisentido TTTCAGTCTTTCCGGGTGTT;
o sentido CTACCCTGTTGCTTTGGCTTTC y antisentido
TGAGGGACCTTAGCGGGAGA y GAPDH sentido ACGGCACAGTCAAGGCTGAG
and antisentido CAGCATCACCC- CATTTGATGTTGG.

Purificacion y Cuantificacion de ARN total: Se utilizaron insertos con células ARPE-19
cultivadas por 2, 4, y 6 semanas de cultivo. E1 ARN total se extrajo con la solucion de
Trizol seguido por precipitacion con cloroformo, isopropanol y etanol. El ARN utilizado se
purificd por columna el ARN total con el Kit RNAeasy (Marca QIAGEN) para obtener
ARN total y se cuantificé con un espectrofotometro. La integridad del ARN total se analiz6

por electroforesis en gel de agarosa.

Obtencion de ADN complementario (ADNc): Se tomaron 3 ug de ARN total y se le agregd
oligo dT mas agua para incubarlos por 10 min a 70°C, después se colocod en hielo para
detener la reacciéon. A esta misma muestra se le agregd amortiguador 5X, dNTPs e
inhibidor de RNAasa y se incub6 por 1 min. a 42°C, después se coloco en hielo y se agrego
la enzima Super Scrip II, se incubd por 1 hr a 42°C y por 15 min. a 70°C, se detuvo la

reaccion a 4°C, para después cuantificar el ADNc y se almacen6 a -20°C.
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RT-qPCR: La sintesis y amplificacion del ADNc se realizd6 mediante las técnicas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del ARNm obtenido de las células
ARPE-19, empleandose el estuche de amplificacion SYBR Green PCR Master Mix. La
expresion diferencial de los genes analizados fue calculada normalizando los valores
expresados con respecto a la expresion del gen GAPDH. Los datos fueron analizados

usando la ecuacion descrita por Livak (2001) (Cantidad total = 2 “24¢T),
Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism version 4.00. Los datos
mostrados son la media =+ el error estandar. La diferencia estadistica fue determinada con
una t-test no paramétrica y los valores por igual o por debajo de P < 0.05 fueron

considerados significativos, con un 95% de confiabilidad en los estudios.
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RESULTADOS

La subunidad B de la Na*,K*-ATPasa se expresa en el dominio apical de las células

EPR en el ojo humano

Para probar si la expresion de la isoforma 2 es crucial para la polarizacion apical de la
Na",K"-ATPasa en células EPR, primero analizamos la expresion de dicha subunidad en la
membrana apical del EPR de ojos humanos. Como marcador del dominio apical utilizamos
a CD147/basigina, subunidad accesoria de los transportadores de monocarboxilato (MTC)
esenciales en el transporte de Lactato. Como se muestra en las imagenes de secciones de
ojos humanos, usando un anticuerpo especifico para cada proteina (Fig.7), B2 co-localiza

con CD147 en el dominio apical. Estos datos demuestran que la Na‘,K'-ATPasa apical

incluye a la isoforma 32 en el EPR de humanos.
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Figura 7. Inmunoflorescencias de CD147 y la subunidad p: de la Na*,K*-ATPasa en cortes de ojo humano
adulto. (A) Imdagenes de campo claro de las secciones (Coroides-células EPR). B-C) Inmunofluorescencias de
CD147 (verde) y la subunidad [ (rojo). D) Co-localizacion de CD147 y [, Los nucleos teriidos con DAPI
(azul). IF de otra seccion con mayor aumento en la zona apical (E-F) y la sobre posicion en G. Las flechas

indican el dominio apical de las células EPR. La barra de escala representa 40 um.

Las células ARPE-19 son adecuadas para analizar el mecanismo de polaridad de la

Na*,K *-ATPasa en el epitelio pigmentario de la retina (EPR)

Nosotros seleccionamos a la linea celular de origen humano ARPE-19 como modelo de
estudio. Estas células se cultivan en insertos y llevan a cabo un proceso denominado re-
morfogénesis para distinguirlo del término “diferenciacion” en donde las células en
desarrollo todavia no estdn comprometidas a un fenotipo especifico. La re-morfogénesis
consiste en que las células que pierden el contacto célula-célula durante la cosecha (con
tripsina) sufren transicion epitelio-mesenquinal (EMT) al volverlas a sembrar los contactos
celulares se recobran (Burke y col. 2000; Gallagher-Colombo y col. 2010; Tamiya y col.
2010; Adijanto y col. 2012). La adquisicion del fenotipo epitelial EPR se lleva acabo con la
formacion de uniones celulares basados en N-caherina, el cambio de una forma celular de
fusiforme (fibroblastica) a cuboidal (epitelial), la formacion de pigmentos de melanina y la
expresion de proteinas apicales como CD147, N-CAM y Na",K'-ATPasa. Este proceso
dura de seis a ocho semanas de cultivo, periodo de tiempo que es necesario para la
regulacion y expresion de diversos genes asociados con el desarrollo de la maquinaria
molecular que esta involucrada en el direccionamiento de las proteinas de la membrana en

estas células.

Primeramente decidimos analizar la expresion polarizada de la Na*,K*-ATPasa en células
ARPE-19. Las células cultivadas por mas de 4 semanas en insertos “transwell” recubiertos
previamente con laminina, se marcaron con faloidina-rodaminada para observar los
filamentos de actina, mostrando a las células planas con fibras de estrés y algunos anillos

concéntricos (Fig. 8A). La expresion de CD147, fue detectada en el dominio apical (Fig.
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8B). La localizacion de las subunidades o y B1 de la Na",K*-ATPasa es principalmente
basolateral (Fig. 8C y D) mientras que la subunidad 3> humana se expresa muy poco. (Fig.

8E). Fue necesario modificar las condiciones de cultivo para inducir la expresion apical de

la Na",K"-ATPasa.
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Figura 8. La Na*,K*-ATPasa en las células ARPE-19 se localiza en el dominio basolateral. Imdgenes de
inmunoflorescencias (XY) muestran la inmunotincion contra actina (4) mostrando fibras de estrés en las
células, CD147 (B) ubicada en el dominio apical, las subunidades o; (C) y p1 (D) en la membrana lateral y >

(E) no presentan una marca aparente. La barra de escala es de 20 um.

Decidimos entonces agregar al medio de cultivo una mezcla de insulina, transferrina
humana y acido selénico (ITS), que se ha reportado que induce la epitelializacion de las

células ARPE-19 (Luo y col. 2006). Cuando examinamos si el suplemento es efectivo en la
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estimulacion de la polaridad apical de la bomba de sodio después de 4 semanas de cultivo,
descubrimos que las células tienen una forma epitelial con anillos concéntricos de
microfilamentos de actina cerca de la membrana plasmatica y ocasionalmente fibras de
estrés en el citoplasma (Fig. 9A). Como esperabamos, las células adquirieron el fenotipo de
EPR expresando marcadores moleculares como f-catenina y N-cadherina en la membrana
lateral (Fig. 9B y C) y CD147 apical y basolateral (Fig. 9D). Ezrina, es una fosfoproteina
que se une a los filamentos de actina y estd implicada en la formacion de microvellos
apicales en las células EPR (Kiveld y col. 2000). Como se observa en la figura 9E a las
cuatro semanas de cultivo en presencia de ITS, ezrina se localiza en la membrana apical. La
expresion de la Na" K'-ATPasa conformadas por las subunidasdes a1 y Bi (Fig. 9F y G) se
observa en el dominio basolateral principalmente, aunque la expresion de B fue también
observada en el dominio apical en ARPE-19. Un patrén apical claro fue observado en la
expresion de la subunidad P> (Fig. 9H). La formacion de las uniones oclusoras fue
monitoreada midiendo la Resistencia Eléctrica Transepitelial (RET) de las monocapas.
Como se observa en la figura 91, la RET maxima se ubica entre las 2 y las 4 semanas con
un valor promedio de 80 Qscm? caracteristico de estas células (Dunn y col. 1996; Luo y
col. 2006). Por lo tanto, bajo 4 semanas de cultivo con ITS es posible llevar a cabo
experimentos que ayuden a resolver el problema sobre la polarizacion invertida de la

