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RESUMEN

En este proyecto realizamos la busqueda farmacologica y molecular de canales
ionicos de la familia TRPV involucrados en la regulacion de la proliferacion y la
diferenciaciéon de células epiteliales, para lo cual utilizamos la linea celular
RCE1(5T5), derivada de epitelio corneal de conejo, que tiene la ventaja de

reproducir in vitro la diferenciacion de este epitelio.

Encontramos que las células RCE1(5T5) expresan los canales TRPV1, TRPV4, y
TRPV6, siendo TRPV4 el mas abundante. Este canal tiene un notable cambio de
localizacion subcelular, en células proliferativas se expresa de forma homogénea
en nucleo y citoplasma, mientras que en células diferenciadas se encuentra
mayoritariamente en la membrana apical de la capa celular mas externa del

epitelio corneal.

TRPV4 es un canal catidnico, que se activa por temperaturas superiores a los
25°C, cambios hiposmoticos y mecanicos. Inicialmente evaluamos la funcionalidad
del canal TRPV4 en las células RCE1(5T5), con indicadores de calcio
fluorescentes, Demostramos que TRPV4 es funcional e induce un incremento de
calcio intracelular en presencia de su activador especifico GSK1016790A (100nM),
el cual es abatido en presencia de RN-1734 (30 uM) un inhibidor especifico de

este canal o bien por la presencia del quelante de calcio EGTA (2mM).

Una vez confirmada la expresion funcional del canal TRPV4, analizamos su
posible participacién en la diferenciacién de las células RCE1(5T5) midiendo el

desarrollo de la resistencia eléctrica transepitelial (TER) del cultivo como una



forma de evaluar la formacion de las uniones estrechas. El tratamiento con RN-
1734 o con un shRNA especifico contra el canal TRPV4 evita el incremento
normal de la TER, demostrando que TRPV4 es necesario para el correcto
establecimiento de las uniones estrechas. Adicionalmente, en el epitelio maduro,
cuando el canal se localiza en la membrana apical de la capa de células mas
externa del epitelio, la activacion de TRPV4 aumenta los valores de TER e
incrementa la expresion de claudina-4 en las uniones estrechas indicando que

TRPV4 es capaz de modular las uniones ya establecidas.

Se ha reportado que TRPV4 y TRPP2 forman un canal heteromérico, activado por
EGF, por otro lado, la ausencia de EGF reduce la TER de cultivos de células de
epitelio corneal RCE1(5T5). En este trabajo encontramos que la actividad de
TRPV4 es necesaria para observar la regulacion de la TER mediada por EGF y
ademas colocaliza con TRPP2 en la region apical de la capa celular mas externa
del epitelio. En conclusién, nuestros resultados demuestran que la actividad del
canal TRPV4 regula la diferenciacién terminal de las células de epitelio corneal
RCE1(5T5), ya que es requerida para el correcto establecimiento de las uniones
estrechas, asi como para la modulaciéon de su funcién de barrera y respuesta a

EGF.



ABSTRACT

In this project, we carried out the molecular and pharmacological screening for
ionic channels belonging to the TRPV family involved in proliferation and
differentiation. We used the spontaneously immortalized cell line RCE1(5T95),
derived from rabbit corneal epithelium, because it reproduces in vitro the

differentiation of this tissue.

We found that RCE1 cells expressed TRPV1, TRPV4 and TRPV6 channels,
observing that TRPV4 showed a remarkable change of subcellular localization. In
proliferative cells it is homogeneously expressed in nucleus and cytoplasm,
whereas in differentiated cells it is found mainly in the apical membrane of the

outermost cellular layer of the corneal epithelium.

TRPV4 is a cationic channel, activated by hypotonic cell swelling, heat,
endogenous agonists like arachidonic acid and endocannabinoids. Initially we
demonstrate by calcium imaging that TRPV4 is functional in RCE1(5T5) cells and it
provokes an increment of intracellular calcium in the presence of its specific
activator GSK1016790A (100 nM), which is avoided by treatment with RN1734 (30

MM) a specific blocker of TRPV4 or EGTA (2mM).

Once the functional expression of the TRPV4 channel was confirmed, we analyzed
its possible participation in the differentiation of the RCE1 cells (5T5) by measuring
the development of Tight Junctions (TJ) by the recording of the Transepithelial
Resistance (TER) of RCE1(5T5) cultures. The presence of RN1734 or shTRPV4

avoid the normal increment of TER demonstrating that TRPV4 is necessary for the



establishment of TJ. Additionally, in the mature epithelium, when the channel is
localized to the apical membrane of the outermost layer of epithelial cells,
activation of TRPV4 increases TER values and increases expression of claudin-4
in the tight junctions indicating that TRPV4 is able to modulate the established

junctions.

It has been reported that TRPV4 can form a functional heteromic channel with
TRPP2, which can be activated by EGF. On the other hand, EGF depletion
reduces the TER in RCE1(5T5) cells. In this study we found that TRPV4 is
necessary for the EGF modulation of TER and also colocalizes with TRPP2 in the

apical region of the outermost cell layer of the epithelium.

In conclusion, our results demonstrate that the activity of TRPV4 channel regulates
the terminal differentiation of corneal epithelial cells RCE1 (5T5), since it is
required for the correct establishment of the tight junctions, as well as for the

modulation of its barrier function and response to EGF.



INTRODUCCION

Los canales idnicos son proteinas transmembranales que regulan el flujo de iones
a través de la membrana plasmatica, su funcion se ha estudiado principalmente en
células excitables, como las neuronas en donde se sabe que se encargan de
generar y propagar los potenciales de accion, o bien en las células musculares
donde se encargan de transmitir los estimulos eléctricos que regulan la
contraccion muscular (Catterall, 2010). Sin embargo en los ultimos afios se ha
descrito que los canales idnicos se expresan practicamente en todos los tipos de
células y que participan en la regulacion de diferentes procesos como: migracion,

proliferacion, y diferenciacion, entre otros (Clapham, 2003).

Células de epitelio corneal de conejo RCE1(5T5)

En nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar canales idnicos que
podrian estar involucrados en la regulacion de la proliferacion y la diferenciacion
de células epiteliales, para lo cual utilizamos como modelo de estudio a la linea

celular RCE1(5T5) derivada de epitelio corneal de conejo.

La linea celular RCE1(5T5) fue obtenida mediante la realizacion de cultivo serial,
el cual, en el pasaje 14 sufrid una crisis que llevd al establecimiento de una
poblacién heteroploide, de crecimiento regulado, que reproduce in vitro la
diferenciacion del epitelio corneal (Castro-Munozledo, 1994). Adicionalmente por
estudios realizados en colaboracion por la Dra. Garcia-Villegas y el Dr. Castro-
MuniozLedo sabemos que esta linea celular expresa de manera secuencial los

marcadores de diferenciacion Pax6, lactato deshidrogenasas (LDH) y la
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citoqueratina K3 (Garcia-Villegas et al., 2009; Hernandez-Quintero et al., 2002), lo
que permite seguir molecularmente el grado de diferenciacion del cultivo, por lo
que es un buen modelo para el estudio de los procesos de proliferacion y

diferenciacioén epitelial.
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Fig. 1. Expresion de los marcadores de diferenciacion Pax 6 y LDH en
células RCE1(5T5). Las células RCE1(5T5) expresan de manera secuencial los
marcadores Pax 6 y LDH, en la grafica se puede observar que una vez que las
células alcanzan la confluencia (sexto dia de cultivo) entran en el proceso de
diferenciacion donde Pax 6 es el marcador de diferenciacion mas temprano
identificado. Modificado de Garcia-Villegas et al., 2009.

Las células RCE1(5T5) crecen en forma de colonias, las cuales, al llegar a
confluencia al sexto dia de cultivo, inician la expresion del programa de
diferenciacion, este proceso se ve evidenciado por el aumento de la expresion de
Pax 6, el gen maestro de la diferenciacién del ojo, (figura 1); posteriormente las
células comienzan a estratificar hasta formar un epitelio diferenciado de 3 a 5
capas de células, al décimo dia de cultivo. En este epitelio se puede observar un

gradiente de diferenciacion, donde en el estrato basal se encuentran las células



proliferativas y el estrato superior es el que contiene las células con mayor grado

de diferenciaciéon (Garcia-Villegas et al., 2009).

Inicialmente se evaluo la expresidn de canales ionicos de la familia Kv1 en las
células RCE1(5T5) asi como su posible participacion en la proliferacion celular,
observando que las células RCE1(5T5) expresan los RNA mensajeros de los
canales Kv1.1, Kv1.4 y Kv1.6. Adicionalmente se observd que el bloqueador
general de canales de potasio Tetraetilamonio (TEA) a concentracion de 10 mM,
disminuye la proliferacion de las células RCE1(5T5), sugiriendo asi la posible
participacion de alguno de los canales de la familia Kv en la proliferacion de las
células RCE1(5T5). (Gonzalez, 2009) Posteriormente se analizé el efecto de otros
bloqueadores farmacolégicos que actuan sobre algunos grupos de especificos de
la familia de canales Kv1 como (margatoxina 100 nM, dendrotoxina 1 uM y 4-AP 5
mM). No se observaron efectos sobre la cinética de crecimiento de cultivos de
células RCE1(5T5) descartando asi la participacion de los canales Kv1.1, Kv1.3, o

Kv1.6 en la proliferacion de esta linea celular. (Martinez-Rendén, 2009)

En cuanto a canales de calcio expresados en este modelo de epitelio corneal,
experimentos adicionales descartaron la expresion de los canales de calcio
dependientes de voltaje Cav1.1, 1.2, 1.3 y 1.4 en las células RCE1(5T5) (Aquino-
Jarquin, G., resultados no publicados). Por lo tanto, en este trabajo se evalud la
expresion de canales TRPV y su participacion en la proliferacién y/o diferenciacion

del epitelio corneal.
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Canales de la familia TRP

Los canales ionicos de la familia TRP son proteinas transmembranales que
regulan la entrada de cationes a las células, (Nilius and Flockerzi, 2014). Hasta el
momento se han descrito en mamiferos 28 genes de esta familia, los cuales estan
distribuidos en 6 subfamilias: TRPC (canodnicos), TRPV (vaniloides), TRPM
(melastatina), TRPP (policistina), TRPML (mucolipina) y TRPA (anquirina)

(Venkatachalam and Montell, 2007).

La subfamilia de canales TRPV se ha dividido en cuatro grupos, con base en su
estructura y funcion; TRPV1/TRPV2, TRPV3, TRPV4 y TRPV5/TRPV6. Los
canales TRPV1 a TRPV4 se caracterizan por ser canales termosensibles, de
activacion polimodal y son considerados canales catiénicos no selectivos ya que
son modestamente permeables a calcio, con un radio de permeabilidad de Pca/Pna
entre 1 y 10 (Clapham, 2003). TRPV5 y TRPV6 son los unicos canales de la
familia TRP altamente selectivos a Ca?* con un radio Pca/Pna > 100 (Everaerts et

al., 2010a)

El canal TRPV4

El gen que codifica para el canal TRPV4 de humano se encuentra localizado en el
cromosoma 12q923-24q.1. La region codificante contiene 15 exones, que codifican
para una proteina de 871 aminoacidos. Hasta el momento se han reportado 5
isoformas producto del procesamiento alternativo del RNA mensajero,

denominadas TRPV4-A a TRPV4-E.
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TRPV4A es la isoforma mas larga y junto con TRPV4D (caracterizada por la
delecion de parte del exdén 2, A27-61aa) son las unicas que se insertan en la
membrana plasmatica. Las demas variantes codifican para proteinas mas cortas
con deleciones en el extremo amino: TRPV4B no contiene el exén 7 (A384-
444aa), la TRPV4AC carece del exdon 5 (A237-284) y la isoforma TRPV4E no
cuenta con los exones 5y 7 (A237-284 y A384-444), ver figura 2. Estas deleciones
modifican la oligomerizacion y localizacién subcelular del canal (Arniges et al.,

2006; Everaerts et al., 2010a).
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Fig 2. Representacion esquematica de las isoformas del canal TRPV4. Hasta el
momento se han descrito 5 isoformas producto del procesamiento alternativo del
mensajero del canal TRPV4, denominadasTRPV4 A a E, la isoforma TRPV4A es la
mas larga. TRPV4B tiene deletado el exén 7 (A384-444aa), la TRPV4C carece del
exon 5 (A237-284), TRPV4D se caracteriza por la delecién de parte del exén 2, A27-
61aa, y la isoforma TRPV4E no cuenta con los exones 5y 7 (A237-284 y A384-444)
Tomado de Arniges et al., 2006.

El canal TRPV4 se encuentra formado por 4 subunidades, las cuales se pueden
agrupar formando homo y/o heterotetrameros, cada una de estas subunidades

esta constituida por 6 pases transmembranales, denominados TM1 a TM6, donde
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el asa localizada entre los dominios TM5 y TM6 es la encargada de formar el poro
de selectividad mientras que los dominios TM3 y TM4 constituyen el sitio de unién
de agonistas, principalmente los derivados del forbol como 4-aPDD (Nilius and
Voets, 2013). Los extremos amino y carboxilo se encuentran dirigidos hacia el

citoplasma, y cuentan con diversos sitios funcionales de unién a varias proteinas.

En el extremo amino se localiza un dominio rico en prolinas (PRD), implicado en la
mecano sensibilidad del canal, en la interaccion con PACSINA 3 (D'Hoedt et al.,
2008), asi como en la modulacion de la actividad del canal por PKC (de sus siglas
en inglés protein kinasa C). La delecion del domino PRD vuelve al canal TRPV4
insensible a la activacion por estimulacion mecanica, osmética asi como a la

activacion por 4aPDD (Garcia-Elias et al., 2013).

Posterior a la regidn rica en prolinas, se localizan 6 repetidos de anquirina, los
cuales son importantes para la tetramerizacién (Gaudet, 2008), la modulacion de
la actividad eléctrica del canal (Auer-Grumbach et al., 2010) asi como para su

interaccién con el citoesqueleto de actina (Denker and Barber, 2002).

En el extremo amino también se encuentra un sitio de unién de PIP2
(fosfatidilinositol-4,5 bifosfato) conocido como sitio PIBS. Al interactuar el PIP2 con
el dominio PIBS del canal TRPV4, los extremos del canal toman una configuracién
extendida, lo que favorece su activacion por hipoosmolaridad y calor; la delecion
de este sitio funcional, favorece que los extremos del canal tomen una
configuracion compacta, lo que evita la activacion del canal (Garcia-Elias et al.,

2013).
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En el extremo carboxilo se encuentran: la caja TRP; el sitio de interaccion con
calmodulina, que es importante para la modulacion del canal por calcio intracelular
(Strotmann et al., 2003); el sitio de interaccidon con proteinas de union a
citoesqueleto como MAP7 (Suzuki et al., 2003), actina y tubulina (Goswami et al.,
2010); el sitio de fosforilacion Ser-824 que participa en la modulacién de la
actividad del canal, en su localizacién en la membrana y en su interaccion con
actina y tubulina (Chun et al., 2012); asi como un domino PDZ-like que le permite
interactuar con una gran variedad de proteinas (Garcia-Elias et al., 2013) (figura
2). Un canal funcional se encuentra constituido por 4 subunidades, las cuales
pueden ser idénticas (homotetrameros), o bien subunidades pertenecientes a
otras subfamilias de canales TRP (heterotetrameros) (Hofmann et al., 2002). Por
ejemplo, puede formar heterotetrameros con subunidades de los canales TRPP2

(Kottgen et al., 2008) y TRPC1 (Ma et al., 2011; Ma et al. 2010 flgura3

=L00H

& Ropetido de anguiring W Sitic do wnidn con 0%-9 @ Fosforilacian por Src
W Region rica en pralina Sitha de unldn con MAP-7 @ rosforilacidn par PEC

Sitio e union ton calmodulins  N-Glicositaciin

Fig.3. Representacion esquematica del canal TRPV4. El canal TRPV4 se encuentra
constituido por 4 subunidades transmembranales, formadas cada una de ellas por 6
dominios transmembranales (TM1-TM6), con los dominios amino y carboxilo hacia la
parte citoplasmatica y contiene en ellos diversos sitios funcionales que le permiten
interactuar con otras proteinas que regulan su localizacién subcelular (OS-9 y MAP7), o
bien que modulan su actividad eléctrica (fosforilaciones por Src y PKC). El asa
localizada entre los dominios TM5 y TM6 forma el poro de selectividad.
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Caracteristicas electrofisiolégicas del canal TRPV4

TRPV4 es un canal catiénico no selectivo con permeabilidad a Ca?*, Mg?* y Na*
tiene una conductancia unitaria de 80-100 pS en corriente entrante y de 30-60 pS
en la corriente saliente, ademas en una curva |/V (corriente-voltaje), en
configuracion de célula completa se puede observar rectificacion en ambas
corrientes, la cual es dependiente de la concentracion extracelular de calcio, ver

figura 4 (Voets et al., 2002; Watanabe et al., 2002a).
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Fig.4. Curva I/V del canal TRPV4. Relaciéon corriente voltaje del canal TRPV4 en
presencia de las diferentes concentraciones de calcio indicadas, en las que se puede
observar la presencia de rectificacidon entrante y saliente dependiendo de la
concentracion de calcio extracelular. Tomado de Voets et al., 2002

Activacioén polimodal del canal TRPV4

TRPV4 fue descrito en primera instancia como un canal activado por
hipoosmolaridad (Liedtke et al., 2000; Liedtke and Friedman, 2003; Liedtke et al.,
2003; Strotmann et al., 2000), actualmente se conoce que es un canal de
activacion polimodal (Everaerts et al., 2010a; Nilius et al., 2004), el cual puede ser

activado por diversos estimulos relacionados principalmente con la percepcion del
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medio ambiente como lo son: calor moderado (24-27°C) (Nilius et al., 2001;
Watanabe et al., 2002b), estimulaciéon mecanica (Liedtke et al., 2003), disminucion
en el volumen celular (Nilius et al., 2001), incremento en la concentracion de calcio
intracelular (Strotmann et al., 2003) asi como por la interacciébn con otras

proteinas.

