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Resumen 

Los canales TRP (Transient Receptor Potential) son miembros de una superfamilia que 

hacen una contribución esencial a las actividades sensoriales en distintos tipos y funciones 

celulares. Una disfunción en el miembro de la subfamilia de las Policistinas, TRPP2, o 

policistina 2 (PC2) causa la enfermedad poliquistosis renal autosómica dominante (PQRAD). 

Nuestros trabajos previos demostraron que la PC2 es un canal catiónico no selectivo, 

permeable al Ca2+, que es expresado en el cilio primario (CP) de las células epiteliales 

renales donde estaría involucrado en el transporte de Ca2+ y la señalización celular. La 

PQRAD es considerada una “ciliopatía”, un síndrome genético asociado a la 

estructura/función del CP, una organela sensorial formada por una estructura de 

microtúbulos (MTs), el axonema, y una membrana especializada. Poco se sabía al momento 

de inicio del presente trabajo, cómo el Ca2+ externo regulaba a la PC2, particularmente en 

el CP. En el estudio de los posibles efectos del Ca2+ externo sobre la PC2 de las células 

epiteliales renales LLC-PK1 con la técnica de “patch clamp”, descubrimos que la misma está 

mediada por el CaSR, un receptor del tipo GPCR, cuyo ligando natural es el ión Ca2+. La 

presencia del CaSR y su co-localización con PC2 en células epiteliales renales se confirmó 

por inmunocitoquímica e inmunoprecipitación. Esto nos llevó a comprobar la existencia de 

un complejo molecular novedoso entre PC2 y CaSR, que es materia de estudio en nuestro 

laboratorio. También descubrimos que el axonema ciliar, compuesto de MTs, produce 

oscilaciones eléctricas reguladas por CaSR y PC2. Otro receptor, V2R, para vasopresina, 

también regularía la actividad eléctrica del axonema. Los estudios de la presente tesis, 

confirmarían la hipótesis de trabajo de que el CP actúa como una antena eléctrica para la 

transducción sensorial de señales ambientales. Los experimentos proveen evidencia de la 

conexión eléctrica entre canales ciliares y la maquinaria del axonema. El transporte 

electrodifusional de Ca2+ mediante canales ciliares, incluida la PC2, controlaría su actividad 

eléctrica por medio de los MTs y así, la morfología ciliar, central en la génesis de la PQRAD. 
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Abreviaturas 

AC, adenilil ciclasa 

AA, ácido araquidónico 

AMPc, adenosín monofosfato cíclico 

ARNm, ácido adenosín ribonucleótido mensajero 

ATP, adenosín trifosfato 

AVP, arginina vasopresina 

BAPTA, ácido aminopolicarboxílico específico de calcio 

BCA, ácido becinconínico (del inglés, “bicinchoninic acid”) 

BSA, albúmina de suero bovino (del inglés, “Bovine Serum Albumin”) 

CaSR, receptor sensor de calcio (del inglés, “Calcium Sensing Receptor”) 

ABPs, proteínas de unión a la actina (del inglés, “Actin Binding Proteins”) 

cis, compartimiento cuyas soluciones bañan la cara citoplasmática de la membrana 

CP, cilio primario 

cPLA2, Fosfolipasa A2 citosólica 

DAG, diacilglicerol 

DAPI, 4´,6-diamino-2-fenilindol 

DE, desvío estándar 

DIC (del Inglés, Differential Interference Contrast microscopy), también conocida como 

microscopía de Nomarsky 

EE, error estándar 
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EGTA, ácido etilen-glicol- tetraacético 

ENaC, canal epitelial de sodio (del inglés, “Epitelial Sodium Channel”) 

ERK: quinasa regulada por señal extracelular (del inglés, “Extracellularsignal-

regulated kinases”) 

G, conductancia total (Siemens) 

g, conductancia de canal único (Siemens) 

GHK, Goldman-Hodgkin-Katz 

Gi, subunidad α de la proteína G heterotrimérica de tipo inhibitoria 

Gq, subunidad α de la proteína G heterotrimérica de tipo estimuladora 

Gs, subunidad α de la proteína G heterotrimérica de tipo estimulatoria 

GPCR, receptor acoplado a proteína G (del inglés, “G-protein Coupled Receptor”) 

GRKs, quinasas receptoras acopladas a proteínas G (del inglés, “G protein-coupled 

receptor kinase”) 

F, constante de Faraday (96.485 Coulomb/mol). 

I, corriente total (Ampere) 

i, corriente iónica unitaria de canal (Ampere) 

IFT, transporte intraflagelar (del inglés, “Intraflagellar Transport”) 

IP3, inositol-3-fosfato 

IP3R, receptor de inositol-3-trifosfato 

i/V, relación corriente-voltaje 

JNK: quinasa Jun amino-terminal (del inglés, “Jun N-Terminal kinase”) 

KIF3, quinesina miembro de la familia 3 (del inglés, “Kinesin Family member 3”) 
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Kir, canales de potasio rectificadores hacia adentro 

MAPK, proteínas quinasas activadas por mitógenos (del inglés, “Mitogen-Activated 

Protein Kinases”) 

MEK, MAPK quinasa 

MTs, microtúbulos 

NMDA, N-metil-D-aspartato 

PACS, proteína de clasificación citosólica 

PBS, solución salina con buffer fosfato (del inglés “Phosphate buffered saline”) 

PC1, policistina-1, TRPP1 

PC2, policistina-2, TRPP2 

PC2iv, policistina-2 producto de traducción in vitro 

PFA, para-formaldehído 

PI4K, fosfatidilinositol 4-quinasa 

PKA, proteína kinasa A 

PKC, proteína kinasa C  

PLA2, fosfolipasa A2 (del inglés, “phospholipase A2”) 

PLC, fosfolipasa C (del inglés, “Phospholipase C”) 

PLD, fosfolipasa D (del inglés, “Phospholipase D”) 

PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

POPC, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina 

POPE, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina 

PQRAD, poliquistosis renal autosómica dominante 

PQRAR, poliquistosis renal autosómica recesiva 
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Ptdlns(4,5)P2, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 

R, resistencia eléctrica (Ohm) 

RE, retículo endoplásmico 

RyR, receptor de rianodina 

SFB, suero fetal bovino 

STh, sinciciotrofoblasto humano 

siRNA, pequeño ARN de interferencia (del inglés, “small interfering RNA”) 

TBS, solución salina tamponada con tris(hidroximetil)aminometano (del inglés, “Tris-

Buffered Saline”) 

TBST, solución salina tamponada con tris(hidroximetil)aminometano y tween 20 (del 

inglés, “Tris-Buffered Saline with tween 20”) 

TM, dominios transmembrana 

trans, compartimiento cuyas soluciones bañan la cara extracelular de la membrana 

TRP, familia de canales cuya sigla proviene del inglés “Transient Receptor Potential” 

V, diferencia de potencial eléctrico (Volt) 

Vrev, potencial de reversión 

V2R, receptor de vasopresina tipo 2 

WB, Western blot 
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Capítulo Uno 

 

Introducción
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1.1. El Movimiento Transmembranal de Iones y los Canales iónicos 

 

Las membranas biológicas están compuestas por cadenas hidrocarbonadas de 

fosfolípidos, altamente impermeables a los iones (Hille, 1992). Es por ello que los 

mismos pasan a través de la membrana mediante proteínas intrínsecas que 

constituyen poros proteicos, denominados canales iónicos. La presencia de estos 

canales aumenta la permeabilidad y selectividad de la membrana al paso de 

determinados iones, que la atraviesan en una dirección determinada, en función del 

gradiente electroquímico (Hille, 1992). El transporte de iones a través de canales 

requiere la presencia de un poro hidrofílico de alta permeabilidad iónica. Se puede 

considerar a los canales iónicos como enzimas (Moczydlowski, 1986) cuya 

propiedad catalítica está asociada al aumento en la velocidad de transporte de iones 

a través de las membranas biológicas (Eisenman, 1987). El pasaje de iones a través 

de los canales produce también cambios en los campos eléctricos locales, que tienen 

un papel fundamental en todos los procesos fisiológicos, siendo tan variados como 

el establecimiento de los potenciales de reposo y acción, la movilidad y contracción 

celulares, la comunicación célula-célula y la proliferación celular, entre otros (Hille, 

1992). Todos los procesos celulares, dependen de un modo u otro del flujo 

electrodifusional de iones a través de los canales iónicos y los defectos en estas 

proteínas tienen un impacto fisiológico importante. 

 

El transporte mediado por canales es la consecuencia de fluctuaciones espontáneas 

y azarosas entre estados energéticos que inducen procesos de apertura y cierre del 

canal, es decir entre sus estados conductivos y no conductivos (Fig. 1) (Colquhoun, 

1983). El transporte iónico a través de canales ocurre a velocidades cercanas a los 

107-108 iones/s lo que representa tres órdenes de magnitud mayor respecto de 

otros tipos de transportadores (Moczydlowski, 1986). Cada canal presenta un tipo 

de actividad característica. Sin embargo, todos los registros eléctricos obtenidos de 

la actividad de canales tienen al menos un nivel de corriente mínima, usualmente 

indistinguible del cero de corriente instrumental, que se conoce como estado 

cerrado del canal, y al menos un estado conductivo o abierto (Fig. 1). Cada nivel 

(conductivo o cerrado) corresponde a una conformación específica del canal donde 

las transiciones entre una y otra ocurren en el rango de microsegundos hasta 
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segundos (Colquhoun, 1983). Son estas fluctuaciones estocásticas en el 

comportamiento de un canal iónico las que juegan una función fundamental en la 

magnitud del transporte iónico a través de canales.  

   

 

Figura 1. Registro eléctrico de un canal iónico. Se observan fluctuaciones 

espontáneas entre dos estados (abierto -A- y cerrado -C-) correspondientes a la 

corriente iónica (intensidad, I) que pasa a través del mismo en un determinado 

intervalo de tiempo (t). 

 

Los canales iónicos generalmente manifiestan lo que se conoce como selectividad 

iónica, que es el pasaje preferencial de una (o varias) especie(s) iónica(s) respecto 

de otra(s). Los canales deben esta propiedad a la presencia de una región llamada 

“filtro de selectividad” (Hille, 1992), con grupos químicos aportados por los 

aminoácidos que configuran el poro conductor, y que interactúan con las especies 

iónicas que lo atraviesan de forma tal que el transporte de un ion particular esté 

energéticamente favorecido. Esta interacción energética permitiría explicar cómo 

un canal puede ser “selectivo” para un ion como el K+, que, aún siendo más grande, 

es más “permeable” que otro ion más chico, como lo es el Na+ (Hille, 1992; Doyle, 

1998).  

 

1.2. Canales TRP 

 

Los canales TRP constituyen una de las familias más recientemente caracterizadas 

y está conformada en su mayoría por canales catiónicos no selectivos con 

distribución ubicua y de funciones variadas (Montell, 2001). Su patrón de 

distribución tisular es muy amplio, habiéndose detectado en prácticamente todos 

los tejidos, teniendo una función crucial en la transducción sensorial (Emmons, 

1999; Minke, 2010; Zhang, 2015). Estos canales son de importancia fundamental 
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por su contribución al potencial de reposo y, por ende, a una variedad de 

mecanismos celulares tanto en células excitables como no excitables (Emmons, 

1999; Minke, 2010; Montell, 2001; Zhang 2015). El primer gen trp fue clonado de la 

Drosophila melanogaster (Montell, 1989). En la observación original se determinó 

que una mutación en el locus trp causaba una menor respuesta a la luz en el ojo de 

la Drosophila, cuya magnitud volvía al valor basal rápidamente luego de la excitación 

(Minke, 1975; Minke, 2010). Estudios electrofisiológicos revelaron que en los casos 

en que el gen trp presente en los fotorreceptores estaba mutado, la permeabilidad 

al Ca2+ también estaba reducida. Así fue como se identificó el primer canal TRP, 

siendo este un canal permeable al Ca2+, con una función clave en la fototransducción 

en Drosophila (Minke, 2010). Posteriormente, se encontraron varios homólogos del 

TRP en distintos animales, desde invertebrados hasta mamíferos, incluidos los seres 

humanos (Montell, 2001). La variedad es tan grande, que los canales TRP de 

mamíferos se han convertido en una superfamilia que contiene al momento por lo 

menos siete subfamilias reconocidas y descriptas: TRPA (anquirina), TRPC 

(canónico o clásico), TRPM (melastatina), TRPML (mucolipinas), TRPP 

(policistinas), TRPV (vainilloide) y TRPN (nompC, not mechanoreceptor potential C) 

(Montell, 2001; Clapham, 2001; Nilius, 2011). 

 

La subfamilia TRPV se compone de seis miembros. De ellos, TRPV1-4 se expresan 

principalmente en los ganglios sensoriales y la piel, siendo responsables de la 

termo sensación, dolor y picazón, mientras que TRPV5 y TRPV6 se expresan 

principalmente en el riñón y el tracto gastrointestinal y tienen un papel 

importante en la absorción y homeostasis del Ca2+ (Zhang, 2015; Yamamoto, 

2016). La subfamilia TRPM es la más grande, constando de ocho miembros 

ampliamente expresados en una variedad de células y tejidos, como lo son los 

ganglios sensoriales, las células beta pancreáticas, células inmunes, y órganos 

como la lengua, el corazón y el riñón. Estos canales son críticos para la fisiología 

sensorial, la liberación de insulina, la homeostasis del Mg2+ y las lesiones 

inflamatorias (Nilius, 2011; Yamamoto, 2016). TRPA1 es el único miembro de la 

subfamilia TRPA, involucrado en el dolor, la picazón y la inflamación (Nilius, 

2011; Yamamoto, 2016). TRPC incluye siete subtipos ampliamente expresados en 



19 

 

el sistema nervioso central y varios otros tejidos que participan en diversas 

afecciones, como el desarrollo neuronal y la epilepsia (Nilius, 2011). Los canales 

TRPML se localizan principalmente en endosomas y lisosomas críticos para el 

movimiento de vesículas y la homeostasis iónica (Nilius, 2011; Yamamoto, 2016). 

 

La subfamilia TRPP incluye las policistinas que se dividen estructuralmente en dos 

grupos, la proteína asociada a la PQRAD-tipo 1 (tipo PC1, similar a PKD1, TRPP1) y 

la policistina 2, o proteína asociada a PQRAD-tipo 2 (tipo PC2, similar a PKD2, 

TRPP2) (Montell, 2001; Delmas, 2004a). Los miembros del grupo similar a PKD1 son 

TRPP1, PDKREJ, PKD1L1, PKD1L2 y PKD1L3. Los miembros similares a PKD2 

comprenden PKD2 (PC2), PKD2L1 y PKD2L2, que han sido renombrados como 

TRPP2, TRPP3 y TRPP5, respectivamente. Las mutaciones en TRPP1 y TRPP2 

causan la poliquistosis renal autosómica dominante (PQRAD). TRPP1 y las proteínas 

similares a TRPP1 son completamente diferentes estructuralmente de las proteínas 

de tipo canales (Xu, 2003).  

 

Los miembros de la familia TRP poseen seis dominios transmembrana (TM) con 

ambas colas, carboxi- y amino- terminales, orientadas hacia el citoplasma y la 

presencia de ciertos motivos repetidos como los dominios ankirina y las manos EF 

(Montell, 2001). Esta topología (Fig. 2a) es similar a la de canales catiónicos 

activados por voltaje y por nucleótidos (Wood, 1995). Los segmentos ubicados entre 

las porciones TM 5 y 6, contribuyen a la formación del poro del canal. La indentación 

que forma el bucle P (P- “loop”) está compuesta generalmente por una hélice α, 

seguida de una extensa región que forma el filtro de selectividad (Sheng, 2001; 

Voets, 2003). Los residuos cargados negativamente en el filtro serían críticos para 

la permeabilidad selectiva (perm-selectividad) a distintos cationes (Owsianik, 

2006a y b). Los canales TRP estarían conformados estructuralmente como homo-

tetrámeros con cuatro monómeros necesarios para formar el canal funcional, tal 

como hemos descripto para la PC2 (Zhang, 2009) (Fig. 2b), y más recientemente con 

una técnica desarrollada en el laboratorio, para determinar simultáneamente la 

topología por microscopía de fuerza atómica (MFA) y su funcionalidad eléctrica por 

reconstitución (Lal, 2018).   
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Figura 2. Estructura del canal PC2. (a) Topología del monómero de PC2, con 6 TM y 
extremos carboxi- y amino- terminales citoplasmáticos. (b) Distribución teórica de 
cuatro monómeros formando el tetrámero de la PC2, orientando los TMs 5 y 6 para la 
formación del poro (Cantero, 2011). (c) Los canales PC2 se identificaron por MFA en 
solución, como estructuras redondas, que a menudo mostraban una indentación 
central y una estructura tetra-lobular (Zhang, 2009). (d) Se muestran tres estructuras 
de PC2 expandidas resaltadas en los círculos en el panel C, donde 2 y 3, representan 
canales cerrados y abiertos, respectivamente, como hemos identificado recientemente 
(Zhang, 2009). 

 

1.3. Poliquistosis Renal Autosómica Dominante 

 

La poliquistosis renal autosómica dominante (PQRAD) es la enfermedad 

monogénica más común en los humanos, con una frecuencia que varía entre 1:400 

y 1:1000, afectando a más de 12.000.000 de personas en todo el mundo, 

independientemente del sexo o etnia (Dalgaard, 1957; Arnaout, 2001; Sutters, 

2003). Esta enfermedad es una causa sumamente importante de hipertensión 

arterial e insuficiencia renal crónica y representa el 10% de los casos de 

enfermedad renal en etapa terminal. La PQRAD resulta de la proliferación excesiva 

de células epiteliales tubulares renales y la remodelación de las estructuras 

circundantes, dando lugar al crecimiento de quistes revestidos de epitelio, 
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acompañados de fibrosis y acumulación de matriz extracelular. A medida que 

progresa la enfermedad se produce la destrucción del parénquima renal normal, 

agrandamiento renal masivo, deterioro de la función renal y, finalmente, 

insuficiencia renal en 50% de los individuos afectados al final de la edad adulta 

(Gallagher, 2010).  La PQRAD es causada por mutaciones en los genes PKD1 (~85%) 

y PKD2 (~15%) (Mochizuki, 1996). Los quistes se pueden desarrollar en otros 

órganos, como el hígado y el páncreas. La enfermedad está también asociada a la 

formación de aneurismas intracraneales y anormalidades cardiovasculares tales 

como el prolapso de la válvula mitral (Ivy, 1995), de tal manera que, si bien la 

enfermedad tiene la más alta morbilidad y mortalidad en sus formas renales, se la 

puede considerar una enfermedad sistémica con complicaciones extra-renales 

severas.  

 

En la República Argentina, la PQRAD es la causa de insuficiencia renal en el 7.2% de 

los pacientes con insuficiencia renal crónica terminal (Registro, 1994).  En la 

actualidad, se piensa que el complejo formado por las PC1 y PC2 en el cilio primario 

(CP) de las células epiteliales renales, actuaría como un mecanosensor de flujo, lo 

que desencadenaría la liberación de Ca2+ intracelular a través de la activación de la 

PC2 en respuesta a los cambios de flujo de fluido (Zhang, 2009; Tsiokas, 2009). A su 

vez, la PC2 regularía la liberación de Ca2+ intracelular ya sea interactuando con 

canales permeables al Ca2+ como TRPC1 y TRPV4 en la membrana plasmática y en 

los CPs, y/o a través de una asociación con rianodina y receptores IP3 en el RE 

(Zhang, 2009; Tsiokas, 2009). La pérdida funcional de la PC2 causaría la 

interrupción de la señalización del Ca2+, lo que se considera un acontecimiento 

primario para la formación de quistes en la PQRAD, pudiendo afectar la entrada de 

Ca2+ en el CP, a través de la membrana plasmática y el RE (Nauli, 2003). Si bien se 

sabe que la disfunción de las policistinas provoca la activación aberrante de 

diferentes vías asociadas con la proliferación celular anormal y la secreción de 

fluidos, la cascada de eventos que ocurren entre la pérdida de función de la PC2 y la 

formación de quistes renales en la PQRAD aún no ha sido completamente 

comprendida. En los CPs, si bien los complejos PC1/PC2, PC2/TRPC1 y PC2/TRPV4 

regularían la señalización de Ca2+, la depleción de TRPC1 y TRPV4 no está asociada 

con la formación de quistes en ratones ni peces cebra, a pesar de que alteran la 
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señalización del Ca2+ ciliar (Kottgen, 2008). Por lo tanto, el deterioro de la 

señalización de Ca2+ ciliar por sí solo no es suficiente para desencadenar el 

desarrollo de quistes renales, un proceso que, en cambio, parece estar 

estrechamente relacionado con la actividad y función de las proteínas PC1 y PC2.  

 

1.4. El Canal Policistina-2  
 

El descubrimiento de la PC2 estuvo ligado a la observación que las mutaciones del 

gen PKD2, son causantes de la PQRAD. Mochizuki y cols (1996) descubrieron el gen 

PKD2, como el segundo locus responsable de esta enfermedad, siendo el primer 

responsable la mutación en el gen PKD1 que codifica a la PC1. La PC1 presenta 11 

dominios TM, un gran extremo amino-terminal extracelular y una cola carboxi-

terminal corta citoplasmática que interactúa con el carboxi terminal de PC2 

(Delmas, 2004b). La secuencia de la PC2 presenta homología con canales de Ca2+ y 

Na+ voltaje-activables, en particular los segmentos TM dos a seis (Mochizuki, 1996). 

En su extremo carboxi-terminal presenta un dominio de unión al Ca2+ del tipo EF y 

un motivo PACS, cuya función está relacionada con el movimiento de la PC2 a las 

organelas y a la superficie celular (Kottgen, 2005). La primera caracterización 

funcional de la PC2 como canal catiónico no selectivo permeable al Ca2+ se hizo en el 

sinciciotrofoblasto humano (STh) de placenta a término (González-Perrett, 2001) 

donde se demostró que la PC2 endógena tiene una conductancia de 177 pS con 4 

subestados. La PC2 es sensible al amiloride con baja afinidad (Ki ≈ 80 μM, González-

Perret, 2001) y tiene baja perm-selectividad al Ca2+, siendo la relación de 

permeabilidad K+/Ca2+ de 1/1,3. Se demostró también que en gradiente de K+, la 

actividad del canal se reduce sólo parcialmente en presencia de una alta 

concentración de Ca2+ (90 mM) del lado externo (trans), permitiendo así que las 

especies iónicas sigan transportándose. Es de notar que otros canales de la familia 

TRP han sido postulados como principales vías de transporte de Ca2+ en este tejido, 

presentando inhibición a concentraciones cercanas a las fisiológicas (Hoenderop, 

2005), algo que no ocurre en la PC2 a diferencia de canales de Ca2+ como el tipo L y 

similares (Li, 2002; Nilius, 2003). La función de la PC2 es voltaje dependiente y 

altamente sensible a los cambios de pH (González-Perrett, 2002), observándose que 

su probabilidad de abierto sigue una función de Boltzmann respecto del potencial 
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impuesto, cuya dependencia se altera a bajo pH. La PC2 está involucrada en la 

entrada de Ca2+ en distintos tejidos epiteliales y órganos (González-Perrett, 2001; 

Luo, 2003; Tsiokas, 2009; Narayanan, 2013; Zhao, 2015). La contribución de la PC2 

a la señalización celular y la homeostasis del Ca2+ ha sido reportada en diferentes 

compartimentos celulares, incluyendo el CP, reservorios intracelulares de Ca2+ y la 

membrana plasmática (Koulen, 2002; Raychowdhury, 2005; Tsiokas, 2009; Zhou, 

2009; Dai, 2017). Por lo tanto, la PC2 cumple un rol importante en la entrada y 

activación celular mediada por Ca2+.  