Na',K"-ATPasa en las células EPR.
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Figura 9. La re-morfogénesis de las células ARPE-19 tratadas con ITS. Las células fueron crecidas sobre
insertos claros cubiertos de laminina con ITS hasta 6 semanas de cultivo. Las fotomicrografias muestran
celulas ARPE-19 cultivadas durante 4 semanas y marcadas con Faloidina Red-Texas para detectar Actina
(A). Se puede notar una forma epitelial y predominantemente un marcaje de anillos corticales de actina. Las
imdgenes de confocal de los mismos cultivos muestran B-catenina (B) y N-caderina (C) en la membrana
lateral, CD147 (D) mayormente en la apical, Ezrina (E) en el dominio apical, las subunidades o,y pi (F y G)
en el dominio basolateral y p> (H) en el dominio apical. La barra de escala es de 10 um. (F) Analisis
cuantitativo de la Resistencia Eléctrica Transepitelial (RET) de las células ARPE-19 durante el proceso de
re-morfogénesis. Obsérvese que la RET es mdxima alrededor de los 80 Qecm? entre la segunda y cuarta

semana de cultivo.

La sobre expresion de las isoformas a2y 2 se lleva a cabo durante la re-morfogénesis

Con el fin de caracterizar mejor la polarizacion apical de la Na",K'-ATPasa durante la re-
morfogenesis, procedimos a analizar los niveles de expresion de ARNm y de proteina de
las diferentes isoformas o y 3 detectadas previamente en los cultivos de ARPE-19. Como se
muestra en la figura 10A el analisis de Western Blot en las células ARPE-19 cultivadas en
presencia de ITS muestra que se expresa las 3 isoformas de la subunidad B (B1, B2, y B3).
Destaca, que esta es la primera evidencia de la expresion de la isoforma 3 en ARPE-19. El

andlisis por RT qPCR de las cantidades relativas de ARNm de las isoformas o y B en
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funcion del tiempo, se presenta en la Fig. 10B y C. Se detectaron cambios en los ARNm
que corresponden a las isoformas estudiadas (ai-2, Bi-3). La cantidad relativa incrementa
conforme avanza el tiempo en la re-morfogénesis; la cantidad de ARNm de a; incrementa
tan solo 2 veces mientras que la de o lo hace hasta 6 veces (Fig. 10 C). Aunque los ARNm
de B1 y B2 se incrementan a lo largo de las 6 semanas de cultivo, los de la subunidad >
aumenta significativamente mas que los de Bi (Fig. 10B). Por otra parte, la cantidad de
ARNmMm de B3 es constante durante este periodo de tiempo. Nosotros también analizamos las
cantidades de proteina total en las isoformas i1 y P2. En la figura 10D se muestra que
durante la re-morfogénesis la cantidad de proteina total de fi y B2 aumenta con el tiempo,
alcanzando la maxima expresion a las 6 semanas. En conjunto la figura 10 demuestra que
durante la re-morfogénesis, las isoformas o, y P2 se sobre expresan, incrementando la
cantidad de ARNm y proteina a través del tiempo. Esta observacidon sugiere que existe un
componente de regulacion transcripcional de estos genes y que probablemente se lleva a

cabo con la participacion de factores de transcripcion especificos.
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Figura 10. Analisis de las cantidades relativas de ARNm y proteina de las isoformas de las subunidades a y
P en células ARPE-19. A) Andlisis de Western blot de los lisados celulares de ARPE-19 cultivadas bajo las
condiciones ya establecidas para la re-morfogenesis. En la parte superior del blot se utilizo el anticuerpo
contra Ezrina (como control de carga), mientras que en la parte inferior se ocupo anticuerpos contra las
subunidades b1, B2y 3. Los blots representan 3 diferentes experimentos. B) Los ARNm fueron extraidos a las
1, 2, 4y 6 semanas de cultivo y analizados por RT qPCR. Cantidades relativas de ARNm de las subunidades
b1, b2y B3y de las subunidades o y o2 en C). Los valores relativos de ARNm fueron normalizados con la
cantidad de ARNm detectados en la primera semana de cultivo. D) Cuantificacion de proteina por andlisis de
densitometria del Western blot de 3 diferentes experimentos, utilizando como control de carga a la proteina
Ezrina. Las barras de error representan el error estindar en 3 diferentes experimentos. Los cambios

estadisticos significativos son sefialados por un asterisco (P<0.05, t-test no paramétrica).
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El factor de transcripcion Spl estd involucrado en la regulacion de la expresion de la

subunidad B; en células ARPE-19 durante la re-morfogénesis

El factor de transcripcion especifico 1 (Spl) pertenece a la pequefia familia de proteinas
llamadas factores de transcripcion con dedos de zinc (teniendo 3 dedos de zinc en el C
terminal) y estd relacionado con proteinas de union al ADN con regiones ricas en GC, con
las que tiene alta afinidad y regula la expresion de los genes via interaccion proteina-
proteina o interaccioén con otros factores de transcripcion y/o componentes de la maquinaria
basal de transcripcion (Bouwman y Philipsen, 2002; Wierstra, 2008). Kawakami y col.
(1990; 1992) y Avila col. (1998) reportaron que Spl incrementa la actividad del promotor
del gen de la subunidad 32 (ATP1B2) en el neuroblastoma humano, células embrionarias de
rata y linfocitos humanos. Shull y col. (1989) observaron que Spl también activa el
promotor del gen de o2 en el musculo esquelético de células mioblasticas humanas.
Ademas, Li y Langhans (2015) informan, en su revision que Spl, regulan la expresion de
las diferentes subunidades a y B de la Na", K'-ATPasa, en diferentes tejidos y es el inico
factor conocido que regula la expresion de la isoforma 2. Por lo tanto, analizamos si Spl
estd involucrado en la regulacion de la expresion de las subunidades o2 y B2 durante el
proceso de re-morfogénesis de las células ARPE-19. El andlisis de WB demuestra que la
cantidad relativa de Sp1 disminuye ligeramente durante la re-morfogénesis (Fig. 11A) y el
de IF que Spl se localiza en los ntcleos de las células ARPE-19, a las 4 semanas de cultivo

en presencia de ITS (Fig. 11B).

Investigamos si Spl es necesario para que la subunidad B> se exprese en la membrana
apical de las células ARPE-19, silenciando su expresion con siRNAs especificos para
humano. Las células ARPE-19 de 4 semanas de cultivo se transfectaron con los siRNA
especificos contra Spl humano. Luego analizamos la eficiencia del silenciamiento. Como
se puede observar en la figura 11C, la expresion de Spl decae un 40% aproximadamente
debido al fendémeno de mosaicismo que presentan estas células de manera natural (Burke,
2008) era necesario identificar qué células fueron realmente transfectadas marcando al

siRNA con un fluorocromo y asi evaluar el efecto del silenciamiento en las células
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transfectadas. La imagen de IF en la figura 11D demuestra que las células que contienen los
siRNA marcados con Cy3 (puntos rojos) no expresan Spl en el nucleo (senal verde). Las
flechas senalan las células en las cuales la expresion de Spl se observa disminuida o no se
observa. Nosotros anticipamos que si Spl esta involucrado en la transcripcion de B, el
silenciamiento de Spl también reduciria la cantidad de proteina de la subunidad 3> en
células ARPE-19. El andlisis de WB de las células silenciadas para Spl demuestra que la
cantidad de la subunidad B> se redujo un 40% con respecto al control. La imagen de IF de
la subunidad B, (Fig. 11F) muestra zonas en la monocapa con Spl silenciado que también
tienen una sefial de fluorescencia correspondiente a la subunidad 2 baja (flechas blancas).
Esos datos sugieren que el factor de transcripcion Spl estd involucrado en la regulacion de