El canal TRPV4 también puede ser activado por: ligandos endogenos como
endocanabinoides y metabolitos del acido araquidonico (Watanabe et al., 2003b).
Como la mayoria de los TRP el canal TRPV4 puede ser activado por compuestos
naturales como; bisandrographoline A (BAA), extractos de la planta Andrographis
paniculata, planta tradicional de la herbolaria china (Smith et al., 2006); asi como
por los agonistas sintéticos especificos 4a-PDD (Watanabe et al., 2002a) y

GSK1016790A, (figura 5), (Jin et al., 2011; Thorneloe et al., 2008).
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Fig. 5. TRPV4 canal catiénico de activacién polimodal. La actividad
del canal TRPV4 puede ser modulada por diversos estimulos intra o
extracelulares, los cuales estan relacionados a la percepcion del medio
ambiente. Tomado de Boesmans, et al., 2011
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Entre los inhibidores o antagonistas para este canal, se encuentran los
antagonistas especificos RN-1734 y RN-1747 (Vincent et al., 2009; Vincent and
Duncton, 2011). asi como el rojo de rutenio bloqueador general de canales TRP, el

cual actua bloqueando el poro del canal TRPV4.

Modulacién de la actividad del canal TRPV4 por calcio

Otro importante modulador de la actividad del canal TRPV4 es el Ca?*, tanto intra
como extracelular. Se sabe que el calcio extracelular es el responsable de la
rectificacion, observada en las curvas I/V de las corrientes de TRPV4, en
configuracion de célula completa (figura 4) (Watanabe et al., 2002a). El efecto del
Ca?* intracelular depende de su concentracion, ya que puede potenciar o disminuir
la actividad eléctrica del canal. Por ejemplo, durante la activacion de TRPV4 con
40-PDD se genera una corriente entrante de calcio, la cual disminuye a través del
tiempo; esta diminucion de la corriente es debida a la desensibilizacion del canal,
mediada por el incremento de calcio intracelular y se ha propuesto que depende
de la interaccion de la calmodulina con el extremo carboxilo de TRPVA4.
Adicionalmente se ha reportado que el sitio de unidon a calmodulina también es
importante para la activacion constitutiva del TRPV4 (Strotmann et al., 2003), por
lo que el incremento de calcio intracelular, podria ser responsable, al menos en

parte, de la actividad espontanea del canal (Watanabe et al., 2003a).
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Modulacién por fosforilacion.

El canal TRPV4 puede ser activado y/o modulado por fosforilacion de diversas
cinasas como; PKC (Watanabe et al., 2003a; Xu et al.,, 2003a) y PKA (de sus
siglas en inglés protein kinasa A). En ambos casos la fosforilacion por estas
enzimas incrementa la actividad eléctrica del canal a través de la interaccién con

la proteina de andamiaje AKAP79 (Fan et al., 2009).

Adicionalmente se he reportado que la fosforilacion de TRPV4 por PKA favorece la
localizacion del canal en la membrana de células de tubulo colector (Mamenko et

al., 2013).

Src (tirosina quinasa) es otra de las cinasas que pueden modular la actividad del
canal TRPV4 (Alessandri-Haber et al., 2008; Xu et al., 2003b). Se ha reportado
que la fosforilacion de TRPV4 por Src es necesaria para la activacién del canal
bajo diferentes estimulos. Uno de los sitios de fosforilacion mas relevantes es la
tirosina 110 (Y110) la cual modula la activacion por calor, estimulacion mecanica e

hipoosmolaridad (Wegierski et al., 2009).

Interaccion del canal TRPV4 con otras proteinas.

La interaccion del canal TRPV4 con PACSINSG, es uno de los ejemplos de la
modulacién del canal TRPV4 por la interaccidon con proteinas, PACSIN3 es una
proteina que regular endocitosis (Modregger et al., 2000). Al interactuar con el
canal TRPV4 incrementa la cantidad de canal localizado en membrana plasmatica
inhibiendo su activacion por hipoosmolaridad y por temperatura (Cuajungco et al.,
2006; D'Hoedt et al., 2008)..
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Otra proteina importante en la regulacion del canal TRPV4 es OS-9, una proteina
residente del reticulo endoplasmico encargada de seleccionar las proteinas que
van a ser degradadas. Al interactuar OS-9 con mondémeros de TRPV4, ocasiona
su retencion en el reticulo endoplasmatico, reduciendo la cantidad de canal

presente en membrana plasmatica, (Wang et al., 2007).

Funciones celulares asociadas a la actividad del canal TRPV4

Se ha reportado que TRPV4 esta involucrado en varias funciones celulares como
la mecanosensacion (Gao et al., 2003; Nilius et al., 2001); la termorregulacién (Lee
et al., 2005; Todaka et al., 2004) la nocicepcion y la neuroinflamacién (Alessandri-

Haber et al., 2008; Alessandri-Haber et al., 2003),

Por otro lado, el canal TRPV4 ha sido involucrado en la regulacion de diferentes
funciones celulares como la liberacion de ATP a través de hemicanales de
conexinas y panexinas, y la modulacién de la actividad de la bomba Na-K-ATPasa
(Shahidullah et al., 2012), en la diferenciacion de fibroblastos y osteoclastos
(Adapala et al., 2013; Masuyama et al., 2008), en la remodelacién de F-actina
(Shin et al., 2012), migracién (Martin et al., 2012), asi como también participa en
las vias de dolor producido por dafio inducido por radiacion UV en la piel (Moore et
al., 2013), y adicionalmente se ha visto asociado a la regulacion de la formacién
de las uniones adherentes y uniones estrechas en epitelio epidermal (Sokabe et

al., 2010).
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TRPV4 en la regulacién de la diferenciacion

Masumaya et al., en 2008 reportaron que la entrada de calcio por el canal TRPV4
es necesaria para la diferenciacidon terminal de osteoblastos, en los cuales en un
estadio temprano de diferenciacion, la interaccion de RANKL (ligando de receptor
activador para el factor nuclear k B) con RANK (receptor activador para el factor
nuclear k B) induce la liberacién de calcio del reticulo endoplasmico produciendo,
oscilaciones de la concentracion de calcio intracelular y la activacion de
calcineurina (serina-treonina fosfatasa dependiente de calcio), la cual activa y
favorece la translocacién del factor de transcripcion NFATc1 (de sus siglas en
inglés Nuclear factor of activated T-cells) al nucleo, induciendo la transcripcion de
genes que participan en la fase tempana de la diferenciacién de los osteoclastos.
Adicionalmente en un estadio tardio de la diferenciacién es necesaria la entrada
de calcio por el canal TRPV4 para la activacién de calcineurina y NFATc1 asi
como su translocacion al nucleo, induciendo la transcripcion sostenida de genes

involucrados en la diferenciacion terminal de los osteoclastos, ver figura 6.
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Fig. 6. La entrada de calcio por el canal TRPV4 modula la diferenciaciéon terminal
en osteclastos. En la imagen se puede observar durante la primera etapa de
diferenciacion de los osteoclastos la interacciéon de RANKL con su receptor induce la
liberacion de calcio del reticulo endoplasmico, generando oscilaciones de calcio la cual
induce la translocacién de NFAT al nucleo y la transcripcion mediada por NFAT. En la
segunda etapa, al interactuar RANKL con su receptor, es necesaria la entrada de calcio
por el canal TRPV4 para la activacién de calcineurina la cual activa al factor NFATc1,
favoreciendo su translocacion al nucleo y la transcripcion sostenida de genes
involucrados en la diferenciacion terminal de los osteoclastos. Tomado de Masumaya et20
al., 2008



Uniones estrechas

La diferenciacion es uno de los procesos celulares mas estudiados debido a que
confiere a la célula las caracteristicas fenotipicas y funcionales que le permitiran
tomar un papel especifico en un determinado érgano y/u organismo. En las células
epiteliales el desarrollo y establecimiento de las uniones estrechas (TJ por sus
siglas en inglés) es un proceso clave en la regulacion de la diferenciacidon (Aijaz et
al., 2006; Balda and Matter, 2009; Cereijido et al., 1989; Kirschner et al., 2012;
Tsukita and Furuse, 2002), debido a que ademas de sellar el espacio entre las
células (Farquhar and Palade, 1963), le confieren la polaridad a las células,
regulan el flujo paracelular de iones, agua y algunas macromoléculas (Colegio et
al., 2002; Rosenthal et al., 2010; Tsukita et al., 2001) manteniendo la homeostasis
en el organismo y formando una barrera contra posibles agentes agresores
(Cereijido et al., 2000). El sellado de estas uniones celulares puede ser evaluado
mediante la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TER), cuyo valor es

directamente proporcional a la hermeticidad de las TJ (Cereijido et al., 1978).

Las TJ son estructuras anatdomicas constituidas por lipidos y proteinas. En un
epitelio simple las uniones estrechas se encuentran localizadas en la regidén apical
de los contactos celulares , mientras que en un epitelio estratificado se encuentran
en la region apical de los contactos celulares de la capa de células mas externa
(Tsukita and Furuse, 2002), figura 7. Mediante el analisis por microscopia
electrénica con la técnica de criofractura, las TJ se observan como fibras o
cinturones que rodean a las células y sellan el espacio célula-célula (Anderson

and Van ltallie, 2009).
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Fig. 7. Representacion esquematica de las uniones estrechas. Las uniones
estrechas se encuentran localizadas en la parte apical de los contactos celulares en
las células epiteliales (a) sellando el espacio célula-célula y formando una barrera
que regula el flujo de iones, agua y algunas macromoléculas a través de la via
paracelular (b) En epitelios estratificados las uniones estrechas se localizan en la
capa celular mas externa del tejido. Modificado de Tsukita y Furuse 2002

Componentes de la uniéon estrecha

Las uniones estrechas se encuentras constituidas por dos tipos de moléculas: las
proteinas integrales de membrana que son las que forman propiamente las
uniones entre las que se encuentran las claudinas y la ocludina; y las proteinas
adaptadoras que se encargan de unir a las proteinas integrales de membrana con
el citoesqueleto de actina entre ellas encontramos a las proteinas ZO-1, ZO-2 y

Z0-3 (Gonzalez-Mariscal et al., 2007)
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Claudinas

Las claudinas son el componente principal de las uniones estrechas (Furuse et al.,
2002; Tsukita and Furuse, 1998). Hasta el momento se han identificado 27
miembros de esta familia en células de mamifero; su peso molecular oscila entre

los 20 y los 34 kDa (Lal-Nag and Morin, 2009).

Las claudinas son proteinas con cuatro dominios transmembranales, dos asas
extracelulares que son las que determinan la permeabilidad a iones, agua y
diferentes solutos. Los dominios amino y carboxilo terminal se encuentran
orientados hacia el citoplasma, y en la region carboxilo terminal contiene dominios
PDZ con los que puede interactuar directamente con proteinas de andamiaje

como Z0-1,-2 y -3 (Findley and Koval, 2009) (figura 8).

La localizacion de las claudinas, asi como su insercion en las uniones estrechas
puede ser regulada por la fosforilacion de residuos de serina o treonina de la
region carboxilo terminal. Esta fosforilacion puede ser mediada por PKC, sin
embargo hasta el momento su modulacion por PKC es aun controversial, pues se
han observado efectos diferenciales dependiendo de la linea celular asi como de
la isoforma de la PKC de la que se trate (Banan et al., 2005; D'Souza et al., 2007;

Kojima and Sawada, 2012; Sjo et al., 2010).

La expresion de las claudinas es tejido especifica, las uniones estrechas estan
constituidas por una mezcla de diferentes isoformas de claudinas, la combinacion
de claudinas expresadas determina las propiedades de barrera de un determinado

epitelio (Furuse, 2010).
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Fig. 8. Representacion esquematica de las claudinas. Las claudinas son los
componentes principales de las uniones estrechas ya que forman parte de la barrera
que regula el flujo de iones, agua y algunas macromoléculas a través de la via
paracelular. Se encuentran constituidas por cuatro dominios transmembranales, 2 asas
extracelulares (ECL1 y 2) y sus dominios amino y carboxilo terminal se encuentran
orientados hacia el citoplasma (Hu et al., 2013).

Ocludina

Es uno de los principales componentes de la union estrecha, fue descrita en 1993
por Furuse et al., pesa aproximadamente 65 kDa, contiene cuatro dominios
transmembranales, dos asas extracelulares y los dominios amino y carboxilo
terminales localizados en el citoplasma. En la region carboxilo terminal contiene un
dominio coiled-coil con el que interactia con los dominios PDZ de ZO-1,-2 y -3;
adicionalmente en este segmento contiene multiples residuos de serina y treonina
susceptibles a ser fosforilados, lo cual es importante para la regulacion de las
uniones estrechas, ya que la ocludina fosforilada se localiza selectivamente
ensamblada en las uniones estrechas (Furuse et al., 1993; Sakakibara et al.,

1997), ver figura 9.
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Estudios in vivo ponen de manifiesto que la expresion de ocludina no es esencial
para la formacién de las uniones estrechas (Saitou et al., 1998), ya que su
ausencia no modifica la morfologia de las TJ. Sin embargo, el raton deficiente en
ocludina presenta diferentes anormalidades como inflamacion crénica,
calcificacion cerebral y atrofia testicular, lo que sugiere que el gen de ocludina es

indispensable durante el desarrollo del organismo (Saitou et al., 2000).
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Fig. 9. Representacion esquematica de ocludina. La ocludina es uno de los
componentes de las uniones estrechas. Se encuentra constituida por cuatro dominios
transmembranales, dos asas extra celulares, con los dominios amino y carboxilo
terminales localizados en el citoplasma, en el extremo carboxilo cuenta con un
dominio coiled-coil. Tomado de Hu et al., 2013

Modulacién de las uniones estrechas por TRPV4.

Se ha reportado que el canal TRPV4 participa en la regulacion de la formacion de
los contactos celulares asi como en la modulacion de la funcion de barrera tanto
de células endoteliales (Cioffi et al., 2009; Everaerts et al., 2010b; Wu et al., 2009)
como de células epiteliales (Akazawa et al., 2013; Kida et al., 2012; Reiter et al.,

2006; Sokabe et al., 2010).
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En queratinocitos epidermales se ha visto que el canal TRPV4 contribuye a la
formacion y mantenimiento de la funcion de barrera de la piel. En este epitelio la
activacién del canal TRPV4 incrementa la concentracion de calcio intracelular, lo
que induce la activacion de Rho (pequefia GTPasa relacionada con la regulacion
de control del ciclo celular, y en la organizacién del citoesqueleto) y promueve la
organizacion de las fibras de actina asi como la formacién de las uniones
adherentes, y posteriormente las uniones estrechas a través de la formacién del
complejo de E-caderina y B-catenina, aumentando asi la integridad de la barrera

de la piel (Sokabe and Tominaga, 2010).

Adicionalmente, la activacion del canal TRPV4 aumenta el sellado de las uniones
estrechas en queratinocitos epidermales de humano, observando un aumento de
la expresion de la ocludina y la claudina-4, proteinas estructurales de las uniones
estrechas, asi como la activacion de los factores reguladores de estas uniones

celulares como la PKC ¢ fosfoatipica (Akazawa et al., 2013).

Por otro lado, la activacion del canal TRPV4 en células HC11 de epitelio mamario
de ratdn, incrementa la permeabilidad paracelular y disminuye la expresién de las
claudinas -1, -3, 4, -5, -7 y -8 (Reiter et al., 2006). Este efecto es también
observado en células de endotelio pulmonar (Cioffi et al., 2009; Wu et al., 2009) y
el células de epitelio alveolar (Alvarez et al., 2006) en donde la activacion del canal

TRPV4 incrementa la permeabilidad paracelular.

En estudios realizados por Ortiz-Melo y colaboradores (2012) se demostré que las

células RCE1(5T5) forman TJ funcionales, como se muestra en la figura 10; y que
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expresan Ocludina (figura 10B), claudina -1 (figura 10E), claudina -4 (figura 10C),
asi como ZO-1 (figura 10D), y cingulina (figura 10F) las cuales se expresan en la
parte apical de la regidn de unién célula-célula de la capa celular superficial del
epitelio corneal sugiriendo su posible participacidn en la formacion de las uniones

estrechas de este epitelio (figura 10G-J).

o=catenin

Fig. 10. Expresion de proteinas de la union estrecha en células RCE1(5T5).
Inmunofluorescencia de las células RCE1(5T5) de 7 dias en cultivo para a-catenina (A)
componente de las uniones adherentes. Ocludina y claudina-1(E), -4 (C), ZO-1 (D) y
cingulina (F) en células RCE1(5T5) de 14 dias de cultivo, las cuales se observan en los
bordes celulares en la capa apical del epitelio, lo cual es mas evidente en los cortes
transversales G-J. Tomado de Ortiz-Melo et al., 2012.

Adicionalmente Ortiz-Melo también reportd que la eliminacion del EGF en el medio

de cultivo de RCE1(5T5) reduce los niveles de TER, ver figura 11.
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Fig. 11. EGF incrementa la hermeticidad de la unién estrecha en células
RCE1(5T5). Cultivos de células RCE1(5T5) post confluentes fueron deprivados
durante 5 dias de 10ng/ml de EGF, posteriormente se realizaron mediciones de TER,
observando que los cultivos en ausencia de EGF disminuyen sus valores de TER.
Tomado de Ortiz-Melo et al., 2012.

Canales de la familia TRPV en epitelio corneal

Hasta el momento se ha identificado la expresion tanto a nivel de RNAm como de
proteina de los canales TRPV1, TRPV2, TRPV3 y TRPV4 en células de epitelio

corneal de humano (Mergler et al., 2011).

Pan et al., (2008) reportaron que el canal TRPV4 es necesario para la regulacién

del volumen celular mas bien regula la conducta de disminucion de
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volumen en células transformadas de epitelio corneal de humano (HCEC)., debido
a que la presencia del RNA de interferencia del canal TRPV4, evita la
recuperacion del volumen celular después de un estimulo hipoosmatico (figura

12).
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Fig. 12. TRPV4 regula el volumen celular. Grafica de recuperacion de
volumen de células HCEC transfectadas con los siRNA1-3 para TRPV4 o
siRNA control (siCon), donde se puede apreciar que en presencia de los si
RNA para TRPV4 disminuyen la capacidad de recuperacion de volumen
celular (Pan et al., 2008).
Por otro lado, se ha descrito que la activacion del canal TRPV1 induce la
liberacién de citocinas inflamatorias e incrementa la proliferacion celular y la
migracion (Yang et al., 2010; Zhang et al., 2007). Este canal participa también en

el proceso de cicatrizacion durante el sanado de heridas en la cornea (Sumioka et

al., 2014).
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En nuestro laboratorio estamos interesados en busqueda de canales idnicos que
pudieran estar involucrados con la proliferacion y la diferenciacion de células
epiteliales, en trabajos anteriores nosotros observamos que los canales Kv1 y Ca1
no se encuentran involucrados en estos procesos celulares (Martinez-Renddn,

2009; Gonzalez, 2009).