 

Originalmente, se postuló que la PC2 y la PC1 funcionarían a modo de complejo 

funcional receptor - canal (Nauli, 2003; Xu, 2003). Esto ha sido comprobado en una 

variedad de tejidos y en particular en el CP de las células renales (Li, 2006), en donde 

funcionaría como un sensor de flujo, lo que desencadenaría la liberación de Ca2+ 

intracelular a través de la activación del canal PC2 en respuesta a los cambios de 

flujo de fluido. La interrupción de este complejo afectaría la entrada de Ca2+ 

intracelular, lo que conduciría al desarrollo y expansión de los quistes renales 

(Nauli, 2003).  Independiente de su localización (Koulen, 2002), se esperaría que la 

PC2 tenga una función como transductor de señales (Cantiello, 2004). A diferencia 

de la PC2, que es similarmente expresada en tejidos fetales y adultos, la expresión 

de PC1 es mayor durante el desarrollo fetal (Ong, 1999), lo que sugirió que, a 

diferencia de lo postulado originalmente, las dos proteínas no siempre estarían 

asociadas o funcionando en el mismo complejo, reforzando la idea de que la PC2 

sería funcional independientemente de la presencia de la PC1 (González-Perrett, 

2001; Chauvet, 2002). 

 

1.4.1. Mecanismos de Regulación de la PC2 
 

Los cambios en la concentración del ion Ca2+ constituyen uno de los mecanismos 

más importantes de regulación a nivel celular. Por ello, es de particular importancia 

el estudio de los mecanismos reguladores de la PC2 por el mismo. El Ca2+ 

transportado por la PC2 podría regular su propio transporte a través de mecanismos 

de retroalimentación similares a los observados en los canales de Ca2+ voltaje-

activables (Hille, 1992). El extremo carboxi-terminal de la PC2 presenta una mano 
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EF similar a la existente en varios canales TRP, como así en la subunidad α del canal 

de Ca2+ de tipo L (Hille, 1992). Esto ha hecho suponer que el Ca2+ intracelular podría 

regular al canal mediante una interacción directa con el mismo. Cai y cols (2004), 

observaron que la PC2 es fosforilada por la caseína quinasa II en la serina 812 (Ser-

812) ubicada en su región carboxi-terminal. Estudios previos de nuestro laboratorio 

demostraron que la producción local de AMPc y la PKA regulan la actividad de PC2, 

lo que contribuye a la entrada de Ca2+ en las células. En particular, la fosforilación 

del residuo clave Ser-829 por PKA en PC2 presenta una función de canal altamente 

activa, que a su vez aumentaría la entrada de Ca2+ lo que podría retroalimentar las 

señales de AMPc (Cantero, 2015b). 

 

Recientes estudios de nuestro laboratorio, han demostrado una regulación de la PC2 

por Ca2+ externo (Dai, 2017). Mediante la técnica del “clampeo” de voltaje en células 

LLC-PK1, se observó que el agregado de Ca2+ externo indujo un aumento de la 

conductancia, teniendo la PC2 una participación importante en esta regulación. 

Hemos reportado también (Cantero, 2013) que el Ca2+ citoplasmático regula la 

actividad de canal de la PC2. En un sistema de reconstitución de canales en bicapas 

lipídicas, el agregado al lado citoplasmático del canal de quelantes de Ca2+ tales como 

el EGTA o el BAPTA, inhibió espontáneamente la actividad de la PC2 proveniente del 

STh (PC2sth), con un tiempo de inhibición dependiente del quelante utilizado. El 

quelado con EGTA redujo las corrientes en un 86%, con un t1/2 de 3,6 min, mientras 

que el BAPTA eliminó rápido y completamente la actividad del canal con un t1/2 de 

0,8 min. La titulación subsecuente incrementando la concentración de Ca2+ interno 

revirtió la inhibición, siguiendo una función del tipo de Hill con una KD = 1-5 nM, y 

evidenciando al menos cuatro sitios de unión al Ca2+. El grado de inhibición fue 

dependiente de la concentración de Ca2+´externo. Mediante la estimación de la 

geometría del canal (Zhang, 2009) y la teoría expuesta por Laüger (1973), hemos 

reportado un flujo máximo teórico de Ca2+ a través del canal de 3,92 x 10-15 mol/s, 

con una conductancia máxima de 6,30 pS en presencia de tan solo 1 mM Ca2+ 

(Cantero, 2013). Nuestros datos experimentales validaron estos valores, dando para 

relaciones de corriente-voltaje de canal único de la PC2sth en condiciones biiónicas 

(K+ 150 mM vs Ca2+ 90 mM) una conductancia al Ca2+ de 0,12-1,33 pS. 
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Cuando se exploró la actividad de la PC2 obtenida como producto de traducción in 

vitro (PC2iv), sin embargo, se observó que la misma era completamente insensible al 

Ca2+, sugiriendo que los sitios de regulación por Ca2+ no serían intrínsecos al canal. 

Estudios previos de nuestro laboratorio indicaron que las estructuras de MTs 

presentes en el CP, controlarían la actividad de la PC2 (Li, 2006), con lo que la 

entrada de Ca2+ por este canal y otros mecanismos ciliares, serían un paso central 

en la función del CP. Esto hizo suponer que la sensibilidad al Ca2+ estaría conferida 

mediante componentes del citoesqueleto (Cantero, 2015a). También en nuestro 

laboratorio se ha demostrado, por ejemplo, que la PC2 interactúa física y 

funcionalmente con proteínas acopladoras de actina como la α-actinina (Li, 2005) y 

la gelsolina (Montalbetti, 2005b) ambas con conocida función Ca2+ dependiente 

(Chaponnier, 1987). El agregado de la proteína de unión a la actina, α-actinina, del 

lado citoplasmático, por ejemplo, aumentó la actividad de la PC2iv en presencia de 

Ca2+, mientras que fue inhibitoria en su ausencia. Por el contrario, la filamina tuvo 

un fuerte efecto inhibitorio sobre la función de la PC2iv en presencia, pero no en 

ausencia de Ca2+ cis. La gelsolina estimuló la función de canal de la PC2iv en 

presencia, pero no en ausencia de Ca2+ cis. Por el contrario, la profilina, que comparte 

los dominios de unión a la actina con la gelsolina, aumentó significativamente la 

función del canal de la PC2iv tanto en presencia como en ausencia de Ca2+. El efecto 

distinto de las proteínas de unión a la actina sobre la función de la PC2iv demuestra 

que la regulación por Ca2+ del canal, es mediada por interacción directa con 

elementos estructurales del citoesqueleto de actina (Cantero, 2015a). En su 

conjunto, estos datos indicarían que los complejos específicos de proteínas del 

citoesqueleto conferirían sensibilidad al Ca2+ proporcionando así diversidad 

funcional al control que este ejerce sobre la PC2.  

 

1.5. Receptores Acoplados a Proteína G  

 

La familia de receptores acoplados a proteína G (GPCR) incluye más de 800 

miembros, que comprenden aproximadamente el 4% del genoma humano 

codificado, por lo que es la mayor familia de genes involucrados en la transducción 

de señales (Fredriksson, 2003; Pierce, 2002). Comparten una topología común de 
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siete dominios transmembrana (TM7) y son responsables de la transducción de una 

amplia variedad de señales externas en las funciones intracelulares (Pierce, 

2002). Hace más de tres décadas se demostró que la unión del ligando de TM7 daba 

como resultado una señalización intracelular mediante el acoplamiento del 

receptor a un nucleótido de guanina heterotrimérico o proteínas G (formadas por 

subunidades alfa, beta y gama) (Rodbell, 1971; Northup, 1983). Al activarse, los 

GPCR sufren cambios conformacionales que transmiten a las proteínas G, las cuales 

inician un ciclo de activación-inactivación asociado a la unión e hidrólisis de GTP y 

conducen a la modulación positiva o negativa de efectores, ya sean canales iónicos 

y/o enzimas generadoras de segundos mensajeros, permitiendo la propagación de 

señales en el interior celular (García-Saínz, 2008).  

 

Hay dos vías de transducción de señales principales que involucran a los GPCR: la 

vía del AMPc y la del fosfatidil-inositol (IP3). Sin embargo, una gran cantidad de 

investigaciones han demostrado que muchos GPCR tienen un comportamiento de 

señalización más complejo (Rosenbaum, 2009). Los GPCR no son estructuras 

rígidas que alternan entre una conformación activada y una desactivada, sino que 

pueden adoptar una serie de conformaciones fugaces que son determinadas por el 

ligando, otros receptores y proteínas reguladoras, modificaciones traslacionales y 

condiciones ambientales (Rosenbaum, 2009; Latorraca, 2016). Los GPCR en 

vertebrados se dividen comúnmente en cinco familias según su secuencia y 

similitud estructural: rodopsina (familia A), secretina (familia B), glutamato 

(familia C), adhesión y Frizzled, siendo la familia A, la más grande y diversa 

(Rosenabum, 2009). La importancia de estos receptores se refleja en el rango de 

procesos fisiológicos clave que regulan, incluyendo la visión, el olfato, la 

neurotransmisión, la liberación de hormonas y enzimas, la respuesta inmune, la 

hemostasia, la respuesta cardíaca y el desarrollo tisular, entre otros (Wise, 2002). 

De hecho, las disfunciones de los GPCR contribuyen a enfermedades humanas de 

alta prevalencia, siendo el objetivo de aproximadamente el 40% de todos los 

fármacos utilizados en la práctica clínica en la actualidad (Wise, 2002).  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6414794/#ref77
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6414794/#ref62
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1.5.1. El Receptor Sensor de Calcio  

 

El Receptor Sensor de Calcio (CaSR, del inglés Calcium-Sensing Receptor) es un 

detector de los niveles extracelulares de Ca2+ del tipo de los GPCR que se encuentra 

expresado en una variedad de tejidos del organismo. El CaSR consta de una cadena 

polipeptídica de 1.078 o 1.085 aminoácidos, dependiendo de la isoforma expresada 

(Brown, 1993; Garret, 1995), y contiene tres regiones estructurales: (1) Un extremo 

amino-terminal formado por 612 residuos que constituye el dominio extracelular 

de la proteína; (2) un dominio de anclaje a la membrana formado por TM7, 

característicos de los GPCRs y (3) un extremo carboxi-terminal intra-citoplasmático 

de 216 aminoácidos (Brown, 1993; Bai, 2004). El dominio TM incluye siete regiones 

hidrofóbicas que forman hélices unidas por bucles intra- y extracelulares alternados 

(Garret, 1995). Este dominio participa en la dimerización del receptor a través de 

interacciones no covalentes en el dominio TM5, que actúa como transductor de 

señales. La unión al ligando en el dominio extracelular provoca un cambio 

conformacional de los dominios TM3 y TM4 que induce la activación de proteínas G 

a través de los bucles intracelulares 2 y 3 (Bai, 2004). 

 

Los agonistas de CaSR se pueden dividir entre los que activan directamente al 

receptor, también llamados activadores tipo I, y los moduladores alostéricos o 

activadores tipo II, que se unen en la región transmembrana e inducen un cambio 

conformacional del receptor que lo torna más sensible a los cambios de las 

concentraciones de los verdaderos agonistas, como el Ca2+ (Hofer, 2003; Magno, 

2011). El Ca2+ extracelular es el ligando o activador del CaSR por excelencia, pero 

hay diferentes estímulos que pueden modular la actividad de este receptor 

incluyendo, como activadores tipo I, a otros cationes divalentes (Mg2+, Be2+, Ba2+ y 

Sr2+), metales, poliaminas (espermina, espermidina, putrecina), polipéptidos, 

antibióticos (neomicina, tobramicina, gentamicina, kanamicina), y cambios en el pH, 

entre otros (Brown 1993, 2001; Hofer, 2003). Entre los activadores tipo II positivos 

se encuentran el glutatión, los L-aminoácidos y compuestos calcimiméticos como el 

R568 y el cinacalcet (Hofer, 2003). Los moduladores alostéricos negativos 

corresponden a calcilíticos como el Ronacaleret (Hofer, 2003). 
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La principal función de este receptor es la regulación de la calcemia mediante la 

detección de las fluctuaciones del Ca2+ extracelular, regulando la secreción de 

hormona paratiroidea (PTH) en las glándulas paratiroides y de calcitonina en las 

células C de la tiroides. Un aumento de la calcemia induce la secreción de calcitonina, 

que inhibe la resorción ósea y a la vez estimula la excreción urinaria de Ca2+. Por el 

contrario, cuando la calcemia disminuye, se secreta PTH, que promueve el aumento 

del Ca2+ plasmático mediante el incremento de la resorción ósea, la reabsorción de 

Ca2+ en los túbulos renales y la absorción intestinal de este catión (Hofer, 2003).  

              

La señalización por CaSR se inicia con la activación de las proteínas G 

heterotriméricas asociadas. Se ha demostrado que el CaSR se une a Gαi/0 y Gαq/11 

(Brown, 2001; Hofer, 2003; Ward, 2004) (Fig. 3). El acoplamiento del CaSR con Gαi/0 

y Gαq/11 da lugar a la activación de la fosfolipasa C (PLC), un aumento transitorio del 

segundo mensajero inositol- 3-fosfato (IP3) y la liberación del Ca2+ almacenado en 

el RE, activando la proteína quinasa C (PKC) (Brown, 2001; Hofer, 2003; Ward, 

2004). Este acoplamiento también se asocia al inicio de las cascadas de MAPK (del 

inglés Mitogen-Activated Protein Kinase family), incluyendo las serina/treonina 

quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) 1 y 2, la quinasa 38 (p38MAPK) 

y la quinasa activada por estrés c-Jun N-terminal (JNK) (Kifor, 2002; Ward, 2004). 

La vía de ERK1/2 se activa a través de la vía de PI3K (fosfatidil-inositol-3-quinasa), 

PKC y filamina (Ward, 2004; Hobson, 2003), así como por la activación de receptores 

tirosina quinasa a través de la cascada de señalización de la proteína de unión a GTP 

de bajo peso molecular, p21 Ras (Smajilovic, 2007). La señal de activación de Ras-

Raf, fosforila y activa a la MEK 1/2 (MAPK/ERK quinasa). Finalmente, se activa ERK 

1/2 que, una vez fosforilada, es capaz de localizarse en el núcleo uniéndose al ADN 

y regulando procesos celulares como la diferenciación, proliferación, apoptosis 

celulares, y el ciclo celular (Chang, 2001). 
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Figura 3. Vías de señalización mediadas por CaSR. Se observan los numerosos 
agonistas que convergen en la activación del CaSR para inducir diversas cascadas de 
señalización intracelular. Una vez estimulado, el CaSR estimula proteínas G triméricas 
para la consecuente activación de distintas fosfolipasas, asociadas a señales 
intracelulares de Ca2+. A su vez, la activación del receptor estaría asociada a una 
inhibición en la producción de AMPc por inhibición de ACs, y a remodelación del 
citoesqueleto Ca2+-dependiente. (Imagen modificada de Hofer, 2003). 

 

Además de la vía de la PLC, el CaSR activa otras dos fosfolipasas: fosfolipasa D (PLD) 

y fosfolipasa A2 (PLA2). Esto promueve la formación de los ácidos fosfatídico y 

araquidónico, respectivamente. En algunos tipos celulares como la línea celular 

HEK-293, las células paratiroideas y los hepatocitos, la activación del CaSR 

disminuye las concentraciones de AMPc a través de la inhibición de la AC, por 

acoplamiento a Gαi. Por último, el CaSR interactúa con filamina A a través de su cola 

carboxi-terminal intracelular, y con las proteínas que controlan su degradación. 

Estas últimas son las quinasas asociadas a proteínas G (GRKs) como la dorfina, la 

molécula asociada a SH3 (AMSH) y las β-arrestinas (Magno, 2011; Smajilovic, 2007; 

Rey, 2005). La interacción con filamina A es necesaria para la señalización del 

receptor a través de la vía de ERK1/2 (Awata, 2001), JNK, PI4K (fosfatidilinositol-4-

quinasa) y Rho (Huang, 2004 y 2006), así como para evitar su degradación (Zhang, 

2005). También se ha demostrado que el CaSR colocaliza e interactúa a través de su 
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cola intracelular con los canales de K+ Kir4 (Huang, 2007), que están expresados en 

la membrana basolateral del nefrón distal del riñón y que regularían el potencial de 

membrana y el reciclado de K+ para la actividad de la Na+, K+-ATPasa (Lourdel, 

2002). 

 

1.6. El Cilio Primario  

 

El cilio primario (CP) es una organela sensorial que protruye del centro de la 

mayoría de las células eucariotas, en particular de las células epiteliales (Wheatley, 

1995). Aunque están relacionados con los cilios y flagelos móviles encontrados en 

los eucariotas inferiores y los tipos celulares especializados como el esperma, los 

CPs son, en su gran mayoría, inmóviles. Los cilios móviles y los flagelos son 

fácilmente distinguibles de los CPs por el patrón de axonema que poseen. El 

complejo axonema (9 + 2) de los cilios móviles está constituido por nueve dobletes 

de MTs periféricos que rodean a dos MTs centrales individuales que le permite 

movimientos unidireccionales (Wheatley, 1995). Los cilios móviles contienen, 

además, estructuras accesorias involucradas en dicha movilidad, como los brazos 

internos y externos de dineína, extensiones radiales y un par de proyecciones 

centrales (Praetorius, 2005). Estos suelen encontrarse en múltiples copias por 

célula, como ocurre en las células de las superficies epiteliales del sistema 

respiratorio y de los oviductos, o las células ependimales de los ventrículos del 

cerebro humano adulto (Praetorius, 2005). Su función concreta es la de movilizar 

fluidos y sustancias a lo largo de la superficie epitelial (Praetorius, 2005), el CP está 

formado por un axonema “9 + 0”, con nueve dobletes de MTs externos dispuestos en 

anillo, exceptuando los dobletes centrales (de ahí, el “0”). Tampoco poseen los 

brazos externos e internos de dineína, o el resto de los accesorios responsables de 

su movilidad (Bray, 1992; Praetorius, 2005) (Fig. 4). Con excepción de unos pocos 

tipos celulares como son los linfocitos y las células intercalares del túbulo renal 

distal, todas las células expresan uno o varios CPs en  
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Figura 4. Estructura-función del CP de las células epiteliales. El CP está compuesto 
por una membrana selectiva que expresa el complejo PC1/PC2, y funcionalmente el 
canal PC2, que está regulado por las kinesinas (Li, 2006). El CP tiene un axonema de 
MTs centrales 9 + 0, típico de estas organelas (Diagrama reconstruido de Lee, 2014).  

 

algún momento de su ciclo celular. Los CPs están rodeados por una bicapa lipídica 

continua con la membrana plasmática, llamada membrana ciliar. Esta membrana 

posee una dotación única de proteínas, entre ellas canales (Nauli, 2003; 

Raychowdhury, 2005) y receptores (Brailov, 2000; Masyuk, 2008; Raychowdhury, 

2009; Milenkovic, 2009; Kim, 2009), que la convierten en una estructura altamente 

especializada. Los dobletes de MTs se extienden desde el centríolo hasta la base del 

CP, denominado cuerpo basal, de una manera que está coordinadamente regulada 

con el ciclo celular. El cuerpo basal se encuentra anclado a la membrana gracias a 

fibras de MTs denominadas fibras de transición. La región comprendida entre el 

axonema y el cuerpo basal se conoce como zona de transición (Plotnikova, 2009). La 

base del CP está envuelta por una profunda hendidura que forma una vaina de doble 

membrana denominada bolsillo ciliar, cuya naturaleza curva impone constricciones 
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geométricas al movimiento de proteínas y de lípidos de membrana, actuando como 

una barrera de difusión (Pazour, 2008). A su vez, el collar ciliar es un complejo 

formado por las fibras de transición y vesículas de membrana dispuestas en forma 

de collar de perlas en espiral, que se sitúan donde estas fibras contactan con la 

membrana, en la zona de transición.  A este collar ciliar se lo denomina también 

complejo del poro ciliar, ya que junto con la estructura interna del centríolo madre 

modificado, restringen el tamaño de moléculas que entran al compartimento ciliar, 

y funcionan como una puerta de entrada altamente regulada, en la que se acumulan 

los precursores ciliares y las proteínas encargadas del transporte antes de entrar a 

dicho compartimento (Praetorius, 2005). 

 

El CP de las células eucariotas ha sido considerado por mucho tiempo una organela 

de tipo vestigial (Wheatley 1995). Sin embargo, actualmente se sabe que los CPs 

transducen distintas señales de los estímulos extracelulares para generar 

respuestas celulares que regulan la proliferación, diferenciación, transcripción, 

migración, polaridad, y supervivencia celular (Lee, 2010). Muchos receptores 

presentes en el CP son necesarios para reconocer hormonas específicas como la 

somatostatina, factores de crecimiento o morfogenes como Sonic hedgehog (Shh) y 

Wnt, que desempeñan papeles esenciales en la fase embrionaria (Fliegauf, 

2007). Recientemente se ha encontrado una relación directa entre la morfología del 

CP y la patogénesis de varias enfermedades conocidas como ciliopatías, entre las 

que se encuentran la retinitis pigmentosa, la PQRAD y la recesiva (PQRAR), las 

anormalidades en asimetría axial embrionaria, la obesidad, el cáncer y los 

síndromes de Bardet-Biedl y Oro-Facial-digital tipo 1, entre otros (Badano, 2006; 

Fliegauf, 2007; Valente, 2014). 

 

1.7. Microtúbulos 

 

Los microtúbulos (MTs) son estructuras del citoesqueleto presentes en casi todas las 

células eucariotas. Están compuestos por dímeros de (α/β) tubulina, una proteína 

globular de 55 kD altamente cargada, con un diámetro exterior de aproximadamente 

24 nm. Los MTs son capaces de cambiar su longitud acoplando o desacoplando sus 
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subunidades. Son sensibles al calor, a la alta presión hidrostática y a diversos 

químicos específicos, como colchicina o paclitaxel (taxol), fármaco utilizado para el 

tratamiento de distintos tipos de cáncer (Dustin, 1984; Shi, 2017). Además, junto con 

otras proteínas, ensambla complejos para formar distintas estructuras dentro de la 

célula como cilios y flagelos, axonemas, neurotúbulos y centríolos y participa de 

numerosos procesos celulares como su formato, movilidad, mitosis, como vía de 

proteínas motoras y de transporte de vesículas, entre otras cosas (Dustin, 1984). 

 

Las subunidades de tubulina son heterodímeros formados por tubulina α y β que se 

agrupan de cabeza a cola en protofilamentos (Fig. 5a). In vivo, los MTs están formados 

por 13 protofilamentos, aunque este número puede variar en situaciones 

particulares (Dustin, 1984; Amos, 2004). Cuando los 13 protofilamentos forman una 

plancha bidimensional (2D) de subunidades (Fig. 5b), ésta debe girarse ligeramente, 

en una u otra dirección, para cerrarse perfectamente en tubos, que forman una línea 

recta, lo que permite que las proteínas motoras asociadas con los MTs, como la 

dineína y la kinesina, puedan recorrer largas distancias (Amos, 2004).  In vitro, la 

tubulina aislada puede ensamblarse a distintos diámetros formados por 9 a 18 

protofilamentos revelando cierta flexibilidad entre las uniones de los 

protofilamentos, al menos en la dirección involucrada en la curvatura de la pared de 

los MTs (Amos, 2004). Sin embargo, cuando la cantidad de protofilamentos es mayor 

a 13, es más difícil que se cierren las conformaciones 2D para formar los túbulos, por 

lo que también pueden retenerse en esa forma no cilíndrica, llamada lámina de MTs 

(Amos, 2004; Cantero, 2016). 

 

El MT es una estructura dinámica, es decir, que cambia todo el tiempo. Esto significa 

que, al MT ya formado, pueden ensamblarse y desensamblarse en dímeros de 

tubulina rápidamente en respuesta a las necesidades de la célula, permitiéndole 

reorganizar su citoesqueleto. A estos procesos se los llama rescate o catástrofe, ya 

que lo realiza a grandes velocidades, utilizando la energía de la hidrólisis de GTP (Fig. 

5c) (Desai, 1997).  Recientemente, distintas propiedades de los MTs, como sus 

propiedades eléctricas, comenzaron a tomar mayor protagonismo 

independientemente de su función estructural, por lo que, actualmente, hemos 

profundizado el estudio de estas propiedades (Cantero, 2016; 2018; 2019; 2020). 
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Figura 5. Formación de un MT. (a) Ensamblaje de los protofilamentos formados por 
dímeros de α/β tubulina. (b) Formación de la lámina (plancha) 2D de, generalmente, 
13 protofilamentos. (c) Cierre de las conformaciones 2D que dan lugar al MT, y la 
catástrofe y rescate que ocurren continuamente según la necesidad de la célula. 

