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RESUMEN

Los canales CLIC (de Chloride Intracellular Channel) se encuentran en mdultiples
tejidos y son permeables a los aniones, fundamentalmente a cloruro. Estan
constituidos por proteinas de aproximadamente 26 kilodaltons (kDa), de estructura
similar a la glutation transferasa (GST) encontrandose en forma soluble en el
citoplasma. Dependiendo del estado redox del medio se agrupan formando canales
aniénicos, sin embargo se sabe poco sobre como la forma CLIC soluble puede
cambiar a una forma integral de membrana (Goodchild et al., 2009). Se ha sugerido
gue el ambiente &cido encontrado por CLICs en la superficie de la membrana
modifica la region transmembrana del dominio N-terminal, lo que le permitiria

interactuar e insertarse en la membrana (Fanucchi et al., 2008).

Se sabe que la regién de la molécula con actividad glutation transferasa esta
integrada por 240 residuos (Littler et al., 2010).

Hasta la fecha se conocen 6 isoformas, CLIC-1, CLIC-2, CLIC-3, CLIC-4, CLIC-5y
CLIC-6. Se ha demostrado que CLIC-2 modula el canal de liberacién de Ca®" del
reticulo sarcoplasmico (RS), conocido como receptor de rianodina (RyR) (Board et
al., 2004). Este se localiza a nivel de la triada formando un gran complejo en la
membrana del reticulo sarcoplasmico, enfrentando los receptores de dihidropiridinas
en el tdbulo T (Rios & Brum, 1987).

El RyR se expresa en distintos tejidos y especies, presentando tres isoformas
(Lanner y col.,, 2010), siendo la isoforma 1 (RyR1) la que se encuentra en el
musculo esquelético de vertebrados. EI RyR es parte central de un complejo
macromolecular responsable de la liberacion de calcio, en musculo cardiaco y
esquelético e interactua a nivel de la region citoplasmatica con otras proteinas cuyo
papel es probablemente regulatorio. Entre estas proteinas se incluye a CLIC-2 que
se ha postulado se asocia indirectamente con el RyR (Steele et al., 2014).

Se ha propuesto que los canales CLIC podrian actuar directamente modulando la
liberacion de calcio interactuando con los RyR (Steele et al., 2014) o indirectamente
generando una via de entrada o salida de iones hacia el RS, compensando las
diferencias de carga en el RS, durante la liberacién de Ca** (Kourie et al., 1997;
Sukhareva et al., 1994; lkemoto et al., 1994).



Las proteinas que forman dichos canales, presentan un solo segmento
transmembrana (TM) y forman canales en bicapas artificiales uniéndose de 6 a 7
unidades (Edwards & Kapadia., 2000; Littler et al., 2010).

La informacién sobre los canales de CI intracelulares en el masculo esquelético,
fundamentalmente en relacion al tipo de canal que se expresa y a su localizacién, es

muy escasa (Kourie, 1997).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la presencia de estos canales en fibras de
musculo esquelético de ratdén e identificar las posibles isoformas presentes en el
mismo. Mediante inmunohistoquimica y dot blot logramos identificar la expresion de
isoformas, CLIC-1 y CLIC-5, obteniendo informacién sobre su distribucion en el

musculo. No se pudo descartar la expresion de otras isoformas.

INTRODUCCION

El musculo esquelético estd compuesto por fibras musculares, por tejido conectivo
y vasos sanguineos. La membrana que recubre las fibras se denomina sarcolema y
justo debajo de ella se encuentran los nacleos en el citoplasma, el hecho de que los
nucleos se encuentren superficialmente, permite tener un mayor espacio para la
maquinaria contractil. En el interior de las fibras se encuentran mayoritariamente
actina y miosina Il, éstas proteinas forman haces, que a su vez forman miofibrillas.
Cada miofibrilla es rodeada por el reticulo sarcoplasmico (RS), que es un complejo
de membranas cuya funcién es crucial, ya que es el principal almacén de calcio
intracelular. Las células musculares esqueléticas presentan un bandeado que las
caracteriza, como si fueran estrias, bandas claras y oscuras, orientandose de
manera perpendicular al eje de la célula, y es resultado de la superposicion de los
filamentos proteicos de actina y miosina nombrados anteriormente. Las bandas A
son las bandas oscuras que se observan al microscopio Yy las claras se conocen
como bandas I. En el interior de la banda A se puede observar la zona H, asi
mismo se destaca en el interior de la banda I, las lineas Z
(https://mmegias.webs.uvigo.es/guiada_a_muscular.php).