Por otro lado se ha reportado que una las familias de canales idnicos que se
encuentra involucrada en la regulacion de la proliferacion y de la diferenciacion de
diferentes tipos celulares es la familia de canales TRPV (Adapala et al., 2013;
Masuyama et al., 2008). Adicionalmente se ha descrito que los canales TRPV1,
V3 y V4 son expresados en las células de epitelio corneal de humano (Mergler et
al., 2011). Con base en estos antecedentes, decidimos evaluar si algun miembro
de la familia de canales TRPV podria estar involucrado en la proliferacion y la
diferenciacion de las células de epitelio corneal RCE1(5T5), para lo cual se

disenaron los siguientes objetivos.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar a los canales de la familia TRPV que se expresan en las células
RCE1(5T5) de epitelio corneal, y analizar su posible participaciéon en la

proliferacion y/o la diferenciacion de esta linea celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar canales de la familia TRPV diferencialmente expresados en
células RCE1(5T5) proliferativas y diferenciadas mediante RT-PCR e
imnunofluorescencia.

2. Evaluar la participacion de los canales TRPV en la proliferaciéon y la
diferenciacion de las células RCE1(5T5), evaluando el efecto de
activadores y bloqueadores farmacoldgicos especificos para estos
canales sobre la cinética de crecimiento celular.

3. Medir los niveles de expresion del canal TRPV4 a nivel de RNAm y de
proteina en células RCE1(5T5) a lo largo de la cinética de crecimiento
y diferenciacién del cultivo.

4. Comprobar la expresion funcional del canal TRPV4.

5. Evaluar la participacion del canal TRPV4 en la diferenciacion terminal
del epitelio corneal mediante el analisis de la formaciéon y modulacién

de las uniones estrechas en este epitelio.
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Materiales y métodos

Cultivo celular

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron células de la linea RCE1(5T5)
derivadas de epitelio corneal de conejo (Castro-Munozledo, 1994). Las células se
sembraron a una densidad de 2.7 x 102 células/cm? junto con 2.2 X10* células/cm?
de fibroblastos 3T3 tratados con mitomicina (Rheinwald, 1980), utilizando una
mezcla (3:1) de DMEM/ nutriente F12-Ham, suplementada con 5% (v/v) FBS, 5
pug/ml insulina, 5 pg/ml transferrina, 0.4 pg/ml hidrocortisona, 2 x 10° M
triyodotironina, 1 x 10" M toxina de cdlera y 24.3mg/L de adenina. En todos los
experimentos el cambio de medio se realiz6 diariamente; los cultivos fueron

mantenidos en una atmosfera humeda con 10% de COa.

Proliferacion celular

Para el analisis de la posible participacion de los canales TRP en la proliferacién y
diferenciacion de la linea celular RCE1(5T5), se realizaron cinéticas de
crecimiento de cultivos de células RCE1(5T5), sembradas a una densidad de 2.7 x
102 células/cm? junto con 2.2 X10% células/cm? de fibroblastos 3T3, en presencia
de diferentes concentraciones de bloqueadores y activadores de estos canales,

como lo son; rojo de rutenio, capsaicina, capzacepina y RN-1734.

En estos experimentos al tercer dia de cultivo, se agrego el bloqueador o activador
correspondiente, debido a que, con esta densidad de células sembradas,
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podemos observar; en los primeros dias de cultivo una poblacion de células
mayoritariamente proliferativas (entre los dias 3 y 6) y posteriormente, las células

alcanzan la confluencia en el sexto dia de cultivo que y comienzan a diferenciarse.

Después de la adicion del activador o bloqueador farmacolégico (al tercer dia de
cultivo) se realizaron conteos celulares de cada cultivo cada 24 h durante 7 dias

por triplicado mediante la utilizacidn de una camara de Neubauer.

Aislamiento de RNA

Para la extracciéon de RNA (Chomczynski and Sacchi, 1987), las células se lisaron
con 1 ml de solucién D (4 M tiocianato de guanidina, 25 mM citrato de sodio pH7,
0.5% sarkosyl, 1% B mercapto-etanol) para una caja de 10 cm de didametro,
posteriormente se les agrego 0.1 ml de Acetato de Sodio 2 M pH4, 1 ml fenol
acido y 0.2 ml de cloroformo: isoamilico (1:24), se mezcld perfectamente en un
vortex durante 1 min y se incubo en hielo durante 15 min, después de lo cual las
muestras fueron centrifugadas a 13 000 rpm durante 10 min, recuperando la fase
acuosa para posteriormente ser limpiadas con 1 ml de cloroformo:isoamilico1:24
mezclando y centrifugando de la misma manera. Posteriormente se precipitaron
los RNAs con 2.5 volumenes de etanol absoluto a -20°C durante 30 min y se
centrifugaron a 10000 rpm durante 30 min. La pastilla obtenida fue resuspendida
en 400 ul de solucién D, precipitando durante 30 min con etanol absoluto -20°C y

centrifugando 10 min a maxima velocidad. La pastilla obtenida fue lavada con 1 mi
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de etanol al 70%, se centrifugo durante 2 min, descartando un sobrenadante y

dejando secar al aire durante aprox. 5 min

La concentracion de los RNAs extraidos fue determinada por espectrofotometria,
utilizando la equivalencia 10D2s0= 40 pyg/ml. La densidad optica de los RNAs fue
medida en el espectrofotometro Beckman, modelo DU 650 a 260 nm. La integridad
de los RNAs fue comprobada mediante la utilizacion de un gel desnaturalizante de
agarosa-formaldehido, utilizando mezclas en proporcién 1:3 (v/v) de RNA (5 ug):
solucion desnaturalizante (50% formamida, 6% formaldehido y 2X MOPS), las
cuales fueron desnaturalizadas durante 15 min. a una temperatura de 65°C,
después de lo cual fueron enfriadas en hielo-agua. Las muestras desnaturalizadas
de RNA fueron mezcladas con 2 pl de Buffer de carga (azul de bromofenol y xilen
cianol) y cargadas en un gel de agarosa- formaldehido, el cual fue corrido a 50 V
durante 30 min y tefido con una solucion de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) en 0.5
M de acetato de amonio durante 40 min. El gel fue foto documentado mediante la

utilizacion de equipo DigiGenius (Synoptics).

Identificacion del RNAm de canales TRP por RT-PCR

La identificacion del RNAmM de los canales de TRP se realiz6 mediante RT-PCR,
partiendo de RNA total de cultivos celulares de 3 (proliferativos) y 10

(diferenciados) dias de cultivo.

La técnica de RT-PCR se efectu6 en dos etapas, primero se realizd una
transcripcion reversa para la sintesis de cDNA mediante el uso de 5 ug de RNA, la
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enzima MLV (Fermentas) y el oligo -dT como primer. Posteriormente con el cDNA
obtenido se realiz6 la amplificacion de los canales de interés a partir de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) para la cual se utilizé enzima Taq polimerasa

(Roche). En la tabla 1 se presentan las secuencias de los oligos utilizados.

La identidad de los fragmentos obtenidos fue verificada en primera instancia
mediante un gel de agarosa al 1.5% y posteriormente fueron clonados en el vector

pGEM T-easy para su secuenciacion.

Tabla 1. Oligos utilizados para la amplificacion de canales TRP

Canal No. Acc. Nombre del Secuencia
Genebank oligo

TRPV1 NM_001082166 TRPV1F 5-CGACGGCAAGGACGACTGCA-3
TRPV1R 5-TCGGGTACTGGCATCCCTTAA-3’

TRPV3 XM_008270888 TRPV3F* 5-AGACATCGCGGCGCTCCTCATC-3
TRPV3R* 5-TCAAGCCACAGGGACCATCGCC-3

TRPV4 XM_008252919 TRPV4F 5-GAGAAGCAGCCGCAGAGCCC-3
TRPV4R 5-CCCTCATCCTTGGGCTGGAA-3

TRPV6 NM_001082776 TRPVG6F 5-CCTGCTGGAACTTATCGTCACC-3
TRPV6GR 5-CCTGGAGGAGCTTCTGCTGTAAG-3

TRPMS8 NM_024080 TRPM8R 5-GCGTGAGGAGCAGGAGGCAC-3’
TRPM8F 5-TCTTGTAGCTCCACTTGTCGTCC-3

* posteriormente al disefio y uso de estos oligos, se realizd una actualizacién a la
secuencia TRPV3 de conejo (No. Acc, XM_017348824), estos oligos no se unen a la
secuencia actualizada.
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Clonacioén de fragmentos de PCR en el vector p-GEM T-Easy

La clonacion de las secuencias obtenidas de los canales TRPV se realizo
mediante la utilizacion del kit pPGEM-T Easy Vector System (Promega). Para la
ligacion se utilizd una relacion molar de 1:3 vector: inserto, y se incubo toda la
noche a 16°C. Posteriormente esta ligacién se utilizé para transformar 200 ul de
bacterias competentes E. coli DH5aq, las cuales se crecieron por una hora a 37°C
en 1 ml de medio LB liquido. De este cultivo se sembraron 100 pl en cajas petri
con LB, 100 ug/ml ampicilina, X-gal e IPTG para seleccionar las colonias positivas
por a-complementacion del gen Lac Z. Las colonias seleccionadas fueron crecidas
en 5 ml de medio LB liquido con 100 pg/ml ampicilina, para posteriormente extraer

el plasmido por medio de miniprep de lisis alcalina.

Aislamiento de DNA de plasmidos por miniprep (lisis alcalina).

Para la extraccion de DNA se realizaron cultivos en los que se transfiridé solo una
colonia en 5 ml de medio LB con 100 ug/ml ampicilina. Estos cultivos se incubaron
durante toda la noche a 37°C, después de lo cual fueron empastillados mediante
centrifugacion a 13000 rpm en una microcentrifuga, las pastillas fueron
resuspendidas en 200 ul de solucién | fria (para 100 ml: 0.9g de glucosa, 2.5 ml de
Tris 1 M pH 8.0 y 2 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0), posteriormente se les agreg6 400
Ml de solucion Il (NaOH 0.2N, SDS 1%) y se mezclaron por inversion para después
agregarles 300 pul de solucion Il fria (para 100 ml: 60 ml de acetato de potasio 5

M, 11.5 ml de acido acético glacial y 28.5 ml de agua milliQ), y mezclar por
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inversion. Se centrifugaron durante 5 min a 13 000 rpm en una microcentrifuga, los
sobrenadantes fueron transferidos a tubos limpios y para precipitar el DNA con 0.6
volumenes de isopropanol. Finalmente se centrifugaron durante 5 min a 13 000
rom en una microcentrifuga y se eliminé el sobrenadante, las pastillas fueron

lavadas con etanol al 70% y resuspendidas en 50 ul de agua milliQ esterilizada.

Secuenciacion automatizada de DNA

Las reacciones de secuenciacion se realizaron con 500 ng del plasmido de interés,
utilizando el kit BigDye terminador v3.1 cycle sequencing (Applied Biosystems),
con las siguientes condiciones de reaccion; un minuto a 96°C, 25 ciclos de: 96°C

10 seg; 50°C 5 seg; 60°C 4 min, terminando a 4°C.

Las reacciones de secuenciacion fueron precipitadas durante 30 min con Etanol
absoluto - EDTA 125 mM, centrifugadas durante 20 min a 13 000 rpm en una
microcentrifuga, limpiadas con etanol al 70% después de lo cual fueron
centrifugadas durante 5 min a 13 000 rpm, se removio el sobrenadante, y se
dejaron secar 5 min al aire para eliminar todo el etanol. Estas reacciones fueron
enviadas para su andlisis a la Unidad de Acidos Nucleicos del en el Dpto. de
Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV IPN. Finalmente, para confirmar la
identidad de las secuencias obtenidas, estas secuencias fueron comparadas con
la base de datos del Gen Bank mediante la utilizacion del programa NCBI BLAST

(nucledtidos).
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RT-PCR cuantitativa.

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron a partir de RNA tratado con
Turbo DNase | (Applied Biosystems) para lo cual se incubaron 7.5 uyg de RNA con
1 unidad de Turbo DNase | por 30 min a 37°C, después de lo cual se agregaron
0.1 volumenes de reactivo de inactivacion y se incubd por 2 min a temperatura
ambiente. Finalmente se centrifugd a 13 000 rpm durante 1.5 min y el

sobrenadante (RNA tratado) se recolect6 en un tubo limpio.

Las reacciones de RT se realizaron a partir de 1ug de RNA, tratado con Turbo
DNasa, y mediante la utilizacion de 200 unidades de la enzima reverso
transcriptasa (M-MVL) y 2.5 uM random primer, durante una hora a una

temperatura de 44 °C .

Para la reaccion qPCR se utilizo el kit Fast Start SYBR Green Mastermix (ROX)
(Roche diagnostics) y el equipo ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems), para lo
cual se utilizaron 25ng de cDNA, con 2.5 pM de oligos especificos para cada gen
(tabla1), en un volumen de reaccién de 20 pl, utilizado una temperatura de
alineamiento de 60 °C En todos los casos se verifico la amplificacion de especifica
de un solo amplicon mediante la realizacion de curvas de disociacion y
posteriormente mediante el analisis en gel de agarosa. El andlisis de datos se
llevd a cabo mediante el método 2-22Ct (Livak and Schmittgen, 2001). Utilizando
como control interno la expresion del mRNA de la proteina ribosomal PO (PRPO) a
partir de 0.1ng de cDNA y bajo las condiciones de amplificacion previamente

descritas(Garcia-Villegas et al., 2007).
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Purificacion de citoqueratinas de cultivos de células RCE1(5T5)

Para la purificacidon de las citoqueratinas, se realizaron cultivos celulares por
duplicado bajo las condiciones descritas. Los cultivos celulares fueron
homogenizados a 4°C con 25 mM de tris-HCL (pH7.5) con Triton X-100 1.0%,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 1X Complete (Roche). Los homogenizados se
centrifugaron durante 10 min a 12,000g a 4°C, posteriormente la pastilla se

solubilizé a 95°C con Tris-HCI 25 mM, pH 7.4 + SDS 1%.

La cantidad de proteinas contenidas en los lisados celulares fue determinada
mediante el mediante la utilizacion del Kit Coomassie Plus Protein Assay

(PIERCE).

Se cargd lo equivalente a 20ug de proteina de cada muestra en un gel de
acrilamida al 12.5%, el cual se corrié a 30 mA durante 30 min, después de lo cual
el gel fue tefido durante 2 h con azul de Coomassie, para por ultimo ser
fotodocumentado con el escaner HP Scan Jet 5 P y analizado por densitometria
mediante la utilizacion del programa Gen Snap (Syngen) y de esta manera

determinar la cantidad de citoqueratinas presentes en los cultivos celulares.

Microscopia electronica de transmision.

Células RCE1(5T5) de 4 dias de cultivo fueron tratadas durante 48 h con rojo de
rutenio 50 y 100 pM para posteriormente ser analizadas por microscopia
electronica de transmision, para lo cual las células tratadas fueron fijadas por una
hora con glutaraldehido 2.5% (v/v) en cacodilato de sodio 0.1M; se postfijaron en

tetroxido de osmio 1% (w/v) y se embebieron en Epon 812. Se obtuvieron cortes
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finos que se contrastaron con acetato de uranilo y se analizaron en un microscopio
electronico FEI Morgagni 268D. Estas imagenes fueron realizadas por el Dr. Arturo

Gonzalez Robles del Departamento de Infectdmica y Patogénesis Molecular.

Inmunofluorescencia de células RCE1(5T5)

Las células RCE1(5T5) de 3 y 10 dias de cultivo fueron sembradas sobre un
cubreobjetos con las condiciones de cultivo descritas; fijadas con
paraformaldehido al 3.5% (p/v) durante 2 h a 4°C, lavadas con PBS,
permeabilizadas con Triton X-100 al 0.05% (v/v) durante 5 min a temperatura
ambiente, después de lo cual las células fueron lavadas con PBS, bloqueadas
con Power Block durante 5 min a temperatura ambiente, incubadas con el
anticuerpo primario correspondiente (tabla 2), durante toda la noche a 4°C, y

lavadas con PBS + 0.05% (v/v) Tween 20.

Posteriormente se utilizd el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a un
fluoroforo alexa-fluor, incubando durante 1 h a temperatura ambiente. Por ultimo,
las preparaciones fueron lavadas con PBS 1% + 0.05% Tween 20 e incubadas

con DraQ7 durante 30 min, para después ser montadas con Vectaschield.

Las preparaciones fueron observadas en un sistema confocal de alta velocidad,
multifotonico Leica (modelo TCS SP2; Leica Microsystems), los cortes Opticos
fueron de 0.2-0.4 uym, y para prevenir la interferencia entre las sefales de las
imagenes de la misma seccién Optica, las sefiales fueron detectadas con
diferentes canales. Las imagenes fueron analizadas con el software LCS Leica

Confocal™ v2.0 (Leica Microsystems).
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Tabla 2. Anticuerpos utilizados en inmunofluorescencia
Anticuerpo Num. Cat./Compaiiia Dilucion utilizada
TRPV1 SC 12498/Santa Cruz 1:50
TRPV4-N SC 98592/Santa Cruz 1:75
TRPV4-C SC 16485/Santa Cruz 1:25
TRPV4 extracelular ACC-124/Alomone 1:50
TRPV6 SC 28396/Santa Cruz 1:50
Kv1.1 SC 25680/Santa Cruz 1:50
Claudina-1 71-7800/ Thermo Fisher Scientific 1:100
Claudina-4 32-9400/ Thermo Fisher Scientific 1:100
Claudina-4 3E2C1/Thermo Fisher Scientific
TRPP2 sc-10377, Santa Cruz 1:25
EGFR E2760/Sigma-Aldrich 1:50
EGFR SCO03/Santa Cruz 1:50

Extraccioén de proteinas

Para la extraccion de proteinas, los cultivos se lavaron 3 veces con PBS frio, para
posteriormente adicionar 0.5 ml de buffer de lisis (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl,
EDTA 10 mM, 1% NP40 y 1X Complete (Roche) por cada caja de 100mm, se
incubaron en hielo durante 20 min y se rasparon con un gendarme, los extractos

fueron recolectados y homogenizados pasandolos por una jeringa de insulina para
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por ultimo ser centrifugados a 13000 rpm durante 3 min, se colecté el
sobrenadante y se cuantific6 mediante la utilizacién del Kit Coomassie Plus

Protein Assay (PIERCE).