la expresion de la subunidad 32 en células ARPE-19.
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Figura 11. Expresion y silenciamiento via siRNA del factor de transcripcion Spl en las células ARPE-19.
A) El analisis de Western blot muestra la expresion de Spl durante las 4 semanas de cultivo. El andlisis
cuantitativo de Spl fue normalizado con la sefial de Actina utilizada como el control de carga. B) El marcaje
por inmunoflorescencia de Spl (verde) y de los niicleos (rojo) en las células ARPE-19 cultivadas por 4
semanas en presencia con ITS. La sobre posicion de las imagenes muestra una localizacion nuclear de Spl.
La barra de escala es de 20 um. C) Andlisis por Western blot de la expresion de Spl, en células ARPE-19
silenciadas con siRNAs contra Spl. Las células control fueron tartada lipofectamin). El analisis cuantitativo
por densitometria representa 6 experimentos independientes. D) Imdgenes de inmunoflorescencias de las
celulas ARPE-19 silenciadas marcadas para Spl (verde) y Cy3-siRNA para Spl (rojo). Las flechas blancas
sefialan las células transfectadas con siRNA (identificadas por florescencia roja) que no expresan Spl en el
nucleo. La barra de escala representa 20 um. E) Andlisis por Western blot de la expresion de la subunidad
b2, en células ARPE-19 silenciadas con siRNAs contra Spl. Las células control fueron transfectadas sin
SIRNA (solo lipofectamina). El andlisis cuantitativo por densitometria representa 6 experimentos
independientes. F) Imagenes de microscopia confocal en donde se realizo el silenciamiento de Spl por siRNA
(previamente marcados con Cy3) y se inmunodetecto con el anticuerpo especifico contra la subunidad [. Las
flecas indican las células que fueron silenciadas. Las barras de error representan la media y el error

estandar. La barra de escala representa 20 um.

La expresion apical de la Na',K*-ATPasa en células ARPE-19 durante la re-

morfogénesis correlaciona con la expresion de las isoformas azy >

Los resultados de WB y RT gqPCR en la figura 10 muestran que las células ARPE-19
expresan las 3 isoformas de la subunidad  y 2 isoformasde la subunidad a. Nosotros
procedimos a analizar la distribucion polarizada de las diferentes isoformas o y B en estas
células. Como se puede observar por analisis de microscopia confocal, a diferencia de la
distribucion no polarizada de la isoforma Bi (Fig. 9G), Bs estd principalmente en la
membrana basolateral y no co-localiza con ezrina (Fig. 12A). No obstante . estd
exclusivamente localizada en la membrana apical, presentando un patréon punteado (Fig.
12B). Sin embargo, la aparente distribucion apical no es homogénea, presentando
mosaicismo que ha sido previamente reportado en células EPR (Burke, 2008). Como la
subunidad P siempre debe estar asociada con la subunidad o para alcanzar la membrana
plasmatica e insertarse en la misma, procedimos a analizar que isoforma o acompafia a la

1soforma [3> en las células ARPE-19 usando ensayos de IF. La figura 12D muestra que o se



Pagina |50

localiza en la membrana basolateral y claramente se excluye de la membrana apical
marcada por ezrina, mientras que o esta en la membrana apical pero no en los contactos
celulares (Fig. 12E). Cabe destacar que no existe co-localizacion de las isoformas a1 y 2
(Fig.12F), a2 y B1 (Fig.12G) 6 a1 y o2 (Fig.12H). Las isoformas o2 y B2 son raramente
detectadas en ARPE-19 no maduras y son expresadas durante la re-morfogénesis para

encontrarlas distribuidas en la membrana apical, exclusivamente.
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Figura 12. La localizacién de las diferentes isoformas de las subunidades o y f de la Na*,K*-ATPasa en
ARPE-19 es dominio-especifica. Los ensayos de inmunoflorescencia de las células ARPE-19 cultivadas
durante 4 semanas con ITS. A-E) Imdgenes de inmunomarcaje contra la subunidades o 6 8 de la Na*,K"-
ATPasa; co-tincion con anti-Ezrina como marcador apical (A, C y D) o co-tincion con ioduro de propidio
para la deteccion de nucleos.(B y E). Expresion de las subunidades 3 (A) y a; (D) estan primordialmente en
el dominio lateral; las subunidades 52y o2 (B y E) son localizadas en el dominio apical; ai/B> (F), o2/f1 (G) y

a/oz (H) no co-localizan. La escala de la barra es de 10 ym.
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La Na*,K*-ATPasa no se estabiliza en el dominio apical de las células ARPE-19

Aunque el patrén de distribucion mostrado por el andlisis de IF de la subunidad B> sugiere
una localizacién apical, teniamos que confirmar que la bomba una vez ensamblada con la
isoforma B>y es insertada en la membrana del dominio apical de las células ARPE-19. Por
lo tanto, analizamos la co-localizacion de la subunidad B> y a2 con el marcador apical
CD147 (Fig. 13A y B) y los marcadores laterales N-cadherina y B-catenina (Fig. 13 C y D).
Las imagenes obtenidas por microscopia confocal (Fig. 13) revelan que la subunidad 32 no
co-localiza con ninguno de los marcadores apicales ni basolaterales. Sin embargo la carente
co-localizaciéon no es suficiente para concluir que 32 no reside en la membrana apical. Por
lo tanto procedimos a realizar un ensayo de biotinilacion de proteinas de superficie de
estado estable. Las células ARPE-19 fueron cultivadas durante 4 semanas con ITS sobre
insertos. La biotina fue agregada en ambos sitios, basolateral y apical de la monocapa
marcando Gnicamente a las proteinas localizadas en la membrana celular. Posteriormente se
lisaron las células y las proteinas marcadas con biotina fueron precipitadas con esferas de
neutravidina-sefarosa y desnaturalizadas para su aislamiento. Como se muestra en la figura
13E las células expresan N-cadherina y la subunidad 32 como se detecta en el sobrenadante
del lisado celular. La N-cadherina biotinilada tambien se detecta en los precipitados
indicando que se expresa en la membrana plasmatica, como lo esperdbamos. Sin embargo
la subunidad 3> no se detectad6 en el marcaje con biotina (precipitado de estreptavidina) en
ninguno de los 6 experimentos realizados. Eso nos indica que la subunidad 2 no se inserta

ni estabiliza en la membrana plasmatica.
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Figura 13. La Na",K*-ATPasa de las células ARPE-19 no se estabiliza en el dominio apical. A y B) Co-
tinciones de las subunidades oy > con la proteina CD147, no se observa co-localizacion apical. Cy D) Co-
tinciones de la subunidad [ con los marcadores laterales N-cadherina y f-catenina, tampoco se aprecia una
co-localizacion. La barra de escala equivale a 10 um. E) Biotinilacion de proteinas de superficie analizada

por WB utilizando un anticuerpo especifico contra la subunidad > y N-Cadherina. Las muestras de las



Pagina |53

proteinas de membrana de ARPE-19 biotiniladas no presentan marca para subunidad B, de la Na*,K*-

ATPasa.