El sector que se encuentra entre dos lineas Z, es la unidad contractil, la cual se

repite a lo largo de toda la fibra y se denomina sarcémero (Kaisto & Metsikko, 2003).
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Figura 1: El esquema representa como se constituye un sarcomero y el bandeado
caracteristico debido a la superposicibn de las proteinas contractiles en las
miofibrillas (modificado de Clark et al., 2002).

El principal componente de los filamentos delgados es la actina. Los mismos estan
formados por dos hélices alfa enrolladas que se unen con las proteinas
tropomiosinas y troponinas. La funcién de la tropomiosina y la troponina es mediar
la interaccion entre los filamentos de actina y las cabezas de miosina, mediante
cambios conformacionales, los mismos habilitan 0 no, el contacto de las cabezas de
miosina con los filamentos de actina. Cuando la tropomiosina interviene bloquea el

contacto entre actina y miosina, generando relajacion muscular. Para que ocurra la



contraccién las proteinas actina y miosina deben interaccionar, lo cual ocurre como
consecuencia del aumento de la concentracién de Ca?* intracelular.

El flamento grueso esta formado principalmente por miosina, la cual posee una
parte globular, responsable de generar el movimiento de la miosina sobre la actina
y una parte filamentosa. Los extremos del filamento grueso se relacionan con los
flamentos de actina, formando la banda A nombrada al inicio

(https://mmegias.webs.uvigo.es/8-tipos-celulares/miocito.php).

Aparte de la miosina hay otras proteinas asociadas al filamento grueso entre las que
se encuentran, la titina, las proteinas C y H localizadas en la zona C, AMP-
desaminasa. EI movimiento de las miofibrillas se genera cuando las cabezas

globulares de la miosina forman puentes con la actina (Clark et al., 2002).

Como se citd6 anteriormente la contraccion muscular es un proceso altamente
regulado y dependiente de la concentracién de Ca**, el mismo es almacenado en el
RS, el cual tiene la capacidad de almacenar grandes cantidades de Ca** , de hecho
se considera una cisterna de almacenamiento, dividiéndose en compartimentos
especializados. Los extremos de cada RS estan formados por cisternas terminales
gue junto con los tubulos transversos (tubulo T) que son la invaginacion de la
membrana, conforman las estructuras denominadas triadas (Reyes-Juarez &
Zarain-Herzberg, 2006; Van Winkle & Entman, 1979).

Ciertas caracteristicas morfoldgicas sugieren que el acoplamiento entre la excitacion
y contraccion muscular (AEC) ocurre casi exclusivamente por sefiales originadas en
las uniones triadicas en el musculo esquelético (Fabiato & Fabiato, 1979; Fabiato et
al., 1983).

Las regiones del RS mas alejadas de los tdbulos T, se conocen como RS
longitudinales y son membranas en forma de tubo que se ramifican en el interior de
la célula transportando activamente el Ca®* al interior del RS durante la relajacion
muscular (Franzini-Armstrong et-al.,2005).

La fuerza en la contraccién muscular, se regula por la unién de Ca** a la troponina
C, generando el entrecruzamiento de actina y miosina (Martonosi & Pikula., 2003).
Las principales proteinas que regulan la captacién, almacenaje v liberacién de Ca?*
en el RS, se encuentran en la zona de la triada, entre ellas se destaca el receptor de
rianodina (RyR) (Michalak & MacLennon, 1980; Wientzek & Katz et al., 1991).



Por ésta razon los principales componentes proteicos del RS han sido estudiados en
profundidad, debido a la importancia de esta region en la fisiologia de la contraccion.
Uno de los componentes de mayor importancia es el RyR, el cual es un receptor
central del AEC, que controla la salida de Ca?* del RS, activando y regulando la
contracciéon muscular (Lehnart & Wehrens., 2004).

Los RyRs pertenecen a una familia de canales de liberacién de Ca?" altamente
conservados evolutivamente, se encuentran formando tetrdmeros y en esta
conformacion son el canal ibnico de mayor peso, estimado de 2000 kDa (Beard et
al., 2004).