 

1.7.1. Propiedades Eléctricas del Citoesqueleto 

 

El citoesqueleto celular está formado por distintas proteínas, siendo las más 

importantes los polímeros de actina (microfilamentos) y la tubulina (MTs), además 

de los filamentos intermedios que varían dependiendo del tipo celular (Stephens, 

1976). Se acepta generalmente, que la función del citoesqueleto está limitada al 

sostén de la estructura celular y a otras funciones como el transporte de cargo a 

través de vesículas y su participación en la división celular, entre otras (Stephens, 

1976). Actualmente, se reconoce que el citoesqueleto es un sistema dinámico de 

procesamiento de información capaz de organizar el movimiento, crecimiento y 

comportamiento celular (Prassanawar, 2019). Por lo tanto, el mismo podría 

hipotetizarse como el sistema nervioso dentro de todas las células, desde 

organismos unicelulares como ameba y paramecio, hasta células nerviosas 

(neuronas) dentro del cerebro humano. En las neuronas, por ejemplo, el 

citoesqueleto representa la formación y la reorganización de la forma neuronal y las 
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conexiones sinápticas, factores asociados a una amplia gama de funciones 

cognitivas, incluidas las redes neuronales, el aprendizaje, la memoria y la conciencia 

(Hameroff, 1988). Por esto, los estudios del citoesqueleto se han profundizado, 

encontrando distintas características a las ya establecidas, como ser sus 

propiedades eléctricas.  

 

Entre los estudios referidos al citoesqueleto más allá de su función estructural, se 

encontró una relación del citoesqueleto de actina con los canales iónicos insertos en 

la membrana plasmática. Se descubrió que el citoesqueleto de actina colocaliza y 

regula la actividad de los canales de sodio epiteliales (Smith, 1991; Cantiello, 1991b; 

Prat, 1996). En particular, se observó que distintas moléculas asociadas a actina, 

incluídas las tropomiosina, gelsolina, filamina y α-actinina, formaban complejos 

estructurales con el canal PC2, y que, junto con la profilina, también regulaban su 

función de canal (Li, 2003; Li, 2005; Montalbetti, 2005a; Wang, 2012; Cantero, 

2015a). Por otro lado, se demostró que la PC2 también estaba regulada por el 

citoesqueleto de tubulina (Montalbetti, 2007). Se observó una disminución de la 

actividad del mismo con el agregado de colchicina, un agente despolimerizador de 

los MTs, mientras que el agregado de tubulina con GTP o taxol, un estabilizador de 

los MTs, activaban el canal. Además, la proteína motora KIF3A asociada a MTs, 

incrementó la actividad de la PC2 en el sincitiotrofoblasto humano (Montalbetti, 

2007).  Más aún, en el CP, se encontró una regulación de la PC2 mediada por MTs, 

dado que se observó la inhibición de la actividad del canal con el agregado de 

colchicina, y un aumento de su actividad con el agregado de tubulina. Esto estaría 

asociado al acoplamiento entre PC2 y los MTs, que colocalizan con la proteína KIF3A 

en los CPs (Li, 2006).  

 

Paralelamente, estudios previos de nuestro laboratorio iniciaron una 

caracterización de las propiedades eléctricas de las proteínas del citoesqueleto por 

sí solas. La primera evidencia fue la demostración de que la actina filamentosa no 

respondía a la predicción de Donnan ante los cambios de osmolaridad (Cantiello, 

1991a), sugiriendo que la actina podría tener propiedades de “cable” a partir de la 

condenzación iónica sobre su superficie. Esta predicción fue confirmada por Lin y 

Cantiello en 1993, por medio del uso de una novedosa configuración de doble patch 
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clamp para comprobarlo. Se pudo observar que un pulso eléctrico enviado por la 

pipeta conectada a uno de los extremos de un filamento de actina, era recibido en 

forma de onda en la pipeta colectora con un efecto residual, es decir, se observaba 

la propagación de la misma a través del tiempo (Lin, 1993). 

 

Por otra parte, los MTs son biopolímeros dipolares, siendo esta condición de gran 

interés para los procesos en los que está involucrado (Athenstaedt, 1974; Margolis, 

1981). En 1987, Barnett conjeturó que los MTs eran canales de procesamiento a lo 

largo de los cuales podrían moverse cadenas de bits de información, transfiriendo 

mensajes de un lugar a otro, como si fuesen partes de una computadora. La 

señalización eléctrica a lo largo de los MTs se ha estudiado utilizando enfoques tanto 

experimentales como teóricos. En cuanto a este último, se predijo que los MTs 

cambian el campo electromagnético endógeno dependiendo de su longitud (Satarić, 

1996) y que la velocidad en la cual los MTs se deslizan sobre una superficie 

recubierta de kinesina se puede controlar en una amplia gama de valores mediante 

la aplicación de un campo eléctrico (Dujovne, 2008; Kim, 2008), abriendo la 

posibilidad de diseñar nanodispositivos controlables que integren MTs y proteínas 

motoras en su función. Experimentalmente, estudios de nuestro laboratorio (Priel, 

2006) repitieron la técnica de doble patch clamp, utilizada previamente en actina, 

en MTs aislados, adhiriéndolos a los electrodos de registro con taxol. 

Contrariamente al hallazgo hecho con actina, no se observó una propagación de 

ondas, sino una amplificación del pulso de estimulación en el otro extremo del MT, 

lo que implicaría que el MT actuaría como un transistor. Estos resultados coincidían 

con una simulación de dinámica molecular de la tubulina descripta previamente 

(Baker, 2001), que indicaba una distribución de carga sobre la superficie 

fuertemente negativa (Fig. 6). 

 

Posteriormente, se introdujo un modelo no lineal con las condiciones que permiten 

a los MTs actuar como líneas de transmisión eléctrica para el flujo axial de iones en 

forma de “ondas”. En este modelo cada dímero de tubulina es visto como un 

elemento eléctrico con características capacitivas, inductivas y resistivas, que 

surgen debido a la naturaleza polielectrolítica de los MTs (Satarić, 2009). Por otro 

lado, poco se sabe sobre el rol que cumplen los nanoporos y el lumen microtubular,  
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Figura 6. Modelo eléctrico de los MTs. (a) A la izquierda, se esquematiza el “setup” 
experimental de doble patch clamp utilizado por Priel y cols. (2006), para demostrar 
el comportamiento del MT como transistor. A la derecha, el modelo eléctrico efectivo 
del MT, que es consistente con un transistor, donde se ven las conexiones y fuentes de 
energía en forma de batería para polarizar el sistema amplificador. Incluye un 
"biotransistor" molecular y fuentes de energía en forma de baterías para polarizar el 
amplificador. (b) Relación del modelo eléctrico con las propiedades electrostáticas de 
un MT para los extremos positivo y negativo, reproducidos de Baker y cols. (2001). A 
la izquierda se observa el perfil electrostático de una sección transversal del MT 
mostrando la distribución periódica de cargas positivas (puntos negros) en la 
superficie del MT electronegativo. Las cargas distribuidas periódicamente 
(pentágonos grandes y pequeños) mantienen unión con los contraiones de su 
alrededor, observado también hacia la derecha, en los extremos positivos y negativos 
de los MTs. Esto se basa en una diferencia de potencial eléctrico en la pared del MT 
(círculos abiertos y círculos sólidos para cationes y aniones, respectivamente). Figura 
extraída de Priel, 2006.  

 

debido a la dificultad que conlleva realizar experimentos con ellos. Se cree, por 

ejemplo, que el efecto estabilizador de MTs del taxol se debe a que atraviesa los 

nanoporos y se ensambla a sitios de unión en el lumen (Carpenter, 2006). Hasta ese 

momento, ningún estudio se enfocaba en la participación del lumen microtubular y 

las cargas que se encuentran alrededor de los MTs. Freedman y cols. (2010) 

realizaron un modelo computacional teniendo en cuenta tanto los nanoporos como 

el lumen, determinando las corrientes impulsadas que involucran el movimiento de 

cationes que circulan dentro y alrededor del MT. El modelo sugería que la geometría 
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cilíndrica con nanoporos en su superficie mejoraría la conducción de cationes a lo 

largo del MT (Freedman, 2010). 

 

Recientemente, aplicamos la técnica de patch clamp en nuestro laboratorio para 

explorar los aspectos moleculares y eléctricos de los MTs, técnica también utilizada 

en el presente trabajo de tesis. Estos experimentos se llevaron a cabo utilizando 

láminas de MTs de cerebro de vaca, rata y de tubulina comercial, siendo éstas 

macroscópicamente equivalentes a superficies planas de MTs (Downing, 1992; 

Nogales, 1998, Li, 2002b). En este trabajo, reportamos que, al aplicar un 

determinado voltaje a las planchas, éstas mostraban corrientes que tenían un 

régimen oscilatorio sincronizado, con una frecuencia fundamental de 29 Hz que se 

constante a distintos voltajes, donde sólo variaba la amplitud de las corrientes (Fig. 

7, Cantero, 2016). Con el agregado de taxol, las oscilaciones fueron inhibidas de una 

manera concentración dependiente. Estos hallazgos podrían indicar la formación de 

campos eléctricos dentro de la célula generados por la red de MTs (Cantero, 2016).  

 

Utilizando la misma metodología, recientemente también reportamos que las 

planchas de MTs que no desplegaban oscilaciones eléctricas, tenían un 

comportamiento de dispositivo memristivo, es decir, su resistencia (o conductancia) 

era una función temporal que dependía de la cantidad y dirección de la carga 

eléctrica que hubiera fluido a través de ellas en el pasado (Fig. 7, Cantero, 2019). 

Estos resultados son de suma importancia, ya que sería la primera estructura 

biológica con estas características, aunque este comportamiento fuera descripto 

teóricamente por Chua en 1971 como el “elemento faltante”. Recientemente, 

nuestros resultados fueron confirmados, demostrando variabilidad en la resistencia 

de gotas conteniendo MTs (Chiolerio, 2019). 

 

Las propiedades eléctricas del citoesqueleto, y en particular, de los MTs, es un 

campo al que todavía le queda mucho por explorar, y que también hemos abordado 

en la presente tesis. 
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Figura 7. Actividad eléctrica de planchas de MTs. (a) En el panel izquierdo 
observamos la configuración experimental en planchas de MTs utilizando la técnica 
de patch clamp. A la derecha, plancha de MT siendo alcanzada por una pipeta. (b) 
Izquierda, oscilaciones eléctricas observadas en planchas de MTs con su respectivo 
espectro de frecuencia a la derecha (Cantero, 2016). Abajo, registro de planchas sin 
actividad, con su espectro respectivo espectro de Fourier mostrando la falta de 
oscilaciones utilizados para los experimentos de conductancia de las planchas de MTs 
(Cantero, 2019). (c) A la izquierda, protocolo experimental utilizado en el trabajo de 
Cantero y cols, (2019). A la derecha, registro representativo del protocolo en planchas 
inactivas. Figura modificada de Cantero, 2019. 
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El presente trabajo de Tesis se enmarca en líneas de trabajo previamente 

desarrolladas en nuestro laboratorio, particularmente la regulación de canales 

iónicos por distintos segundos mensajeros, y elementos del citoesqueleto. Como 

modelo experimental, hemos identificado y estudiado el canal PC2 que funcionaría 

tanto en la membrana celular, el RE, como en el CP, donde cumpliría una función 

sensorial todavía desconocida.  

 

Por otra parte, nuestro laboratorio tiene una larga trayectoria en el estudio de las 

características eléctricas de distintos componentes del citoesqueleto celular, 

principalmente en filamentos de actina y MTs. Nuestros estudios más recientes 

demostraron la presencia de oscilaciones eléctricas espontáneas en distintas 

estructuras de MTs.  

 

Por lo descripto anteriormente, la hipótesis del presente trabajo es:  

 

El cilio primario es una antena eléctrica, siendo el axonema su medio 

conductor, y su actividad regulada por receptores y canales insertos en la 

membrana ciliar, incluyendo el complejo CaSR – PC2. 

 

Los objetivos de trabajo fueron: 

 

1 Demostrar la presencia de un complejo CaSR-PC2 en la membrana plasmática de 

células LLC-PK1. 

2 Caracterizar la actividad eléctrica del complejo CaSR-PC2 aislado. 

3 Localizar el CaSR en el CP. 

4 Estudiar la interacción funcional del CaSR y PC2 en la membrana del CP. 

5 Caracterizar las propiedades eléctricas de los MTs de las células epiteliales 

renales LLC-PK1. 

6 Estudiar las propiedades eléctricas del axonema del CP. 

7 Caracterizar eléctricamente los canales del CP junto con el axonema para 

establecer una relación entre los mismos. 
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Capítulo tres 

 

 

Materiales y Métodos 
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3.1. Cultivos celulares 

 

Para realizar los experimentos de la presente Tesis se utilizó la línea celular renal 

LLC-PK1 (Lilly Laboratories Cell - Porcine Kidney 1, ATTC CL-101) con morfología de 

tipo epitelial derivada de riñón de cerdo macho de raza Hampshire de 3 a 4 semanas 

de edad (Hull, 1976). Es un modelo de la pars recta (S3) del túbulo proximal del 

riñón que ha sido extensamente estudiada por varios laboratorios incluido el 

nuestro particularmente, en la caracterización de mecanismos de transporte iónico 

y receptores, entre otros (Fig. 8).  

 

  

Figura 8. Línea celular LLC-PK1. (a) Monocapa confluyente de células LLC-PK1. La 
monocapa es uniforme y cada célula estan completamente adherida a las que las 
rodean, comportamiento característico de las células epiteliales (20x). (b) Imagen 
representativa de células LLC-PK1, fijadas, permeabilizadas y marcadas con 
anticuerpo anti α-tubulina acetilada para evidenciar el cilio primario (40x). 

 

Las células fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 3% SFB, 

incubadas en botellas T25 en atmósfera húmeda de 5% CO2 y 37°C, renovándose el 

medio de cultivo en forma semanal.  

 

El repique celular fue realizado por resuspensión con una solución de tripsina 

0,25% con EGTA e incubación a 37°C durante 20 a 30 minutos. El desprendimiento 

de la monocapa fue monitoreado bajo un microscopio óptico invertido (Olympus 

IM10). Posteriormente, las células fueron resuspendidas en medio de cultivo fresco 

a. b. 
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en ausencia de tripsina, y sembradas en placas de Petri de 10 cm de diámetro (P10), 

o sobre portaobjetos, dependiendo del experimento a realizar. 

 

3.2. Bioquímica y Biología Molecular – Técnicas de Aislamiento e 

Identificación 

 

3.2.1. Inmunocitoquímica 

 

La inmunocitoquímica es una metodología utilizada para la detección de moléculas 

de interés en células en cultivo mediante el empleo de anticuerpos específicos. La 

técnica se fundamenta en aplicar a la muestra en estudio un anticuerpo contra el 

antígeno que se desea detectar. A su vez es necesario emplear un anticuerpo 

secundario marcado que reconozca al primer anticuerpo empleado (detección 

indirecta). Estos anticuerpos secundarios pueden estar acoplados a moléculas 

fluorescentes para su posterior detección bajo microscopía de fluorescencia, o bien, 

pueden estar acoplados a enzimas que transforman un sustrato soluble en un 

producto insoluble coloreado cuya detección se realiza mediante el uso de un 

microscopio de contraste de fase (Sambrook, 1989). 

 

Para la realización de este ensayo, las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos 

en placas de 24 wells y fijadas por 10 minutos con una solución de paraformaldehído 

(4%) y sacarosa (4%) y permeabilizadas con una solución de Tritón X-100 1% 

durante 15 minutos. Posteriormente, las células fueron bloqueadas en BSA 1% 

durante una hora e incubadas con el o los anticuerpos primarios correspondientes 

a cada experimento. En el presente trabajo como anticuerpos primarios fueron 

usados anti-PC2 humana (1:100, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 

USA), anti-CaSR (1:100, NB120-19347, Novus Biologicals Littleton, CO, USA), anti-

CaSR N-terminal (1:100, ab219182, Abcam, Cambridge, Reino Unido) y anti-α-

tubulina acetilada (1:100, 6-11B-1, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 

USA). Una vez terminada la incubación con anticuerpo primario, las células fueron 

lavadas con PBS e incubadas con anticuerpo secundario. Según correspondiese en 

cada caso, los anticuerpos secundarios utilizados fueron los siguientes: FITC goat 
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anti-mouse (1:100, Invitrogen), FITC bovine anti-rabbit (1:100, Santa Cruz), Texas 

Red bovine anti-mouse (1:100, Santa Cruz) y Texas Red goat anti-rabbit (1:100, 

Abcam). Finalmente, las células fueron lavadas, incubadas con DAPI durante 15 

minutos y el cubreobjetos fue montado en un portaobjetos con medio de montaje 

Vectashield. Las imágenes fueron observadas en un microscopio invertido Olympus 

IX71 con una lámpara de mercurio con filtros fluorescentes, fotografiadas con una 

cámara digital CCD C4742-80-12AG (Hamamatzu Photonics, KK, Bridgewater, NJ) 

junto con el software IPLab y analizadas con ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

Para cuantificar la inmuno-colocalización de las proteínas, la región de interés (ROI, 

del inglés “Region of interest”) en cada imagen fusionada se analizó digitalmente con 

IPLab para Windows 4.0. Brevemente, la ROI se seleccionó como un área ovalada 

conteniendo aproximadamente una célula cada una (siguiendo la marcación por 

DAPI). Cada ROI fue explorada utilizando los tres filtros, a saber, verde para CaSR, 

rojo para PC2 y amarillo, para el complejo co-localizado. Cada color fue cuantificado 

con la subrutina de IPLab Measure Seg / ROI, y relativizado al 100% de marcación, 

para eliminar posibles diferencias en el brillo de un solo canal. Veinte a cuarenta 

células fueron contadas para cada condición (de Ca2+ externo), de cada experimento 

(n=3). Los datos fueron promediados y expresados como la media ± error estándar 

(EE) (n = número de células utilizadas en el promedio). 

 

3.2.2. Aislamiento de Membrana Plasmática 

  

Para realizar experimentos con membrana plasmática de las células LLC-PK1, fue 

obtenida una porción enriquecida de la misma y de las proteínas que se encuentren 

en ella. Brevemente, monocapas confluyentes de células LLC-PK1 fueron 

“cosechadas” en PBS y centrifugadas para obtener el pellet. El mismo fue 

resuspendido en un mililitro de solución conteniendo sacarosa 250 mM, Tris-base 

10 mM pH 7.6, NaCl 50 mM con inhibidores de proteasas (buffer A) y sonicado en 

sonicador de baño (Solid State/Ultrasonic FS-14, Fisher Scientific) durante media 

hora. La suspensión fue diluida en buffer A y centrifugada a 800g durante 10 

minutos. El sobrenadante fue nuevamente centrifugado en una ultracentrífuga 

https://imagej.nih.gov/ij/
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Sorvall WX+ Ultra Series con rotor swinging bucket TH-641 a 100.000g durante 1 

hora a 4°C. Finalmente, el pellet fue resuspendido en buffer A y utilizado para 

reconstitución de canales iónicos (Raychowdhury, 2004). 

 

3.2.3. Purificación de Tubulina de Células LLC-PK1 

 

Para realizar experimentos con MTs de las células LLC-PK1, la tubulina fue aislada 

de las mismas como fuera detallado para cultivos celulares en general (Fourest-

Lieuvin, 2006) con modificaciones que se resumen a continuación.  

 

Las monocapas confluyentes crecidas en placas de Petri P10 fueron lavadas con PBS, 

y tripsinizadas a 37°C, seguido del proceso de neutralización de la tripsina por 

agregado de medio de cultivo DMEM suplementado con 3% SFB. La suspensión 

celular fue centrifugada a 320g durante 3 minutos a 37°C y el pellet obtenido fue 

lavado con buffer PEM (100 mM Pipes pH 6.7, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2) a 37°C 

seguido de una nueva centrifugación a 320g durante 3 minutos. El nuevo pellet fue 

resuspendido en buffer OPT (80 mM Pipes pH 6,7,1 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 0,5% 

Triton X-100, 10% Glicerol, 1 µM pepstatina, 400 µM PMSF) para la lisis celular a 

37°C. Las células lisadas fueron centrifugadas a 320g durante 3 minutos a 37°C 

descartándose cuidadosamente el sobrenadante. El pellet obtenido fue 

resuspendido en OPT a 4°C, incubado durante 15 minutos en hielo y 

ultracentrifugado a 200.000g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue 

recogido y suplementado con 5 mM MgCl2 5,1 mM GTP y 5% DMSO (concentraciones 

finales) e incubado durante 30 minutos a 35°C para permitir la polimerización de 

los MTs. La muestra polimerizada fue colocada sobre un colchón de buffer PEM con 

el agregado de 60% glicerol y 400 µM de PMSF a 35°C y ultracentrifugada a 

200.000g durante 20 minutos a 35°C. Los MTs fueron lavados sin resuspensión con 

PEM50 (35°C) (50 mM Pipes, pH 6,7, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2, 1 µM pepstatina y 

400 µM PMSF) al que se añadió PEM50 frío para producir la despolimerización en 

hielo durante 15 minutos antes de la resuspensión. Finalmente, la suspensión de 

tubulina resultante fue ultracentrifugada a 200.000g durante 10 min a 4°C y 
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recogido el sobrenadante. Las muestras fueron alicuotadas y conservadas a -20°C 

hasta su utilización. 

 

3.2.4. Preparación de Haces de MTs de Cerebro de Rata 

 

Para realizar los experimentos que involucraban haces de MTs de cerebro de rata, 

estos fueron obtenidos como fuera descripto anteriormente (Shelanski, 1973; 

Cantero, 2016). Brevemente, los tejidos cerebrales fueron procesados durante 4 

segundos con una licuadora de mano ajustada a baja velocidad en una solución que 

contenía, en mM: 100 MES (pH 6,4), 2,0 EGTA y 1,0 MgSO4 para luego ser 

homogeneizados con un homogeneizador de vidrio con pistillo de teflón. 

Posteriormente, el homogenato fue centrifugado a 100.000g en una ultracentrífuga 

Sorvall WX+ Ultra Series con rotor swinging bucket TH-641 reteniendo el 

sobrenadante al que se le agregó GTP (1,0 mM) al sobrenadante, e incubado por 24 

hs a 25°C. Los haces de MTs fueron identificados por DIC e inmunocitoquímica 

(anticuerpo anti-α tubulina, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) bajo microscopía 

de fluorescencia con un microscopio invertido Olympus IX71. Las muestras fueron 

mantenidas congeladas a -20°C hasta su utilización. Para iniciar los experimentos, 

una muestra de MTs fue situada en la superficie de un vidrio pretratado con una 

solución de APTES (3-aminopropil-trietoxisilano), como fuera descripto 

recientemente (Cantero, 2016). Brevemente, el APTES preparado fresco (0,1%, v/v, 

02154766, MP Biomedicals) en agua destilada, fue aplicado sobre la superficie 

limpia de un cubreobjetos que se dejó secar durante 10 minutos antes de sembrar 

la preparación de MTs. 

 

3.2.5. Aislamiento de CPs 

 

Con el fin de estudiar las propiedades eléctricas de los CPs, los mismos fueron 

aislados de monocapas confluyentes de células LLC-PK1 como fuera descripto en 

Raychowdhury (2005). Las mismas se cosecharon por raspado en presencia de una 

solución salina libre de Ca2+. La suspensión fue centrifugada a 52g durante 5 

minutos. El sedimento celular fue suspendido en una solución de “deciliación” con 
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alto Ca2+ que contenía (en mM): 112 NaCl, 3,4 KCl, 10 CaCl2, 2,4 NaHCO3, 2 HEPES, 

pH 7,0. Las células resuspendidas fueron agitadas durante 10 minutos a 4°C y los 

CPs se separaron por centrifugación a 7.700g durante 5 minutos. El sobrenadante 

fue cargado en una solución de sacarosa al 45% en solución salina con alto Ca2+ y 

centrifugado a 100.000g durante 1 hora. La interface entre el sobrenadante y la 

solución de sacarosa fue recogida, y diluida 10 veces en solución salina con alto Ca2+ 

y fue centrifugada nuevamente a 100.000g durante 1 hora. El sedimento fue 

resuspendido en solución salina normal ajustada a pH 7,0 suplementada con EGTA 

2,0 mM y sacarosa 0,5 mM. El sedimento resuspendido fue alicuotado y almacenado 

congelado a -20°C hasta su uso posterior (Li, 2006). Para su reconstitución en 

bicapas lipídicas, los CPs aislados fueron mezclados y sonicados en una mezcla 

lipídica. 