La co-localizacion de las subunidades a; y B estd presente en la membrana apical de

células EPR de ojo humano adulto

Nuestros resultados (Figura 13), indican que la bomba de Na* formada por la subunidad f3.
no se inserta en la membrana apical de las células ARPE-19 sino que probablemente, se
esté reteniendo en un compartimento sub-apical. Hay que recordar que la linea celular
ARPE-19 carece del contacto con los fotoreceptores, y es posible que dicha ausencia, no
permita que la subunidad B, se estabilice en la membrana. Para evaluar estd posibilidad
estudiamos la expresion de las isoformas B2 y a2 por ensayos de IF en la membrana apical
de las células EPR del ojo humano. La figura 14 muestra la co-localizacion de las
subunidades a2 y B2 en el dominio apical del EPR. Considerando que la subunidad 3> es una
molécula de adhesion (Gloor y col, 1990), nosotros pensamos que no se estabiliza en la
membrana apical porque no puede interactuar con una proteina receptora en el lumen apical
de la monocapa de ARPE-19, como lo hacen de manera natural las células EPR en contacto
con los segmentos externos de los fotoreceptores. Por consiguiente, la bomba localizada en
la membrana apical en células ARPE-19 por IF, puede ser resultado del reciclamiento de la
subunidad [, apical acumulada en los endosomas (AREs: endosomas de seleccionamiento
apical 6 CREs: endosomas de reciclamiento comun. Lehmann y col. 2014). Sin embargo,
estos datos no excluyen la posibilidad de que la subunidad B> esté involucrada en la

polarizacion apical de la Na",K*-ATPasa.
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Figura 14. Inmunoflorescencias de las subunidades a: y [3: de la Na*,K*-ATPasa en cortes de ojo humano

adulto. A) Imagen de campo claro de la seccion analizada (Coroides y células EPR). B-C)
Inmunofluorescencias de las subunidades [; (verde) y a: (rojo). D) Sobre posicion de las imagenes de las
subunidades > y a> observando co-localizacion en el dominio apical. Los niicleos se tifieron con DAPI (azul).

Las flechas indican el dominio apical de las células EPR. La barra de escala equivale a 40um.

El silenciamiento de la expresion de la subunidad > en células maduras de ARPE-19

disminuye la localizacion apical de la Na*,K*-ATPasa

Para analizar si la expresion apical de la bomba depende de la expresion de la isoforma o,
realizamos un silenciamiento de la isoforma usando siRNA especifico contra la proteina
humana. Como se puede observar en la figura 15A, la expresion de los ARNm de B2 decae
en un 60%. Al mismo tiempo la cantidad relativa de ARNm de o> es también reducida. Sin
embargo, la cantidad de ARNm de las isoformas a; y B1 no se ve altera manteniendo los
niveles de las células no transfectadas. El analisis por WB mostrado en la figura 15B revela

que el nivel de la proteina en células ARPE-19 transfectadas con siRNA decae ligeramente.
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Esto puede ser explicado por el hecho que las monocapas de ARPE-19 tienen una baja
proliferacion y ademas una baja tasa de recambio de proteinas. Aunque las cantidades de

ARNm son significativamente reducidas, existe siempre una alta cantidad de proteinas

remanentes en la célula.
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Figura 15. Silenciamiento de la subunidad p: de la Na*,K*-ATPasa en células maduras de ARPE-19. Las
celulas ARPE-19 cultivadas durante 4 semanas fueron silenciadas con siRNA contra la subunidad p>
humana. A) Cantidades relativas de ARNm de las subunidades o, as, f1 y f> medidas en 3 experimentos
independientes y analizadas por RT qPCR. El nivel de silenciamiento de ARNm de 3> es aproximadamente del
60%. B) Estudio de Western blot contra la subunidad B: en células ARPE-19 control y silenciadas. Analisis
cuantitativo por densitometria en 3 experimentos independientes estudiados. La cantidad de proteina
corresponde a la subunidad f> y fue normalizada con los niveles detectados en las células transfectadas solo

con lipofectamina. EIl nivel de silenciamiento fue del 40% aproximadamente.

Los analisis de IF muestran areas en las cuales el silenciamiento es aparentemente efectivo
(en verde) debido a que la expresion de la isoforma B> es menor que en las células no

silenciadas (Fig. 16 A y B). Al mismo tiempo, la localizacion apical de la subunidad o> es
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también disminuida (Fig. 16 C y D). El analisis de RT qPCR (Fig. 15A) la expresion y
localizacion de ambas subunidades i1 y a1 aparentemente no se altera, mostrando una
distribucion basolateral aunque en algunos casos fue percibida especialmente la 31 también
en el dominio apical. Esta distribucion se considera no polarizada ya que la proteina se
localiza indistintamente en los dos dominios (Fig.16E). Los analisis de WB e IF en la figura
15B y 16 muestran que estas proteinas estan parcialmente silenciadas. Las monocapas que
fueron transfectadas con siRNA todavia expresan la subunidades o> y B> en la membrana
apical, en otras palabras es dificil definir si la localizacién apical de la bomba esta alterada
por el silenciamiento 6 por efecto del mosaicismo celular natural. Por lo tanto, realizamos
el silenciamiento de la monocapa con siRNA que fueron pre-marcados con el fluorocromo
Cy3. En los ensayos de IF detectamos a las células silenciadas por su tincion positiva para
Cy3. En ellas analizamos el cambio en la intensidad de fluorescencia debida a la expresion
de a2 y B2. Como podemos observar en la figura 17A y B, las células que fueron marcadas
en rojo (Cy3, senaladas con flechas) no expresan la subunidad B> mostrando que esas
células fueron silenciadas y el andlisis de intensidad de fluorescencia indica que se abatio la
expresion en un 75% (Fig. 17C). Cuando buscamos la expresion de la subunidad o en las
células silenciadas (Fig.17 D y E) observamos que la expresion apical se mantiene. Sin
embargo cuando medimos la intensidad de fluorescencia de la subunidad o, en células
positivas para Cy3 se observa que disminuiyo su expresion en 40% (Fig. 17F). Nuestros
hallazgos indican que la localizacion apical de la Na",K'-ATPasa depende de la expresion

de la isoforma f».
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Figura 16. Anadlisis por inmunoflorescencia de células ARPE-19 silenciadas por siRNA contra la isoforma
P2 humana. Las células ARPE-19 cultivadas durante 4 semanas, fueron transfectadas con siRNA especificos
contra la isoforma [5; humana como en la figura 14. Imdgenes de confocal de células no silenciadas (panel
izquierdo) y silenciadas (panel derecho) para las subunidades oy p. Expresion apical de las isoformas B2y a»
en células no silenciadas son observadas en A y C. La deslocalizacion y disminucion de la intensidad de
florescencia de ambas subunidades > y o> son observadas en las células silenciadas (B y D). Expresion
apical y basolateral de la isoforma f; (E) es generalmente mantenida en células con [, silenciadas (F). El

patron basolateral de la isoforma o; se mantiene en las células silenciadas (G y H). La barra de escala es de

10 um.
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Figura 17. Silenciamiento de la subunidad f32 en las células ARPE-19 afecta la distribucion apical de la
bomba de Na*. Las células fueron transfectadas con siRNA marcados con Cy3 y son especificos contra la
isoforma P> Lo puntos rojos flourescentes identifican las células transfectadas. Las imdgenes confocal de
células no silenciadas en las cuales las subunidades a; y f> son inmunodetectadas (A y C) mostrando una
distribucion apical en ambas subunidades. Imagenes de células silenciadas (B y D) muestran la expresion
apical de las subunidades o y 2 (verde). Las flechas indican las células transfectas con Cy3 siRNA p». La

barra de escala es de 10 um.