La region amino-terminal (N-terminal) es el mayor porcentaje de la estructura del
canal, ubicada hacia el citosol, con funciones reguladoras de gran importancia. Esta
parte de la molécula constituye los “pies” que se observan en imagenes de
microscopia electrénica de la triada. Esta regidén controla la apertura del mismo y le
confiere también propiedades de proteina de andamiaje (Wagenknecht & Samso.,

2002; Franzini-Armstrong et al., 1994).
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Figura 2: El esquema muestra la interaccion del RyR con el canal de
Ca”"tipo L (modificado de et al Lanner et .,2010)




Se ha demostrado, que la activacion del RyR es afectada por la concentracion
luminal de Ca®* (Kawasaki & Kasai., 1994; Ikemoto et al., 1991).

Debido a su importancia en la contraccion muscular, la liberacion de Ca® es
modulada por distintas proteinas, como la triadina, la junctina asociadas al RyR. Se
ha descrito también que las proteinas CLIC podrian tener un rol modulador de la
liberaciéon de Ca®* como se indicé anteriormente. Estas proteinas son el objeto de
investigacion de la presente tesina y tienen la particularidad de encontrarse
formando canales iGnicos como proteinas integrales de membrana y también se
encuentran como proteinas globulares solubles, dependiendo del estado redox del
medio (Goodchild et al., 2009). Los cambios redox producen modificaciones
estructurales dramaticas, tal es el caso del isotipo CLIC-1 que se encuentra en
solucién como un mondémero tipo GST (glutation transferasa) y tras la oxidacion
sufre modificaciones reversibles de transicion a un dimero no covalente soluble. Se
ha propuesto que la superficie hidrofébica del dimero se acopla a la bicapa, siendo
el paso inicial de insercidon a la membrana. Luego se inserta el extremo N-terminal
(participando Cys24 y Val46), mientras que el extremo carboxilo terminal permanece
en el citosol, obteniéndose como resultado la estructura integral de membrana. Los
canales estan formados por varias subunidades, siendo el canal CLIC-1 de

naturaleza oligomérica (Littler et al., 2004).

La familia de proteinas CLIC esta constituida por proteinas de aproximadamente 26
kDa que tienen similitud con la glutation transferasa (GST) (Harrop et al., 2001).

Las GST clasicas son proteinas citosélicas que catalizan la conjugacion del
tripéptido Glutation (GSH) a centros electrofilicos en células enddgenas no
deseadas o moléculas xenobidticas (Wilce & Parker., 1994).

Las CLIC difieren de las GSTs en un residuo de cisteina en el sitio activo (Cys24 en
CLIC-1 humano), que se vuelve reactiva por la propia proteina, en contraste con lo
gue ocurre con las GSTs donde se activa el grupo tiol del GSH, que se une a los
grupos no covalentes dentro de sus sitios activos con muy alta afinidad. La
localizacion del tiol de GSH en los GST clasicos es aproximadamente equivalente a
la localizacion del sitio activo cisteina en las proteinas CLIC, todos los CLIC tienen

dos cisteinas adicionales que se conservan (Cysl178y Cys223 en CLIC1, Fig. 3A).



Otra diferencia de GST respecto a las CLIC, es que no tienen la capacidad de auto
insertarse en las membranas ni de formar canales i6nicos, en cambio las proteinas

CLIC parecen tener poca o ninguna actividad enzimatica (Dulhunty et al., 2001).
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Figura 3: Estructura de las proteinas CLIC. (A) Estructura de CLIC-1 en la forma
monomeérica soluble, reducida. (B) Estructura cristalina del dimero CLIC-1
oxidado. (C)Modelo propuesto para la transicion entre la forma soluble de CLIC-1
y la forma integral del canal i6nico de la membrana. (D) Glutation (modelo de
palo) unido covalentemente a CLIC1, donde se muestra a superficie molecular
de CLIC1 en la proximidad del sitio de uniéon (modificado de Litter et al., 2010).

Las proteinas CLIC estan altamente conservadas en vertebrados (CLIC-1 y CLIC-6)

aungue presentan ciertas variantes de empalme (CLIC-2, CLIC-5).
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De los integrantes de esta familia los CLIC-1, CLIC-2, CLIC-4, CLIC-5 forman
canales que generalmente presentan baja selectividad para el CI', presentando un
solo segmento transmembrana (TM) y formando canales en bicapas artificiales
uniéndose de 6 a 7 unidades (Edwards & Kapadia, 2000; Littler et al., 2010).