 

3.2.6. Marcación Inmunoquímica de Muestras de MTs/CPs 

 

Las muestras de MTs utilizadas en los experimentos fueron marcadas en el 

momento para corroborar la presencia de α-tubulina o α-tubulina acetilada en el 

caso de los CPs. El anticuerpo contra α-tubulina utilizado fue levantado en conejo 

contra los aminoácidos 149-448 de la α-tubulina humana, obtenido de Santa Cruz 

Biotechnology, Inc (H-300, sc-5546) y utilizado en una dilución 1:500, como fuera 

descripto anteriormente (Cantero, 2016). El anticuerpo secundario fue anti-IgG de 

conejo levantado en vaca (sc-2367, Santa Cruz Biotechnology, Inc, CA), en una 

dilución 1:1000. Para los CPs, los anticuerpos utilizados fueron los detallados en la 

sección 3.2.1. Las muestras se observaron en un microscopio invertido de 

fluorescencia Olympus IX71 conectado a una cámara digital CCD C4742-80-12AG 

(Hamamatzu Photonics, KK, Bridgewater, NJ). Las imágenes fueron obtenidas con el 

software de adquisición y análisis IPLab Spectrum (Scanalytics, Viena, VA), en una 

computadora personal Dell-NEC. 
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3.2.7. Co-inmunoprecipitación 

 

Para la detección del complejo CaSR-PC2 se utilizó la técnica de co-

inmunoprecipitación (Co-IP), una de las técnicas utilizadas para identificar 

interacciones proteína-proteína fisiológicamente relevantes (Phizicky, 1995). 

 

Figura 9. Co-inmunoprecipitación de complejos proteicos. Para obtener complejos 
proteicos, las células LLC-PK1 fueron lisadas de manera no desnaturalizante y 
centrifugadas obteniendo la fracción proteica, la cual fue incubada por separado con 
anticuerpo específico anti-CaSR o anti-PC2. La suspensión fue incubada con bolitas 
magnéticas acopladas a proteína A/G y las proteínas obtenidas fueron eluidas sin 
romper las interacciones entre ellas, obteniendo por un lado las proteínas acopladas a 
CaSR y por otro, a PC2. 

 

En nuestros estudios, de 5 a 10 placas P10 de células LLC-PK1 confluyentes, fueron 

levantadas e incubadas en agitación durante 20 minutos en buffer de lisis no 

desnaturalizante y sonicado en sonicador de baño durante 30 minutos. El lisado 
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celular fue centrifugado obteniendo la porción proteica en el sobrenadante, al que 

se le agregó, dependiendo del experimento, anticuerpo anti-PC2 o bien anti-CaSR 

(según el caso) incubando la mezcla a 4°C durante 1 hora y media. Para la 

recolección de los complejos proteicos, fueron agregadas bolitas magnéticas 

acopladas a proteína A/G PLUS (sc-2003, Santa Cruz Biotechnology) durante una 

hora a 4°C. Los mismos fueron diluidos con una solución de elución suave que rompe 

la interacción con el anticuerpo, pero no las interacciones proteína-proteína 

(Antrobus, 2011). De esta manera fueron obtenidos complejos funcionales para 

BLM, Western Blot y Dot Blot (Fig. 9). 

 

3.2.8. Western Blotting 

 

La técnica de Western Blotting (WB) es utilizada para la inmunodetección de 

proteínas específicas (Fig. 8). En primer lugar, las proteínas se separan por 

electroforesis para luego ser transferidas a una membrana afín a proteínas 

(nitrocelulosa, PDVF, entre otros) y se detectan las proteínas adheridas a la 

membrana por incubación con anticuerpos específicos. Estos anticuerpos pueden 

estar unidos a un fluoróforo o enzima con actividad detectable o pueden asociarse a 

un anticuerpo secundario que tenga dichos métodos de detección (Sambrook, 1989) 

(Fig. 10). 
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Figura 10. Esquema de la técnica de WB. En la figura se muestra la transferencia de 
proteínas desde el gel de SDS page a una membrana de nitrocelulosa que 
posteriormente se bloquea, e incuba con anticuerpos primario y secundario. Este 
último está acoplado a peroxidasa para visualizar la proteína por el agregado de un 
sustrato colorimétrico que reaccione con la enzima. 

 

3.2.8.1. Determinación de la Concentración de Proteínas 

 

La cuantificación de proteínas fue realizada con el ensayo del ácido bicinconínico 

(BCA) mediante el kit Pierce BCA Protein Assay (ThermoFisher, Waltham, MA, 

EEUU). La reducción del sulfato de cobre por medio del reactivo BCA permitió la 

detección colorimétrica de proteínas (Smith, 1985). El principio de la reacción se 

basa en que los enlaces peptídicos de las proteínas reducen los iones Cu2+ del CuSO4 

a Cu+ en medio alcalino. Dos moléculas de BCA reaccionan con un ion Cu+, formando 

un complejo de color púrpura que absorbe fuertemente la luz a una longitud de onda 

de 562 nm. El Cu+ reducido es directamente proporcional a la cantidad de proteína 

presente en la muestra, que puede cuantificarse midiendo la absorción y 

comparando con soluciones de proteína de concentración conocida (Smith, 1985). 
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Para el presente estudio fue utilizado un espectrofotómetro Shimadzu UV-1800 y 

soluciones patrón de BSA4+. 

 

3.2.8.2. Preparación de las Muestras para Electroforesis 

 

Una vez calculada la concentración proteica de las Co-IP, fueron tomadas alícuotas 

de proteínas que se diluyeron en buffer de lisis. Luego, fue agregado el buffer 

desnaturalizante (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 3 mM DTT, 2% SDS, 15% β-

mercaptoetanol, 0,15% Azul de Bromofenol) a las muestras de manera que se 

cumpla la relación 2:1 muestra: buffer. Las muestras fueron calentadas a 100 °C 

durante 10 minutos para favorecer la desnaturalización de las proteínas. 

 

3.2.8.3. Electroforesis en Gel de Poliacrilamida y Transferencia 

 

Para realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida, los geles fueron preparados 

con una porción superior concentradora (gel concentrador) conteniendo 3,9% 

Acrilamida-Bisacrilamida y otra separadora (gel separador) conteniendo 8% 

Acrilamida-Bisacrilamida. Las muestras fueron sembradas en los geles y fueron 

corridas a un voltaje constante de 120V en presencia de buffer de electroforesis 

durante aproximadamente 120 minutos, empleando el dispositivo ENDURO™ 

Modular Vertical Gel System (Labnet International). Una vez finalizada la 

electroforesis, los geles fueron equilibrados en buffer de transferencia. 

 

Las proteínas contenidas en el gel y separadas por electroforesis, fueron 

transferidas a una membrana de nitrocelulosa, para lo cual fue preparada una 

cassette de transferencia en el siguiente orden: una almohadilla de soporte inicial, 

dos papeles de filtro, gel, membrana de nitrocelulosa, otros dos papeles de filtro y 

una almohadilla de soporte final (Fig. 9). El sistema ENDURO™ Electroblotting 

System de Labnet fue utilizado con buffer de transferencia durante 100 minutos a 

un voltaje constante de 100V. La eficiencia de la transferencia fue constatada 

mediante la tinción de las membranas de nitrocelulosa con una solución de Rojo 

Ponceau. 
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3.2.8.4. Inmunodetección 

 

Las membranas obtenidas por transferencia de los geles, fueron incubadas con 

solución de bloqueo durante 90 minutos bajo agitación suave. Posteriormente, se 

incubaron las membranas a 4°C con anticuerpo primario durante toda la noche y 

con agitación suave. Al día siguiente, el anticuerpo primario fue retirado, 

realizándose dos lavados con TBST (20 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% Tween-

20) y dos lavados con TBS (50 mM Tris, pH 7,5, 150 mM NaCl) de 10 minutos cada 

uno. A continuación, la membrana con anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa 

de rabanito (HRP, por sus siglas del inglés horseradish peroxidase) fue incubada. 

Transcurridos 60 minutos, el mismo fue retirado realizándose tres lavados con 

TBST y uno con TBS, todos de 10 minutos de duración con agitación suave. 

 

Las membranas fueron reveladas con el cromógeno Diaminobencidina (DAB 

Substrate Kit, Cell Marque, Rocklin, CA, USA) que reacciona con la enzima HRP del 

anticuerpo secundario haciendo evidente un precipitado color marrón sobre la 

membrana. Las membranas fueron secadas para su conservación.  

 

3.2.8.5. Dot Blotting 

 

Las muestras obtenidas de las co-immuno-precipitaciones fueron colocadas en 

gotas en una membrana de nitrocelulosa para su posterior immuno-detección. La 

misma fue realizada de igual forma que la técnica de WB (sección 2.2.8.4). 

 

3.3. Electrofisiología 

 

Gran parte del conocimiento alcanzado sobre la función de los canales iónicos se ha 

obtenido mediante el uso de distintas técnicas electrofisiológicas basadas en 

mediciones eléctricas de corrientes iónicas, tanto de membranas biológicas como de 

canales aislados. 
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3.3.1. Conceptos Básicos de Electricidad  

 

La materia está compuesta por partículas cargadas, que, con carga neta, se 

denominan iones. La cantidad de carga de una partícula cargada es medida en 

Coulomb (C), donde la carga unitaria de un electrón es e = 1,6 x 10-19 C. La carga de 

un mol de cualquier ion monovalente completamente disociado en una solución 

salina, se conoce como la constante de Faraday (F, 96.485 C/mol). Cualquier flujo 

neto de iones (J) es directamente proporcional a la corriente eléctrica (I) existente 

en el circuito equivalente de forma tal que (Schultz, 1980): 

 

     I z F J=           (1)  

 

Donde I es la corriente total a través del circuito medida en Ampere (A), que 

correspondiente al movimiento de un Coulomb (C) de cargas por segundo, y z 

representa la valencia del ion.  

 

La diferencia de potencial eléctrico (ΔV) entre dos puntos separados en el espacio 

es el trabajo necesario para mover una carga eléctrica de uno a otro de dichos 

puntos. El trabajo eléctrico expresado en Joule (J), representa el potencial eléctrico 

cuya unidad es el Volt (V), requerido para mover una carga de 1 C, siendo por lo 

tanto J C V=  . 

 

La ley de Ohm establece que la diferencia de potencial eléctrico entre dos puntos es 

igual al producto de la resistencia (R) y corriente (I) eléctricos establecidos en un 

circuito, por lo que: 

 

V R I=                       (2) 

 

Donde R, se mide en Ohm (Ω) y representa la dificultad intrínseca que encuentran 

los iones o las cargas para moverse a través del medio conductor. Por ello, aquellos 

materiales que permitan el pasaje de corriente sin mayores dificultades poseerán 

una baja resistencia eléctrica. Otro modo de entender la relación de Ohm, es hacerlo 
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a través de la facilidad que brinda el medio conductor para que los iones o cargas se 

muevan a través del mismo. A esta propiedad, que es la recíproca de la resistencia 

(1/R) se la conoce como la conductancia (G), de forma tal que la ley de Ohm puede 

ser también expresada como:  

  

I G V=          (3)  

 

La conductancia eléctrica es entonces, estrictamente, una medida de la capacidad 

para permitir el flujo de corriente entre dos puntos, y su unidad es el Siemens (S). 

Cada canal iónico inserto en una membrana biológica puede ser considerado como 

un conductor elemental que atraviesa la bicapa lipídica, por lo que la conductancia 

eléctrica total (G) de una membrana biológica será la sumatoria de todas las 

conductancias elementales (g) en paralelo. A ésta, estaría sumada la conductancia 

intrínseca de la membrana (capa lipídica) que es sumamente baja comparada con la 

de los canales iónicos. 

 

3.3.2. Teoría de Campo Constante de Goldman-Hodgkin-Katz  

 

El formalismo más comúnmente utilizado para describir la permeabilidad y 

selectividad iónicas de membranas ha sido la teoría de campo constante 

desarrollada por Goldman (1943) y aplicada por Hodgkin y Katz (1949). Según esta 

teoría, la membrana sería conceptualizada como una barrera homogénea que puede 

ser atravesada por partículas desde el seno de la solución. Dado que las partículas 

están cargadas, el flujo a través de la membrana se establece tanto por el gradiente 

de concentración como por el campo eléctrico de acuerdo con la ecuación de Nernst- 

Planck (NP): 

 

   s

S s s

d S Fz S dV
i z FD

dx RT dx

 
= + 

 
            (4) 
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Donde is es la corriente producida por el pasaje del ion S, zs es la valencia del ion S, 

[S] es la concentración del ion en el seno de la solución, V representa el voltaje 

aplicado, x es el espesor de la membrana, DS el coeficiente de difusión del ion y F, R y 

T son las constantes Faraday, de los gases ideales y la temperatura absoluta, 

respectivamente.  

 

La teoría de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) asume ambos, el principio de 

independencia, y el de campo constante, por lo que los iones que atraviesan la 

membrana lo harían sin interacciones entre sí o con el poro (principio de 

independencia), y el campo eléctrico a través de la membrana es constante (dV2/dx2 

= 0), es decir que el potencial eléctrico (V) se disipa linealmente a través de la misma.  

 

A partir de este modelo, Goldman, Hodgkin y Katz desarrollaron las ecuaciones de 

corriente y de voltaje que llevan su nombre, y que se muestran a continuación (Hille, 

1992). La ecuación de corriente de GHK queda expresada como: 

 

   2 2 exp

1 exp

S

i e
S S

S

S

z FV
S S

z F P V RT
i

z FVRT

RT

 
− − 

 =
 

− − 
 

                 (5) 

 

Esta ecuación (Ec. 5) predice una relación corriente-voltaje (i/V) no lineal, a medida 

que la concentración del ion S a un lado de la membrana se aleja de la concentración 

del mismo al otro lado de la misma. Esta desviación de la linealidad es conocida 

como rectificación de Goldman (Fig. 11). 

 

El segundo resultado de la teoría de GHK es la ecuación de voltaje (Ec. 6), que 

permite calcular la selectividad iónica de un canal a partir del potencial de reversión 

Vrev, potencial eléctrico de la membrana al cual se elimina el flujo neto de iones, aun 

en presencia de especies permeables. 
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Figura 11. Relaciones corriente-voltaje. La i/V representa la corriente en función del 
voltaje para un ion S, con una concentración simétrica (triángulos) y asimétrica 
(círculos) a ambos lados de la membrana. La rectificación en la condición asimétrica 
se predice por la teoría de GHK. La “g” representa la conductancia, obtenida a partir 
de la pendiente máxima para cada curva. Las flechas indican el Vrev.  

 

Por ejemplo, para el caso de una célula en la que tanto el Na+ y el K+, como el Cl- son 

especies permeables, el Vrev se puede calcular como: 

 

ln
K Na Cli i e

rev

K Na Cle e i

P K P Na P ClRT
V

F P K P Na P Cl

+ + −

+ + −

     + +     
=

     + +     
        (6) 

 

Donde PK, PNa y PCl son los coeficientes de permeabilidad para el K+, el Na+ y el Cl- a 

través de la membrana, respectivamente, mientras que “i” y “e” representan los 

lados intra y extracelulares, respectivamente. En el caso de existir solo una especie 

permeable, se puede deducir que la ecuación de voltaje de GHK (Ec. 6) se convierte 

en la ecuación de Nernst, de tal modo que el Vrev resulta ser el potencial de equilibrio 

del ion en cuestión:  
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 

 
ln e

rev

i

SRT
V

F S
=

                       (9) 

Cuando uno de los iones permeables difiere del otro en valencia, como, por ejemplo, 

para el caso, del Ca2+ vs. K+, la ecuación queda descripta como (Hille, 1992): 

 

24
ln

Ca e
rev

K i

P CaRT
V

F P K

+

+

  
=

  
                         (10) 

 

La mayor permeabilidad iónica de un canal iónico, respecto de otra, conocida como 

perm-selectividad, se puede determinar a partir de la obtención del potencial de 

reversión (Vrev) que surge de la intercepción de la corriente sobre la abscisa en las 

curvas i/V (ver Fig. 10). El Vrev es aquel potencial eléctrico en el que la corriente neta 

a través del canal es cero aun estando en presencia de especies iónicas permeantes 

(Hille, 1992). 

 

3.3.3. Técnica de Patch Clamp 

 

La técnica de patch clamp fue introducida por Erwin Neher y Bert Sackmann en 1976 

(Neher, 1976), trabajo por el que obtuvieron el premio Nobel en 1991. Dicha técnica, 

permite mantener fija la diferencia de potencial de un sector de la membrana. De 

esta forma, midiendo la corriente necesaria para mantener la diferencia de potencial 

eléctrico, es posible cuantificar el flujo de iones a través de membranas celulares. La 

técnica emplea un electrodo para registrar la corriente, que es una pipeta de vidrio 

con punta micrométrica, llena de solución salina y que contiene un filamento de 

plata (Ag) clorurada. Dicho clorurado se obtiene mediante electrólisis con HCl (0,1 

N) a través de una batería de 9 V, lo que forma una cubierta de AgCl sobre el 

filamento de Ag0. El primer paso para ejecutar la técnica (Fig. 11), consiste en colocar 

la punta de la pipeta de vidrio previamente pulida a fuego y llenada con una solución, 

sobre la superficie de la célula u organela, de manera que los bordes de la pipeta 

establezcan un sello de alta resistencia eléctrica, del orden de los gigaohm, que aísle 
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un parche de membrana (patch) del resto de la membrana la fracción de la misma 

que queda dentro del orificio de la pipeta. Presumiblemente, la fracción de 

membrana aislada contendrá algunos canales iónicos que podrán ser estudiados. De 

esta forma, una vez obtenido el “gigasello”, se habrá adquirido la configuración de 

célula adherida (cell-attached). La gran resistencia de este sello hace posible aislar 

eléctricamente las corrientes a través de la fijación de voltaje de la membrana con 

una buena relación señal-ruido. Esta técnica permite registrar corrientes del orden 

de los picoAmpere (pA) con la ayuda de un amplificador de la señal. 

 

El equipo de patch clamp consta de una cámara donde se colocan las muestras a ser 

estudiadas sumergidas en solución de baño. El electrodo de referencia se sumerge 

en el baño, que se conecta al electrodo de registro introducido en el interior de la 

pipeta de patch (Fig. 11) mediante el cabezal de un sistema de amplificación 

(Axopatch 200B, Molecular Devices). El amplificador, a su vez, se conecta a tierra. El 

amplificador de patch clamp se conecta a un conversor análogo/digital (A/D, 

Digidata 1440A, Molecular Devices), que transforma las corrientes registradas en 

tiempo real (señal analógica) en señales digitales que se almacenan en una 

computadora, mediante el programa pCLAMP 10.2 (Molecular Devices) para su 

posterior análisis (Fig. 12). 

 

Para la conducción de un experimento de patch clamp, la cámara que contiene la 

muestra experimental (célula) se monta sobre la platina de un microscopio 

invertido apoyado sobre una mesa antivibratoria que le confiere estabilidad ante 

vibraciones e influencias externas. Los macro y micromanipuladores (Narishige) se 

utilizan para mover la pipeta para posisionarla sobre la celular y presionar la punta 

de la pipeta contra la membrana hasta lograr el parche. Todo el procedimiento se 

sigue por observación directa a través del microscopio y la recolección de imágenes 

en una computadora a través una cámara (Orca-ER, Hamamatsu, Sunayama.cho, 

Nakaku, Hamamutsu City, Shizuoka, Japón) conectada al microscopio.  

 

Existen cuatro configuraciones básicas de parches de membrana que se describen a 

continuación. La configuración cell-attached (célula adherida) es la utilizada para 

comenzar cualquiera de las demás configuraciones y consiste en posicionar la pipeta 
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sobre la membrana celular y generar un sello de alta resistencia. Una vez conseguido 

el giga-sello en la configuración cell-attached, es posible romper la membrana del 

parche y obtener la configuración whole cell o célula entera. A partir de la 

configuración cell-attached también es posible obtener otra configuración conocida 

como inside out (interior hacia afuera) en donde el parche de membrana es 

escindido de la célula. La última configuración posible, se obtiene a partir de la 

configuración whole-cell y se conoce como outside out (exterior hacia afuera).  

 

Si bien la técnica fue diseñada para el estudio eléctrico de las células, es posible 

utilizarla para obtener registros eléctricos de otras estructuras sin membrana, como 

se desarrollará en la presente tesis. 

 

Figura 12. Diseño del instrumental utilizado para patch clamp. El equipo, 
montado sobre un microscopio, posee un electrodo de registro que se conecta a un 
sistema amplificador, que a su vez está conectado a un sistema análogo-digital que 
digitaliza las señales y la envía a una computadora para ser almacenadas y analizadas 
posteriormente. Una cámara fotográfica permite captar las imágenes de interés. La 
mesa antivibratoria le otorga estabilidad al sistema.  
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3.3.3.1. Otras Configuraciones de Patch Clamp 

 

Además de las anteriormente nombradas, la técnica de patch clamp permite otras 

configuraciones independientes de la estructura en estudio. En la presente tesis se 

utilizaron las configuraciones “cell-attached” en láminas de MTs y la de “parche 

suelto” en haces de MTs y CPs. 

 

3.3.3.2. Configuración de Patch Clamp en “Parche Suelto” 

 

Una técnica análoga al método cell-attached, donde los voltajes aplicados a la pipeta 

afectan a la superficie abajo de su apertura, es conocida como “loose patch” o parche 

flojo o suelto. La diferencia principal entre estas técnicas reside en las 

consideraciones de la resistencia del sello. En los parches cell-attached con sellos 

ajustados, la resistencia del sello es muy grande (≥1 GΩ), de tal manera que se 

esperan corrientes muy pequeñas a través del mismo, lo que hace que el valor del 

potencial eléctrico de la punta de la pipeta sea cercano al valor del potencial 

aplicado. En cambio, los parches sueltos tienen resistencias considerablemente 

menores (en el rango de los MΩ), lo que hace que existan corrientes de fuga 

significativas que fluyan a través del sello afectando el potencial de la punta. En estos 

casos, el potencial aplicado a través del amplificador, no será el mismo que el 

potencial de punta “visto” sobre la superficie en estudio. La diferencia dependerá de 

la magnitud de la resistencia del sello. Cuando existe un sello con baja resistencia, el 

voltaje de la punta de la pipeta (Vpunta) será dado por la ecuación 11: 

 

       
sello

punta cmd cmd

sello pip

R
V V V B

R R

 
= =   + 

                      (11) 

 

donde Rpip, Rsello y Vcmd son las resistencias de la pipeta y del sello respectivamente, y 

el comando voltaje. Bajo estas condiciones, donde Rsello está en el orden de magnitud 

de la Rpip, el voltaje de la punta de la pipeta será por lo tanto menor que el voltaje de 
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comando en un factor B (nótese que cuando Rseal ≫ Rpip, Vpip ≈ Vcmd, como en los casos 

de sellos ajustados). 

 

La configuración de clampeo de parche suelto se utilizó en haces de MTs y en CPs. 

 

3.3.3.3. Preparación de Pipetas para Patch Clamp 

 

Las pipetas fueron obtenidas a partir de capilares de cal sodada (Biocap, Buenos 

Aires, Argentina), y fueron confeccionadas utilizando un estirador de pipetas 

(pipette puller, por su nombre en inglés) (PB-7, Narishige, Tokio, Japón) programado 

para dividir el capilar en dos mitades. En el sector de la división se generan puntas 

muy finas de aproximadamente 2 µm de diámetro, que luego son refinadas por calor 

mediante el uso de una microforja o fire polisher (MF-9, Narishige), para suavizar el 

contorno y permitir una mejor adhesión del vidrio, a la estructura a estudiar. 