Western blot

Para la identificacion del canal TRPV4, claudina-1, claudina-4 y ocludina, se
colocaron 40 pg de extractos de proteina totales de células RCE1(5T5) en geles
de acrilamida-SDS al 10% los cuales se corrieron a 15 mA en un buffer de corrida
1X (Tris 0.125mM, Glicina 0.96M, SDS 0.5%). Los geles de las electroforesis
fueron transferidos a membranas de PVDF pre-equilibradas con metanol a 400 mA
por tres horas en el buffer de transferencia 1X (Tris 25mM, Glicina 192mM,

Metanol 20%, SDS 0.1%) a 4°C.

Las membranas fueron lavadas con TBST (buffer salino de tris y tween) 1X,
bloqueadas con leche al 10% e incubadas con anticuerpo primario a la
concentracion descrita en la tabla 3 en solucion de bloqueo durante toda la noche
a 4°C, después se lavaron 7 veces con TBST 1X durante 10 min y se incubaron
durante 1h con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano (HRP)
correspondiente (tabla 3) en solucidn de bloqueo, por ultimo, las membranas se
lavaron 7 veces durante 10 min con TBST. El revelado se realizé mediante la
utilizacién de un kit de quimioluminiscencia (Santa Cruz) y las placas sensibles a

rayos X Kodak Film.
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados para WB
Anticuerpo Num. Cat./compaiiia Dilucion utilizada
TRPV4-N SC 98592/Santa Cruz 1:1000
TRPV4 ACC-124/Alomone 1:4000
Claudina-1 71-7800/ Thermo Fisher Scientific 1:1000
Claudina-2* 90-0900/ Thermo Fisher Scientific 1:1000
Claudina-4 32-9400/ Thermo Fisher Scientific 1:1000
Ocludina 33-1511/ Thermo Fisher Scientific 1:1000
Actina Donado por el Dr. José Manuel Hernandez 1:500
GAPDH Sc-32233/Santa Cruz 1:10000

*No pudo confirmarse la expresion claudina 2, debido a que no se observo sefial.

Medicion de calcio intracelular en las células de epitelio corneal RCE1(5T5).

La determinacién de cancion intracelular se realizé en células RCE1(5T5) de 3 y
11 dias de cultivo mediante la utilizacién del indicador fluorescente de calcio?*,
Fluo 4 AM (5uM), para lo cual las células RCE1(5T5) fueron crecidas en cajas con
fondo de cristal, el cual no genera interferencia en la medicién de fluorescencia
(Mat Tek, P356 1.5 14C), durante 3 y 11 dias, los cultivos fueron lavados tres
veces con solucion salina (HBSS), NaCl 145 mM, KCI 5 mM, CaCl2 1mM,
KH2PO4 1mM, MgCI2 1 mM, Glucosa 10 mM, HEPES 10 mM, esterilizada por
filtracion, pH7.4, 300 mOsml/L, e incubados durante 30 min a 37°C con el indicador
fluorescente Fluo-4 AM (5 uM) en HBSS, posteriormente se registraron los
cambios de calcio intracelular en presencia del activador (GSK101 100nM), el
bloqueador (RN1734 30uM) y el quelante de calcio EGTA (2mM).
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Los registros del cambio de calcio intracelular fueron realizados a temperatura
ambiente en un microscopio confocal Zeiss, LSM510 META, para cada registro se
tomaron 60 imagenes durante 10 min, es decir una imagen cada 10 s. Tomando
como sefal basal el promedio de las primeras 10 imagenes, a partir de este punto
las células se pusieron en presencia del activador y/o del inhibidor del canal,
continuando los registros hasta el minuto 10. El analisis de imagenes se realiz
en el programa Image J (Schneider et al., 2012), midiendo los cambios de calcio

intracelular de cada célula de manera individual.

Medicién de la resistencia eléctrica transepitelial (TER).

Las mediciones de TER en células RCE1(5T5) fueron realizadas mediante la
utilizacién de un voltimetro epitelial EVOM (Wold precision instruments, Sarasota,

FL, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Las células fueron sembradas en transwells ®, con membranas de policarbonato
de 0.33cm? de superficie y con 0.4 pm de tamario de poro (3413, Corning, Acton,
MA), (Ceireijido, et al., 1978), y fueron tratadas de acuerdo al protocolo de cada
experimento, las mediciones se realizaron por triplicado para cada inserto, se
calcularon los valores de TER restando el promedio de dos insertos sembrados
con fibroblastos 3T3 confluentes y normalizando con respecto al area. Los valores

fueron expresados en ohmsecm? (Qecm?).
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RNA de interferencia

El cDNA completo del canal TRPV4 de conejo fue clonado por RT-PCR a partir de
células RCE1(5T5) y secuenciado (No. Acc. KX523177), a partir de esta
secuencia se disefiaron dos shRNA que fueron clonados en el vector
pLVXshRNA2 (Clontech), la secuencias blanco fueron: RabV4sh1: 5'-
GGAGGAAGGTTGTAGAGAA-3' y RabV4sh2: 5-CCAGAACTTGGGCATCATC-3'.
Los plasmidos fueron transfectados usando el reactivo TransIT-X2 (Mirus, Bio
LLC) en células RCE1(5T5) de 5 dias de cultivo, sembradas sobre insertos para
posteriormente realizar mediciones de TER cada 24 h o bien sembradas en cajas

de 35 mm para extraccion de proteinas.

Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante ANOVA seguido de la
prueba de comparacién de Bonferroni’'s, usando el software Sigmaplot 11.0 (Systat
Software Inc., Chicago, IL). Los valores expresados representan la media + el
error estandar, donde las diferencias significativas con respecto al control estan
como p<0.05 (*), p<0.01 (**) o p<0.001 (***), n, es el numero de observaciones

realizadas e incluidas en el analisis.
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RESULTADOS

Efecto de bloqueadores y activadores de canales TRPVs en la proliferacion y

diferenciacion de las células RCE1(5T5)

En primera instancia y con el fin de analizar de manera general la posible
participacion de los canales TRPV en la proliferacion de las células RCE1(5T95),
las células fueron crecidas en presencia rojo de rutenio (RR), un bloqueador
general de los canales TRP a concentraciones de 50, 100 y 200 uM, este farmaco
inhibié la proliferacion celular a partir de la menor concentracion usada (50 uM),
sugiriendo asi la posible participacion de al menos un canal TRP en la regulacién

de este proceso celular (figura 13).
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Fig.13 El Rojo de rutenio inhibe el crecimiento de las células RCE1(5T5),
Cinética de crecimiento de células RCE1(5T5) en presencia de rojo de rutenio a
50, 100 y 200 uM. observando que la presencia de rojo de rutenio disminuye el
nuamero de células. Los resultados representan el promedio +/- en ES, de dos
experimentos independientes realizados por duplicado. La flecha indica el inicio
del tratamiento
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Durante la realizacidén de esta cinética de crecimiento observamos que los cultivos
tratados con RR presentaban cambios morfoldgicos con respecto a los cultivos
control, especificamente la presencia de células con mayor grado de
queratinizacion en la capa apical del epitelio, lo que sugiri6 un mayor grado de

diferenciacion en estos cultivos.

Para analizar a detalle los cambios morfolégicos inducidos por la presencia de RR,
células RCE1(5T5) de 4 dias de cultivo fueron tratadas durante 48 h con RR 50 o

100 uM, para posteriormente ser procesadas para microscopia electrénica.

En la figura 14 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia electrénica
donde se puede observar que en las células tratadas con RR, hay una mayor
concentracion de fibras de citoqueratina, fibras alargadas mas densas indicadas
con flechas (figura14 B-C), lo cual estda asociado a un mayor grado de
diferenciacion con respecto a las células control (figura 14 A), sugiriendo asi la
posible participaciéon de algun canal TRP en la regulacion de la diferenciacion del

epitelio corneal.
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Fig.14 El rojo de rutenio induce un aumento de la expresion de fibras de citoqueratinas de las
células RCE1(5T5). Microscopia electronica de transmision de células RCE1(5T5) de 4 dias de cultivo (A)
tratadas 48 h con de rojo de rutenio (RuR), 50 (B y C) o 100 (D y E) uM. El RuR 50 pM produce un
aumento de la expresion de fibras de citoqueratinas indicadas por las flechas. Imagen obtenida por el Dr.

Arturo Gonzalez Robles
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Para determinar de manera especifica si la disminucion de la proliferacion
observada en presencia de rojo de rutenio era debida a un canal de la familia
TRP, se realizaron cinéticas de crecimiento en presencia de bloqueadores mas
selectivos y de activadores especificos de algunos canales de la familia TRPs,
como la capzacepina que bloquea a los canales TRPV1 y TRPV4, la capsaicina
que es un activador especifico del canal TRPV1 y mentol que activa al canal
TRPM8 (Peier et al., 2002). En estos experimentos las células RCE1(5T5) fueron
tratadas al tercer dia después del sembrado, y las células se contaron cada 24

horas durante el transcurso del experimento.

La adicibn del capsaicina tuvo un efecto diferencial dependiendo de la
concentracion: a 200 pM redujo la proliferacién de las células RCE1(5T5),
mientras que a 7.5 uyM la acelerd, ver figura 15. Estos resultados sugirieron la

participacion del canal TRPV1 en la proliferacion de esta linea celular.
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Fig.15 Efecto diferencial de capsaicina en el crecimiento de las células
RCE1(5T5), las células RCE1(5T5) de tres dias de cultivo fueron crecidas en
presencia de diferentes concentraciones de capsaicina,



Por otro lado, la presencia de capzacepina (figura 16), un farmaco que bloquea a
los canales TRPV1 y TRPV4, a la concentracion de 50 pM disminuye el
crecimiento celular (curva roja, figura16), sugiriendo la posible participacion de
alguno de estos canales en la proliferacion de las células RCE1(5T5). Por otro
lado, la capzacepina a concentraciones de 100 y 200 uM resulté ser téxica para

las células.
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Fig.16 La capzacepina retarda el crecimiento de las células RCE1(5T5),
Células RCE1(5T5) de tres dias de cultivo fueron crecidas en presencia de
diferentes concentraciones de capzacepina (50, 100 o 200 uM) observando una
disminucion del numero de células a la concentracion de 50 uM

Por otro lado, el mentol, activador farmacolégico del canal TRPM8 a
concentraciones de 10, 50, 100 o 500 uM, se provocod una disminucién en el

numero de células al dia 6 de cultivo, que es cuando las células alcanzan la
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confluencia e inician el programa de diferenciacion (figura 17), lo que podria
sugerir la posible participacién del canal TRPMS8 en la entrada a la diferenciacion

del epitelio corneal.

En resumen, los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento de células
RCE1(5T5) sugieren que los canales TRPV1, TRPV4 y TRPMS8 podrian participar

en el desarrollo normal de esta linea celular.
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Fig.17 El mentol modifica la velocidad de crecimiento de las células
RCE1(5T5). Células RCE1(5T5) de tres dias de cultivo, crecidas en presencia
de mentol (10, 50, 100 o 500 uM). La adicién de mentol disminuye de la
velocidad de proliferacion en el sexto dia de cultivo.

TRPV4 en la diferenciacion de las células RCE1(5T5).

La inhibicion de crecimiento de las células RCE1(5T5) en presencia de rojo de
rutenio y capzacepina nos sugirieron que los canales i6nicos TRPV1 y TRPV4

podrian participar en la regulacién de la diferenciacién de esta linea celular, por lo
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cual, para evaluar si la actividad del canal TRPV4 esta involucrada en el proceso
de diferenciacion de las células RCE1(5T5), se realiz6 una cinética de crecimiento
en presencia de RN-1734 (10, 20 o 30 uM), inhibidor especifico del canal TRPV4.
En la figura 18 se puede observar que RN-1734 disminuy6 el numero de células
en el cultivo, este efecto fue mas evidente durante los dias 5 al 7 posteriores a la
siembra que es el momento en el que las células RCE1(5T5) estan iniciando su
programa de diferenciacion, sugiriendo asi que posiblemente el canal TRPV4

podria estar relacionado con el inicio de la diferenciacion de las células

RCE1(5T5).
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Fig.18 El bloqueador del canal TRPV4, RN17-34 disminuye el niumero de
células RCE1(5T5). Células RCE1(5T5) de tres dias de cultivo, fueron tratadas
créonicamente con RN-1734 10, 20 o 30 pM, 48h después del tratamiento se
observé la disminucion del numero de células en el cultivo.

Para evaluar la posible participacion del canal TRPV4 en el inicio de la
diferenciacion, células RCE1(5T5) de 5, 6 o 7 dias de cultivo fueron tratadas

durante 48 h, con RN-1734 30 uM. Se utilizaron estas ventanas de tiempo debido
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a que las células RCE1(5T5) inician su programa de diferenciacion al sexto dia de
cultivo, de manera que evaluamos el efecto de la inhibicion de TRPV4, antes,

durante y después del inicio de la diferenciacion.

Las células tratadas con RN-1734 (30 uM) se analizaron de dos diferentes
maneras, en primera instancia se realizaron conteos celulares y ademas se
analizé el grado de diferenciacién de estos cultivos mediante la cuantificacion de la
expresion del par de citoqueratinas K3/K12, ver figura 19 , debido a que el
incremento de la expresion de estas citoqueratinas esta relacionado con el grado

de diferenciacién del epitelio corneal (Tamariz et al., 2007).

Dias de cultivo
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Fig.19 Expresion de citoqueratinas en las células RCE1(5T5), Células RCE1(5T5)
de 5, 6 o 7 dias de cultivo fueron tratadas durante 48 h con RN-1734 30 uM,
posteriormente se realizd la extraccion de citoqueratinas, con tincidon con azul de
Coomassie.
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En la figura 20 se muestran las graficas obtenidas de la cuantificacion de las
citoqueratinas K3 y K12, donde se observa que el tratamiento con RN-1734 no

altera el inicio de la diferenciacion en los cultivos de RCE1(5T5)
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Fig.20 TRPV4 no modifica el inicio del programa de diferenciacion de las células
RCE1(5T5), Células RCE1(5T5) de 5, 6 o 7 dias de cultivo fueron tratadas durante 48 h con
RN-1734 30 pM. (A). Numero de células en presencia de RN-1734. (B). Expresion relativa de
citoqueratina K3, (C). Expresion relativa de citoqueratina K12. Normalizadas con respecto a la
expresion de KS5.

Identificacion de canales de la familia TRPV expresados en células

RCE1(5T5)

En estudios previos realizados por Megler et al., (2011) se reportd la expresion de
los canales TRPV1, TRPV3 y TRPV4 en células transformadas de epitelio corneal
de humano. Adicionalmente los resultados obtenidos de las cinéticas de

crecimiento realizadas en presencia de activadores y bloqueadores
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farmacologicos de canales TRP nos sugirieron la participacion de algunos de
estos canales en la diferenciacion de las células RCE1(5T5), por todo lo anterior
buscamos la expresion del RNA mensajero de los canales TRPV1, TRPV3,
TRPV4, TRPV6 y TRPMS8 en las células RCE1(5T5), mediante la técnica de PCR

de punto final.

Para ello se extrajo el RNA total de RCE1(5T5) proliferativas a 3 dias de cultivo o
diferenciadas colectadas a los 10 dias de cultivo, observando la expresion de lo
mensajero de los canales TRPV1, TRPV4 y TRPVG6. En la figura 21 se observa
que en los tres casos se obtiene una banda de amplificacién del peso esperado;
TRPV1 (211 pb.), TRPV4 (170 pb.) y TRPV6 (251 pb.). Para verificar la identidad
molecular de cada transcrito, los fragmentos obtenidos por PCR se clonaron en el

vector p-GEM-T Easy, y se secuenciaron.

Por otro lado, los mensajeros de los canales TRPV3 y TRPM8 parecen no
expresarse en esta linea celular, ya que no se observaron los amplicones de los
pesos esperados; TRPV3 (275 pb.) y TRPM8 (250 pb.) (figura 21), Se usdé como
control positivo de amplificacion al gen de la proteina ribosomal PO (PRPO),
obteniéndose la banda de peso esperado (231 pb.) tanto en el RNA de 3 como de

10 dias de cultivo, (figura 21).

Una vez que identificamos la presencia del mensajero de los canales TRPV1,
TRPV4 y TRPV6 en las células RCE1(5T5) evaluamos si estos canales se
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expresaban de manera diferencial durante la proliferacion y la diferenciacion de
estas células. Para ello cuantificamos los niveles de RNAm de cada canal a lo
largo de la cinética de proliferacion y diferenciacién, utilizando como referencia los
niveles de RNAm del canal de potasio Kv1.1, que previamente habiamos

identificado y que sabemos que no se encuentra involucrado en ambos procesos.
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Fig. 21 Expresion del RNA mensajero de canales TRPV en células RCE1(5T5). Las
células RCE1(5T5) expresan el RNAm de los canales TRPV1, TRPV4 y TRPVG6, y no
se detectaron los canales TRPV3 y TRPM8 utilizando como gen de referencia PRPO.
Gel de agarosa al 1.5% carriles de izquierda a derecha, Marcador de peso molecular,
escalera de 50 pb, en todos los casos se muestra la amplificacién del DNAc de interés
de células RCE1(5T5) de 3 y 10 dias de cultivo, asi como su control negativo sin

Cinética de expresion de los RNAm de los canales TRPV1, TRPV4 y TRPV6

en las células RCE1(5T5)

Una vez que se identificd la presencia en células RCE1(5T5) de los mensajeros de

los canales TRPV1, TRPV4 y TRPVG, se evalud si estos canales se expresan de
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manera diferencial durante el crecimiento y la diferenciacion de las células
RCE1(5T5), para lo cual se midio la expresion de los RNAm correspondientes
desde los 3 hasta los 10 dias de cultivo, los RNAs extraidos fueron tratados con
DNAsa Turbo ®, (Ambion), la integridad de los RNAs fue confirmada por
electroforesis en geles desnaturalizantes y posteriormente se sintetizo el DNAc

como se describe en la seccion de material y métodos.