Pagina |59

Recientemente, Mony y col. (2013) reportaron que la subunidad i es esencial para el
mantenimiento del fenotipo epitelial de las células ARPE-19. Por lo tanto, analizamos si el
silenciamiento de la expresion de la subunidad P; afecta la localizacion apical de la
subunidad B2 (Fig. 18). Como se puede observar en la figural8 A-D, la localizacion tanto
de a1 como de i se altera cuando se silencia la expresion de la subunidad 1 de humano,
notablemente se observa que la Na",K"-ATPasa estd des-localizada en el dominio lateral de
las células ARPE-19, sin embargo la distribucion apical de la subunidad B2 no se modifica
(Fig. 18E-F). Por lo tanto, nuestros datos sugieren fuertemente que los dimeros 023> juegan
un papel esencial en el mantenimiento de la polarizacion apical de la bomba de Na* en las

células EPR.
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Figura 18. Silenciamiento de la isoforma f1 humana en ARPE-19 no altera la localizacion apical de la
isoforma P2 Células ARPE-19 de 4 semanas de cultivo fueron transfectadas siRNAs especificos contra la
isoforma fB; humana. Imdgenes de confocal del silenciamiento de células inmunomarcadas para las isoformas
a y B (panel derecho) y no silenciadas (panel izquierdo). Los nucleos fueron teiiidos con ioduro de propidio.
La expresion basolateral de la subunidad o en células no transfectadas es observado en A y una distribucion
basolateral y apical de la subunidad p; es observada en C. El silenciamiento de f; resulta en la
deslocalizacion de las subunidades o1y p1 (B'y D). Obsérvese que la localizacion apical de la isoforma - (E)

se mantiene en el silenciamiento de B; (F). El nivel de silenciamiento de ARNm fue del 40% (G). La barra de
escala es de 10 um.
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DISCUSION

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) forma una monocapa de células que estan en
intima asociacion con la base de los fotoreceptores formando la barrea hemato-retiniana
externa. Las células EPR tienen una forma hexagonal, y vistaso desde la superficie, se
pueden apreciar numerosos granulos citoplasmaticos que incluyen a los granulos de
pigmento. Una caracteristica comun de todas las células diploides es su tendencia a perder
su fenotipo epitelial después de su extraccion y re-sembrado in vitro. Esto sucede también
con las células del EPR; con el desprendimiento de los contactos celulares durante la
tripsinizacion y el resembrado de las células, se lleva a cabo el proceso de transicion
epitelio mesenquimal (EMT) resultando en la pérdida del fenotipo EPR. Esta transicion es
reversible (Adijanto y col. 2012; Gallagher y col. 2010; Grisanti y Guidry, 1995; Tamiya y
col. 2010). Los cultivos de EPR tienen una limitada capacidad para epitelializarse y

someterse a una maduracion fenotipica o re-morfogénesis como lo describe Burke (2008).

En el presente estudio, primero tuvimos que establecer las condiciones de cultivo en las que
se lleva a cabo el proceso de re-morfogénesis de las células ARPE-19 in vitro. La presencia
de la Na",K*-ATPasa en el dominio apical de las células ARPE-19 la manifiestacion de la
maduracion y diferenciacion de la monocapa (Burke y col. 2000; Kannan y col. 2006;
Sonoda y col. 2009). Las células ARPE-19 incubadas en filtros transwell presentan un
fenotipo mesenquimal carcaterizado por una forma alargada fusiforme y expresan la
Na",K"-ATPasa a1 en los contactos celulares. Al adicionar el ITS al medio de cultivo se
activan los mecanismos de polarizacion de las células que culminan en una monocapa bien
polarizada después del mes de cultivo. El crecimiento celular con el ITS en el medio de
cultivo resulta en una monocapa epitelial que expresa la Na',K'-ATPasa en ambos
dominios, apical y basolateral, como ya se describié en células EPR de rata (Okami y col.
1990) y bovino (Burke y col. 2000). Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual
se alcanza la polaridad apical de las proteinas en el EPR. En este trabajo nos hemos
enfocado en dilucidar ese mecanismo, y mas especificamente en identificar qué isoformas
tienen la informacion molecular es necesaria para la clasificacion y envié de la Na*,K'-

ATPasa al dominio apical en el EPR. Nuestras observaciones indican que las isoformas a; y
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B1 son las mas comunes en las células ARPE-19. Como en los epitelios cléasicos, la bomba
esta compuesta de estas dos isoformas y son localizadas en el dominio lateral y su funcién
es el mantenimiento del gradiente ionico requerido para la homeostasis celular. Sin
embargo las isoformas o> y B2 son raramente detectadas en células ARPE-19 no maduras
(Fig. 8). Nuestras observaciones sugieren que durante las cuatro semanas de cultivo, se
activa el mecanismo de polarizacion que lleva a la Na" K"-ATPasa al dominio apical.
Nosotros demostramos que la localizacion apical de la Na',K'-ATPasa en las células
ARPE-19 depende en la expresion de la subunidad 32 asociada con la subunidad ao (Fig. 12)
y encontramos que son consistentes nuestras observaciones con las muestras fijadas de ojo
humano (Fig. 14). Ademds, demostramos que durante el proceso de re-morfogénesis los
ARNm de estas isoformas se sobre expresan (Fig. 10) y que el factor de transcripcién Spl
estd involucrado en dicha regulacion (Fig. 11). El silenciamiento de la subunidad . de la
Na" K"-ATPasa utilizando siRNA en células ARPE-19, resulta en una disminucion de la
polarizacion apical de la bomba (Fig. 16) sin que sea afectada la localizacion del dimero
a1B1. El silenciamiento de la subunidad 31 no afecta a la localizacion de la subunidad 32

(Fig. 18).

Las células ARPE-19 como modelo de estudio en el mecanismo de polarizacion de las

células EPR

Las células EPR forman una barrera hemato-retiniana que regula el movimiento de solutos
entre los capilares de la coroides y los fotoreceptores de la retina. Aunque los cultivos
primarios de células EPR fetal del humano (hfRPE) son consideradas los mejores modelos
para el andlisis de los mecanismos de polaridad y trafico vesicular en EPR (Lehmann y col.
2014), nosotros no tuvimos acceso a dichos cultivos primarios. Por lo tanto, utilizamos la
linea celular ARPE-19 adquirida de la ATCC, la cual se obtuvo por Dunn y col. (1996)
transformando cultivos celulares humanos de EPR (Dunn y col. 1996). Las células ARPE-
19 conservan aceptablemente la polaridad y funcidon de barrera, caracteristicas que son
importantes en el estudio del envid dirigido de las proteinas. Las principales ventajas que
tienen las células ARPE-19 son: se cariotipo normal, su tasa de proliferacion rapida y su

capacidad de mantener algunos caracteres especificos del EPR (Dunn, y col. 1996).
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Lehmann y col. (2014) opinan que en células ARPE-19 tienen una “ maquinaria de trafico
diferente que en las células EPR in situ”, debido a que la Na", K'-ATPasa se ubica en la
membrana basolatera. Basados en nuestros experimentos, nosotros sugerimos ser mas
precisos cuando se considere la polaridad de la Na’,K'-ATPasa en células ARPE-19 y
referirse al dimero oiffi 6 a2f2. Asi mismo, nuestros datos son consistentes con los
reportados por Ahmado y col. (2011) que reportan la localizacion lateral de a1 y Bi1 en
células no polarizadas y en la membrana apical en células pigmentadas (polarizadas).
Sorpresivamente algunos estudios han reportado la localizacion de la bomba de sodio en la
membrana apical utilizando anticuerpos contra la subunidad a; en células ARPE-19. Sin
embargo diferentes autores definen distintos patrones de localizacion basados en imagenes

de IF como apicales (Geisen y col. 2006; Kannan y col. 2006).

Estd bien documentado, que en diversas lineas celulares y cultivos primarios tienden a

perder el fenotipo de EPR en consecutivos pasajes.