Posteriormente, las pipetas fueron llenadas con la solución de interés, de acuerdo 

con las condiciones que se desearon utilizar. 

 

Es posible hacer una estimación del tamaño de la punta de una pipeta de patch 

haciendo burbujear aire a través de la misma en metanol puro (Corey, 1983). Para 

ello, la pipeta se conecta a una jeringa de 10 ml con una tubería de polietileno de 10 

cm de longitud y la punta de la pipeta se sumerge en un recipiente con metanol. El 

émbolo de la jeringa se presiona desde un inicio en 10 ml y se observa el volumen 

remanente en la jeringa a partir que se escapen burbujas en el metanol. Este 

volumen corresponde al “número de burbuja”. Este método se basa en que, al aplicar 

presión, las burbujas se formarán si la presión excede la generada por la tensión 

superficial, y será inversamente proporcional al radio de la curvatura. Aunque el 

número de burbuja es inexacto, ya que depende de la geometría de la punta de la 

pipeta, permite una medida aproximada del tamaño en forma inmediata (Corey, 

1983).  

 

El llenado de la pipeta fue realizado por succión en la punta, completándose 

mediante el llenado a través de una jeringa por el otro lado. Para el llenado de la 
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punta, fue sumergida en un recipiente con la solución de llenado, conectando el otro 

extremo de la pipeta a un tubo de polietileno, ejerciendo presión negativa durante 

2-5 segundos para succionar la solución. Dentro de la punta, posteriormente, fue 

colocada en la pipeta la aguja de una jeringa cargada con la solución 

correspondiente, aplicando presión positiva para completar el llenado desde el otro 

extremo (Corey, 1983). 

 

3.3.3.4. Soluciones Utilizadas para Patch Clamp 

  

Las planchas de MTs, los haces de MTs y los CPs fueron expuestos a soluciones 

salinas simétricas o asimétricas. En primer lugar, la solución de KCl "intracelular" 

contenía, en mM: KCl 140, NaCl 5, EGTA 1.0 y Hepes 10, ajustada a pH 7.18 con KOH. 

En segundo lugar, la solución de NaCl "externa", contenía en mM: NaCl 135, KCl 5.0, 

EGTA 1.0 y Hepes 10, se ajustó a pH 7.23 con NaOH.  

 

3.3.3.5. Práctica Experimental de las Técnicas de Patch Clamp 

 

3.3.3.5.1. Adquisición de Datos en Planchas de MTs 

 

Para los registros eléctricos mediante patch clamp, la pipeta previamente 

confeccionada, con una resistencia de punta del orden de 5 a 15 MΩ en la solución 

del baño fue aproximada a la plancha de MTs mediante un micromanipulador, 

siendo observado bajo un microscopio a una resolución de 20x y luego de 40x. Una 

vez la pipeta en contacto con la plancha, fue ejercida una suave succión que permitió 

una unión firme entre la pipeta y la estructura de MTs. De esta manera fueron 

conseguidos parches del orden de los giga-sellos (GΩ, 109 Ω). El seguimiento de la 

obtención de la resistencia del sello y, por lo tanto, la calidad del parche fue hecho 

mediante la imposición de pulsos cuadrados de 1 a 5 mV. Las corrientes eléctricas 

de la plancha de MTs fueron obtenidas aplicando diferentes protocolos de voltaje, 

incluidos el protocolo libre o gap-free a diferentes potenciales, trenes de 1500 ms de 

pulsos entre ±40 mV desde un potencial basal de cero mV y rampas de 100 y 500 ms 

dentro del mismo rango de voltaje. Los parches de muy alta resistencia también 
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fueron sometidos a trenes de voltaje entre ±100 mV. Las señales eléctricas fueron 

adquiridas y filtradas a 10 kHz, digitalizadas y almacenadas como se describiera 

anteriormente (sección 3.3.3).  

 

3.3.3.5.2. Adquisición de Datos de los haces de MTs y CPs 

 

Los haces de MTs y CPs fueron identificados en sus respectivas preparaciones. Para 

la obtención de datos, una pipeta de patch fue aproximada a la preparación 

formando un “parche suelto” por presión positiva suave de la punta sobre la 

superficie. La resistencia del sello fue observada aplicando un pulso cuadrado de 1 

mV. Para los haces de MTs y CPs se aplicó un protocolo de distintos potenciales 

estables (gap-free), y, además, para los haces de MTs, fueron aplicados trenes de 

pulsos de 1500 ms a diferentes potenciales desde 0 mV y rampas de 1500 ms al 

mismo rango de voltaje. Las señales eléctricas fueron adquiridas y filtradas a 10 kHz, 

digitalizadas y almacenadas como se describiera anteriormente (sección 3.3.3). 

 

3.3.3.6. Otros análisis de corrientes 

 

A menos que se indique lo contrario, los trazados eléctricos mostrados en el 

presente trabajo fueron datos sin filtrar. Las corrientes promedio a diversos 

potenciales fueron obtenidas mediante la integración del trazado de corriente por 

un segundo, y se expresaron como la media ± EE, donde (n) representaba el número 

de experimentos analizados para una condición dada. Los espectros de frecuencia 

de los datos sin filtrar fueron obtenidos mediante la transformada de Fourier con 

una subrutina de Clampfit 10.0. Los ciclos límite fueron construidos mediante la 

aproximación del tiempo de retraso (τ) de los trazados sin filtrar, donde el tiempo 

de retraso τ se eligió arbitrariamente a 2f, donde f fue la frecuencia de muestreo de 

la adquisición de datos. Los diagramas tridimensionales de espacio de fase fueron 

realizados en Sigmaplot 10.0. 
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3.3.4. Técnica de Reconstitución de Canales en Bicapas Lipídicas 

 

Para estudiar las corrientes iónicas a través de las membranas obtenidas de células 

LLC-PK1, productos de Co-IP y CPs fue empleado el método de reconstitución de 

canales en bicapas lipídicas (Álvarez, 1986), previamente utilizado en nuestro 

laboratorio (González-Perrett, 2001; Raychowdury, 2005). Esta técnica posee 

ciertas ventajas con respecto a otras como la del parche de membrana, 

particularmente para el estudio de canales iónicos purificados directamente de 

tejidos o aquellos localizados en membranas poco accesibles por otros métodos. 

Además, la técnica de reconstitución de canales en bicapas lipídicas puede actuar de 

forma complementaria a la de patch clamp, brindando información de importancia. 

Para ello, un sistema de dos compartimientos (hemicámaras cis y trans) fue 

utilizado, conteniendo soluciones iónicas y están separados por un orificio y 

conectados mediante electrodos a un sistema que permitieron la fijación de voltaje 

(Fig. 13). El orificio que separa ambos compartimientos fue “pintado” con una 

mezcla de lípidos que formaba una bicapa lipídica (BLM, del inglés bilipid 

membrane). Para estos experimentos fueron utilizados los lípidos 1-palmitoil-2-

oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC) y 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-

fosfatidiletanolamina (POPE, Avanti Polar Lipids, Alabaster, Al, EEUU) en una 

relación 7:3 respectivamente. La mezcla fue extendida sobre la abertura lateral de 

150 μm de diámetro de una cubeta de poliestireno (CP13-150, Warner Instruments 

Corp, Hamden, CT, EEUU) utilizando un capilar de vidrio no heparinizado cerrado a 

fuego. Posteriormente, la cubeta fue insertada en una cámara para bicapas de 

cloruro de polivinilo (modelo BCH-13, Warner Instruments Corp.), definiendo así 

dos compartimientos acuosos separados por la bicapa formada. Ambos 

compartimientos fueron llenados con soluciones electrolíticas apropiadas de tal 

modo que ambas caras de la BLM quedaron bañadas por las soluciones cis y trans, 

respectivamente. Una vez llenados ambos compartimientos, una nueva capa de 

lípidos fue depositada sobre el orificio de tal modo de resellar el mismo. 

Posteriormente, la muestra a estudiar fue “pintada” sobre los lípidos con otra varilla 

de vidrio. El método fue por deposición de liposomas conteniendo el canal de interés 

sobre la BLM. En su defecto, la preparación con canales fue sonicada con los lípidos 
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previo a “pintar” la membrana. El potencial de membrana fue fijado en el lado cis 

con referencia al compartimiento trans mediante un circuito amplificador. Los 

contactos eléctricos fueron realizados a través de electrodos de Ag/AgCl. Las señales 

eléctricas se obtuvieron usando el conversor corriente-voltaje con una resistencia 

de retroalimentación de 10 GΩ, implementado desde el amplificador operacional de 

“parche de membrana” (patch clamp) MARK V (desarrollado por el Departamento 

de Fisiología de la Universidad de Yale, CT, EEUU). Las señales de salida fueron 

filtradas con un filtro de pasos bajos tipo Bessel de ocho polos (Frequency Devices, 

Haverill, MA, EEUU) con una frecuencia de corte de 1 kHz (-3 dB) y observadas en la 

pantalla de un osciloscopio (Nicolet 310). Simultáneamente, las mismas fueron 

almacenadas en una computadora mediante una interfase analógico-digital (A/D) 

utilizando el programa pCLAMP 5.5.1 (Molecular Devices, San Jose, CA, EEUU). 

Previo a la inserción de canales en la bicapa, las condiciones de ruido electrónico del 

sistema fueron evaluadas mediante el registro de la corriente basal a través de la 

membrana lipídica pura durante 5 minutos, que no difirió de cero pA. 

 

Figura 13. Diseño del instrumental utilizado para la reconstitución de canales 
iónicos. Las hemi-cámaras (cis y trans) que componen la cámara de reconstitución 
están conectadas a electrodos de Ag/AgCl conectados al amplificador, convertidor i/V 
de alta impedancia de entrada. Mediante un sistema analógico-digital, la señal es 
digitalizada y enviada a una computadora para ser almacenada y posteriormente 
analizada. La señal es observada en tiempo real mediante un osciloscopio conectado 
en paralelo con el circuito. 
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3.4. Análisis Estadístico 

 

Los gráficos, la comparación de corrientes en los experimentos de BLM y patch 

clamp y los ajustes de curvas I/V de corrientes de canal, fueron realizados mediante 

el software SigmaPlot 11.0 (Jandel Scientific, Corte Madera, CA, EEUU). Los valores 

medios de los datos fueron expresados como la media ± EE (error estándar) para 

cada condición, donde “n” representaba el número de experimentos realizados. El 

desvío estándar fue calculado como sigue:  
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Donde xi corresponde a cada observación individual “i”, X  es la media aritmética, y 

n es el número total de datos. El EE fue calculado de la siguiente manera: 

 

DE
EE

n
=          (13) 

 

El análisis estadístico para evaluar la posible co-localización de PC2 y CaSR a partir 

de la marcación de la ROI (ver sección 2.2.1) fue realizado con ANOVA de una vía, 

estableciendo una significancia estadística de p < 0,05, con posterior prueba post-

hoc de Tukey. 

 

Los histogramas de frecuencia de probabilidad de apertura fueron analizados con el 

software Clampfit 10.7 y luego graficados con Sigmaplot. 
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Capítulo cuatro 

 

Resultados 
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4.1. Co-localización de CaSR y PC2  

 

Estudios previos del laboratorio (Dai, 2017) demostraron por medio de la técnica 

de patch-clamp en células LLC-PK1, una relación funcional entre la actividad de 

canal de la PC2 y la concentración externa de Ca2+. Esto llevó a la demostración de la 

presencia del CaSR en estas células. Por ello, en la presente Tesis exploramos la 

posible co-localización de ambas proteínas, mediante la técnica de 

inmunocitoquímica (ver sección 3.2.1) realizando la marcación en células 

confluyentes expuestas a distintas concentraciones de Ca2+ externo (Fig. 14). Esto 

permitió comenzar a visualizar la relación existente entre el canal y el receptor.  

 

 

Figura 14. Co-inmunomarcación de PC2 y CaSR a distintas concentraciones de 
Ca2+ en células LLC-PK1. (a) Las células LLC-PK1 expuestas a distintas 
concentraciones de Ca2+ externo, fueron fijadas y marcadas con los anticuerpos anti-
PC2 y anti-CaSR (rojo y verde, respectivamente). La co-inmunomarcación (amarillo) 
indica co-localización de ambas proteínas. Se observa una relación inversa entre el 
Ca+2 externo y la PC2 co-localizada. (b) Gráfico de barras que muestra el porcentaje 
de co-localización (amarillo) en ROI para distintas concentraciones de Ca2+ externo. 
*p < 0,05 con respecto a la condición en 0 Ca2+. 

 
La co-inmunomarcación confirmó que ambas proteínas estarían asociadas en un 

mismo complejo (o cercanas la una a la otra), ofreciendo la hipótesis de la existencia 

de un complejo CaSR-PC2, que estaría regulado por la concentración de Ca2+ 

extracelular y, por ende, posiblemente, la cantidad de Ca2+ intracelular. La relación 

entre el porcentaje de co-localización del canal y el receptor respecto del Ca2+ 

extracelular fue inversamente proporcional, mostrando mayor porcentaje de co-
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localización en las células expuestas a 0 Ca2+ y menor en la exposición a 6,2 Ca2+ (Fig. 

14). 

 

4.2. PC2 y CaSR en la Membrana Celular 

 

Para confirmar la presencia de ambos, el canal PC2 y el CaSR en la membrana celular, 

y también poder estudiar su modulación bajo distintas condiciones, se realizaron 

experimentos de reconstitución membranas plasmáticas aisladas de células LLC-

PK1 confluyentes (ver sección 3.3.4). Para estos ensayos se utilizó un gradiente de 

KCl, con 150 mM en la cámara cis y 15 mM en la trans (gradiente de K+), en 

condiciones libre de Ca2+ (EGTA 1 mM) con agregado de Ca2+ en el lado trans que 

emula el exterior celular (Fig. 15). 

  

Figura 15. Efecto del Ca2+ en membranas de LLC-PK1. (a) Trazado representativo 
en gradiente de KCl en el cual se observa un aumento de la corriente de la membrana 
reconstituída luego del agregado de Ca2+ a la cámara trans para alcanzar una 
concentración de 10 mM. (n = 3). (b) Aumento de la probabilidad de apertura de los 
canales luego del agregado de Ca2+. Debajo de cada trazado, se encuentran los 
respectivos histogramas de corrientes de los canales, donde se tuvo en cuenta sólo los 
niveles, cerrado y abierto. 
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En los trazados, se observó que el agregado de Ca2+ (10 mM) al compartimiento 

trans incrementó las corrientes de canales catiónicos de la membrana celular. Sin 

embargo, estos datos no permiten confirmar que las corrientes activadas 

corresponderían a la actividad de PC2 en la membrana ni que la estimulación fuese 

mediada a través del CaSR.  

 

Figura 16. Efecto del agonista R568 en las corrientes de membrana. Corrientes 
catiónicas representativas de la membrana plasmática de células LLC-PK1. Los 
trazados muestran actividad espontánea de canal único que se incrementa por el 
agregado del agonista R568 (5 µM, trans). Además, estas corrientes fueron 
completamente inhibidas por el anticuerpo anti-PC2 (cis). Datos representativos de n 
= 4 experimentos. 

 

Utilizando nuevamente membranas celulares de LLC-PK1 reconstituídas en BLM 

(Fig. 16), se realizó en la hemicámara trans el agregado de R568, un agonista 

calcimimético específico del CaSR (Hofer, 2003), hasta una concentración final de 5 

µM. Estos experimentos permitieron observar un aumento de las corrientes 

catiónicas inducidas por R568, indicando una regulación por el CaSR (Fig. 16, panel 

superior).  
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Para evaluar si las corrientes inducidas por CaSR correspondían a la PC2, se agregó 

en la hemicamara cis el anticuerpo anti-PC2 (1:200), reportado previamente como 

inhibidor del canal (González-Perret, 2001). Este agregado produjo una completa 

inhibición de las corrientes, sugiriendo así que las mismas pertenecían a la PC2 (Fig. 

16, panel inferior). 

 

Estos resultados confirman los datos obtenidos por patch clamp (Dai, 2017) donde 

la membrana plasmática responde al agregado de Ca2+ al lado externo de la célula, 

con la activación corrientes catiónicas. El efecto del anticuerpo anti-PC2 sobre las 

corrientes activadas por el agonista del CaSR, R568, demostró que estas corrientes 

están mediadas por el canal PC2. 

 

4.3. Complejo Estructural CaSR-PC2 

 

4.3.1. Co-Inmunoprecipitación 

 

Para establecer la existencia de una conexión estructural entre el CaSR y la PC2, se 

realizaron co-inmunoprecipitaciones en condiciones no desnaturalizante de tal 

manera que todas las proteínas asociadas a un complejo con la proteína de interés 

precipitarán con ella. En este caso, siendo las proteínas de interés CaSR y PC2, se 

realizó la técnica utilizando anticuerpos específicos para cada una de las proteínas. 

A partir de ahora llamado Co-IP CaSR para el eluido con el anticuerpo anti-CaSR y 

Co-IP PC2 para el eluido con anti-PC2 (sección 3.2.7). Los lisados celulares se 

obtuvieron con pre-incubación en 0 mM Ca2+ y en 6,2 mM Ca2+. A partir de estas 

eluciones, se realizaron diferentes maniobras para comprobar la existencia del 

complejo estructural. 

 

Es de notar que dichas co-inmunoprecipitaciones se realizaron con células LLC-PK1 

de tipo salvaje (wild type), sin sobreexpresión de ninguna de las proteínas 

estudiadas, por lo que, una de las dificultades de la técnica fue la cantidad de 

proteína extraída en cada elución. Sin embargo, es importante remarcar que estos 

resultados fueron obtenidos con las proteínas intrínsecas de la célula. 
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4.3.2. Detección por Dot Blotting 

 

Los primeros resultados preliminares para la detectección de la presencia de las 

proteínas asociadas en cada elución proteica se obtuvieron utilizando la técnica de 

dot blot (Fig. 17). 

 

Figura 17. Dot Blot de los productos de Co-IP. (a) Dot Blot de Co-IP CaSR revelado 
con anticuerpo anti-PC2. (b) Dot Blot de Co-IP PC2 revelado con anticuerpo anti-CaSR. 
Ambos Dot-Blots tienen como control negativo BSA y como control positivo lisado 
celular de LLC-PK1 (n = 2, para cada condición experimental). 

 

Además, fue posible evaluar si existía una mayor co-localización del receptor y el 

canal al realizarse las Co-IP a distintas concentraciones de Ca2+. Para ello, se 

realizaron dot blots con la misma concentración de proteína de la Co-IP PC2 en 

ambas condiciones de Ca2+ y se reveló con anticuerpo anti-CaSR (Fig 18). 

 

 

Figura 18. Dot Blot de Co-IP PC2 a distintas concentraciones de Ca2+. (a) Co-IP PC2 
en condiciones de 0 Ca2+. (b) Co-IP PC2 en condiciones de 6,2 Ca2+. Ambos Dot Blots se 
revelaron utilizando anticuerpo anti-CaSR. Se utilizó BSA como control negativo y 
lisado de celular de LLC-PK1 como control positivo (n = 2, para cada condición 
experimental).  
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Estos resultados permitieron determinar cualitativamente que el acoplamiento del 

CaSR al canal sería mayor en 0 Ca2+, como también se había observado previamente 

con la técnica de ICQ (ver sección 4.1). 

 

4.3.3. Detección por Western Blotting 

 

Si bien los primeros resultados podrían indicar la existencia del complejo PC2-CaSR, 

la técnica de Dot Blot es poco específica. Para aumentar la especificidad se realizó 

un WB con la Co-IP CaSR. Para esta técnica, se realizó una electroforesis SDS-page, 

es decir, en condiciones desnaturalizantes, para separar las proteínas por peso 

molecular. Posteriormente, se transfirieron las proteínas a una membrana de 

nitrocelulosa realizándose la inmunodetección con anticuerpo anti-PC2 para 

detectar el canal co-inmunoprecipitado con el CaSR.  

 

Los resultados del WB (Fig. 19) demuestran que, junto con el receptor, precipita el 

canal PC2, confirmando la existencia de una conexión estructural entre ambos. 

 

 

Figura 19. WB de la Co-IP CaSR revelada con anticuerpo anti-PC2. En la primera 
calle se observa el marcador de tamaño molecular de 75 kDa. En las calles 2 y 3 se 
encuentran los eluídos de la Co-IP de CaSR, donde se encuentra la banda de 
aproximadamente de 110 kDa que corresponde a la PC2. Las otras dos bandas que se 
pueden apreciar de menor peso molecular son características de los revelados con 
anti-PC2 (González-Perret, 2001). 

 

 

1 2 3 
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4.3.4. Análisis de las Co-IP en BLM 

 

Una vez confimada la existencia del canal PC2 en las proteínas acopladas a CaSR, se 

quiso determinar la posible actividad eléctrica del complejo, para lo cual, las 

muestras de Co-IP se reconstituyeron en un sistema de BLM con el fin de estudiar la 

regulación del CaSR sobre la PC2, permitiendo la confirmación de ambas conexiones, 

tanto estructural como funcional, al igual que lo observado en membranas celulares 

de LLC-PK1 (ver sección 4.2). 

 

En primer lugar, se observó la presencia de actividad espontánea de canales 

catiónicos, que fueron caracterizados para cada una de las eluciones de Co-IP (CaSR 

eluido por PC2, y PC2 eluido por CaSR). En ambos casos la reconstitución se hizo en 

un gradiente de KCl cis:trans 150:15 mM y 10 µM de CaCl2 simétrico, donde se 

registraron corrientes espontáneas a distintos potenciales. 

 

Figura 20. Muestras de Co-IP CaSR reconstituídas en BLM. Trazado representativo 
de la Co-IP CaSR reconstituída en gradiente de KCl (150 mM cis, 15 mM trans) 
mostrando corrientes catiónicas espontáneas. 

250 ms 

5 pA 
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Figura 21. Curva I/V de corrientes espontáneas de Co-IP CaSR. Curva realizada con 
los promedios de corrientes para cada voltaje (n = 3). Se muestran el ajuste de GHK en 
línea sólida. La g observada es de 128 ± 11 pS con Vrev de -46 mV. 

 

En la Co-IP CaSR, los trazados mostraron la presencia de actividad espontánea de 

canales catiónicos (Fig. 20) que permitieron la realización de una curva I/V 

ajustando los datos mediante la ecuación de GHK. La conductancia observada para 

este canal fue 128 ± 11 pS (n = 3), que bien podría corresponder con la g de la PC2, 

y observándose un Vrev de -46 mV (Fig. 21).  

 
Figura 22. Muestras de Co-IP PC2 reconstituídas en BLM. Trazado representativo 
de la Co-IP PC2 reconstituída en gradiente de KCl (150 mM cis, 15 mM trans) 
mostrando corrientes catiónicas espontáneas. 

25 pA 

1 s 
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Figura 23. Curva I/V de corrientes espontáneas de Co-IP PC2. La curva fue 
realizada con los promedios de corrientes para cada voltaje (n = 3). La línea roja 
representa el ajuste con la ecuación GHK con su respectiva con una g de 205 ± 42 pS y 
un Vrev de -65 mV. En azul se observa un ajuste lineal para las corrientes de menor 
intensidad del cual resultó una g de 104 ± 28 pS. La línea celeste entrecortada 
representa el ajuste de la Co-IP CaSR. 

 

En cambio, la Co-IP PC2 presentó varios fenotipos de canales catiónicos espontáneos 

(Fig. 22) los cuales no mostraron actividad de corriente a potenciales negativos. Por 

esto, se realizó un ajuste mediante la ecuación GHK, obteniéndose una g de 205 ± 42 

pS (n = 3), y un Vrev -65 mV. Para los canales que manifestaron corrientes de menor 

intensidad se realizó un ajuste lineal, obteniéndose una g de 104 ± 28 pS (n = 3) (Fig 

23).  