Los DNAc obtenidos fueron analizados por PCR cuantitativo utilizando como gen
de referencia los niveles de expresion del mensajero de la proteina ribosomal
PRPO (Garcia-Villegas et al., 2007). La diferenciaciéon del cultivo fue monitoreada
por la expresion de los RNAm del marcador temprano de diferenciacion Pax 6
(Garcia-Villegas et al., 2009) y del marcador tardio de diferenciacion citoqueratina
K3. Adicionalmente se midieron los niveles del RNAm del canal Kv1.1, canal que
previamente habiamos identificado en esta linea celular y que sabemos que no se
encuentra involucrado en proliferacion o diferenciacion de este epitelio (Martinez-

Renddn, 2009).

En la figura 22 se muestran las cinéticas de expresién de cada uno de los canales
evaluados, donde se observa que cada canal tiene una cinética de expresion
diferente. EI RNAm de TRPV6 es el que mas incrementa su expresion, su
pendiente en el sexto dia es mucho mayor que para los otros canales,
coincidiendo con el inicio de la diferenciacion de las células RCE1(5T5). El
mensajero del canal Kv1.1 presenta un comportamiento bimodal observando dos

picos de expresion en los dias 5 y 7, siendo mas abundante en células
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proliferativas que en diferenciadas. Por otro lado, los niveles del mensajero de

TRPV4 permanecen constantes a través del tiempo.
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Fig.22 Cinética de expresion de los RNAm de los canales Kv1.1, TRPV4 y TRPVG6, durante el

crecimiento y diferenciacion de las células RCE1(5T5), Graficas de expresion relativa de los
mensajeros de los canales Kv1.1, TRPV4 y TRPV6, medidos mediante RT-qPCR. Para verificar el
grado de diferenciacion del cultivo se usdé como referencia la expresion de los marcadores de

diferenciacion Pax 6 y citoqueratina K3. Los resultados representan el promedio +/- el ES, para el

canal Kv1.1 de un experimento realizados por triplicado. Para el canal TRPV6 de dos

experimentos independientes realizados por triplicado y para el canal TRPV4, Pax6 y K3 de tres
experimentos independientes realizados por triplicado
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Inmunolocalizacion de los canales Kv1.1, TRPV1, TRPV4 y TRPV6 en células

RCE1(5T5)

Para evaluar si los cambios observados en la expresion a nivel de mensajero,
correlacionaban con cambios en los niveles de las proteinas correspondientes se
evaluo la presencia de los canales Kv1.1, TRPV1, y TRPV6 mediante
inmunofluorescencia indirecta en cultivos de células RCE1(5T5) proliferativas (3

dias de cultivo) y diferenciadas (10 dias de cultivo).

En la inmunotincion del canal Kv1.1 observamos que en células proliferativas el
canal se distribuye de manera homogénea en toda la célula (figura 23A) al igual
que en las células de 10 dias de cultivo (figura 23 E). Por otra parte, el canal
TRPV1 parece ser mas abundante en células diferenciadas (figura 23 M) que en
células proliferativas (figura 23 1), En este caso, en el epitelio estratificado parece
existir un gradiente de expresion, en donde se observa una menor expresion del

canal en la capa basal y ligero aumento en las capas suprabasales (figura 23 P).

En cuanto a la expresion del canal TRPV6, observamos que de manera similar a
la expresion de mensajero este se expresa mayoritariamente en las células
proliferativas (figura 23 Q) en comparacién con la cantidad de canal en células
diferenciadas (figura 23 U). Adicionalmente en epitelio estratificado el canal

TRPV6 se expresa mayoritariamente en la capa basal (figura 23 Y).
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Fig.23 Localizacion subcelular de los canales Kv1.1 TRPV1 y TRPVG, en las
células RCE1(5T5), Fotografias de microscopia confocal de células RCE1(5T5)
de 3 y 10 dias de cultivo, en donde se observa la inmunolocalizacion de los
canales Kv1.1, TRPV1 y TRPV6). (A-D) deteccion del canal Kv1.1 en células
proliferativas y diferenciadas (E-H). Deteccion del canal TRPV1 en células
proliferativas (l) y diferenciadas (M), (Q) de TRPV6 en células proliferativas y
diferenciadas (U), (D, H, L, P) cortes transversales de las células RCE1(5T5) de 3
y 10 dias de cultivo. Tincion de nucleos con DAPI Barra 40 uM.
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En contraste con éstos canales, nuestros resultados muestran que durante el
crecimiento y la diferenciacion de las células RCE1(5T5) TRPV4 tiene un marcado
cambio en su distribucién subcelular. De manera que, observamos que en células
proliferativas se encuentra localizado mayoritariamente en el nucleo y en menor
grado en el citoplasma de la célula (figura 24 A). Mientras que en cultivos
diferenciados la sefial de TRPV4 se concentra en la parte apical de la capa celular

mas externa del epitelio (figura 24E y H).

TRPV4 Nucleo Merge Corte

. . . =

Fig.24 Cambio de localizacion subcelular del canal TRPV4 en las células
RCE1(5T5). Imagenes de microscopia confocal de células RCE1(5T5) de 3 y 10 dias
de cultivo, en células proliferativas (A-D) el canal TRPV4 se encuentra
mayoritariamente en el nucleo y en menor grado en el citoplasma. En cultivos
diferenciados se observa concentrado en la membrana apical de la capa de células
mas externa del epitelio corneal y en menor grado en citoplasma (E-H). Los nucleos
fueron tefiidos con DraQ-7. Barra 50 pm.

3 Dias

10 Dias

Para confirmar si la sefial observada en la parte apical del epitelio era especifica
del canal TRPV4 se comparé la senal obtenida por inmunofluorescencia con dos

diferentes anticuerpos: el anticuerpo que se usé en todos los experimentos de este
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trabajo sc-98592 (Santa Cruz) que reconoce al dominio entre los aminoacidos 62-
134 de la regién amino terminal del canal. Y el anticuerpo ACC-124 (Alomone) el
cual reconoce un dominio extracelular en la region del poro entre los aminoacidos
647-662. Para realizar estas inmunodetecciones se utilizaron células RCE1(5T5)
de 14 dias de cultivo sembradas sobre insertos de policarbonato. En la figura 25,
se muestra el corte optico de la parte apical del epitelio, en donde se puede
observar que, con ambos anticuerpos, el canal TRPV4 se detecta en la membrana
apical de las células de la capa mas externa del epitelio diferenciado (figura 25 A'y
C), esta localizacion subcelular es evidente en los cortes transversales (figura 25 B
y D). Adicionalmente en la figura 25 E y F se puede apreciar que la presencia del
péptido inhibidor del anticuerpo ACC-124 durante inmunotincion elimina la senal

de TRPV4 demostrando la especificidad de la inmunodeteccion

Fig.25 Inmunodeteccion del canal
TRPV4 con dos diferentes anticuerpos
en las células RCE1(5T5). Cortes 6pticos
de 0.2uM obtenidos por microscopia
confocal de células RCE1(5T5) con 14 dias
de cultivo, (A, B) anticuerpo sc-98592, (C y
D) anticuerpo ACC-124. Con ambos
anticuerpos el canal TRPV4 se observa en
la membrana apical de la capa de células
mas externa del epitelio corneal, sefial que
es inhibida por la adicion con el péptido
inhibidor del  anticuerpo  ACC-124.
Mostrando la especificidad de la
inmunodeteccién. Los nudcleos fueron
tefidos con DAPI. La linea continua
corresponde a la parte basal del epitelio.
Barra 50 um.

Bar = 20uM
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Cambio de localizacién subcelular del canal TRPV4 en células RCE1(5T5)

durante la diferenciacion.

En primera instancia para evaluar si el cambio en localizacion subcelular
observado del canal TRPV4, se encontraba asociado al grado de diferenciacion de
las células RCE1(5T5), se crecieron y fijaron células RCE1(5T5) a 3 y 10 dias de
cultivo y se realizé la coinmunotincion del canal TRPV4 y del marcador de
diferenciacién tardia citoqueratina K3, usando la tincion de actina con rodamina-

faloidina para poder identificar cada célula de manera individual.

C queratina K3 Y merge

{A-D) Barra = 40 um
{E-H) Barra = 20 um

Fig.26 Inmunotincién del canal TRPV4 en una colonia de células RCE1(5T5) de 3
dias de cultivo. El canal TRPV4 (verde) se localiza en el nucleo y el citoplasma de las
células en proliferacion (A), (B) tincion de actina con rodamina-faloidina (Rojo), (C)
Expresién del marcador de diferenciacién queratina K3, (D) Sobre posicién de las
senales de TRPV4, actina y queratina K3, (E-F) Cortes transversales, en donde se
puede observar la sefal de TRPV4 (verde) en el interior y en el borde celular.

En la figura 26 se muestra una colonia de células RCE1(5T5) de tres dias de
cultivo, en estas células el canal TRPV4 se localiza en el nucleo y en el citoplasma

(figura 26A), notando que conforme avanza el grado de diferenciacion de las
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células el canal se distribuye de manera homogénea en el citoplasma. Las células
con mayor grado de diferenciacion se pueden distinguir por la presencia del
marcador de diferenciacion queratina K3 (figura 26 G), este cambio en distribucién
subcelular del canal TRPV4 se evidencia en la figura 26 H donde las células
positivas para queratina K3 ya no presentan la tincion nuclear para el canal
TRPV4, observando que en estas células el canal presenta una distribucion

homogénea en todo el citoplasma.

En la figura 27. se muestran cortes épticos obtenidos por microscopia confocal a
diferente profundidad de un epitelio diferenciado de células RCE1(5T5) de 10 dias
de cultivo. Se observa que, en las células de la capa basal, células proliferativas
(figura 27A), y las suprabasales (figura 27E), la tincion del canal TRPV4 se
observa de manera homogénea en todo el citoplasma de la célula, mientras que,
en las células de la capa mas externa, células con mayor grado de diferenciacion
del epitelio, la expresién del canal TRPV4 se observa en la membrana apical
(figura 271). Adicionalmente podemos observar que conforme a lo previamente
reportado por Garcia-Villegas et al., (2009) el marcador de diferenciacion
queratina K3 comienza a expresarse en las células del estrato intermedio (figura
27G), posteriormente se expresa en casi todas las células de la capa apical las
cuales son las células con mayor grado de diferenciacion del epitelio (figura 27K).
Adicionalmente se observa que mientras que casi todas las células del estrato
superior del epitelio son positivas para el marcador de diferenciacion queratina K3
solo algunas de estas células son positivas para el canal TRPV4 en la membrana

apical (figura 27L y P), por lo que la expresion de TRPV4 en la membrana apical
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de la capa de células mas externa del epitelio puede ser considerado como un

rasgo de diferenciacion tardio, posterior a la expresion de la citoqueratina K3.
TRPV4 actina queratina K3 merge

Estrato
Basal

Estrato

Capa

Corte

(A-L) Barra = 40 ym
(M-P) Barra = 20 pm

Fig.27 Localizacién subcelular del canal TRPV4 en células RCE1(5T5)
diferenciadas. (A-L) Secciones 6pticas de células RCE1(5T5) diferenciadas, 10 dias de
cultivo. TRPV4 (verde) es expresado en todos los estratos del epitelio, observando que
en las células de los estratos basal (A) y suprabasal (E) se encuentra distribuido de
manera homogénea en toda la célula, mientras que en el estrato superior del epitelio ()
la sefial se concentra en la membrana apical de las células.

La tincidon de actina con rodamina-faloidina (rojo) nos permite diferenciar cada célula de
manera individual (B, F y J). a expresion del marcador de diferenciacion queratina K3 se
observa preferencialmente en la membrana apical de las células diferenciadas (K). (D,
Hy L) Sobre posicion de las sefiales de TRPV4, actina y queratina K3 en los diferentes
estratos del epitelio corneal. (M-P) cortes transversales, en donde se puede apreciar
que la mayoria de las células del estrato superior expresan queratina K3 en la
membrana apical, mientras la expresién del canal TRPV4 comienza a aparecer en
algunas células. La linea punteada indica la parte basal del epitelio.

Intermedio

superior

transversal
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Cinética de expresion del canal TRPV4 en células RCE1(5T5)

Posteriormente para evaluar si los cambios en localizacion subcelular de TRPV4
son acompafados por cambios en los niveles de la proteina del canal se
determiné la cantidad de TRPV4 por western blot y densitometria durante la
cinética de proliferacion y diferenciacion de las células RCE1(5T5). De las
muestras obtenidas se cargaron 40 ug de proteinas totales en un gel de acrilamida
al 10%, Las bandas obtenidas fueron cuantificadas por densitometria y se
normalizaron con respecto a los niveles de expresion de actina. En la figura 28,
podemos observar que la expresion canal TRPV4 a nivel proteina (peso
aproximado 120 kDa) disminuye a través del tiempo, de manera que en los
cultivos diferenciados la expresion del canal se reduce un 70% en comparacion

con la cantidad de canal expresado en cultivos proliferativos,

3 4 5 6 T 8 L: ] 10
rRpvs [ —— —

3 4 5 6 7 8 9 10
Dia de cultivo

Fig.28 Cinética de expresion de la proteina del canal TRPV4 en células RCE1(5T5)
proliferativas y diferenciadas. WB de TRPV4 donde la expresion de TRPV4 a nivel de
proteina disminuye a través del tiempo, observando que en cultivos diferenciados la
cantidad de canal disminuye un 70% con respecto a la cantidad de canal expresado en
cultivos proliferativos. Los resultados representan el promedio +/- en ES, de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Los datos se normalizaron con
los niveles de expresion de actina. 74



Expresién funcional del canal TRPV4 en células RCE1(5T5)

Debido a que la sefial de TRPV4 que se observa por inmunofluorescencia es
mayoritariamente intracelular, y no membranal, como se esperaria para un canal
ionico activo (salvo en las células diferenciadas donde el canal se expresa en la
membrana apical de la capa de células mas externa), lo siguiente que decidimos
evaluar fue si el canal TRPV4 se expresaba funcionalmente en las células de

epitelio corneal RCE1(5T5).

Inicialmente se evaluaron diferentes indicadores fluorescentes de Ca?* para probar
cual era el mas adecuado para detectar los cambios en la concentracion de calcio
intracelular en nuestro modelo celular. Se probaron los indicadores Fluo-3 AM,
Fluo 4-AM y Oregon Green BAPTA-1 AM (OGB-1AM) (Molecular Probes), para lo
cual células RCE1(5T5) fueron crecidas durante 11 dias, sobre cajas petri con
fondo de cristal, y fueron cargadas durante 30 min con cada uno de los
indicadores fluorescentes de Ca2* a una concentracion de 5 pM. Posteriormente,
se registraron los cambios en fluorescencia intracelular evocados por la perfusion
de capsaicina 10 uM, el activador especifico del canal TRPV1 (Caterina et al.,
1997), debido a que previamente identificamos la expresion del canal TRPV1 a
nivel de RNAm y proteina, y considerando que Megler et al., (2010) reportaron la
expresion funcional del canal TRPV1 en células transformadas de epitelio corneal

humano.

En la figura 29 se muestran los trazos representativos de los cambios de calcio

intracelular de las células RCE1(5T5), registrados durante la perfusion de
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capsaicina y con respecto a la respuesta basal, donde podemos observar que el
indicador intracelular de calcio Fluo 4-AM es el unico que evidencia la entrada de

calcio inducida por la activacion del canal TRPV1.

Capsaicina 10 uM
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Fig.29 Cambio en el Ca?' intracelular en células RCE1(5T5) tratadas con
capsaicina 10 pM. Trazos representativos de la medicién de calcio intracelular de
células RCE1(5T5) de 11 dias de cultivo cargadas previamente con los indicadores
fluorescentes de Ca?* Fluo4 AM, OGB-1 AM y Fluo 3 AM. Respuesta inducida por la
perfusién del activador del canal TRPV1 capsaicina a 10 uM, el tiempo de perfusion
se indica con una linea.

Por lo que decidimos utilizar el indicador Fluo 4-AM para evaluar los cambios de
calcio intracelular de las células RCE1(5T5). Una vez seleccionado el indicador
fluorescente de Ca?*, lo siguiente que hicimos fue un estudio preliminar para medir
la entrada de calcio a las células RCE1(5T5) a partir de la activacion del canal
TRPV1 con capsaicina incrementando los tiempos de registro. Las células
RCE1(5T5) de 11 dias de cultivo fueron incubadas durante 30 min con Fluo 4AM

(5 uM) en solucion salina (HBSS), y posteriormente se registraron los cambios en
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fluorescencia a temperatura ambiente en presencia de capsaicina 10 uM en

HBSS.

En la figura 30 se observa que la capsaicina induce un incremento intracelular de
Ca?*, que no se observa en las células control tratadas Gnicamente con HBSS.
F/FO representa a los valores de fluorescencia normalizados con respecto a la
fluorescencia basal, indicando que el canal TRPV1 se expresa funcionalmente en

las células RCE1(5T5).
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Fig.30 Expresion funcional del canal TRPV1 en células RCE1(5T5), analisis de
imagenes de calcio intracelular de células RCE1(5T5) de 11 dias de cultivo en presencia de
capsaicina. Trazos representativos del aumento de calcio intracelular inducidos por la
presencia de capsaicina 10 uM (rojo) y las células control con HBSS (negro), n= 15 con un

porcentaje de respuesta del 50%

Una vez que observamos que Fluo 4-AM era internalizado por las células
RCE1(5T5) y que daba un rango de respuesta que nos permitia evaluar cambios
en el Ca?* intracelular se procedié a evaluar la presencia de canales TRPV4
funcionales, para lo cual, cultivos de 4 y 11 dias fueron cargados durante 30 min

con Fluo 4 AM (5 uM) y registradas en presencia del activador GSK101 (100 nM) o
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el inhibidor especificos RN-1734 (30uM) del canal TRPV4, asi como en presencia

del quelante de calcio EGTA (2 mM).