El rompimiento de la adhesion celular induce una transicion epitelio mesenquimal (TEM),
resultando en la pérdida del fenotipo epitelial que puede ser irreversible (Grisanti y Guidry,
1995; Gallagher-Colombo y col. 2010; Tamiya y col. 2010; Adijanto y col. 2012). En
consecuencia, sugerimos que o y B1 son el dimero que se envia por defecto a la membrana
plasmatica en células ARPE-19 no diferenciadas. Durante la re-morfogénesis, solamente
algunas células ARPE-19 logran alcanzar la epitelializacion y su fenotipo de EPR, mientras
que otras se quedan en estado mesenquimal. Aqui nosotros aplicamos condiciones de
cultivo que aumentan la proporcion de células bien diferenciadas, pero aun no logramos
obtener una poblacion completamente diferenciada. Bajo esas condiciones mejoradas, la
produccion del dimero axf3> fue sobre expresada y después de 4 semanas de cultivo, una
gran cantidad de células mostr6 un patréon de distribucion apical para este dimero.
Ciertamente el dimero 0232 estuvo ausente de la membrana basolateral. La localizacién
apical aparente probablemente depende de la maduracion y diferenciacion de la maquinaria

de trafico apical, la cual bajo estas condiciones se adquiere parcialmente.
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El factor de transcripcion Spl se expresa en las células ARPE-19 y estd involucrado

probablemente en la regulacion de la expresion de la subunidad [

Durante la re-morfogénesis, las cantidades relativas de ARNm de las subunidades oz y B2 se
incrementan (Fig. 10), indicando una regulacion transcripcional de dichas subunidades y
sugiriendo la participacion de algin factor de transcripcion. Basados en los trabajos de
Kawakami y col. (1990; 1992; 1993) y de Avila y col. (1998), nosotros sospechamos que
Spl podria estar al menos implicado en la regulacion de la subunidad B> durante la re-

morfogénesis.

Spl es un factor nuclear ubiquo que juega un papel importante en el mantenimiento basal
de la transcripcion de genes. Se han encontrado sitios de interaccion en regiones de todos
los promotores de las subunidades a y B de la Na",K'-ATPasa (Li y Langhans, 2015).
Nuestros resultados demuestran que el silenciamiento de Spl afecta la expresion de la
subunidad [3; de la bomba de sodio, aclarando que este factor también esta involucrado en

la regulacion de la subunidad (32 en las células ARPE-19 (Fig. 11).

Evidencias recientes revelan otras funciones para Spl, como la regulaciéon de Ia
transcripcion de genes en respuesta a sefiales extracelulares como el estimulo con insulina.
Sp1 media el entrecruzamiento de cascadas de sefializacion que regulan los genes blancos y
responden a esa via. Eso incluye, independientemente de la actividad de Spl, la
colaboracion o competencia con otros factores de traduccion. La adicion de insulina (un
componente del ITS) al medio de cultivo podria activar el factor de transcripcion Spl que
promueve la polarizacion de la Na",K"™-ATPasa via union regulatoria positiva en cis de los
genes de o2 y B2 (Shull y col. 1989; Kawakami y col. 1992). Esos datos sugieren que el
factor de transcripcion Spl estd involucrado en la regulacion de a2 y B2, sin embargo, hace
falta realizar mas estudios para confirmar su participacion en los mecanismos de regulacion

de la subunidad P> via Sp1 en las células ARPE-19.
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La polarizacion apical aparente de los dimeros a1y azf: en células ARPE-19

En los epitelios clasicos, el mecanismo fundamental de la polarizacion basolateral de la
Na',K"-ATPasa esta relacionado con la expresion de las subunidades o1 y Bi1. Sin embargo,
los trabajos publicados sobre la composicion isomero-especifica de la Na" K'-ATPasa en
las células EPR son confusos. El epitelio pigmentario de la retina es de origen
neuroepitelial, por lo que anticipamos la expresion de la subunidad f2/AMOG (Fig. 9). La
literatura incluye reportes consistentes y contradictorios: a) Los andlisis de ARNm de EPR
humana revelan la expresion de la subunidades a1, B1 y B2 pero no de la a2 (Ruiz y col.
1995; 1996); b) La distribucion de todas las subunidades, examinadas con doble y triple
marca inmunofluorecente, revela que a; y Pi son las isoformas que se expresan
predominantemente en las células del EPR de rata y raton, mientras que la subunidad B, se
detectd en los fotoreceptores, células bipolares y células de Miiller, pero no en el EPR
(Wetzel y col. 1999); ¢) Estudios realizados en células del EPR in vitro (cultivos primarios
0 lineas celulares inmortalizadas) usan anticuerpos contra la subunidad o1 y Pi para
inmunodetectar a la Na",K"-ATPasa (Steinberg y Miller 1979; Rizzolo y Zhou, 1995;
Burke y col. 2000; Rajasekaran y col. 2003; Kannan y col. 2006).

Todos esos datos son confusos, pero nuestras observaciones en las células ARPE-19 no
polarizadas sugieren que el dimero aif: es el constitutivo de la bomba de Na™ y es esencial
para todas las células vivas. Este dimero probablemente use los mecanismos de trafico
vesicular no diferenciados que lo envian a la membrana plasmatica y se estabiliza al unirse
a los contactos celulares, gracias a las interacciones trans [1-f1 entre las células vecinas.
Considerando que la subunidad B> es una molécula de adhesion en el ojo, ésta podria
interactuar con una proteina en trans localizada en el segmento externo de la membrana del
fotoreceptor (interaccidon heterotipica) estabilizando el complejo o232 en el dominio apical.
Nuestras imagenes obtenidas de secciones del ojo humano (Fig. 14) concuerdan con estd
suposicion. Es probable que la Na’,K'-ATPasa sea solamente detectada en el dominio
apical de células del EPR bajo condiciones muy especificas (Hu y col. 2001; Marrs y col.

1995; Rizzolo y Zhou, 1995; Kannan y col. 2006; Sonoda y col. 2009) debido a la ausencia
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de interacciones entre las células del EPR y los fotoreceptores en cultivos in vitro.
Evidentemente, la ausencia de los fotoreceptores en el lado apical del cultivo celular del
EPR implica la carencia de algunos factores esenciales para la correcta funcion de las
células EPR fuera de la retina. En varios modelos de EPR, la Na“", K™-ATPasa es localizada
en el dominio apical incluso en ausencia de los contactos con la retina. Sin embargo, en
dichos estudios no se han hecho experimentos que confirmen la localizacion en la
membrana apical por medio de co-tinciones con marcadores apicales o por biotinilaciones
de la superficie celular (Okami et al., 1990; Rizzolo y Zhou, 1995; Kannan y col. 2006;
Sonoda y col. 2009). Evidentemente, la ausencia de fotoreceptores en el lado apical de los
cultivos EPR no significa que la Na", K'-ATPasa no esté siendo clasificada y enviada al
dominio donde ejerce su funcion, pero si implica que el dimero aif31 no esté polarizado y
vaya directamente a todos los dominios membranales, incluyendo el apical (Hu y col. 1994;
Kannan y col. 2006; Sonoda y col. 2009). Nuestros experimentos de silenciamiento
sostienen esta nocion (Fig. 16 y 18). El silenciamiento parcial de la isoforma 32 disminuye

la localizacion apical de los dimeros 0232 pero no de aif31 (Fig. 16).