 

4.3.4.1. Efecto del Anticuerpo Anti-PC2 en la Co-IP CaSR 

 

Para verificar la presencia de PC2 en la Co-IP CaSR, así como la regulación del canal 

por el receptor, se agregó el anticuerpo anti-PC2 al compartimiento cis para 

observar si existían cambios en las corrientes espontáneas. 
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Figura 24. Efecto del anticuerpo anti-PC2 en las corrientes de la Co-IP CaSR. 
Trazados representativos de corrientes espontáneas de Co-IP CaSR en gradiente de 
KCl, antes (panel superior) y después (panel inferior) del agregado de anticuerpo anti-
PC2 (1:1000, n = 3).   

 

Se comprobó que parte de las corrientes de la Co-IP CaSR pertenecían al canal PC2, 

ya que luego del agregado del anticuerpo anti-PC2 las mismas se inhibieron casi por 

completo (Fig. 24). Esto también se evidenció calculando las corrientes medias de 

cada registro, donde las corrientes control fueron, en promedio del 90% luego de 

dos agregados del anticuerpo anti-PC2. 

 

4.3.4.2. Efecto de la Activación del CaSR en la Co-IP PC2 

 

Para comprobar la presencia de ambas proteínas de interés en el material de elución 

(Co-IP PC2), el eluyente se mezcló con la mezcla lipídica (7:3 POPC:POPE) y se 

reconstituyó en presencia de gradiente de KCl (150 mM cis, 15 mM trans). La 

Control 

+ anti-PC2 

5 pA 

200 ms 
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reconstitución de dicho material permitió observar corrientes catiónicas 

espontáneas como se viera previamente y como era esperable. Para comprobar la 

presencia de CaSR, se agregó el agonista calcimimético R568 del lado trans, lo cual 

no produjo ningún efecto (datos no mostrados). Dado que los dot blots evidenciaron 

la presencia del receptor, una posibilidad fue que, al estar acoplado a proteína G, sea 

necesario el agregado de GTP. Se realizó con dicha muestra un control en presencia 

de 0,6 mM GTP, que tampoco mostró cambios en las corrientes, sin embargo, al 

agregarse 50 μM R568 (trans) se observó un incremento de la corriente de al menos 

un 300% (n = 3) en el material de la Co-IP de PC2 (Fig. 25). 

 

Figura 25. Efecto del R568 en la Co-IP PC2. Experimento representativo mostrando 
que las corrientes espontáneas que se observaron en la reconstitución en BLM de la 
Co-IP PC2, se incrementaron por el agregado del agonista del CaSR, el calcimimético 
R568 en presencia, pero no ausencia de GTP del lado cis (n = 3). 

 

4.4. Presencia del CaSR en CPs de las Células LLC-PK1 

 

Es conocida la presencia del canal PC2 en el CP donde regula varias funciones del 

CP, como la entrada de Ca2+ en la organela (Tsiokas, 2009) y la longitud ciliar (Dai, 

2017). La pérdida de función del canal se considera uno de los acontecimientos 

primarios en la formación de quistes en la PQRAD (Nauli, 2003), por lo que se 

consideró importante conocer la regulación del canal en el CP. 

 

Como demostramos previamente para la membrana celular, parte de la regulación 

de la PC2 estaría mediada por el CaSR. Los siguientes experimentos se realizaron 

con el objetivo de conocer si esta regulación ocurre también en el CP. 

5 s 

50 pA 
+ R568 
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4.4.1. Co-Inmunocitoquímica de CaSR y CP 

 

Para identificar el CP en las células LLC-PK1, las mismas se fijaron e inmunotrataron 

con anticuerpo anti-α-tubulina acetilada para detectar el CP y, a continuación, se 

marcaron también con anticuerpo anti-CaSR. Con las imágenes obtenidas se exploró 

la posibilidad de identificar si el receptor se encontraba presente en el CP (Fig. 26). 

 

 

Figura 26. Marcación del CaSR en el CP de las células LLC-PK1. Células marcadas 
con anticuerpo anti-α-tubulina acetilada (verde, panel izquierdo) para detectar el CP. 
Identificación del CaSR en rojo (panel medio) y la superposición de ambas imágenes, 
donde se observó en amarillo la presencia de CaSR en el CP (20x). 

 

La inmunomarcación confirmó la presencia del CaSR en el CP, donde se esperaría 

que regule la PC2 como en la membrana plasmática y, por lo tanto, estaría 

involucrado en mecanismos de señalización molecular y eléctrica asociados al Ca2+ 

en dicha organela. 

 

4.4.2. Efecto Funcional del CaSR en el CP  

 

Con el fin de estudiar la función del CaSR en el CP, los mismos se extrajeron de las 

células LLC-PK1, como fue descripto anteriormente en la sección 3.2.5, y se 

reconstituyeron en un sistema de BLM.  

 

En los experimentos de reconstitución en BLM, se observaron corrientes de canal 

único en membranas de CP, como fuera previamente reportado por nuestro grupo 

(Raychowdhury, 2005). Dichas corrientes se incrementaron luego del agregado del 
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agonista R568, 50 M (Fig. 27), consistente con la activación de CaSR. Además, se 

confirmó que el aumento de dichas corrientes se debía al CaSR, ya que el posterior 

agregado de ketamina (1,25 mM, cis), un conocido inhibidor del receptor (Kudoh, 

1999), logró la completa inhibición de las corrientes (Fig. 28). 

 

Figura 27. Efecto del agonista R568 en membranas ciliares. Experimento 
representativo (n = 3) donde se observa el efecto estimulador del agonista del CaSR, 
R568, 50 M, en la activación de corrientes catiónicas espontáneas en la membrana 
del CP.  

 

Figura 28. Efecto del inhibidor ketamina en membranas ciliares. Trazado 
representativo del efecto de ketamina, Las corrientes ciliares incrementadas por el 
agregado (trans) de R568, 50 M, fueron completamente inhibidas con ketamina (1,25 
mM, cis), inhibidor del receptor (n = 3). 

 

4.5. Señalización Eléctrica a Través del Citoesqueleto 

 

Como fuera detallado en la Introducción, es sabido que el citoesqueleto forma parte 

de la regulación y señalización de los canales iónicos (Jamney, 1998). Sin embargo, 

todavía no se conoce de qué manera llega esta señalización dirigida por el 

citoesqueleto a través de la célula.  

 

25 pA 

5 s 

+ R568 

+ R568 
+ Ketamina 

25 pA 

5 s 
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Parte de la actividad de nuestro laboratorio, consiste en buscar los mecanismos por 

los cuales el citoesqueleto, en particular, los MTs, regulan los canales iónicos. Es 

importante remarcar un nuevo paradigma de la función de los MTs, que ya no se 

considerían sólo parte de la estructura de la célula, sino que tendrían también una 

función más compleja en la transmisión señales eléctricas (Priel, 2006; Cantero, 

2016). Por ello, parte del presente trabajo de tesis consistió en estudiar las señales 

eléctricas producidas por distintas estructuras de MTs. 

 

4.5.1. Actividad Eléctrica de Haces de MTs 

 

Aparte de la transmisión y amplificación eléctrica de los MTs aislados (Priel, 2006; 

2008), trabajos recientes del laboratorio, demostraron que las planchas de MTs 

aislados de cerebro mamífero generaban oscilaciones eléctricas muy características 

con una frecuencia fundamental en el orden de los 29 Hz (Cantero, 2016).  

 

En la presente Tesis, se determinó la actividad eléctrica de los haces de MTs de 

cerebro de rata, utilizando la técnica descripta para las planchas de MTs (Cantero, 

2016) con una variante en la configuración del parche (parche suelto, ver sección 

3.3.3.2) que ya se ha utilizado en numerosas ocasiones para explorar la actividad de 

canales iónicos y el comportamiento eléctrico en diversas preparaciones excitables 

(Almers, 1984; Forti, 1997; Marrero, 2003). El circuito equivalente de la 

configuración experimental se muestra en la Fig. 29, donde se espera que la fuerza 

electromotriz real, es decir, el potencial aplicado (Vcmd, voltaje de comando) en la 

superficie del haz de MTs se reduzca en un factor relacionado con el circuito divisor 

de voltaje, entre la pipeta, el sello y las resistencias intrínsecas del contacto con los 

MTs. En estos estudios, no se hizo ningún intento para corregir el potencial aplicado, 

excepto llevar el potencial de la punta a 0 mV antes de acercarse a la muestra. 
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Figura 29. Configuración experimental para estudiar las oscilaciones eléctricas 
de los haces de MTs. Izquierda, esquema de la configuración de “parche suelto” para 
el estudio de las propiedades eléctricas de los haces de MTs de cerebro de rata. Las 
flechas azules curvadas desde la punta de la pipeta indican la corriente de fuga que 
modifica la magnitud del potencial eléctrico aplicado (Vholding) desde el amplificador. 
Derecha, esquema del circuito de parche suelto aplicado a la superficie del haz de MT. 
Se muestran las resistencias de la pipeta (Rpip), de la superficie del parche (RMT) y del 
sello (Rsello). CMT representa los componentes capacitivos de la superficie de los MTs. El 
Vholding (voltaje de comando, Vcmd) y el potencial de la punta de la pipeta (Vpip) son 
diferentes de los esperados para la configuración de parche suelto. 

 

Los experimentos en haces de MTs que se identificaron por inmunocitoquímica (Fig. 

30), se realizaron en condiciones iónicas simétricas, con una solución conteniendo 

KCl 140 mM. Los parches en los haces de MTs solo incrementaron la resistencia de 

sellado de 20,3 ± 1,3 MΩ a 53,25 ± 7,59 MΩ, n = 25, mediana 36 MΩ y un rango de 

11,4 a 170 MΩ, en contraste con la alta resistencia del sello que generalmente se 

obtiene con las planchas de MTs (Cantero, 2016).  
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Figura 30. Preparación de haces de MTs. (a) Muestra de haces de MTs de cerebro de 
rata observados bajo DIC (20x). (b) Haz de MTs observado bajo DIC (20x) en contacto 
con una pipeta de patch clamp para registrar las corrientes intrínsecas. A la derecha, 
mismo haz de MTs marcado con anticuerpo anti-tubulina y anticuerpo secundario, y 
observado con filtro FITC (20x). Se puede observar en esta imagen la pipeta de patch 
sobre el haz de MTs. 

 

Los haces de MTs mostraron actividad eléctrica espontánea consistente con 

oscilaciones que respondían directamente a la magnitud y polaridad del estímulo 

eléctrico (Fig. 31). Estas oscilaciones fueron altamente similares a las obtenidas 

previamente en láminas de MTs de vaca y rata (Cantero, 2016), aunque se pudieron 

observan algunas diferencias interesantes. 

a. 
a. 

b. 
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Figura 31. Oscilaciones eléctricas de un haz de MTs a distintos voltajes. Registros 
representativos de las oscilaciones espontáneas a distintos voltajes de un haz de MTs 
de cerebro de rata. Trazados representativos de n = 25 experimentos. 

 

Mediante el espectro de Fourier, se observó sólo una vez (Fig. 32, panel izquierdo) 

una frecuencia fundamental de 29 Hz similar a la de planchas de MTs de vaca y rata 

descripta previamente por Cantero y cols, (2016). Sin embargo, en las distintas 

repeticiones de los experimentos con haces de MTs, la frecuencia fundamental se 

mantuvo en 39 Hz (Fig. 32, panel derecho).  

 

1 mV 
2 mV 

3 mV 
4 mV 

5 mV 

6 mV 

    30 pA 

10 s 
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Figura 32. Diferentes oscilaciones en haces de MTs. En el panel izquierdo de la 
figura podemos ver un trazado representativo de las ondas de 29 Hz, con su respectivo 
espectro de Fourier. A la derecha encontramos las oscilaciones alrededor de 39 Hz que 
fueron las mayormente encontradas en haces de MTs de cerebro de rata. Datos 
representativos de n = 25 experimentos.  

 

La actividad eléctrica intrínseca del haz de MTs se confirmó mediante el análisis 

espectral de Fourier de las corrientes antes y después del acoplamiento y posterior 

inhibición con 10 μM Taxol (estabilizador de MTs) de las oscilaciones (Fig. 33).  

 

Visiblemente, la pipeta no unida mostró un espectro de ruido blanco, mientras que 

los espectros con el haz de MTs unido a la pipeta muestran los picos esperados de 

las frecuencias relevantes en el comportamiento oscilatorio. En los diagramas de 

Poincaré (Fig. 33, panel derecho) se pudo observar que luego del agregado de taxol, 

se redujeron notablemente las corrientes, perdiéndose el régimen oscilatorio (Fig. 

33). 
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Figura 33. Inhibición de las oscilaciones por Taxol. Izquierda. Espectros de 
frecuencias de Fourier obtenidos de (1) trazado de corriente sin filtrar de una pipeta 
flotando libre antes del parche, (2) luego del parche al haz de MTs, y (3) la misma 
muestra luego del agregado de Taxol (10 µM). Derecha, representación de fases en 3D 
de trazados que dieron lugar a los espectros mostrados en el panel de la izquierda, 
indicando ciclos límite para la muestra acoplada en condiciones control, y su gran 
reducción luego del agregado de Taxol. Se mantiene el código de colores en ambos 
paneles. El tiempo de retraso para la primera y segunda derivadas adoptadas para las 
representaciones de fase fue de 1 mseg.  
 

4.5.2. Señales Eléctricas de MTs y CPs de Células LLC-PK1 

 

4.5.2.1. Señales Eléctricas de los MTs de Células LLC-PK1 

 

Debido a la frondosa actividad eléctrica que observáramos en las distintas 

estructuras de MTs de cerebro, propusimos explorar las señales eléctricas de MTs 

extraídos de las células epiteliales LLC-PK1 dada la prominente red de MTs que 

presenta esta línea celular y obtener la posibilidad de extrapolar dicha información 

al axonema del CP. 

 

Los MTs se aislaron de capas confluyentes de células LLC-PK1 con el método 

descripto en la sección 3.2.3. Para estudiar electrofisiológicamente los MTs de estas 

células, se prepararon planchas similares a las utilizadas previamente con MTs de 

cerebros (Cantero, 2016, Fig. 34) y se identificaron con anticuerpo anti α-tubulina. 
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Se utilizó un equipo de patch clamp, con el que se realizaron parches con alta 

resistencia del orden de los GΩ.  

 

 

Figura 34.  Obtención de señales eléctricas de planchas de MTs de células LLC-
PK1. (a) Planchas de MTs de células LLC-PK1 observadas en DIC (40x). (b) La misma 
muestra fue marcada con anticuerpo anti-α-tubulina, confirmando la presencia de 
MTs (40x). (c) Plancha de MTs de LLC-PK1 con una pipeta de patch adosada para 
obtener señales eléctricas. (d) Configuración utilizada para tomar las señales 
eléctricas de las planchas de MTs (reproducida de Cantero, 2016). 

 

Las planchas de MTs mostraron oscilaciones espontáneas que variaron en amplitud 

dependiendo de los distintos voltajes aplicados mediante el protocolo gap-free (Fig. 

35).  
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Figura 35. Señales eléctricas de planchas de MTs de células LLC-PK1. Trazado 
representativo (n = 4) de oscilaciones espontáneas de las planchas de MTs a distintos 
voltajes aplicados. Se muestran, además, ampliaciones de las oscilaciones en cada uno 
de los voltajes, observándose una mayor amplitud de corrientes y trazados más 
caóticos a potenciales altos. 

 

 Además, se pudo observar una cierta asimetría en la respuesta al voltaje (Fig. 36, 

panel izquierdo) que se hizo evidente en la representación de espacio de fases 

tridimensional, diagrama de Poincaré, mostrando ciclos límite monoperiódicos (Fig. 

36, panel derecho).  
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Figura 36. Representación de diagrama de fases en 3D y ciclos límite 
monoperiódicos. En el panel de la izquierda, podemos observar oscilaciones de una 
plancha de MTs de las células LLC-PK1 a tres voltajes, 100, 0 y -100 mV, 
respectivamente. Dichos registros se muestran también en un diagrama de Poincaré 
(derecha), observándose ciclos límite que ponen en evidencia el régimen oscilatorio de 
la señal eléctrica (rojo, azul y verde para cada uno de los voltajes, respectivamente). 
La flecha muestra la ausencia de oscilaciones a 0 mV.  

 

4.5.2.2. Señales Eléctricas del CP de Células LLC-PK1 

 

El CP es una organela sensorial que transduce varios tipos de señales a la célula. Una 

de las teorías más recientes es que el CP actuaría como antena eléctrica (Cai, 2017) 

dada la presencia de varios tipos de canales en la membrana ciliar. Aún más, 

estudios previos de nuestro laboratorio demostraron la regulación de la PC2 ciliar 

por MTs (Li, 2006). Sin embargo, al presente no se conoce cómo dicha organela 

transmite estas señales ciliares al interior celular. A partir de la información 

eléctrica obtenida tanto de las planchas de MTs como de los haces de MTs, una 

manera de transmitir estas señales podría ocurrir a través de su axonema, ya que el 

mismo está formado por MTs de α-tubulina acetilada (Fig. 37). 
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Figura 37. Marcación de los CPs en células LLC-PK1. Inmunomarcación de  CPs con 
anticuerpo anti α-tubulina acetilada en verde, para evidenciar el axonema ciliar 
formado por MTs (20x). 

 

4.5.2.2.1. Señales Eléctricas de CPs Permeabilizados 

 

Con el fin de explorar la existencia de actividad eléctrica en el axonema ciliar, los CPs 

se permeabilizaron con Tritón X-100 (3%) durante una hora para exponer su 

axonema de MTs y se utilizó la técnica de parche suelto como se describiera para los 

experimentos en haces de MTs. 

 

Se observaron oscilaciones eléctricas espontáneas a distintos voltajes en los CPs 

permeabilizados. En análisis de los datos en el dominio de las frecuencias por medio 

de espectros de Fourier para estas oscilaciones mostró un pico evidente de 

frecuencia a 92 Hz, que difiere de las observadas en otras preparaciones de células 

de LLC-PK1 y MTs aislados de cerebro (Fig. 38). 



92 

 

 

Figura 39. Oscilaciones eléctricas espontáneas en CPs de células LLC-PK1 
permeabilizados. En el panel superior observamos un trazado representativo de 
corrientes espontáneas a 45 mV, obtenido en presencia KCl 140 mM tanto en la pipeta 
como el baño, con previa incubación de los CPs en 3% de Tritón X-100 durante una 
hora. Datos representativos de n = 3 experimentos. En el panel inferior, observamos 
parte del mismo trazado expandido en la escala de tiempo. A la derecha se encuentra 
su respectivo espectro de frecuencias evidenciando una frecuencia fundamental en 92 
Hz. 
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4.5.2.2.2 Señales Eléctricas Sobre la Superficie del CP Intacto 

 

Se realizaron también experimentos de patch clamp en configuración de parche 

suelto sobre CPs intactos para obtener señales eléctricas de los canales junto con el 

axonema ciliares. Los CPs fueron identificados por DIC e inmunomarcación con α-

tubulina acetilada y estudiados con una pipeta de patch (Fig. 40a-c). Es importante 

hacer notar que estos experimentos se realizaron sin el agregado de Tritón X-100, 

por lo que llamaremos a estos CPs “no permeabilizados”. Sin embargo, al haberse 

preservado hasta su utilización en freezer, no se puede asegurar que la membrana 

ciliar esté intacta. Los experimentos realizados con CPs aislados mostraron 

corrientes características de canales iónicos insertos en la membrana junto con las 

oscilaciones eléctricas pertenecientes al axonema ciliar. 

 

Figura 39. Patch Clamping de CPs. (a) Identificación de CPs por DIC bajo microscopio 
invertido. (b) Pipeta de patch adosada al CP para el registro de corrientes. (c) 
Marcación del CP evidenciado en a y b con anticuerpo anti α-tubulina acetilada. Nótese 
la punta de la pipeta sobre el CP en la figura. 
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Figura 40. Corrientes oscilatorias en CPs aislados de células LLC-PK1 a diferentes 
voltajes. Se muestras las oscilaciones obtenidas luego de aplicar pulsos de voltaje en 
saltos de 20 mV, entre ±180 mV. La ampliación muestra el registro a 100 mV 
expandido. Datos representativos de n = 6 experimentos. 

 

A diferentes voltajes entre ±180 mV, los CPs no permeabilizados presentaron 

oscilaciones similares a las que se observaran previamente en los CPs 

permeabilizados, pertenecientes al axonema ciliar (Fig. 40). 

 

En esta preparación fue posible observar tanto la actividad de canales presentes en 

la membrana ciliar como las oscilaciones previamente observadas en los MTs del 

axonema ciliar (Fig. 41). El espectro de Fourier evidenció una frecuencia de 39 Hz 

observada en los haces de MTs de rata y vaca y, además, la frecuencia de 92 Hz, 

observada previamente en los CPs permeabilizados. 
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Figura 41. Corrientes de canales presentes en el CP de células LLC-PK1. En el panel 
superior, se muestra un trazado representativo de corriente a 40 mV en presencia KCl 
140 mM en la pipeta y baño (n = 6), filtrado con Bessel 8-pole con un umbral de 120 
Hz. Abajo, se muestra el mismo trazado expandido, con su respectivo espectro de 
Fourier a la derecha. En el mismo, se evidencian las frecuencias características de 39 
Hz y 92 Hz. 

 

4.5.2.2.3. Efecto del Agonista del CaSR sobre el CP 

 

A continuación, para confirmar la existencia de una membrana ciliar capaz de 

interactuar con el axonema, se condujeron experimentos de patch clamp en CPs 

intactos expuestos a agonistas para la activación de receptores ciliares. En primera 

instancia, se exploró la regulación por el CaSR ciliar como se confirmara 

previamente en el presente trabajo. Para ello, se realizó el agregado del agonista 

R568 (50 μM) a los CPs no permeabilizados, con una solución de 140 mM de KCl en 

la pipeta y 150 mM de NaCl en el baño. Los parches mostraron actividad espontánea 

de canales previo al agregado del ligando, observándose luego no sólo un 

incremento en la magnitud de las corrientes, sino que también la probabilidad de 

apertura de los canales (Fig. 42).  
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Figura 42. Efecto del agonista del CaSR, R568, sobre las corrientes del CP. Registro 
representativo de “parche suelto” con una solución de alto KCl en la pipeta y alto NaCl 
en el baño. En el panel superior se puede observar la corriente espontánea del CP a 200 
mV. En el panel inferior, se observa la actividad de canales que fue incrementada con 
el agregado del agonista. Datos son representativos de n = 5 experimentos. 

 

Por otro lado, al inicio del experimento, observamos oscilaciones de baja amplitud 

con las frecuencias esperadas de 39 Hz y 92 Hz. Sin embargo, cuando realizamos el 

mismo espectro de frecuencias luego del agregado de R568, esta última frecuencia 

disminuyó casi por completo, incrementándose la de 39 Hz y con la aparición de una 

nueva de 76 Hz, además de frecuencias con valores menores que representan las 

aperturas estocásticas de los canales iónicos provocadas por la activación del CaSR 

(Fig. 43). 
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Figura 43. Espectros de Fourier antes y después del agregado de R568. Izquierda, 
en la condición control, observamos el espectro donde se visualizan las frecuencias de 
39 y 92 Hz. Derecha, observamos el espectro del mismo experimento, luego del 
agregado de R568, donde podemos encontrar la frecuencia de 39 Hz, una de 76 Hz y 
frecuencias menores que indican la apertura de canales iónicos, y con la desaparición 
del pico en 92 Hz. 

 

4.5.2.2.4. Efecto de la Vasopresina sobre el CP 

 

Finalmente, se exploró también el efecto de la hormona arginina vasopresina (AVP), 

ligando del receptor V2R epitelial. Dicho receptor se encuentra en el CP, donde 

regula la actividad del canal PC2 (Raychowdhury, 2009). Para ello, en experimentos 

realizados en presencia de KCl (140 mM) en la pipeta y el baño, donde se agregó AVP 

a una concentración de 20 μM. 