Los registros se hicieron enfocando la parte apical del cultivo, en la figura 31A se
muestran imagenes de células RCE1(5T5) de 11 dias de cultivo cargadas con
Fluo 4-AM, antes de la estimulacién (A), durante el aumento de la fluorescencia
inducido por GSK101 (figura 31B), y durante la disminucion de la fluorescencia

inducida por la adicion de RN-1734 (figura 31C).

Fig.31 Aumento de Ca?* intracelular inducido por la activacién del canal TRPV4
en Células RCE1(5T5) diferenciadas. (A) Fluorescencia basal de las células
RCE1(5T5). (B) Células RCE1(5T5) perfundidas con GSK101 100 nM durante 100 s, y
posteriormente con RN-1734 30 uM en el segundo 400 de registro.

En la figura 32 A, B y C se presentan los trazos representativos del cambio
intracelular de calcio durante el tiempo de registro, normalizados con respecto a la
respuesta basal (F/F0), inducidos por la adicién de GSK101, RN-1734 y/o EGTA.
En esta grafica se puede observar que GSK101 induce un incremento de calcio
intracelular que es abatido por RN-1734 (figura 32B) o EGTA (figura 32A). Estos
resultados demuestran que el canal TRPV4 es funcional en las células RCE1(5T5)

y que conduce calcio al interior de la célula.
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Por otro lado, se observa que en las células tratadas previamente con RN-1734 la
adiciéon de GSK101 ya no capaz de inducir el aumento de calcio intracelular (figura
32C), demostrando que el incremento de calcio promovido por la adicion de

GSK101 se debe a la activacion del canal TRPVA4.

En la figura 32D se muestra una grafica con el promedio del cambio en los niveles
intracelulares de calcio, registrados en células individuales, inducidos por la
presencia de GSK101, RN1734 o EGTA, con respecto a la respuesta basal

(AF/FO). Donde se puede observar que GSK101 induce un AF/FO de 2.02 + 0.35.
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Fig.32 Expresion funcional de TRPV4 en células RCE1(5T5) diferenciadas,
incremento de calcio intracelular de células RCE1(5T5) de 11 dias de cultivo inducidos
por GSK101 100 nM y la posterior disminucion por la perfusion de EGTA 2mM(A) o
RN-1734 (B), (C) Trazo representativo de la ausencia de respuesta a GSK101 en
células pretratadas con RN-1734 30 yM. Las barras indican la duracién de cada
estimulo.

(D) Gréfica con el promedio del cambio en la fluorescencia inducido por GSK101, asi
como la posterior inhibicién por EGTA o RN-1734 con respecto a la fluorescencia
basal. Los resultados representan la media +/- el error estdndar y los numeros sobre

las barras indican el nUmero de células registradas en cada condicién.
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El 55% de las células respondieron a GSK101, aunque la magnitud de estas
respuestas fue heterogénea, es decir, la cantidad de calcio que entra a cada una
de las células es diferente, generando aumentos de fluorescencia (AF) con

diferentes magnitudes. Este efecto se evidencia en el histograma de la figura 33A

Durante la realizaciéon de los registros de calcio intracelular observamos que
ademas de que no todas las células tienen la misma magnitud de respuesta, no
todas tienen el mismo tiempo de retardo, por lo que evaluamos la posibilidad de
que las diferencias en la magnitud de la respuesta (AF) pudieran estar
relacionadas con el tiempo de retardo. En la figura 33B se muestra un grafico con
las AF de cada célula con respecto al tiempo de retardo, donde se puede observar

que no existe una correlacion entre la magnitud y el tiempo de retardo.
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Fig.33 Respuesta heterogénea de la activacion del canal TRPV4 en cultivo, (A)
Histograma de AF/FO de las células de células RCE1(5T5) de 11 dias de cultivo en
presencia del activador del canal TRPV4 GSK101. (B) Tiempo de retardo vs AF/FO.

Otra posibilidad es que estas diferencias en la magnitud de respuesta de las

células podrian estar relacionadas con las diferencias en la cantidad de canales
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expresados en cada célula pues como se observa en la figura 271, las células
RCE1(5T5) de la capa mas externa, expresan diferentes cantidades de canal en la

superficie apical.

De manera adicional observamos que el canal TRPV4 tiene actividad espontanea
en estas células, lo que se puede observar en la figura 34, donde se presenta un
trazo representativo de la fluorescencia (F) normalizado con respecto a la
fluorescencia minima (F min) de células RCE1(5T5) en HBSS, en el cual se puede
apreciar que durante los primeros 200 segundos existe una entrada de calcio,
después del segundo 200 la activacion TRPV4 con de GSK101 100nM induce un
aumento de la entrada de calcio a las células, y después del segundo 300 ambas
entradas de calcio, tanto la espontanea como la inducida por la presencia de
GSK101 son inhibidas por la presencia de RN-1734 30 uM, sugiriendo que la
entrada espontanea de calcio de las células RCE1(5T5) se debe al menos en

parte a la actividad del canal TRPV4.
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Fig.34 Actividad espontanea del canal TRPV4 en células RCE1(5T5), Trazo
representativo de los cambios de calcio intracelular en las células RCE1(5T5) en buffer
HBSS, donde se puede observar que en los primeros segundos 200 segundos existe
una entrada de calcio, después del segundo 200 la activacién del canal TRPV4 con de
GSK101 100nM induce un aumento de la entrada de calcio a las células, y en el
segundo 300 ambas entradas de calcio, tanto la espontanea como la estimulada por

GSK101 son inhibidas por la presencia de RN-1734 30 uM. 31



También se evalud la actividad del canal TRPV4 en cultivos proliferativos de 4

dias, en la figura 35 se puede observar que la adicion del activador especifico del

canal TRPV4 GSK101 100 nM induce la entrada de calcio a las células,

AF/F0=1.08£0.15 (figura 35C), el cual es inhibido por RN1734 30uM o EGTA 2mM

(figura 35A). Este aumento de calcio intracelular es de menor magnitud que el

observado al activar al canal TRPV4 en las células diferenciadas y es evitado si

las células son pretratadas con RN1734 o EGTA (figura 35B).
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Fig.35 Expresion funcional de TRPV4 en células RCE1(5T5) proliferativas,
incremento de calcio intracelular de células RCE1(5T5) de 4 dias de cultivo inducido
por GSK101 100nM vy la posterior disminucién por la adicion de EGTA 2mMo RN-1734
(A), (B) Trazo representativo de las células pretratadas con RN-1734 30 uM. Las barras
indican la duracion de cada estimulo. (C) Grafica con el promedio del cambio en la
fluorescencia inducido por GSK101, asi como la posterior inhibicién por la presencia de
EGTA o RN-1734 con respecto a la fluorescencia basal. Los resultados representan la
media +/- el error estandar y los nUmeros sobre las barras indican el numero de células
registradas en cada condicion.
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En conclusién, estos resultados demuestran que el canal TRPV4 es funcional en
células RCE1(5T5), que permite el flujo de calcio al interior de estas células y que

su activacion genera una respuesta heterogénea.

Adicionalmente comprobamos que podemos activar y bloquear de manera
especifica al canal TRPV4 en nuestro modelo celular del epitelio corneal mediante

la utilizacion de GSK101 y RN-1734, respectivamente.

La funcién del canal TRPV4 es necesaria para el establecimiento y

modulacion de las uniones estrechas en el epitelio corneal

La redistribucion subcelular del canal TRPV4 hacia la region apical de la capa
celular mas externa del epitelio diferenciado nos sugirié que ademas de la funcién
regulatoria sobre el volumen celular, TRPV4 podria participar en otras funciones

epiteliales.

Se ha reportado que el canal TRPV4 modula la funcion de barrera de las uniones
estrechas en queratinocitos epidermales (Akazawa et al., 2013; Kida et al., 2012;
Reiter et al., 2006; Sokabe and Tominaga, 2010), aunque también existen reportes
que muestran el efecto contrario, que TRPV4 aumenta la permeabilidad para
celular, en endotelio pulmonar y células de epitelio mamario (Alvarez et al., 2006;
Cioffi et al., 2009; Reiter et al., 2006). Tomando en cuenta que en los epitelios
formados por las células RCE1(5T5), TRPV4 se localiza en la membrana apical de
las células de la capa mas externa, decidimos evaluar si la actividad de TRPV4
podria regular las uniones estrechas en este epitelio.
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Primero evaluamos si el canal TRPV4 estaba relacionado con el establecimiento
de las uniones estrechas. Para esto medimos la resistencia eléctrica transepitelial
(TER) de cultivos de células RCE1(5T5) sembradas en insertos de policarbonato,
a las cuales al séptimo dia de cultivo, justo antes de la formacién de las uniones
estrechas, (Ortiz-Melo et al., 2013) se les adicion6 GSK101 a concentraciones de
10, 50, 100 nM o bien RN-1734 a 10, 20 o 30 uM. estos experimentos mostraron
que en presencia de RN-1734, disminuyd significativamente los niveles de TER
del cultivo. En el dia 12 después de la siembra los valores de TER en células
tratadas con RN-1734 30 uM disminuyen a 107 +/- 11 Qscm? comparado con de
162 +/- 5 Qecm? el control (figura 36A), sugiriendo que la funcién de TRPV4 es
necesaria para el correcto establecimiento de las uniones estrechas en este
epitelio. De manera adicional observamos que el tratamiento con GSK101
incrementa de los valores de TER de manera dependiente de la dosis de 162 +/- 5
Qecm? en cultivos control a 219 +/- 8 Q«cm?2. De manera interesante, este efecto
solo se observa a partir del dia 12 de cultivo cuando las TJ ya se han formado. Lo

que sugiere que la activacion de TRPV4 incrementa TER de las TJ ya formadas.

Para confirmar la participacion de TRPV4 en la modulacion de las uniones
estrechas ya establecidas, crecimos células RCE1(5T5) en insertos hasta el
doceavo dia de cultivo, cuando las uniones estrechas se encuentran
completamente establecidas, dado que los valores de TER se mantienen
constantes. Al doceavo dia de cultivo las células se trataron durante 48 h con
diferentes concentraciones del activador GSK101 (10, 50 o 100 nM) o con el

bloqueador RN-1734 (10, 20 o 30 uM). Se observé que la activacion del canal
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TRPV4 incrementa los valores de TER de 155 +/- 4 Q+cm? (células control) a 201
+/- 10 Qecm?, a las seis horas del inicio del tratamiento, observando la mayor
respuesta (229 +/- 12 Q+cm?) a las 48 horas del inicio del tratamiento (figura 36B).
Por otro lado, el tratamiento con RN-1734 en estas condiciones experimentales no
produce cambios en los valores de TER. Estos resultados nos sugieren que
TRPV4 modula la funcion de barrera de las uniones estrechas ya establecidas

aumentando los valores de TER.

Para confirmar la participacion de la funcién del canal TRPV4 en el
establecimiento de las uniones estrechas, células RCE1(5T5) de 5 dias de cultivo
fueron transfectadas con 2 plasmidos diferentes (RabV4sh1 y RabV4sh-2) que
producen RNAs inhibidores (shRNAs) especificos disefiados contra la secuencia
de TRPV4 de conejo (No. Ac. KX523177), con una mezcla (1:1) de ambos
interferentes, asi como con el sh scramble (shScr) y el vector vacio.
Posteriormente se realizaron mediciones de TER cada 24 h. La presencia de
cualquiera de los dos RNA de interferencia bloque6 el aumento normal de los
valores de TER, observandose el mayor efecto en el décimo dia de cultivo cuando
la transfeccion con el shRNA RabV4sh-2 redujo los valores de TER a 128+2
comparado con 18116 del control (figura 36C), demostrando que el canal TRPV4

es necesario para el correcto establecimiento de las TJ en el epitelio corneal

Adicionalmente para la validacién de los shRNA células RCE1(5T5) de 5 dias de
cultivo fueron transfectadas con los plasmidos RabV4sh1 y RabV4sh-2, con la
mezcla (1:1) de ambos interferentes, como con el sh scramble (shScr) o con el

vector vacio, 5 dias pos transfeccidn se extrajo la proteina total de los cultivos y 30
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ug de las muestras obtenidas fueron analizadas por western blot. En la figura 36D,

se observa que la presencia de RabV4sh1 y RabV4sh-2 o bien con la mezcla de

ambos interferentes disminuye la expresion del canal TRPV4
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Fig.36 TRPV4 es necesario para el establecimiento y modulacién de las unién
estrecha en el epitelio corneal. Mediciones de TER de células RCE1(5T5)
sembradas sobre insertos de policarbonato; (A) tratadas a partir al séptimo dia de
cultivo con GSK101 (100, 50, 10 nM) o RN-1734 (30, 20, 10 uM). De manera
concentracion dependiente la presencia de RN-1734 evita aumento normal de TER. La
adicion de GSK101 incrementa los valores de TER a partir del dia 12 de cultivo. (B)
células tratadas durante 48 h a partir del dia 12 con GSK101 (100, 50, 10 nM) o RN-
1734 (30, 20 ,10 yM). GSK101 incrementa los valores de TER a las 6 h de iniciado el
tratamiento, observando el efecto maximo a las 48 h. (C) Transfectadas al 5 dia con los
shRNA de TRPV4, en las cuales se observa que en ausencia del canal TRPV4 no
incrementan los valores de TER (D) validacion de los shRNA de TRPV4 la transfeccion
con los shRNA 1 y 2 o bien de la mezcla de ambos disminuye a expresién del canal
TRPV4, se utiliz6 como control la expresién de GAPDH. Los valores expresados
representan la media = el error estandar de tres experimentos independientes
realizados por ftriplicado, n=9, donde las diferencias significativas con respecto al
control estdn como p<0.05 (*), p<0.01 (**) o p<0.001 (***). Las flechas indican el inicio

del tratamiento.
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La activacion de TRPV4 aumenta la cantidad de claudina-4 en las TJ

Se ha reportado que la activacion de TRPV4 en queratinocitos epidermales
aumenta los valores de TER, a través del aumento de la expresién de las
proteinas de la union estrecha ocludina y claudina-4 (Akazawa et al., 2013; Kida et

al., 2012).

Para evaluar si el aumento de TER observado en las células RCE1(5T5) en
presencia del activador especifico del canal TRPV4 GSK101 producia un cambio
en la expresion de las proteinas de la union estrecha se analizé la expresion de la
claudina -1, claudina-4 y ocludina, proteinas cuya expresion ha sido previamente
reportadas en las células RCE1(5T5) (Ortiz-Melo et al.,, 2013), mediante
inmunofluorescencia y western blot en cultivos de células RCE1(5T5) de 12 dias
de cultivo, tratados con el activador (GSK101 100nM) o con el inhibidor (RN1734

30 uM) del canal TRPV4 durante 48 hrs.

En la figura 37 se puede observar que después del tratamiento con GSK101 100
nM se presenté un aumento en la sefal detectada de la claudina-4 (figura 37A) en
el las TJ, evidenciada por su colocalizacién con Z0-1. También se observé un
aumento en la sefal de claudina-1, sin embargo, esta sefal se localiza
intracelularmente, de manera dispersa en el citoplasma y en menor proporcién en

union célula-célula (figura 37A).
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Fig.37 La activacion del canal TRPV4 con GSK101 aumenta la localizacién de
claudina-4 en las uniones estrechas (A) Inmunofluorescencia de claudina-1 -4 y
Z0-1 de cultivos de células RCE1(5T5) tratados durante 48 horas con GSK101 (100
nM) o con RN17-34 (30 uM). La activacion de TRPV4 aumenta la localizacion de
claudina-4 en las uniones estrechas indicado con las flechas, y de claudina-1 en los
bordes célula-célula de la parte apical del epitelio. La linea punteada sefala la basal
del epitelio.

(B) WB de Claudina -1,-4, ocludina y TRPV4 de cultivos de células control y tratados
durante 48 horas con GSK101 (100 nM) o RN1734 (30 uM), (C) densitometria de las
bandas obtenidas en los WB mostrados en B, Los valores corresponden al
promedio +/- en ES, de dos experimentos independientes realizados por duplicado.
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Por otro lado, el tratamiento con RN-1734 disminuyé la sefal detectada de
claudina-1 y claudina-4 (figura 37A). Estos cambios detectados por
inmunofluorescencia no fueron acompafados por cambios en la cantidad de estas
proteinas medidas por WB (figura 37 B y C). Esto sugiere que la activacion de
TRPV4 no modifica la cantidad de las proteinas que constituyen la unién estrecha,
sino mas bien, podria estar aumentando los valores de TER a través de un

aumento en el ensamblaje de claudina-4 en las TJ de este epitelio.

La activacion de TRPV4 con GSK101 modifica su localizacion subcelular.

Zhao et al., en 2012 reportaron que la activacion de TRPV4 en miocitos de rata
mediante un estimulo hipoosmatico, correlaciona con la translocacion del canal
del nucleo al citoplasma, es decir la actividad del canal parece modificar su
localizacion subcelular (Zhao et al., 2012). Por este motivo, evaluamos si la
actividad del canal TRPV4 esta asociada al cambio en su localizacion subcelular.
En la figura 38 se muestran cortes opticos de los diferentes estratos del epitelio
formado por células RCE1(5T5) inmunotefidas con el anticuerpo especifico del
canal TRPV4 (verde), en donde se puede observar que el canal TRPV4 se
expresa en el citoplasma de las células de la capa basal (figura 38A) e intermedia
(figura 38D), mientras que se localiza en la membrana apical de las células de la
capa mas externa (figura 38G), esta localizacidon apical es mas evidente en el
corte transversal del epitelio (figura 38J). En cultivos tratados con GSK101 hay un
aumento del canal TRPV4 en la membrana apical de las células de la capa de

células mas externas (figura 38K), mientras que en cultivos tratados con el
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inhibidor parece existir una disminucion en la cantidad de canal TRPV4 asociado a

la regién apical (figura 38L).
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Fig.38 Cambio de localizacion subcelular del canal TRPV4 en células RCE1(5T5)
diferenciadas tratadas con GSK101 o con RN1734. (A-l) Secciones oépticas de
células RCE1(5T5) diferenciadas con 12 dias de cultivo tratados durante 48 h con
GSK101 (100nM) o RN-1734 (30 uM). TRPV4 (verde) es expresado en todos los
estratos del epitelio, observando que en las células de los estratos basal (A) y
suprabasal (D) se encuentra distribuido de manera homogénea en toda la célula,
mientras que en el estrato superior del epitelio (G) es expresado en la membrana
apical de las células, después del tratamiento con GSK101 aparenta haber un
incremento de la expresién del canal TRPV4 (H) mientras que la presencia de RN-
1734 lo disminuye (I). (J-L) cortes transversales del epitelio. Los nucleos fueron
tefiidos con DAPI (Azul).
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La actividad del canal TRPV4 es necesaria para la modulacion de la TER

ejercida por EGF en las células de epitelio corneal RCE1(5T5).