Durante la re-morfogénesis, la expresion de los dimeros no cesa. Sin embargo, la expresion
de las subunidades a2 y B2 conforme pasa el tiempo de cultivo en células ARPE-19, nos
indica que los mecanismos de trafico vesicular también deben ser diferenciados y
probablemente activados para asemejar el mecanismo que las células del EPR en el ojo
presentan. En el caso de que los dimeros o131 que sean enviados al dominio apical por un
mecanismo no diferenciado, es mas probable que no se establezca y rapidamente sea
removido para ser redirigido al dominio basolateral o si el dimero esta constitiudo port azf1
ligeue al dominio apical y sea degradado. Por otra parte los dimeros azB2 son enviados
directamente al dominio apical y no al basolateral (Fig. 12) ya que no los pudimos detectar
durante el proceso de re-morfogénesis, indicando que la maquinaria de trafico vesicular

madura a la par de la expresion de dichas subunidades.
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Funcion fisiologica de los dimeros oxfde Na*,K*-ATPasa en las células EPR

Las diferentes isoformas que componen a la Na",K'-ATPasa presentan distintas afinidades
por el Na', el K* y/o la ouabaina (Sweadner, 1989; Blanco y Mercer 1998; Wetzel y col.
1999). Por lo mismo, las diferentes combinaciones pueden producir diferentes
consecuencias en el ambiente celular. Mientras que en los epitelios clasicos el dimero o1/B1
mantiene la homeostasis y volumen celular, en las células EPR el dimero a2/P> estd
asociado con la regulacion de la concentracion del Na' en el espacio inter-retiniano,
esencial para el proceso de la foto-transduccion. La subunidad a; tiene alta afinidad por el
Na" y la ouabania, en contraste con la subunidad o3 que presenta baja afinidad por este ion
(Jewell y Lingrel, 1991; Munzer y col. 1994); la subunidad a» tiene una baja afinidad por la
ouabaina y el K" (Crambert y col. 2000). El cambio de la expresion de las isoformas B2 y B3
por B1 incrementa la afinidad por el Na® por parte de la bomba como se reportd en células
Sf-9 de insecto (Yu y col. 1997; Blanco y Mercer 1998) y fotoreceptores (Wetzel y col.
1999). La asociacion preferente de a2 con P2 (Tokhtaeva y col. 2012; Habeck y col. 2016)
involucra una afinidad por el K*, nueve veces menor que la formada por la asociacion de
otras isoformas o y B (Crambert y col. 2000). En el espacio inter-retinal formado entre los
fotoreceptores y la membrana apical de las células EPR, los canales de Na" regulan el paso
del ion a través de la membrana plasmatica del fotoreceptor y estdn normalmente abiertos
en condiciones de oscuridad. La corriente asociada con este potencial se llama corriente
oscura (Marmorstein, 2001). Esto lleva a la hiperpolarizaciéon de la membrana plasmatica
del fotoreceptor y el decremento del Na* en el espacio subretinal. Gracias a la polaridad
apical de la Na",K'-ATPasa en las células EPR es posible el mantenimiento de altas
concentraciones de Na® en el ambiente inter retiniano (Ames y col. 1992) y esto es debido a
su conformacioén del dimero o2/B2 (Fig.14). Es probable que el dimero ax/P2 tenga una
mayor importancia en el mantenimiento de los gradientes de Na" en el espacio subretinal a
diferencia de las otras poblaciones de bombas presentes en ARPE-19 compuestas por los
dimeros a1/B1 y a1/B3 (Fig.12) que tendria un papel trascendental en la homeostasis celular

del K" en el dominio lateral.
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El direccionamiento polarizado de las proteinas multiméricas de membrana es un

mecanismo poco claro en las células EPR

Los modelos méas comunes de envid de proteinas apicales y basolaterales en epitelios, se
han obtenido estudiando las proteinas monoméricas (TfR, LDLR y FcR; Matter y col.,
1994; Gan y col. 2002). Sin embargo, para las proteinas multiméricas, los modelos
existentes no dejan en claro el mecanismo de polarizacion por ejemplo, de la Na“,K'-
ATPasa. En consecuencia, el mecanismo por el cual el dimero azfB> llega a la membrana

apical es pobremente comprendido.

Se acepta que las proteinas tienen sefiales de envid apicales o basolaterales y que, en
algunos casos, dos 0 mas sefales coexistan o se opongan en la misma proteina (Philp y col.
2011). De este modo, en el caso de la Na",K'-ATPasa se demostré claramente que la
subunidad o; contiene una sefial de direccionamiento basolateral que no ha podido ser
identificada (Dunbar y col. 2000). Por otro lado, se comprob6 que la subunidad § también
posee iuna sefal para su envio polarizado, que actua como una sefial de polaridad de menor
jerarquia a la basolateral de a;. Particularmente, se demostr6 que la N-glicosilacion de la
subunidad B, funciona como una sefial de envio apical (Vagin y col. 2005; 2006). Perez-
Bay y col. (2014) estudiaron la transcitosis epitelial en células ARPE-19 de TfR (receptor
de transferrina) que va desde la membrana basolateral hacia la apical, describiendo un
mecanismos que depende de un sitio de N-glicosilacion en especifico que funciona como
una sefial de envio hacia la apical, reconocido por Galectina-4. Sin embargo aunque la
isoforma B2 tiene de 7 a 9 N-glicosilaciones y en las células HGT-1 (linea celular de
carcinoma gastrico) las N-glicosilaciones de 2 funcionan como una sefial de envio apical,
no existen mas evidencias que sugieran un mecanismo de trancitosis similar al observado
en TR para la Na*,K"-ATPasa que explique su envi6 al dominio apical en células del EPR.
En células epiteliales LLCP-K1 y MDCK transfectadas con la isoforma B, la Na" K-
ATPasa se envia al dominio basolateral, sugiriendo que hay una sefial dominante
basolateral de a; sobre la sefal apical de B2. (Vagin y col. 2005). Pero se tiene que
considerar que las mismas sefiales de seleccionamiento pueden ser interpretadas de

diferentes maneras dependiendo el tipo celular utilizado (Castorinio y col. 2011) como seria
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el caso de las células del EPR. En los epitelios clasicos el mecanismo de polarizacion
basolateral de la Na",K*-ATPasa esta relacionado con la expresion de las subunidades o y
Bi. Si bien se ha demostrado que la isoforma B; de la Na'",K'-ATPasa juega un papel
importante en el mecanismo de polarizaciéon de la bomba (Shoshani y col. 2005; Padilla-
Benavides y col. 2010) en células EPR la isoforma B, de la Na",K'-ATPasa también esta
involucrada en el mecanismos de envid apical en estas células. Por estas observaciones se
justifica el estudio sobre el papel de la subunidad B> en polaridad apical de la bomba de Na*

en las células ARPE-19.
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Figura 19. El direccionamiento apical de la Na',K*-ATPasa en las células polarizadas ARPE-19, es
regulada por las subunidades o2 y f2. Las células ARPE-19 cultivadas durante 4 semanas en insertos
recubiertos de laminina en presencia de ITS estan polarizadas; las células son relativamente altas,
expresando los marcadores EPR y formando las uniones oclusoras entre ellas. Nuestro modelo propone que
las senales extracelulares inducen la transduccion de seiales que activa la re-morfogénesis.
Consecuentemente, por un mecanismo poco estudiadoo, Spl activa la transcripcion en el nucleo de los genes

ATPI1A2 y ATP1B2. En células ARPE-19 polarizadas los mecanismos de exportacion basolateral envian a los
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dimeros of1 y aif3 a la membrana lateral (vesiculas grises). Las trans-interacciones Bi-f1 (v quizas B3-fi3)
entre las células vecinas estabiliza y retiene esos dimeros en la membrana lateral de la célula de manera
constitutiva. Durante el proceso de re-morfogénesis los mecanismos de envio apical son activados por la
asociacion de las subunidades a. y f>. El dimero a;f3> se envia de manera directa al dominio apical (vesiculas
purpuras) y es probable que se estabilicen en una interaccion heterotipica en trans con otra proteina del
segmento externo del fotoreceptor (f:-X). Nuestros estudios demuestran que la subunidad f; pero no la
subunidad a; se encuentra en el dominio apical aunque en menor proporcion. Una pequeiia parte de la
subunidad a, se asocia con la subunidad f; y son enviadas al dominio apical (vesiculas amarillas). Es

probable que este dimero no se estabilice en el dominio apical y sea reciclado para ser degradado.