 

Estos experimentos, demostraron que el agregado de AVP incrementó la actividad 

de canales en los CPs (Fig. 44). Por otro lado el espectro de Fourier mostró un 

aumento en la frecuencia fundamental de 39 Hz, observándose además, frecuencia 

menores, demostrándose la activación de canales iónicos (Fig. 45). 
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Figura 44. Efecto del AVP sobre canales y oscilaciones del CP. En el panel superior 
observamos un registro representativo en condiciones de alto KCl simétrico. Se 
observan claramente transiciones de corriente de canales iónicos y oscilaciones 
eléctricas. El agregado de 20 μM AVP evidencia un aumento en las corrientes ciliares 
(n = 4). 
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Figura 45. Espectro de Fourier antes y después del agregado de AVP. (a) Espectro 
de frecuencia antes del agregado de AVP. (b) Espectro de frecuencia antes del 
agregado de 20 μM AVP.  Ambos espectros permiten identificar las frecuencias 
fundamentales de 39 y 92 Hz. El agregado de AVP incrementa la frecuencia de 39 Hz, 
sumando, además, frecuencias de menor magnitud consistentes a la activación y/o 
incremento de corrientes de canales iónicos.  
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5.1 Introducción 

 

El presente trabajo de Tesis está inserto en el interés que por décadas ha tenido 

nuestro laboratorio sobre el rol que tienen los canales iónicos en distintas 

enfermedades conocidas como Canalopatías. Estos estudios han descripto nuevos 

mecanismos de regulación de canales por segundos mensajeros y particularmente 

elementos del citoesqueleto.  

 

La PQRAD es un trastorno hereditario, reconocido como una ciliopatía, enfermedad 

causada por una disfunción del CP (Badano, 2006; Braun, 2017). Esta enfermedad, 

que genera una prevalente enfermedad renal, afecta a otros órganos, 

considerándosela como una enfermedad sistémica. La PQRAD está causada por 

mutaciones en los genes PKD1 o PKD2, que codifican las proteínas 

transmembranales PC1 y PC2, respectivamente. La PC1, que se requeriría para la 

respuesta del CP inducida por flujo (Nauli, 2003), tiene características estructurales 

de receptor y/o molécula de adhesión, y co-localiza con PC2 en la membrana ciliar. 

PC1 es al presente un receptor huérfano, cuyos estímulos o ligandos endógenos se 

desconocen, aunque se especula con que podría ser mecánicamente sensible, 

respondiendo directamente a la flexión ciliar inducida por flujo y/o ligandos 

químicos del filtrado renal. PC2 es un canal TRP prototípico, catiónico no selectivo, 

con permeabilidad al Ca2+ (González-Perret, 2001; Cantero, 2013). Se ha observado 

que la interacción funcional entre PC1 y PC2 es mediada por sus respectivas colas 

carboxi-terminales, lo que estaría asociado a la patología de la enfermedad (Xu, 

2003). Al presente hemos identificado varios estímulos que activan PC2, incluidos 

cambios en voltaje, pH, estrés oxidativo, Ca2+ intracelular, shock hipo-osmótico, 

elementos del citoesqueleto, y ligandos como el Ca2+ externo y la hormona 

antidiurética arginina-vasopresina (AVP) (González-Perret, 2002; Montalbetti, 

2005a y 2008; Raychowdury, 2009; Cantero 2013 y 2015; Dai, 2017). 

 

PC2 tiene una sofisticada regulación por elementos del citoesqueleto, tanto de actina 

como de MTs (Li, 2005 y 2006; Montalbetti, 2005a y b; Chen, 2008; Wang, 2012; 

Cantero, 2015a), lo que ofrece una novedosa regulación por Ca2+ en particular, dado 
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que actuaría a través de proteínas Ca2+-sensibles del citoesqueleto. A nivel celular, 

la PQRAD está asociada a una reducción del Ca2+ intracelular y aumento del AMPc, 

con la consecuente activación de la proteína quinasa A (PKA), lo que hace que las 

células principales del túbulo colector del riñón, entre otras, se encuentren bajo el 

efecto tónico de la AVP a través de su receptor V2 renal. Una interrupción en los 

mecanismos de señalización por Ca2+ y AMPc activarían las vías de proliferación 

celular, produciendo un aumento de la secreción de fluidos e inflamación intersticial 

(Chebib, 2016). Actualmente, no hay cura para la enfermedad, que solo es 

clínicamente atendible a través del manejo sintomático de sus muchas 

complicaciones. Recientemente se han encontrado fármacos que disminuyen la 

progresión de la enfermedad en modelos animales y ensayos clínicos (Torres, 2012; 

Happé, 2014; Chebib, 2016). El antagonista del receptor de vasopresina V2 (V2R), 

tolvaptán, parece retrasar la progresión de la PQRAD (Torres, 2012). Se ha 

observado también que en modelos animales murinos de PQRAD, los 

calcimiméticos, moduladores alostéricos específicos del CaSR, inhiben el 

crecimiento de quistes por un aumento del Ca2+ intracelular. Por lo tanto, además 

del V2R, se ha propuesto al CaSR como una posible diana terapéutica en PQRAD 

(Gattone, 2003; Wang, 2009; Chen, 2011). Los estudios de la presente Tesis, 

permiten expandir nuestro conocimiento sobre dichos mecanismos de señalización, 

particularmente en su interacción con la PC2 ciliar. 

 

5.2 Señalización Celular por CaSR y su Interacción con la PC2 en 

Células Epiteliales Renales 

 

A pesar de lo mucho que se sabe sobre la estructura y función de la PC2, todavía se 

desconoce cómo este canal produce la cascada de señales asociadas por Ca2+ que 

estarían modificadas en la PQRAD. PC2 se ha localizado en diferentes ubicaciones 

celulares (Foggensteiner, 2000) incluida la membrana plasmática (Ong, 1999; Luo, 

2003), el RE (Ong, 1999; Koulen, 2002) y el CP (Cai, 1999; Köttgen, 2005; 

Raychowdhury, 2005). En particular, la PC2 ciliar sería uno de los elementos clave 

en la respuesta mecano-sensorial de los epitelios renales al flujo de fluidos (Nauli, 

2003), y cuya integridad puede prevenir la formación de quistes (Singla, 2006). 
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Estudios previos de nuestro laboratorio determinaron que la PC2 se localiza y 

funciona como canal en el CP de las células epiteliales renales LLC-PK1 

(Raychowdhury, 2005), y que está regulada por la producción de AMPc local 

inducida por activación del V2R de localización ciliar (Raychowdhury, 2009). Esta 

función de la PC2 tendría también un papel relevante en el transporte de Ca2+ y 

regulación de la longitud ciliares (Perez PL, Scarinci N, Cantiello HF, Cantero MR, 

manuscrito en revisión). Un aspecto de la regulación de la función celular por PC2 es 

que la actividad del canal estaría asociada al aumento de la concentración 

intracelular de Ca2+ (Nauli, 2003), lo que por restricciones geométricas y 

electrodifusionales del lumen del CP, no podría ser mediado por su actividad ciliar. 

Por esto, se debe invocar la presencia de una conductancia celular al Ca2+, mediada 

por canales Ca2+-permeables, incluida PC2, residentes en la membrana plasmática, 

y que serían activados por la PC2 ciliar y/u otras señales celulares. Los estudios de 

esta Tesis contribuyen a demostrar un nuevo mecanismo de señalización por Ca2+ 

iniciado por un mecanismo sensor al Ca2+ extracelular, con la consecuente activación 

de la PC2 endógena, que por primera vez demostramos en la membrana plasmática 

de las células LLC-PK1 (Dai, 2017). 

 

Es interesante observar, sin embargo, que estudios previos de nuestro laboratorio 

determinaron que la función de la PC2 aislada no se ve afectada por el Ca2+ 

extracelular, sino por un mecanismo de retroalimentación mediado por el flujo de 

dicho ion a través del canal, y la unión reguladora del mismo a proteínas acopladas 

al citoesqueleto de actina (Cantero, 2015a), controladas por una región de 

almacenamiento local de Ca2+ (Cantero, 2013). Los mecanismos reguladores de la 

PC2 asociados al Ca2+ externo eran al momento desconocidos. El hecho de que PC2 

en sí no respondía a concentraciones variables de Ca2+ externo, invocaba la 

existencia de otros mecanismos “detectores” del Ca2+ extracelular.  

 

Por lo tanto, uno de los objetivos fundamentales del trabajo que precede a esta Tesis, 

fue evaluar si los cambios en la concentración de Ca2+ externo modificaban la 

conductancia celular de las células epiteliales renales LLC-PK1, y si esta 

contribución podría estar asociada a la expresión endógena de la PC2 (Dai, 2017). 

Estudios previos que habían intentado determinar las corrientes de PC2 en células 
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epiteliales, sólo lograron hacerlo por sobre-expresión del gen (Ma, 2005). Por medio 

de la metodología de patch clamp de células LLC-PK1 del tipo salvaje, observamos 

que una concentración extracelular alta de Ca2+ (6,2 mM) incrementaba 

sistemáticamente la conductancia celular respecto de la concentración de Ca2+ 

“normal” (1,2 mM). Por el contrario, una reducción en la concentración del Ca2+ 

externo (<100 nM Ca2+), reducía las mismas (Dai, 2017). Para demostrar si esta 

regulación por Ca2+ externo estaba asociada a la actividad de la PC2, las mismas 

mediciones se realizaron en células dializadas con un anticuerpo anti-PC2 dirigido 

contra el extremo carboxi-terminal del canal, que bloquea la actividad de la PC2 en 

las células LLC-PK1 (Raychowdhury, 2005). El anticuerpo activo inhibió las 

corrientes estimuladas por alto Ca2+ externo, pero no así el anticuerpo 

desnaturalizado por calor sugiriendo que el cambio de conductancia estaría 

mediado por la actividad del canal. Esta contribución fue confirmada por 

inactivación del gen PKD2 por silenciamiento con ARN de interferencia (ARNi), 

como se determinara anteriormente (Wang, 2011). Los estudios de PCR cuantitativa 

y análisis de transferencia por Western Blot que se hicieron en colaboración con el 

grupo de la Dra. Dai para nuestro trabajo (Dai, 2017), mostraron que el ARNi PC2-

específico logró una inhibición del 50% del producto génico, también de acuerdo 

con un estudio anterior (Wang, 2011). Esta reducción en el producto génico de PC2 

provocó la inhibición completa de las corrientes estimuladas por Ca2+ externo. Sin 

embargo, la conductancia total de las células tratadas con ARNi fue aun menor a la 

obtenida en condiciones libres de Ca2+ externo, lo que sugeriría una contribución de 

PC2 no relacionada al mismo. El silenciamiento del gen PKD2 permitió solidificar la 

evidencia de que el efecto estimulador del alto Ca2+ externo sobre la conductancia 

celular, es mediado en gran parte por corrientes de PC2 (Dai, 2017). 

 

A continuación, iniciamos estudios para determinar cuál podría ser el mecanismo 

“sensor” de la concentración de Ca2+ extracelular en las células LLC-PK1. Uno de los 

posibles mecanismos de activación sería el receptor de detección de Ca2+, CaSR 

(Hofer, 2003; Magno, 2011), que responde a concentraciones extracelulares de Ca2+ 

en el rango de 0,5-10 mM, y se ha observado en varias secciones del nefrón mamífero 

(Riccardi, 1998; Hofer, 2003). Para determinar si el efecto estimulador del Ca2+ 

externo estaba asociado al CaSR, se evaluaron varios agonistas y antagonistas del 
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mismo. Los agonistas del receptor espermina (Cheng, 2004; Squires, 2000) y 

gentamicina (Ward, 2005) y el agonista calcimimético R568 (Bonomini, 2012; 

Pipino, 2014), produjeron un aumento de las corrientes en las células LLC-PK1, 

consistente con la activación del receptor. Una comprobación adicional para la 

regulación de PC2 mediada por el CaSR se logró mediante la inhibición de las 

corrientes catiónicas estimuladas con alto Ca2+ externo por diálisis intracelular con 

ketamina (Dai, 2017). Este fármaco es un conocido anestésico asociado con su 

capacidad para bloquear los receptores NMDA. De hecho, la ketamina exhibe un 

efecto inhibitorio en una amplia variedad de canales iónicos y otros efectos 

moleculares (Wu, 2014), y está asociada a una disminución del Ca2+ intracelular en 

diferentes modelos celulares (Wu, 2014; Kudoh, 1999). Su función está asociada 

también con la inhibición del CaSR, en lugar de cambios en la liberación de Ca2+ 

intracelular (Kudoh, 1999). El mecanismo molecular del efecto inhibitorio de la 

ketamina sobre las corrientes mediadas por PC2 es actualmente desconocido, 

siendo los posibles blancos de acción el canal, o la vía de señalización de CaSR, 

incluido el propio receptor, las proteínas G asociadas y/o sus metabolitos 

fosfolípidos, lo que requerirá futuras investigaciones para su elucidación. 

 

El CaSR de las células LLC-PK1 se identificó por inmunocitoquímica, donde además 

se observó una co-localización con la PC2 de una manera dependiente del Ca2+ 

externo. Los datos demostraron que tanto el CaSR como la PC2 co-localizan en el CP, 

por lo que debería existir cierta conexión con la señalización mediada por dicha 

organela. En realidad, el efecto estimulante del alto Ca2+ externo sobre las corrientes 

de PC2 se asoció no sólo con un aumento de la conductancia celular contribuida por 

este canal, sino además por la ubicación de la PC2 en la membrana plasmática.  

 

Curiosamente, uno de los hallazgos más interesantes de los presentes estudios fue 

la Ca2+-dependencia de la co-localización de CaSR y PC2 intracelulares. Se observó 

que la co-localización fue más prominente en las células en ausencia de Ca2+ externo, 

reduciéndose progresivamente con el incremento en la concentración extracelular 

de Ca2+. Esto sería consistente con una mayor redistribución de PC2 en la membrana 

plasmática. Se podría postular que una interacción CaSR-PC2 intracelular se 

proyecte y probablemente se extienda a la membrana plasmática, lo que ayudaría a 
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explicar el efecto del Ca2+ externo en las corrientes celulares completas mediadas 

por PC2. Un posible escenario para la interacción funcional entre ambas proteínas 

supondría conllevar la disociación del complejo provocada por alto Ca2+ externo, lo 

que generaría un aumento de la inserción de la PC2 funcional a la membrana 

plasmática y un aumento en las corrientes celulares mediadas por el canal. En este 

escenario, existiría una retroalimentación positiva entre el Ca2+ externo y el Ca2+ 

citosólico. Esto no lo hemos probado todavía y debemos postular también cómo 

llega la “señal” del alto Ca2+ externo a los sitios de almacenado del complejo CaSR-

PC2. 

 

El CaSR es un miembro de la superfamilia de GPCR, cuya activación está acoplada a 

las proteínas G, Gq y Gi, que provocan tanto la activación de fosfolipasas como la 

movilización posterior del Ca2+ intracelular, así como proteínas asociadas a la 

reducción del AMPc intracelular e inhibición de los eventos de señalización 

asociados (Gerbino, 2005). El CaSR se expresa en varios segmentos del nefrón, 

incluida la membrana apical del túbulo proximal, donde se observó que tanto el Ca2+ 

luminal como el agente calcimimético R568 modifican la secreción de protones 

dependiente de Na+ y la reabsorción de líquidos (Capasso, 2013). La activación del 

CaSR, ya sea por hipercalcemia o mutaciones, da como resultado una pérdida de sal 

y agua clínicamente significativas con producción de hipotensión (Huang, 2010).  

 

Los estudios de la regulación por Ca2+ externo de las células renales epiteliales LLC-

PK1 nos permitieron descubrir la existencia de un complejo estructural que 

contendría tanto al CaSR como la PC2. Es interesante que a partir de la co-

inmunoprecipitación con sendos anticuerpos, confirmamos el acoplamiento entre 

ambos, que por los estudios en células (Dai, 2017), sugerirían su Ca2+-dependencia. 

Lo más importante es que obtuvimos actividad eléctrica de canales consistentes con 

PC2, y posiblemente de otros canales eluidos en el complejo, dado que la inhibición 

con anticuerpo anti-PC2 mostró corrientes residuales (Fig. 21), que estarían 

asociadas a otros canales. Al presente qué otros componentes eluyen con el 

complejo CaSR-PC2 es desconocido, aunque el requerimiento de GTP “intracelular” 

(cis) en los estudios de reconstitución sugieren que la proteína(s) G trimérica(s) 

sería(n) parte del mismo. Estudios independientes que no incluimos en el presente 
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trabajo (Scarinci et al, en preparación) confirmaron la presencia de -actinina en el 

complejo eluido con anticuerpo anti-PC2, lo que es consistente con el hecho de que 

esta proteína de asociación a actina, también se acopla específicamente a la PC2 para 

regular su función (Li, 2005). Dado que la actina no es de esperarse abunde en el CP, 

es probable que, en su mayoría, los datos obtenidos por co-IP, hayan sido de material 

de la membrana celular, y/o el citoplasma. Sin embargo, es interesante el hallazgo 

del CaSR en el CP, por lo que quizá el citoesqueleto de actina esté involucrado en la 

disociación del complejo en presencia de alto Ca2+ externo, donde podría estar libre 

de ser transferido del citosol a ese compartimiento. 

 

Como dijéramos, al presente los pasos moleculares que unen la activación de CaSR 

con la estimulación de la PC2 aún no están completamente definidos, aunque 

nuestros resultados son consistentes con un mecanismo que implica tanto la 

regulación del tráfico de PC2, como la actividad del canal en la membrana 

plasmática. Esto concuerda con evidencia previa que muestra que el CaSR interactúa 

con, e inactiva, el canal epitelial rectificante de K+ Kir4.1 (Capasso, 2013), que 

contribuye a la conductancia basolateral en el nefrón distal. Nuestros datos de co-

localización sugieren que la regulación por CaSR de la función del canal PC2 puede 

tener una función directa en la regulación del potencial de reposo, lo que es 

esperado de los canales TRP, como el influjo de Ca2+ en las células epiteliales renales 

una vez residente en la membrana celular (Lev, 2010). Esto también concuerda con 

nuestros hallazgos que indican que un aumento en la conductancia celular mediada 

por PC2, está asociado con un cambio en el potencial de reversión hacia valores más 

despolarizantes, lo que es consistente con la no-selectividad catiónica monovalente 

del canal (Dai, 2017).  

 

Cómo afectaría este tipo de regulación celular requerirá más investigaciones. Es 

interesante notar, por ejemplo, que el grupo de Torres no observó ningún efecto del 

agonista calcimimético R568, en el desarrollo de quistes en dos modelos genéticos 

de enfermedad renal poliquística (Wang, 2009), a pesar que el R568 tiene efectos 

farmacológicos sobre la función renal y el metabolismo mineral (Ward, 2002). Para 

explicar estos resultados, se hipotetizó que el efecto hipercalciúrico del fármaco por 

activación del CaSR en el asa gruesa ascendente de Henle y en el túbulo contorneado 
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distal (Wang, 1996; Wang, 1997) sería necesario para el reciclaje de K+ durante la 

activación del cotransportador de Na-K-2Cl y la reabsorción paracelular pasiva de 

Ca2+. Una contribución al transporte celular de Ca2+ por la PC2 sería relevante en 

este contexto, ya que este canal puede ayudar a regular la homeostasis iónica tanto 

de K+ como de Ca2+ en las células epiteliales renales. 

 

Para comprobar la correlación entre PC2 y el CaSR en los distintos compartimientos 

celulares, exploramos la inmuno-colocalización de ambos en el CP, lo que fue 

confirmado en células LLC-PK1 confluyentes. A partir de estos estudios hicimos 

preparaciones de membrana celular y CP, para su posterior reconstitución. Estos 

estudios nos permitieron comprobar parte del mecanismo de activación del sistema, 

que incluye tanto a la PC2, como al CaSR. En membranas plasmáticas, pudimos 

observar que el R568 (y/o Ca2+ externo), activaban corrientes catiónicas que son 

inhibidas por anticuerpos anti-PC2. Datos similares se obtuvieron con membranas 

de CPs, por lo que ambos compartimientos celulares expresarían el mismo complejo 

CaSR -PC2.  

 

Los experimentos de parche suelto sobre la superficie del CP, proveyeron otra 

información trascendente, dado que el agregado de R568 al baño, produjo cambios 

dramáticos en la actividad de canales presentes en la membrana ciliar. Basados en 

el hecho que la superficie del parche estaría (parcialmente) aislada a la solución del 

baño, se podría concluir, que la(s) señal(es) provocada(s) por el agonista del CaSR, 

se trasmitirían a otras partes del CP, específicamente el área de registro. El hecho de 

que el agente calcimimético R568 produjera los efectos nombrados anteriormente 

sugiere una conexión entre los canales ciliares (incluida PC2 observada en los 

experimentos de reconstitución de membranas ciliares), y el CaSR, al que el agente 

se acopla del lado extracelular.  

 

El desarrollo de los estudios para entender los mecanismos moleculares de la 

PQRAD ha llevado a encontrar una conexión entre la PC2 y las estructuras ciliares. 

La enfermedad poliquística renal se ha asociado con una disfunción ciliar y, 

particularmente, con proteínas asociadas a MTs (Morgan, 1998, Murcia, 2000, 

Pazour, 2002, Hou, 2002, Yoder, 2002). Las proteínas ciliares disfuncionales, 
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incluidas cistina (Hou 2002) y polaris, que se localizan en el cuerpo basal ciliar y el 

axonema microtubular (Yoder, 2002) respectivamente, modifican la función ciliar. 

Otros estudios han contribuido a determinar una relación entre la disfunción ciliar 

y los MTs. El tratamiento de los ratones homocigotos cpk/cpk con el estabilizador 

microtubular paclitaxel (taxol) (Woo, 1997), por ejemplo, modera la progresión de 

la enfermedad quística renal observada en estos animales, lo que sugiere que la 

capacidad de promover el ensamblaje de los MTs puede regular la formación de 

quistes en el riñón del ratón. Los ratones Orpk, que expresan una polaris 

disfuncional, generan poliquistosis renal y presentan cilios acortados, defectos de 

simetría izquierda-derecha (Murcia, 2000) y mayor abundancia de PC2 ciliar 

(Pazour, 2002). Varios estudios han implicado aún más la función de la PC2 ciliar en 

las propiedades sensoriales de esta organela en células epiteliales renales (Nauli, 

2003). Los CPs están claramente involucrados en la transducción de señales 

asociadas a la entrada de Ca2+ y la activación celular (Praetorius, 2003). En resumen, 

una interacción PC2-MTs en el compartimiento ciliar podría ser un componente 

clave de una señalización defectuosa en las enfermedades quísticas. 

 

Estudios previos de nuestro laboratorio determinaron por primera vez que la PC2 

ciliar está bajo el control de un componente clave de la maquinaria axonémica, los 

MTs ciliares (Li, 2006). En ese estudio, con el uso de membranas ciliares de células 

epiteliales renales reconstituidas en un sistema BLM, se observó que el agregado de 

tubulina más GTP estimulaba la actividad de PC2, mientras que el tratamiento con 

el agente despolimerizador de MTs, colchicina, inhibía la actividad del canal. 

Curiosamente, la PC2 aislada como producto de traducción in vitro no tuvo tal efecto. 

La evidencia sugirió que la interacción funcional sería entre MTs preformados y el 

canal. Los datos también indicarían que la tubulina microtubular no interactúa 

directamente con la PC2. Más bien, se requeriría un complejo estructural que 

involucra proteínas motoras, incluidos los componentes quinesina-2, KIF3A y 

KIF3B, que actúan como enlaces moleculares entre la PC2 y el axonema. Esto fue 

confirmado por la presencia de dicho complejo molecular, donde el extremo 

carboxi-terminal de la PC2 estaba directamente asociado con las regiones carboxi-

terminales de KIF3A y KIF3B (Li, 2006). Dado que PC2 permea Ca2+, que es un fuerte 

agente despolimerizador de MTs (Karr, 1980), podría preverse un escenario en el 
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que la regulación de la función de la PC2 en el compartimento ciliar por la quinesina-

2 ayudaría a separar el canal de la maquinaria del axonema. Si bien esta hipótesis 

requerirá confirmación experimental, es consistente con la posibilidad de que la 

entrada de Ca2+ mediada por la PC2 al compartimento ciliar, sería un factor que 

contribuye a la remodelación de su estructura. El hallazgo de la regulación por CaSR 

de canales ciliares está de acuerdo con interacciones dinámicas entre los MTs del 

axonema y los canales iónicos, incluidos los de las membranas excitables (Johnson, 

1994; Unno, 1999), y los canales cuya estructura puedan parecerse a la de la PC2 

(Howarth, 1999; Goswami, 2004). Un estudio reciente, por ejemplo, determinó que 

la tubulina se une al receptor vanilloide del canal TRP (TRPV1) de una manera Ca2+-

dependiente (Goswami, 2004).  