Ortiz-Melo et al., (2012) reportaron que la presencia de EGF aumenta los valores
de TER en células RCE1(5T5). Por otro lado se sabe que el canal TRPV4 pueden
formar un canal funcional heteromerizando con TRPP2, el cual es activado por
EGF (Du et al., 2014; Kottgen et al., 2008; Ma et al., 2005), dado que nosotros
encontramos que TRPV4 modula las TJ en el epitelio corneal, decidimos analizar
si el aumento de TER inducido por EGF en células de epitelio corneal estaba

relacionado con la actividad del canal TRPVA4.

Para abordar esta pregunta medimos los valores de TER en cultivos de células
RCE1(5T5) crecidos sobre insertos de policarbonato, los cuales fueron deprivados
de EGF a partir del octavo dia de cultivo. Posteriormente al dia 12 cuando los
valores de TER habian disminuido 40 % (100+£6 Qecm? con respecto al control
17645) los cultivos fueron tratados con GSK101 (100 nM) o RN-1734 (30uM),

solos o0 en combinacion con EGF.

En estos experimentos pudimos observar que conforme a lo previamente

reportado por Ortiz-Melo et al. (2012) en ausencia de EGF los valores de TER en
células RCE1(5T5) disminuye al 12 dia de cultivo (100£6 Q+cm?) en comparacion
con los valores de TER de las células que permanecieron en EGF durante todo el

tiempo de cultivo (150 £1 Qecm?), ver figura 39.

Por otro lado, observamos que GSK101 aumenta los valores de TER al mismo

nivel que el de las células tratadas con EGF y el RN-1734 evita el aumento en la
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TER inducido por el tratamiento con EGF (95 #4 Qecm?), figura 39. Estos

resultados demuestran que se necesita la actividad del canal TRPV4 para

observar la regulacion de la union estrecha ejercida por EGF.
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Fig.39 La funcion del canal TRPV4 participa en la regulacion de la TER ejercida
por EGF. Valores de TER de cultivos de células RCE1(5T5) sembrados sobre
insertos, los cuales fueron crecidos en ausencia de EGF por 4 dias. Al dia 12 de
cultivo las células fueron tratadas con GSK101 (100 nM) o RN1734 (30 uM) en
presencia o ausencia de EGF. En ausencia de EGF GSK101 incrementa los valores
de TER a los mismos valores de las células tratadas con EGF. En contraste RN-1734
evita el incremento de la TER inducido por EGF lo que sugiere que el canal es
necesario para la regulacion de la TER ejercida por EGF.

Los valores mostrados corresponden a la media = el error estandar de tres
experimentos independientes realizados por ftriplicado, n=9, donde las diferencias
significativas con respecto al control estan como p<0.05 (*), p<0.01 (**) o p<0.001
(***). La flecha indica el inicio del tratamiento.

92



La regulacién de las uniones estrechas en epitelio corneal es especifica del

canal TRPV4

Previamente se reportd la expresion del canal TRPV1 en epitelio corneal humano
(Zhang et al., 2007); asi mismo, nosotros encontramos que la funcion de TRPV1
también esta presente en las células RCE1(5T5), figuras 29 y 30. Considerando
que TRPV1 participa en la modulacion de la permeabilidad paracelular en células
de glandulas submandibulares, donde la activacién del canal TRPV1 aumenta la
permeabilidad celular, asociada a la disminucion de la expresion de ocludina

(Cong et al., 2012; Cong et al., 2013).

Decidimos evaluar si la modulacion de las uniones estrechas en el epitelio corneal
es especifica del canal TRPV4 o bien, si el canal TRPV1 también podria participar
en su modulacion. Para esto, se realizaron mediciones de la TER en cultivos de
células RCE1(5T5) tratados con capsaicina (10uM) , el activador especifico del
canal TRPV1 (Caterina et al., 1997). Adicionalmente las células RCE1(5T5)
también fueron tratadas con GSK101, el activador de TRPV4, en ausencia de EGF
para determinar si la activacion de TRPV4 era suficiente para restaurar los valores
de TER. Adicionalmente se trataron los cultivos con RN-1734, inhibidor de TRPV4,
para evaluar la participacion del canal TRPV4 en la formacién de las uniones

estrechas en ausencia de EGF.

Los resultados de estos experimentos nos muestran que la capacidad de modular

a las uniones estrechas es especifica del canal TRPV4 ya que la activacion de
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TRPV1 con capsaicina no modifica los valores de TER, sugiriendo que el canal
TRPV1 no se encuentra relacionado con la regulacion de las uniones estrechas en

este epitelio (figura 40).

Por otro lado, la activacion del canal TRPV4 con GSK101 aumenta los valores de
TER al mismo nivel que las células tratadas con EGF durante los dias 8 al 12,
periodo durante el cual se establecen las uniones estrechas, sin embargo, no es
suficiente para mantener los valores normales de TER en los dias 13y 14 (1793
Q-cm?) cuando se presentan diferencias significativas respecto a las células
tratadas con EGF (204+.5 Q-cm?). Esto sugiere que el canal TRPV4 participa en la
formacion de las uniones estrechas mediada por EGF, pero que, al mismo tiempo,

son necesarias otras moléculas para mantener los valores de TER.

De manera adicional la presencia de RN-1734 disminuye los valores de TER de
manera significativa a partir del dia 12, en ausencia de EGF, mostrando que
TRPV4 tiene una actividad independiente de EGF en la regulacion de las uniones

estrechas del epitelio corneal.
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Fig.40 La regulacion de las uniones estrechas es especifica de TRPV4. Valores de
TER de cultivos de células RCE1(5T5) de 8 dias, tratados con, capsaicina (10 uM),
GSK101 (100 nM) o RN1734 (30 pM) en ausencia de EGF. Observando que
capsaicina no modifica los valores de TER. La adicion de GSK101 aumenta los valores
de TER y RN-1734 los disminuye en ausencia de EGF, lo que sugiere que el canal
tiene un efecto en la modulacién de las uniones estrechas independiente de EGF.

Los valores expresados representan la media + el error estandar de dos experimentos
independientes realizados por triplicado, n=6, donde las diferencias significativas con
respecto las células crecidas en ausencia de EGF estan como p<0.05 (*), p<0.01 (**) o
p<0.001 (***) y las diferencias significativas con respecto al control estan como
p<0.001 (###). Las flechas indican el inicio del tratamiento.

Expresion de TRPP2 en células RCE1(5T5) y colocalizacién con TRPV4

Kottgen et al., 2008 reportaron que TRPV4 puede formar un canal funcional
asociado al canal TRPP2 activado por EGF (Ma et al.,, 2005). Por otra parte
nosotros encontramos que en células RCE1(5T5) el canal TRPV4 es necesario
para el aumento de TER inducida por EGF (figura 39), con base en lo anterior,
analizamos si las células RCE1(5T5) proliferativas y diferenciadas expresaban al

canal TRPP2 asi como su posible colocalizacion con el canal TRPV4 mediante
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experimentos de inmunolocalizacion, en células RCE1(5T5) de 3 y 14 dias de
cultivo, para posteriormente ser fueron fijadas e inmunotefidas con los anticuerpos

especificos para los canales TRPV4 y TRPP2.

En la figura 41 se muestra la cotincién del canal TRPV4 (verde) y el canal TRPP2
(Rojo) en una colonia de células RCE1(5T5) de 3 dias de cultivo, en esta imagen
se puede observar que las células RCE1(5T5) expresan el canal TRPP2 de
manera homogénea en todo el citoplasma (figura 41B) mientras que el canal
TRPV4 se encuentra distribuido tanto en citoplasma como en el nucleo de las
células (figura 41A), observando solo en algunos puntos la colocalizacion de la

sefal de ambos canales, (figura 41D).

| | 5 ‘

Barra= 40 pM

Fig.41 Expresion de los canales TRPV4-TRPP2 en una colonia de células
RCE1(5T5) de 3 dias de cultivo. El canal TRPV4 (verde) es expresado en el nucleo

y el citoplasma de las células (A), mientras que el canal TRPP2 (rojo) se observa de
manera homogénea en el citoplasma, (C) Tincién de nucleos con DAPI (azul), (D) a
Sobre posicién de los canales de TRPV4, TRPP2 y nucleos, (E-F) Cortes
transversales.

as
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basal y suprabasal media, mientras que en la capa mas externa del epitelio se

observa en la membrana apical de las células superficiales (figura 42).

Merge

Estrato
Intermedio
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Superior

Corte
Transversal
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Fig.42 Inmunodeteccion del canal TRPP2 en células RCE1(5T5) y colocalizacién
con el canal TRPV4. Coinmunotincion de TRPV4 y TRPP2 en cultivos de células
RCE1(5T5) de 14 dias de cultivo sembradas sobre insertos. TRPV4 (verde) es
expresado de manera homogénea en las células de las capas basal y suprabasal del
epitelio, observando que en las células de capa superior es expresado en la membrana
apical. TRPP2 es expresado homogéneamente en todas las células de las diferentes
capas del epitelio, tincién de nucleos con DAPI (azul), En la sobreposicién de las
sefiales de los canales TRPV4, TRPP2 y nucleos de las diferentes capas del epitelio,
se observa que en la parte apical de cultivo hay un empalme de las senales para
TRPP2 y TRPV4 senaladas por flechas. La linea punteada sefiala la parte basal del
epitelio
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Por otro lado, el canal TRPP2 se encontré en el citoplasma de las células de todas
las capas del epitelio, observandose un gradiente de expresion donde la capa
basal es la que expresa menor cantidad del canal y la capa apical es la que tiene
la mayor cantidad del canal. Al sobreponer de la sefal de ambos canales se
observa que conforme aumenta el grado de diferenciacion de las células también
aumenta el grado de colocalizacion con el canal TRPV4, es decir en las células
basales existe muy poca colocalizacion de la sefial de ambos canales, aumenta en
la capa intermedia y en la parte apical del epitelio se observa una clara
colocalizacién de los canales TRPV4 y TRPP2, sugiriendo la posibilidad de la

formacion de heterotetrameros de TRPV4 y TRPP2

Expresién del receptor a EGF en las células RCE1(5T5) y colocalizaciéon con
el canal TRPV4.

Nuestros resultados muestran que la activacion del canal TRPV4 mimetiza el
efecto de EGF sobre las uniones estrechas en el epitelio corneal. Por lo tanto,
decidimos analizar la localizacion del receptor a EGF (EGFR) en las células
RCE1(5T5), asi como la posible colocalizaciéon con el canal TRPV4, para esto se
realizd la cotincion del canal TRPV4 y el EGFR en células RCE1(5T5)
proliferativas y diferenciadas, utilizamos dos diferentes anticuerpos para el EGFR,
los anticuerpos utilizados fueron sc-03 de Santa Cruz Biothecnology y E2760 de

Sigma.
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Con el anticuerpo sc--SC-03 se pudo observar que tanto en células proliferativas
(figura 43A) como en células diferenciadas (figura 43E) el receptor a EGFR (verde)
se observa distribuido de manera heterogénea, es decir solo se observa en
algunas células y en las células que se encuentra expresado parece localizarse en
la membrana apical de las células, mostrando colocalizacion con la sefal del
canal TRPV4 (rojo) en la membrana apical de las células de la capa mas externa

en las células diferenciadas (figura 43H),

Por otro lado, en la tincidon con el anticuerpo E2760 se observa un patrén de
expresion diferente, se ve una distribucion homogénea del receptor a EGF (rojo)
en todas las células, con un patrén punteado tanto en células proliferativas (figura
48 1) como en células diferenciadas (figura 43 M), al sobrelapar la sefial de este
anticuerpo con la sefial del canal TRPV4 (verde) no se observa colocalizacion de
las senales (figura 43 L, P). Esta diferencia tan evidente en las tinciones para el
receptor a EGF con los dos anticuerpos utilizados nos impidié identificar la

localizacion subcelular real para el EGFR en las células RCE1(5T5).
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Fig.43 Inmunodeteccion del EGFR y del canal TRV4 en células RCE1(5T5).
Coinmunotincién de EGFR y TRPV4 en cultivos de células RCE1(5T5) de 3 y 10 dias de
cultivo con los anticuerpos SC-03 de Santa Cruz y E2760 de SIGMA.

Con el anticuerpo SC-03, el EGFR (verde) se observo distribuido de manera homogénea
en las células de 3 dias de cultivo (A) mientras que a los 10 dias de cultivo se observa solo
en la parte apical de algunas células (M). El canal TRPV4 (Verde) se observa en el nucled
y en el citoplasma de las células proliferativas (B), mientras que se observa en la
membrana apical de la capa mas externa de células del epitelio diferenciado (F). Tincién
de nucleos con DAPI (C, G). Empalme de la sefial de los canales de TRPV4, EGFR y
nucleos (D, H) donde observa que en la parte apical de cultivo hay un empalme de las
sefiales para EGFR y TRPV4.

Con el anticuerpo E2760, el EGFR (rojo) se observa de manera homogénea con un patron
punteado en todas las células tanto de 3 (I) y 10 dias de cultivo (B). TRPV4 (rojo) es
expresado en el nucleo y citoplasma de las células proliferativas (B), en el epitelio
diferenciado se observa en la membrana apical de la capa de células mas externa (N).
Tincion de nucleos con DAPI (K, O). Empalme de la sefal de los canales de TRPV4,
EGFR y nucleos (L, P). En este caso no se observa colocalizacion de las senales de
EGFRy TRPV4. 100



DISCUSION

En el presente trabajo describimos la expresion diferencial de los canales TRPV1,
TRPV4 y TRPV6 a nivel de RNAm y de proteina, a lo largo del crecimiento y
diferenciacion de las células RCE1(5T5), observando que a nivel de mensajero
cada canal tiene una cinética diferente de expresion. El canal TRPV6 presenta un
incremento de expresion al sexto dia de cultivo lo cual podria estar relacionado
con el inicio al programa de diferenciacién de las células de epitelio corneal.
Adicionalmente se ha reportado su participacion en la diferenciacion de

queratinocitos (Garcia-Hernandez et al., 2015; Pan et al., 2008).

Por el contrario, la expresion del RNAm del canal TRPV4 permanece constante
durante la proliferacion y diferenciacion de RCE1(5T5). Al considerar los niveles
de las proteinas correspondientes, el canal que parece ser mayoritario es TRPV4.
Mengler et al., (2010) reporto la presencia del canal TRPV4 en células de epitelio
corneal de humano, observando que en cortes de tejido hay un gradiente de
expresion del canal TRPV4, sugiriendo una mayor concentracion del canal en la
parte central y apical del epitelio. En este epitelio se ha descrito que el canal
TRPV4 regula el volumen celular (Pan et al., 2008), sin embargo, nuestras
observaciones muestran que en el epitelio corneal de conejo, TRPV4 tiene un
evidente cambio en su localizacion subcelular y que parece depender del grado
de diferenciacion de las células. En cultivos proliferativos TRPV4 se localiza
mayoritariamente en el nucleo y citoplasma de las células y posteriormente en
cultivos diferenciados se expresa en la membrana apical de la ultima capa de

células, como un rasgo tardio de diferenciacion. Estas observaciones fueron
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confirmadas en tinciones de rebanadas de corneas aisladas de conejos adultos en
donde también se observa que TRPV4 se localiza mayoritariamente en la region
apical de algunas células de la capa celular mas externa del tejido, ver figura 44,

(Martinez-Rendén et al., 2016).

Bear = 20

Fig.44 Inmunodeteccion del canal TRPV4 en epitelio corneal de conejo. Cortes
opticos de 0.2uM obtenidos por microscopia confocal de células RCE1(5T5) 14 dias de
cultivo, (A,B) donde el canal TRPV4 se localiza en la membrana apical de la capa del
células mas externa, similar distribucién se observa en cortes de 8 uM de epitelio
corneal (C y D) Barra 20 ym. Tomado de Martinez-Renddn et al., 2016

Adicionalmente los resultados de las cinéticas de crecimiento y diferenciacion
realizadas en presenciaria de rojo de rutenio, capzacepina y RN-1734 nos
sugieren que uno de los canales que podria estar involucrado en la proliferacién
y/o diferenciaciéon de las células RCE1(5T5) es el canal TRPV4, por lo que
decidimos enfocarnos a analizar la posible participacion del canal TRPV4 en la
diferenciacion de esta linea celular, a través de estudiar la formacién y modulacion

de las uniones estrechas.
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Inicialmente demostramos la expresion funcional del canal TRPV4 en las células
de epitelio corneal de conejo RCE1(5T5) ya que la perfusion del activador
especifico de TRPV4 GSK101 evoca un incremento de calcio intracelular el cual
es abatido por la perfusién con RN-1734, un inhibidor especifico de TRPV4 o bien

por EGTA.

Posteriormente se realizaron las mediciones de TER (las cuales reflejan del grado
de hermeticidad de las TJ) donde observamos que la activacion de TRPV4 con
GSK101 aumenta los valores de resistencia eléctrica transepitelial pero solo
cuando las células RCE1(5T5) estan diferenciadas es decir, cuando el canal
TRPV4 se localiza en la membrana apical de la ultima capa de células, lo que nos
sugiere que es necesario que el canal se localice en la membrana apical para
poder modular las uniones estrechas de este epitelio. Evidenciando que TRPV4
podria tener diferentes funciones en la célula dependiendo del lugar en el que se

localice dentro de la célula.