Nuestras observaciones sobre las células ARPE-19 polarizadas estan resumidas en la figura
19, que esquematiza los datos complicados y confusos presentados en la literatura revisada.
1) La expresion de la isoformas B; de la Na",K'-ATPasa es detectada en el dominio
basolateral y apical respectivamente. Nuestras observaciones estdn de acuerdo con el
trabajo de Hu y col. (1994), que aplicaron ouabaina del lado basal y apical en cultivos de
EPR humano, demostrando que la bomba de sodio estd presente en ambos dominios de la
membrana. 2) En sistemas artificiales de expresion génica (ovocitos de Xenopus), cada una
de las 4 isoformas de la subunidad a se asocian con cada una de las tres isoformas de la
subunidad B y forman una bomba funcional (Blanco y Mercer 1998; Blanco 2005;
Crambert y col. 2000) sin embargo, la combinacion in situ de o/B son especificas y
confieren tejido-especificidad funcional a la bomba. Demostramos que la combinacién
predominante en la membrana apical de las células polarizadas de ARPE-19 es azf.
Nuestros datos son consistentes con el concepto de que la isoforma oz prefiere unirse con la
isoforma B, ensamblando a la Na*,K*-ATPasa en diferentes tejidos (Antonicek y col. 1987;
Lin y col. 2005; Harada y col. 2006; Tokhtaeva y col. 2012) y se confirma con la co-
localizacion de axB2 en secciones del ojo humano que mostramos en este trabajo. 3) La
monocapa polarizada de ARPE-19, expresa las subunidades de la Na",K'-ATPasa en un
dominio especifico de la membrana a; es detectado exclusivamente en el dominio
basolateral y o2 en el dominio apical (Fig. 12). La subunidad B es localizada en el dominio
apical y basolateral; B2 esta inicamente en el dominio apical mientras que la subunidad f33
esta exclusivamente en el dominio basolateral. Las asociaciones a1 y o013 se encuentran

en el dominio basolateral y 0232 en la apical. Lo que queda por clarificar es si la subunidad
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B1 esta co-localizada como dimero a1 o en una combinacidon no preferencial con ao.
Nosotros no detectamos a; en el dominio apical (Fig. 12). La subunidad B: no sale del
reticulo endoplasmico, ni llega a la membrana, si no estd ensamblada con la subunidad a,
por lo que es mas probable que exista un dimero azfB1. En este caso especulamos que a»
tiene una informacion apical dominante. 4) Los ensayos de inmunoflorescencia en
secciones de ojo de humano (Fig.14), cerdo y raton (datos no mostrados) demuestran un
claro marcaje apical en las células EPR con anticuerpos especificos contra la isoforma f3».
Todos los datos sugieren que las Na",K'-ATPasa apical en el epitelio pigmentario de la
retina estd formada por las isoformas azf> cada una con una sefial de polarizacion apical,

que son leidas y reconocidas por la maquinaria de trafico vesicular de las células del EPR.
Enfermedades relacionadas con la subunidad [ de la Na*,K*-ATPasa en los epitelios

En recientes afios se ha hecho evidente que la expresion y funcion de la Na",K'-ATPasa
son esenciales para el mantenimiento del fenotipo epitelial normal. La expresion aberrante
de las diferentes subunidades de la Na",K"™-ATPasa en epitelios, involucra el desarrollo y
progresion de varios canceres (Vagin y col. 2005; Mijatovic y col. 2007; Einbond y col.
2008). Ademas, se ven alteradas, la proliferacion, migracion y apoptosis celular (Prassas y
Diamandis 2008; Prassas y col. 2008). Por ejemplo, en el rifidn poliquistico se observa el
cambio en la expresion de la subunidad B1 por B2 (Wilson y col. 2000). Por otro lado la
pérdida en la expresion de la subunidad B> de la bomba de Na® contribuye a la
degeneracion de astrocitos en el extremo final del tronco encefalico (Magyar y col. 1994) e

incrementa las propiedades invasivas del glioblastoma multiforme (Sun y col. 2013).

En el caso de la retina, la expresion de las diferentes isoformas de las subunidades oy 3 es
variable. En los fotoreceptores la Na",K"™-ATPasa (a3f2-3) se localiza en el soma y el
segmento interno, pero no en el segmento externo (Wetzel y col. 1999), las células del EPR
expresan o2 y B2 en el dominio apical (Fig. 12). La expresion de la subunidad f»
probablemente esté implicada en el establecimiento y anclaje de la bomba de sodio en la
membrana apical por interaccion y union de alguna proteina proveniente del segmento

externo del fotoreceptor (N-CAM o lectina) y el mantenimiento del fotoreceptor. El
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silenciamiento de la subunidad B> en ratones (Knock out) aumenta la apoptosis de los
fotoreceptores (Magyar y col, 1994; Molthagen y col. 1996), como sucede en muchos de
los modelos en ratones de Retinitis Pigmentosa (Chang y col. 1993; Lolley y col. 1994;
Portera-Cailliau y col, 1994), por lo que no descartamos la participacion de la subunidad 3>
en esta patologia. La interaccion entre los fotoreceptores y las células del EPR es muy
importante: las células del EPR se encargan del mantenimiento completo de los
fotoreceptores que abarca desde el intercambio de nutrientes y deshechos hasta la secrecion
de factores de crecimiento. El tener esa intima asociacion implica que la falta o separacion
de estas células provoque una pérdida de funciones, des-diferenciacion y desarrollo de
proceso patolégicos como Retinoblastoma (es posible que la subunidad 3, esté involucrada
en este mecanismo). Sumado a esto el silenciamiento de la subunidad Bi de la Na*,K'-
ATPasa estd asociada con el cambio en la forma celular de los epitelios en el cancer y la
fibrosis (Rajasekaran y col. 1999; 2001; 2010) e induce la transicion epitelio mesenquimal
en células ARPE-19 (Mony y col. 2013), por lo que no descartamos tampoco que también

este asociada con procesos cancerosos en 0jo.
CONCLUSIONES

- Nuestros resultados indican que las células ARPE-19 cultivadas bajo nuestras
condiciones llevan a cabo el proceso de la re-morfogénesis, diferenciando la
monocapa en un epitelio con fenotipo EPR.

- El mecanismo de regulacion de la expresion de las isoformas oz y B2 de la Na",K'-
ATPasa tiene al menos un componente transcripcional y probablemente involucre al
factor de transcripcion Spl.

- La Na',K'-ATPasa apical estd compuesta por el dimero af, y es enviada
directamente a dicho dominio.

- El silenciamiento de la expresion de la subunidad B> por siRNA, disminuye
notablemente la localizacion apical de la bomba.

- La isoforma B2 es responsable de la polaridad apical de la Na*, K*-ATPasa en las

células EPR.
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PERSPECTIVAS

Como perspectiva de estudio nos hemos propuesto analizar la maquinaria de envid y rutas
de trafico que dirigen a los complejos a2f3> al dominio apical en las células ARPE-19 con
un fenotipo polarizado e identificar la molécula de los fotoreceptores 6 del espacio inter-
retiniano que estabiliza a la bomba de sodio en el dominio apical. Asi también como

estudiar que otros factores de transcripcion rio arriba o abajo regulan el gen ATP1B2.

Cabe destacar que esta investigacion pretende coadyuvar en el entendimiento de los
procesos de diferenciacion de la retina y como la Na",K'-ATPasa mantiene fisiologica y
estructuralmente la asociacion de los fotoreceptores y las células EPR. Con esta
investigacion pretendemos que auxilie en la biisqueda y desarrollo de nuevos tratamientos
moleculares para enfermedades de la retina como retinitis pigmentosa y retinoblastomas u

otra relacionada con desordenes metabolicos y celulares.
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