 

5.3 Actividad Eléctrica del CP. Conexión Entre Axonema y Canales 

Iónicos 

 

Los cilios son organelas sensoriales que sobresalen de la superficie de las células 

eucariotas, y que están cubiertas por una membrana que difiere en propiedades de 

la membrana plasmática. El citoesqueleto ciliar, o axonema, consiste de nueve 

dobletes de MTs (9 + 0) que mantienen su morfología elongada. Los cilios móviles, 

llamados flagelos en algunas especies, contienen, además, dos MTs centrales únicos 

dentro del anillo de dobletes (9 + 2). Los brazos de motores moleculares como la 

dineína en los cilios móviles, inducen el deslizamiento de los MTs de los dobletes 

adyacentes. Los cilios son considerados como antenas celulares capaces de detectar 

distintos estímulos externos, tanto químicos, como mecánicos, osmóticos, lumínicos 

y gravitacionales (Pazour, 2003, Singla, 2006, Berbari, 2009, Satir, 2010). Se 

considera que la morfología del cilio permite mejorar la capacidad celular para 

detectar estímulos débiles y/o inusuales, como el flujo de líquido a través de los 

túbulos renales. Si bien estamos más familiarizados con la función mecánica de los 

cilios móviles como el movimiento de los espermatozoides o el moco del tracto 

respiratorio en mamíferos, existe un creciente interés en los CPs dado que 

desempeñan papeles de señalización cruciales en las células eucariotas (Bloodgood, 

2010; 2012). Este resurgimiento del interés en los CPs se debe, en gran parte, a la 
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identificación de las ciliopatías (Badano, 2006; Braun, 2016), defectos genéticos que 

son síndromes del desarrollo humano que surgen de la falla tanto en el ensamblado 

o la realización de funciones de señalización en CPs o cilios móviles. Casi todas las 

células del cuerpo humano poseen un único CP inmóvil, cuyas funciones de 

señalización son cruciales para el desarrollo normal (Schneider, 2005; Fliegauf, 

2006; Clement, 2009; McDermott, 2010; Amador-Arjona, 2011).  

 

Debido a que los cilios están altamente conservados en su estructura y funciones 

sensoriales, ha sido posible conocer varias de las funciones de los cilios en 

organismos modelo, como el protozoo ciliado Chlamydomonas, o el nematodo 

Caenorhabditis elegans, que comparten similitudes con los cilios mamíferos. El 

consenso actual es que ya sean móviles o no los cilios responden a estímulos 

mecánicos y químicos ambientales para enviar dichas señales al cuerpo celular. Por 

lo tanto, la función de antena de los cilios para la información extracelular es que se 

convertiría en señales eléctricas a través de la activación y/o regulación de canales 

iónicos de la membrana ciliar, y particularmente cambios en las concentraciones de 

iones, especialmente Ca2+, en el lumen ciliar. Estos cambios, a su vez, afectan la 

motilidad y la capacidad de las vías de señalización entre los cilios y el cuerpo celular 

para llevar a cabo la transducción de señales. Lo cierto es que, en la actualidad, no 

existe información precisa sobre los mecanismos que generan y propagan la 

señalización del cilio al cuerpo celular. 

 

Los estudios proteómicos indican que el cilio es complejo en cuanto a su 

composición de proteínas estructurales y de señalización, incluidas receptores; 

componentes de sistemas de transducción de señales como las proteínas G, ciclasas 

y quinasas; y canales iónicos, que controlan el flujo de corriente a través de la 

membrana ciliar (Mayer, 2009; Yano, 2013). Existe una amplia variedad de canales 

ciliares (para un resumen reciente, ver Kleene, 2012), incluidos los canales voltaje-

activados, algunos permeables al Ca2+, canales de K+, y canales TRP, generalmente 

catiónicos no selectivos permeables al Ca2+. Algunos, como los canales activados por 

nucleótidos cíclicos de los cilios olfatorios y los canales de Ca2+ voltaje-activados 

(Cav) de protistas ciliados, se encuentran casi exclusivamente en la membrana ciliar. 
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Las actividades de estos canales iónicos ciliares pueden inducir o responder a 

mecanismos de transducción de señales localizados en los cilios. 

 

Las funciones sensoriales de los cilios de los protistas ciliados como el Paramecium 

se han conocido por mucho tiempo (Kung, 1975; Saimi, 1987; Preston, 1990). Este 

protista ciliado provee un ejemplo de señalización ciliar eléctrica asociada a su 

comportamiento natatorio. En base a observaciones comportamentales (Machemer, 

1979) se demostró que las conductancias iónicas ciliares y el potencial de 

membrana controlan tanto la frecuencia como la dirección de los latidos ciliares 

(Brehm 1978; Machemer, 1979; Kutomi 2012). Por ejemplo, los estímulos que 

hiperpolarizan la célula aumentan los latidos ciliares hacia la parte posterior de la 

célula, aumentando la velocidad de natación, mientras que los estímulos 

despolarizantes tienen el efecto opuesto. La despolarización por encima de un 

umbral inicia un potencial de acción de Ca2+ por apertura de canales del tipo Cav 

exclusivos de la membrana ciliar (Dunlap, 1977; Machemer 1979). El aumento 

resultante en el Ca2+ intraciliar invierte la dirección de nado de los cilios, lo que hace 

que la célula retroceda. Un canal de K+ activado por Ca2+ (KCa) devuelve el potencial 

de membrana al nivel de reposo (Brehm, 1978). El Ca2+ que activa el canal KCa 

proviene de los canales Cav ciliares (Satow, 1980). La eliminación genética del canal 

de Ca2+ ciliar imposibilita al protozoo para moverse hacia atrás (Kung, 1975).  

 

Otro aspecto de la actividad de los canales iónicos ciliares es que produce cambios 

en el potencial de membrana que, a su vez, afectan las vías de transducción de 

señales. Los segundos mensajeros resultantes tienen efectos secundarios sobre la 

motilidad ciliar. Por ejemplo, la hiperpolarización estimula la actividad de la adenilil 

ciclasa tanto de los cilios como del cuerpo celular (Schultz, 1992; Schultz, 1997). El 

AMPc producido en los cilios modifica la dirección y frecuencia del latido ciliar, 

haciendo que la célula avance rápidamente hacia adelante (Hamasaki, 1991; 

Noguchi, 2004). Schultz y cols. (1992) identificaron una asociación entre la 

conductancia de K+ hiperpolarizante y la producción de AMPc. Esta conexión 

demostró que la ciclasa y el canal eran dominios de una misma proteína (Weber, 

2004; Yano, 2013). Todos los genes de adenilil ciclasa en Paramecium codifican para 
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estas proteínas, que tienen un dominio amino-terminal de canal y una región 

carboxi-terminal con un dominio enzimático (Yano, 2013).  

 

Estudios previos de nuestro laboratorio demostraron que la PC2 se encuentra en el 

CP de las células epiteliales renales LLC-PK1 (Raychowdhury, 2005), donde estaría 

regulado por la producción de AMPc local, en este caso mediada por un efecto ciliar 

del V2R (Raychowdhury, 2009). Esta regulación es importante, dado que las señales 

que conducen a la fosforilación por PKA, regulan la actividad de la PC2 (Cantero, 

2015b). Es  interesante observar que el Paramecium también expresa un ortólogo 

de la PC2 en su membrana ciliar, aunque la evidencia no permite concluir al 

momento que sea un mecanorreceptor Ca2+-permeable (Valentine, 2012).  

 

El aumento de la concentración celular de AMPc tiene un papel importante en la 

progresión de la enfermedad quística renal (Torres, 2009). La estimulación del V2R 

por la hormona antidiurética AVP es el principal regulador de la actividad de adenilil 

ciclasa que a su vez es la fuente de producción de AMPc en la nefrona distal. Una 

codificación deficiente en el gen PKD1, produce una PC1 defectuosa, que se ha 

asociado con una señalización excesiva de vasopresina y una antidiuresis 

inapropiada en ratones (Ahrabi, 2007). Se ha observado el aumento de los niveles 

de AMPc en los riñones quísticos de varios modelos de roedores. También se pueden 

aumentar los valores de AMPc por disminución de la concentración de Ca2+ 

intracelular causada por mutaciones en PC1 o PC2, a través de la regulación negativa 

de la fosfodiesterasa dependiente de Ca2+ (PDE1) y estimulación de la adenilil ciclasa 

6 (AC6) inhibible por Ca2+ (Torres, 2009). A su vez, el aumento de AMPc estimula la 

proliferación y crecimiento de células poliquísticas. La importancia de la vía V2R-

AMPc en la mediación de la enfermedad quística renal se ha demostrado en modelos 

animales de PQRAD, motivando el uso del tolvaptán (Devuyst, 2013). 

 

Quizá uno de los modelos más estudiados de la relación entre canales ciliares y 

nucleótidos cíclicos en la función sensorial, es la retina de los vertebrados, donde la 

luz se detecta mediante fotorreceptores conocidos como conos y bastones cuyo 

segmento externo es un cilio fotosensible altamente especializado. En la oscuridad, 

o durante la adaptación a niveles de luz constante, el segmento exterior mantiene 
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una concentración de GMPc suficiente para mantener abiertos canales que permiten 

el ingreso tanto de Ca2+ como de Na+ al segmento externo, mientras que el K+ sale 

del fotorreceptor en el segmento interno. El efecto neto es mantener el potencial de 

membrana celular en un estado relativamente despolarizado. Cuando suficiente luz 

incide en el segmento exterior, se reduce la entrada de Ca2+ y Na+, por lo que se 

produce una hiperpolarización celular que induce la activación de una proteína G 

heterotrimérica (transducina) que, a su vez, activa una fosfodiesterasa GMPc-

dependiente, que hidroliza enzimáticamente el GMPc intracelular, reduciendo la 

entrada de Ca2+ y Na+ en el segmento exterior (Nikonov, 2000). 

 

Recientemente los CPs renales han recibido especial atención por su posible rol en 

la génesis de enfermedades quísticas renales. Las mutaciones en las proteínas 

ciliares como PC1 y PC2 causan PQRAD (Bissler, 2005). En el riñón, los CPs se 

extienden hacia el lumen de los túbulos renales donde el filtrado renal, destinado a 

convertirse en orina, fluye a través de los túbulos, pasa por estos cilios y, en el 

proceso, los desvía. Esta estimulación mecánica inicia señales eléctricas en el CP 

renal. La desviación del cilio induce un aumento de Ca2+ celular (Praetorius, 2001). 

Se hipotetiza que esta respuesta requeriría por lo menos una estructura ciliar 

normal, Ca2+ externo y al menos tres proteínas ciliares: PC1, PC2 y TRPV4 (Nauli, 

2003, Praetorius, 2003, Köttgen, 2008). PC2 y TRPV4 son miembros de la familia 

TRP y se sabe que permean Ca2+. Recientemente se demostró directamente que, 

durante la deflexión, los niveles de Ca2+ aumentan dentro del propio cilio (Jin, 2013; 

Su, 2013). 

  

La evidencia de una señalización eléctrica a partir de canales en el CP renal es clara. 

En estudios previos de nuestro laboratorio (Raychowdhury, 2005) se obtuvieron 

registros de CPs ailados. Más recientemente, también se han podido registrar 

canales iónicos desde un único CP intacto tanto mientras estaba unido a la célula o 

después de su desprendimiento (Kleene, 2012; DeCaen, 2013; Delling, 2013). Los 

registros eléctricos directos de los CPs permitieron identificar corrientes catiónicas 

no selectivas espontáneamente activas en las membranas ciliares de varias líneas 

celulares derivadas del epitelio pigmentario de la retina humana, el epitelio renal y 

de fibroblastos embrionarios de ratón (DeCaen, 2013).  
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Muchos detalles de la respuesta mecanosensible de los CPs renales aún no han sido 

resueltos (Hofherr, 2011). La PC1, que se requiere para la respuesta a la flexión del 

CP inducida por flujo, tiene características estructurales de un receptor o molécula 

de adhesión que colocaliza con la PC2 en la membrana ciliar. La PC1 es, sin embargo, 

un receptor huérfano pudiendo ser mecánicamente sensible, en respuesta a la 

flexión ciliar inducida por el flujo de filtrado renal. También podría responder a 

ligandos químicos en el filtrado. Además, se han identificado muchos estímulos que 

activan a la PC2, incluidos el Ca2+ intracelular, cambios en voltaje o el pH, factor de 

crecimiento epidérmico, fibrocistina, bradiquinina y agonistas muscarínicos, shock 

hipo-osmótico, Ca2+ externo, calor y AVP. Dado que cada canal TRP funcional es un 

tetrámero (Zhang, 2009), sus subunidades no siempre son idénticas. En el cilio 

renal, se ha demostrado que la PC2 se combina con TRPV4 (Köttgen, 2008) y TRPC1 

(Bai, 2008; Zhang, 2009) para formar canales heteroméricos. La subunidad α del 

canal epitelial de Na+ (ENaC) se encuentra en el cilio, y la AVP activa un canal ciliar 

similar al ENaC (Raychowdhury, 2009). Finalmente, el canal de Ca2+ voltaje-

activable CaV1.2 y el receptor de dopamina tipo 5 se han encontrado en los CPs 

renales. La activación del receptor provoca un aumento en el Ca2+ ciliar mediado por 

CaV1.2 (Jin, 2013). 

 

Una pregunta central y aun sin responder (Kleene, 2014) es cómo la geometría 

extrema del cilio, sea móvil o inmóvil, contribuye a la eficiencia en la detección y la 

amplificación de señales. El largo ciliar, así como el número de cilias por célula, 

apunta directamente a la maximización de la sensibilidad a estímulos externos. En 

el caso de la respuesta odorífera por ejemplo, la unión a odorante en la región distal 

del cilio (es decir, la región más alejada del cuerpo celular) podría ser transducida 

de manera eficiente al tener canales cercanos al receptor odorífero. Sin embargo, las 

corrientes de los canales localizados distalmente se atenuarían a medida que son 

conducidas a lo largo del cilio hacia el cuerpo celular, como si fuera una conducción 

tipo cable, lo que también se aplica a la conducción nerviosa y muscular. La gran 

relación superficie/volumen del cilio permite grandes fluctuaciones en las 

concentraciones iónicas ciliares. En el contexto de revelar los mecanismos ciliares 

de la PQRAD, Delling y cols. (2013), encontraron que el CP estaría eléctricamente 



116 

 

separado del soma, siendo el potencial de membrana ciliar en reposo de -18 mV, 

comparado con -54 mV del potencial de membrana celular. Además, y a pesar que el 

movimiento de Ca2+ entre la célula y el CP era aparentemente eficiente, la 

concentración ciliar de Ca2+ era también distinta (500-600 nM), unas cinco veces 

mayor que la célula, de sólo 100 nM. Durante una respuesta fuerte, tanto el Ca2+ 

como el Na+ ingresan a través de cientos de canales ciliares, por lo que se pueden 

alcanzar rápidamente altas concentraciones dentro del pequeño volumen ciliar. El 

Ca2+ alcanzaría al menos una concentración 100 μM durante la respuesta odorífera 

(Delgado, 2004). 

 

Concomitante con la pregunta al respecto de la morfología y geometría del CP, 

continúa sin responderse la pregunta central sobre la función ciliar, cómo hacen las 

señales generadas por estímulos externos, y qué gatilla la función de receptores y 

canales ciliares, para hacer llegar esa información esencial al cuerpo celular. Sin 

duda, asumimos que la información llega, aunque no necesariamente está ligada en 

forma lineal a cambios en propiedades intensivas como la concentración de iones 

celulares. De hecho, un cilio único, por más permeabilidad al Ca2+ que tenga, 

difícilmente pueda producir un cambio en la concentración celular del ión, como se 

ha observado por la activación de PC2 en varios modelos celulares (Fig. 46). 
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Figura 46. Esquema de los estudios que llevan a la postulación de hipótesis del 
CP como antena eléctrica. Panel Superior, Estudios previos de nuestro laboratorio 
demostraron que las láminas 2D y los haces de MTs de cerebro,  como así las neuritas 
permeabilizadas de neuronas de hipocampo, generan y propagan oscilaciones 
eléctricas.  Panel Central, el axonema ciliar es una superestructura de MTs distribuidos 
en  nueve dobletes, que como fuera confirmado en esta Tesis, tienen las mismas 
propiedades eléctricas que otras estructuras, por lo que se esperaría que las señales 
eléctricas fueran generadas en su seno, y propagadas al cuerpo celular. Panel Inferior, 
estudios de esta Tesis y previos del nuestro y otros laboratorios, nos permiten 
confirmar que los receptores de AVP V2R, y Ca2+, CaSR, están en la membrana ciliar, y 
regulan no sólo la actividad de canales ciliares, sino también (y/o por su intermedio), 
la actividad eléctrica del axonema ciliar. 
 

Desde hace años nuestro laboratorio ha llevado adelante una línea de trabajo 

orientada a la exploración de la posibilidad de que los polímeros lineales del 

citoesqueleto, los filamentos de actina y los MTs, son capaces de conducir señales 



118 

 

eléctricas. Esto fue demostrado tanto para actina (Lin, 1993), como para MTs (Priel, 

2006 y 2008). Si bien esta evidencia ofrecía una posibilidad de que los elementos 

del citoesqueleto pudiesen conducir señales eléctricas similares a las esperadas en 

líneas de transmisión eléctrica, no ha sido hasta hace poco (Cantero, 2016) que 

pudimos empezar a desglosar los detalles moleculares de estas señales eléctricas. 

Para ello, en trabajos previos de nuestro laboratorio utilizamos láminas 2D de MTs 

cerebrales, que nos permitieron identificar la generación de ondas eléctricas 

oscilatorias (Cantero, 2016). Este tipo de señales permitiría explicar el concepto de 

que los MTs son transistores capaces de formar líneas de transmisión que permiten 

amplificar la actividad eléctrica dentro de la célula (Priel, 2006). Más recientemente, 

pudimos comprobar ondas eléctricas similares en otras estructuras, incluidos los 

haces de MTs cerebrales, permitiéndonos postular que este mecanismo de 

señalización sería importante en la función celular, lo que pudimos comprobar en 

neuronas de hipocampo en cultivo (Cantero, 2018) dando más solidez a este 

postulado. 

 

Hasta el momento de la presente Tesis, toda la información al respecto de las 

oscilaciones microtubulares, habían sido logradas con MTs de origen cerebral y/o 

neural. En la presente Tesis, pudimos extender por primera vez esta información a 

MTs de origen epitelial. Logramos extraer MTs de las células epiteliales renales LLC-

PK1, y demostrar no solo que podíamos formar láminas 2D, sino que también 

pudimos observar oscilaciones eléctricas similares a las observadas en el cerebro. 

Esta es la primera demostración de que las oscilaciones eléctricas se producen 

independientemente de la naturaleza excitatoria, o función celular. Las oscilaciones 

eléctricas de los MTs serían un fenómeno universal del citoesqueleto eucariota. 
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Figura 47. Modelo de transmisión eléctrica ciliar regulada por Ca2+. Los nueve 
dobletes de MTs que conforman el axonema ciliar (derecha) tendrían propiedades 
oscilatorias que se sincronizan con la concentración local de iones, particularmente 
Ca2+,  que a su vez estaría en control de canales iónicos específicos como PC2, y su 
regulación por señales regulatorias de segundos mensajeros, incluidos el Ca2+ mismo, 
y el AMPc generado por la activación por V2R.  Es importante hacer notar que la 
actividad eléctrica del cilio sería tanto más robusta con la actividad de todos los MTs 
participantes. En condiciones ambientales como el flujo luminal renal, donde un “lado” 
del cilio recibiese más estímulo que otro, condicionaría la onda propagada. Si bien esta 
hipótesis debe ser confirmada, datos preliminares, como se observa en los registros en 
la parte inferior (izquierda), y sus respectivos espectros de frecuencia (derecha), 
muestran que efectivamente, el agregado de Ca2+ externo al CP no permeabilizado, 
modifica el patrón oscilatorio del axonema. 
 

En un giro inesperado, pudimos también avanzar con los mecanismos de 

señalización asociados a las estructuras del citoesqueleto y canales en el CP de las 

células epiteliales. Para confirmar la funcionalidad de la co-localización del CaSR con 
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la PC2 en el CP de las células epiteliales, hemos agregado el agonista calcimimético 

R568 a membranas ciliares, y luego a cilios aislados estudiados por la técnica de 

patch clamp, observando que éste activaría canales catiónicos ciliares (Fig. 47). Por 

otro lado, se realizó también el agregado de AVP, activando canales ciliares a través 

del V2R. Lo sorpresivo de estos experimentos fue encontrar que, además de la 

actividad conductiva de los canales en el CP, se observaban también oscilaciones 

eléctricas, con propiedades de amplitud y frecuencias similares a las previamente 

observadas en MTs cerebrales (Cantero, 2016). Este hallazgo, ofrece una nueva 

evidencia, única, que el CP, funcionaría en un sentido estricto, como una antena 

eléctrica, lo que permitiría congregar los varios estudios previos con los 

experimentos de esta Tesis. Probamos la conexión de receptores ciliares (CaSR y 

V2R), con canales ciliares (PC2 y otros), con el axonema ciliar (MTs), ofreciendo 

postular la posibilidad de la existencia de un nuevo mecanismo de señalización 

celular, la transmisión de oscilaciones eléctricas generadas en el CP, a la función 

celular (Fig. 48). 

 

 

Figura 48. Modelo del CP funcional como antena eléctrica. La actividad de canales 
presentes en la membrana ciliar, inducida por receptores presentes en la misma, y 
junto con la conexión de dichas proteínas al axonema ciliar, se propone al CP como una 
antena eléctrica. El CP transmitiría las oscilaciones eléctricas hacia el resto de la célula 
a partir de los cambios en su entorno.   
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El presente trabajo de Tesis ha contribuido a evidenciar una importante relación 

entre las señales de Ca2+ y la regulación del canal PC2 en las células epiteliales 

renales. En el transcurso del mismo, pudimos obtener importantes nuevas 

evidencias que trascienden la información acerca de los mecanismos moleculares 

asociados a la enfermedad PQRAD, origen de los estudios. A saber: 

 

• Demostramos la presencia del receptor sensor de Ca2+ (CaSR) en células de 

epitelio renal, el modelo LLC-PK1 y el efecto regulador del mismo sobre la 

actividad del canal PC2, lo que permite avanzar sobre las teorías de la interacción 

entre mecanismos de señalización en la regulación de la homeostasis iónica en 

células renales. 

 

• Determinamos la existencia de un complejo CaSR-PC2 inédito, que sería esencial 

en los mecanismos de regulación celular mediados por Ca2+ externo, siendo esta 

una conexión tanto estructural como funcional. 

 

• Demostramos la presencia del CaSR en el CP de las células epiteliales renales LLC-

PK1y su regulación de canales ciliares, siendo relevante para entender la génesis 

y desarrollo de ciliopatías como la PQRAD. 

 

• Obtuvimos evidencia de la actividad eléctrica de los MTs epiteliales. Hasta el 

presente trabajo, la observación de oscilaciones eléctricas en microtúbulos, sólo 

había sido confirmada en MTs de origen neuronal. 

 

• Determinamos la actividad oscilatoria eléctrica del CP de las células epiteliales, 

producto de las oscilaciones intrínsecas de los MTs del axonema ciliar, y y la 

regulación de esta manifestación eléctrica por la actividad de canales y 

receptores, incluídos CaSR y V2R, ciliares.  

 

El trabajo de esta Tesis permitió comprobar que el CP (y por extensión, 

probablemente cilios y flagelos en general), es una antena eléctrica, lo que abre una 

nueva dimensión en los mecanismos de señalización celular. 
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