Nuestros resultados demuestran que la activacion de TRPV4 es necesaria para el
correcto establecimiento de las uniones estrechas en el epitelio corneal, debido a
que el bloqueo del canal con RN-1734 o la inhibicion con shRNAs especificos
contra TRPV4 evitan el aumento normal de los valores de TER durante el
desarrollo del epitelio de RCE1(5T5) (figura 36A y C) sugiriendo que es necesario

para la diferenciacion terminal del epitelio corneal.

Adicionalmente en células diferenciadas la activacion de TRPV4 aumenta los

valores de TER de las uniones estrechas ya establecidas (figura 36B), Regulando
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asi la funcion de barrera del epitelio corneal, este efecto modulador de la funcion
de barrera por TRPV4 ha sido reportado en otros modelos celulares, por ejemplo,
en queratinocitos epidermales en donde la activacion de TRPV4 aumenta la
hermeticidad de las TJ, (Akasaka et al., 2012, Sokabe et al., 2010 y Kida et al.,
2012). Sin embargo, el efecto de la activacion canal TRPV4 sobre las TJ parece
ser tejido especifico ya que se ha observado el efecto opuesto en los epitelios
mamario e intestinal donde la activacién del canal incrementa la permeabilidad

transepitelial (Chen et al., 1997; Reiter et al., 2006).

Nuestros resultados agregan dos observaciones importantes a los trabajos
previamente reportados en la literatura (1) TRPV4 es necesario para el correcto
establecimiento de la union estrecha y (2) para que el canal TRPV4 module las
uniones estrechas ya establecidas parece ser necesario que el canal se encuentre
expresado en la membrana apical de la capa de células mas externa, localizaciéon
que puede ser considerada como un rasgo tardio de diferenciacion en el epitelio

corneal.

Por otro lado, también se ha descrito la presencia del canal TRPV1 en células de
epitelio corneal de humano (Megler et al., 2011), asi como su participacion en la
modulacién de la funcion de barrera en células de glandulas submandibulares,
donde la activacién de TRPV1 aumenta la permeabilidad de las uniones estrechas
de este tejido en conjunto con un aumento de expresion de ocludina (Cong et al.,
2012, 2013). Nosotros encontramos que las células RCE1(5T5) expresan al canal
TRPV1 tanto a nivel mensajero como proteina figuras 22 y 23, pero la exposicion a

capsaicina 10 yuM, (activador especifico de TRPV1) no modifica los valores de
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resistencia eléctrica transepitelial del epitelio corneal, sugiriéndonos asi que el
canal TRPV1 no participa en la modulacion de las uniones estrechas del epitelio

corneal y que el efecto observado es especifico del canal TRPV4.

Se ha descrito que TRPV4 participa en la regulacion de la funcion de barrera de
las uniones estrechas en queratinocitos (Akazawa et al., 2011), donde la
activacion del canal TRPV4 aumenta la funcion de barrera de este epitelio, junto
con un aumento de claudina-4 y ocludina, componentes estructurales de la unién
estrecha. Nuestras observaciones muestran que en las células RCE1(5T5) el
aumento de TER producido por la activacion del canal TRPV4 correlaciona con un
evidente aumento de la expresion de claudina-4 en las uniones estrechas, figura
37, sin embargo, este cambio no va acompafiado por un aumento en la cantidad
de esta proteina. Por lo tanto, el aumento de TER observado durante la activacion
de TRPV4 podria estar siendo mediado por un incremento en la incorporacion de
claudina-4 a las uniones estrechas, ya que el aumento de Claudina-4 en las TJ es

suficiente para inducir un aumento en la TER (lkari et al., 2009)

Un punto importante a considerar es que la cuantificacion de proteinas que
constituyen la unién estrecha se realizé en extractos totales de proteinas de todo
el epitelio, si consideramos que la union estrecha se localiza solo en la membrana
apical de las células del estrato superior del epitelio, podria ser que hayamos
subestimado los cambios de composicidn en las uniones estrechas ya que se

usaron proteinas de todo en epitelio.
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Se sabe que en epitelios simples como en las células MDCK la presencia de EGF
induce un aumento transitorio de los valores de TER asi como el aumento de la
expresion de claudina-4 y la degradacion de claudina-2 (Flores-Benitez et al.,
2007; Garcia-Hernandez et al., 2015), por otro lado Ortiz-Melo , et al. (2012)
reportaron que el EGF aumenta los valores de TER en células RCE1(5T5)
Nuestros resultados muestran que RN-1734, el bloqueador de TRPV4 evita el
aumento de la TER inducido por EGF sugiriendo asi que la actividad del canal
TRPV4 es necesaria para la modulacion de la TER inducida por EGF en el epitelio

corneal.

Adicionalmente se reporté que la activacion de los canales TRPV1 y TRPV3,
modulan la fosforilacion del receptor a EGF (EGFR) induciendo diferentes
respuestas (Cheng et al., 2010; Yang et al., 2010). Por otra parte, nuestros
resultados muestran que existe una relacion funcional del canal TRPV4 vy el
EGFR. Con esto en mente nosotros proponemos que la actividad de TRPV4 vy la
activacion del EGFR, podrian estar formando un sistema de regulacién de las

uniones estrechas en el epitelio corneal.

Esta interaccion podria estar mediada por diferentes mecanismos como la
activacion de vias de sefalizacién comunes, las vias de PKC y Src, ya que se ha
reportado que ambas proteinas pueden ser activadas en presencia de EGF
(Biscardi et al., 1999; Jones and Rappoport, 2014). Y también se sabe que PKC es
capaz de regular la actividad del canal TRPV4 (Xu et al., 2003a) y se encuentra
relacionada con la modulacién del ensamblaje de las uniones estrechas en

diferentes epitelios (Akazawa et al., 2013; Balda et al., 1991; D'Souza et al., 2007;

106



Kojima and Sawada, 2012). Por otro lado también se ha descrito que Src regula la
actividad del canal TRPV4 (Alessandri-Haber et al., 2008; Xu et al., 2003b) y
participa en la regulacion de las uniones estrechas del epitelio corneal (Wang et

al., 2004).

Otra de las vias de sefalizacién implicadas en la modulacién de las uniones
estrechas por EGF es la via de sefnalizacion de PLC (Balda et al., 1993; Margolis
et al., 1989), la cual también se ha reportado que modula de la actividad eléctrica
del canal TRPV4 (Watanabe et al., 2003b), por lo que también podria ser uno de

los mecanismos involucrados en la relacion funcional del canal TRPV4 y el EGFR.

Previamente se ha descrito que los canales TRPV1 y TRPV3 transactivan al
EGFR generando diferentes respuestas celulares (Cheng et al., 2010; Yang et al.,
2010), por lo que otra posibilidad que se podria sugerir es la transactivacién entre

TRPV4 y EGFR.

Se ha reportado que el canal TRPV4 puede formar heteromeros con el canal
TRPP2, canal activado por EGF (Kottgen et al., 2008; Ma et al., 2005) y nosotros
observamos por imnofluorescencia que las sefales de ambos canales colocaliza
en la parte apical del epitelio corneal, sugiriendo que al menos una parte del canal
TRPV4 se encuentra formando heterotetrameros con el canal TRPP2 en este

epitelio, aunque harian falta mas experimentos para demostrarlo.

La modulacion de la funcion de barrera del canal TRPV4 podria ser de suma
importancia en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio corneal ya que

este epitelio esta en contacto directo con las agresiones del medio ambiente de
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manera cotidiana, como por ejemplo al nadar o en ambiente secos donde la
presencia de un estimulo hipoosmaético o bien el aumento de friccion, podrian
activar al canal TRPV4 volviéndolo un perfecto transductor de sehales que

protejan y preparen al organismo para los cambios del medio ambiente.

Adicionalmente la modulacién las uniones estrechas por el canal TRPV4 también
puede ser altamente relevante en diversas condiciones patolégicas como los ojos
secos, en donde se sabe que el funcionamiento correcto de las uniones es un
factor determinante para un buen prondstico del paciente, en esta patologia se
disminuye la produccidon de lagrimas, incrementando la friccion en la superficie
ocular, lo cual podria activar al canal TRPV4 e incrementar de esta manera la

funcién de barrera del epitelio (Pflugfelder et al., 2000).

Otro posible proceso patoldgico en el que podria ser relevante la modulacion de la
funcién del barrera del epitelio corneal por el canal TRPV4 es la inflamacion en
donde el incremento de citocinas como TNFa podrian sensibilizar al canal TRPV4
(El Karim et al., 2015; Yi et al., 2000) y de esta manera modular a las uniones

estrechas del epitelio.

En resumen, nuestros resultados demuestran que TRPV4 se expresa
funcionalmente en las células RCE1(5T5), que es necesario para el correcto
establecimiento de las uniones estrechas del epitelio corneal. Adicionalmente, en
células diferenciadas se localiza en la membrana apical de células de |la capa mas
externa del epitelio y una vez ahi es capaz de modular la permeabilidad de las

uniones estrechas ya establecidas, aumentando los valores de TER y participando
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en la regulacion de las uniones estrechas mediada por EGF. Por todo esto,
concluimos que el canal TRPV4 es necesario para la diferenciacion terminal del

epitelio corneal.
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ANEXO

Construccion de plasmidos de expresion de shRNA de los canales TRPV1y

TRPV6 de conejo.

Para evaluar de manera especifica si una proteina se encuentra implicada en un
proceso celular se pueden utilizar estrategias de biologia molecular como la
sobreexpresion de un gen o bien la eliminacidon de la expresion del mismo, por lo
que con el fin de en un futuro evaluar especificamente las probables funciones de
los canales TRPV1 y TRPV6 en la biologia de las células de epitelio corneal
RCE1(5T5), se construyeron plasmidos que expresan los shRNA para TRPV1

(shRNA-TRPV1) o para TRPV6 (shRNA-TRPV6).

Basados en la secuencia Acc. No. NM_001082166 para TRPV1 de conejo se
disefio el shRNA-TRPV1 dirigido contra la secuencia 5'-
GGAGAAACTGGAAGAACT-3. En el caso de TRPV6 se uso la secuencia de
TRPV6 de conejo Acc. No. NM_001082776 para disefar el ShRNA-TRPV6 dirigido

contra la secuencia 5-CCAAGCTGCTCAAGTATGA-3'.

Los RNAs de interferencia para los canales TRP fueron clonados en el vector
pLVX-shRNA2 (Clontech), debido a que tiene la ventaja de que sobreexpresa de
manera simultanea al RNA de interferencia y a la proteina verde fluorescente
ZsGreen lo que permite identificar las células que expresan el RNA de
interferencia de interés. Los plasmidos fueron construidos por Guillermo Aquino-

Jarquin, y posteriormente fueron verificados mediante restriccién y secuenciacion.
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5-LTR

Packing signal

Amp
RRE
psh-TRPV1
7929pb cPPT/CTS
UG6F primer
U6 Promoter
BamHI (2440)
shTRPV1
EcoRI (2506)

ZsGreen1

Fig.A1 Representacion esquematica del plasmido pshTRPV1. El plasmido
contiene la secuencia del shRNA del canal TRPV1 asi como la secuencia
codificante para la proteina verde fluorescente ZsGreen

5-LTR

Packing signal

/RRE
psh-TRPV6

7929pb cPPT/CTS

UG6F primer
U6 Promoter

BamHI (2440)

shTRPV6

EcoRI (2506)

ZsGreen1

Fig.A2 Representacion esquematica del plasmido pshTRPV6. El plasmido
contiene la secuencia del shRNA del canal TRPV6 asi como la secuencia
codificante para la proteina verde fluorescente ZsGreen

111



Clonacion del DNAc completo del canal TRPV4 de conejo.

Como parte de las estrategias experimentales para evaluar de manera especifica
las probables funciones del canal TRPV4 en la diferenciacion de las células
RCE1(5T5), se decidio clonar la secuencia completa del DNAc canal TRPV4 de

conejo en el vector de expresion pcDNA3.1 (Invitrogen).

La amplificacion de la secuencia completa del DNAc del canal TRPV4 se realiz6 a
partir de RNA total aislado de células RCE1(5T5) proliferativas. Y mediante una
estrategia de PCR anidada. La primer PCR se realiz6 utilizando los oligos TRPV4-
5pF1(5'- GGC TGA AGA GTG CAG ACG GCT CTG -3) y TRPV4-R2 (5-TGC
AGG CGG ACT AGA ACA GGC AGG -3), a partir de esta PCR se realizé una
segunda PCR con los oligos R2KZRbv4F (5- TTG GTA CCG CCA CCA TGG
CGG ATC CCA GCG ACA GC-3) y RbV4XbaR (5-GCT CTA GAT CAG TCC
GCC ACT TGC GGG -3’) los cuales le agregan a la secuencia los sitios de

restriccion Kpn |y Xba I.

El fragmento obtenido de la PCR anidada fue purificado por columna, cortado con
las enzimas Kpn | y Xba | y clonado en el vector pcDNA3.1 mediante una ligacion
sitio dirigida. Posteriormente se verifico la secuencia del canal TRPV4 y se
depositd en el genbank con el No. de Acc. -KX523177. Finalmente, se verificd la
expresion del canal TRPV4 a partir del plasmido construido y denominado
pTRPV4Rab mediante transfeccion en células AD293, observando que la

sobrexpresion del canal TRPV4 tiene un efecto toxico sobre las células.
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Fig.A3 Representacion esquematica del vector pTRPV4Rab, El plasmido
construido contiene la secuencia codificante completa del canal TRPV4 de
conejo clonada en los sitios de restriccion Kpn | y Xba | del vector pcDNA3.1.

Clonacion del canal Kv1.1

De manera adicional también se realizé la clonacién del DNAc del canal Kv1.1 de
conejo, canal que sabemos que se expresa de manera endogena en la células
RCE1(5T5) y que no se encuentra involucrado en la proliferacion y diferenciacion

de esta linea celular.

La secuencia completa del DNAc del canal Kv1.1 de conejo se clon6 por RT-PCR
a partir de RNA total de céluas RCE1 de 3 dias de cultivo con los oligos Kv1.1CF
(5-AAA AGG ATC CGG AGG AGG AGG AGG AGG AAT GAC GGT GGT GTC
AGG GGA G-3’) y Kv1.1CR (5-TTT TTC TAG ACT AAA CAT CGG TCA GGA
GCT TG-3’)en los sitios BamH1 y Xba1 del vector pEYFP-C1 (Clontech), el cual

contiene la secuencia codificante para la proteina amarilla fluorescente EYFP,
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para producir una proteina de fusion que contiene a la proteina amarilla
fluorescente en el extremo amino del canal Kv1, la secuencia del plasmido

construido fue verificada por restriccidn y secuenciacion, esta proteina de fusion

nos permitid seguir in vivo la expresion del canal Kv1.1.
=

EYFw

pEYFP-Kv1.1
6237 pb

Baribeg

Fig.A4 Representacion esquematica del vector pEYFP-Kv1.1, EL plasmido
construido contiene la secuencia codificante para el canal Kv1.1 de conejo en
los sitios de restriccion BamH | y Xba | del vector pEYFP-C1, manteniendo el
marco abierto de lectura de la proteina amarilla fluorescente y adicionando
una bisagra de 6 glicinas entre ambas proteinas.

EYFP

Fig.A5 Representacion esquematica de la proteina de fusién EYFP-Kv1.1,
Estructuralmente el canal Kv1.1 se encuentra formado por 6 dominios
transmembranales, con los dominios NH3 y COOH localizados en el citoplasma,
en la imagen se puede observar la fusién del canal Kv1.1 con la proteina
amarilla fluorescente en el extremo amino del canal, asi como la bisagra de 6
glicinas (esferas rosas) localizada entre ambas proteinas.
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Expresién del canal EYFP-Kv1.1

Una vez obtenido el plasmido EYFP-Kv1.1, se evalud la expresiéon del canal Kv1.1
en células 293T y RCE1(5T5), para lo cual células 293T y células RCE1(5T5)
fueron transfectadas con lipofectamina 2000, utilizando como control de
transfeccion el vector pEYFP-C1 vacio. En ambas lineas célulares 48 h despues
de la transfeccion la expresion de la proteina fluorescente unida al canal Kv1.1 se
observa en forma de clusters lo que nos sugiere que se encuentra localizada en
microdominios de la membrana plasmatica (figura A6 A y C), localizacion
caracteristica de los canales Kv, por otro lado la proteina amarilla fluoresecente es

expresada de manera homogenea en toda la célula (figura A6 B y D).

EYFP-KV1.1 EYFP

293T

RCE1 (5T5)

Fig.A6 Sobreexpresion del canal Kv1.1. Células 293T y RCE1(5T5) 48 h después de
la transfeccion con la proteina de fusion EYFP-Kv1.1 (Ay C) y con el vector pEYFP-C1
(C y D), donde se puede observar que tanto en las células 293T (A) como en las
RCE1(5T5) (C) el canal Kv1.1 forma de clusters.
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Expresién funcional del canal EYFP-Kv1.1

Posteriormente se evalud la expresion funcional del canal Kv1.1 fusionado a la
proteina amarilla fluorescente, para lo cual el plasmido EYFP-Kv1.1 fue
transfectado en células AD293, 48 h pos-transfeccion, se evalud la funcién del

canal Kv1.1 mediante la realizacion de registros electrofisiologicos.

Los registros de corriente se realizaron mediente una rampa de voltaje en
configuracion cell attached (figura A7) y whole cell (figura.A8), observando que los
cambios en el voltaje inducen la entrada de potasio a las células, demostrando
que la proteina de fusion EYFP-Kv1.1 forma canales funcionales, Los registros
fueron realizados por el Dr. Ledn Islas en laboratorio de Biofisica Molecular de la

Facultad de Medicina en la UNAM.

Cell attached, K' simetrica (130 mh

Fig.A7 Expresién funcional del canal Kv1.1 de conejo. Registros de
corriente durante un protocolo de cambio de voltaje en configuracién cell
attached de Células AD293 48 h después de la transfeccion con la
proteina de fusion EYFP-Kv1.1.
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Withole cell, [K7] 130 mbd; [K'], 1 mild

Fig.A8 Expresion funcional del canal Kv1.1, Registros de corriente
durante un protocolo de cambio de voltaje en configuracién de célula
completa de células AD293 48 h después de la transfeccion con la
proteina de fusion EYFP-Kv1.1.
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