Pueden actuar como sustratos de varias quinasas (Tulk & Schlesinger, 1998), como
se ha demostrado para CLIC-5B, la fosforilacion de tirosina puede afectar su
actividad (Edwards & Kapadia, 2000; Edwards et al., 2006).

También se conoce que participan en una serie de interacciones proteina-proteina,
y se ha propuesto que estas interacciones, particularmente con los componentes del
citoesqueleto, podrian desempefiar un papel importante en la regulacion de su
actividad in vivo (Berryman et al., 2004; Berryman & Goldenring, 2003; Shanks et
al., 2002; Berryman & Bretscher, 2000).

CLIC-1 se clon6 por primera vez en macréfagos humanos activados (Valenzuela et
al.,, 1997) y se lo asocia con la activacion de los mismos; una regulacion negativa
de la funcion CLIC-1 previene la liberacién del factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), lo que sugiere que participa en procesos neurodegenerativos, como la

enfermedad de Alzheimer (Novarino et al., 2004).

Los homologos CLIC-1 han sido identificados también en nematodos (Berry et al.,
2003), insectos (Litter et al., 2007) y plantas (Elter et al., 2007), también se conoce
gue su actividad de insercidn es claramente dependiente de la composicion lipidica
de las membranas, con un requerimiento aparente de lipidos con carga negativa
(Tulk et al., 2002; Singh & Ashley, 2006).

En segundo lugar, se ha informado que el pH afecta su actividad de insercion,
aungue diferentes grupos han informado diferentes formas de la curva de actividad
de pH (Warton et al., 2002).También la evidencia muestra que el estado de
oxidacion afecta la actividad de CLIC-1, la cual forma un dimero al oxidarse, aunque
no esta claro si CLIC-1 se oxida in vivo (Singh & Ashley, 2006; Littler et al., 2004).

El analisis de su estructura reveld que son proteinas transmembrana con un dominio

TM cerca del extremo N-terminal (Tonini et al., 2000; Duncan et al., 1997).
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CLIC-2 es un isotipo de la familia CLIC, forma canales y algunas evidencias
demuestran que modula al RyR asociandose al mismo (Meng et al., 2009).

El gen CLIC-2 se descubri6 mediante un analisis de transcripciones en la region
cromosomica Xg28 (Heiss et al., 1997). Se demostré que tiene la propiedad de

intervenir en la actividad de liberacion de calcio de los RyR (Dulhunty et al., 2001).

CLIC-3 presenta homologia con CLIC-1 de humanos y CLIC-2 de rifion bovino, su
mayor localizacion es en el nicleo de células humanas y segun evidencia al
expresarse estimula la conduccion de cloruro. Segun estudios realizados CLIC-3 se
asocia especificamente con la cola carboxilo de ERK7 (proteina quinasa activada
por mitégeno), sugiriendo que CLIC-3 puede desempefiar un papel en la regulacion

del crecimiento celular (Qian et al, 1999).

CLIC-4 se descubrié en cerebro de rata, dénde se demostré que esta co-localizado
con canales RyR cerebrales (Ashley., 1989), encontrandose altamente conservada
en vertebrados que van desde peces hasta mamiferos (Shorning et al., 2003).
Ademas del cerebro, el ARNm de CLIC-4 también se expresa en muchos otros
tejidos de mamiferos, incluyendo el musculo esquelético (Fernandez-Salas et al.,
1999; Duncan et al., 1997) y presenta un dominio citoplasmatico que forma
complejos proteicos con actina y tubulina, entre otras proteinas (Dulhunty et
al.,2001).

A menores concentraciones se encuentra como proteina integral de membranas no
periféricas (Duncan et al., 1997) en organelos, incluyendo reticulo endoplasmico,
mitocondrias (Fernandez-Salas et al., 1999) y vesiculas secretorias (Chuang et al.,
1999).

Los niveles de CLIC-4 estan dinamicamente regulados, aumentando con TNFa y
sefiales de proteina supresora de tumores (p53) (Fernandez-Salas et al., 1999).
Curiosamente, la sobreexpresion de CLIC-4 induce la apoptosis mediada por p53
asociada con despolarizacién mitocondrial, liberacién de citocromo C y activacion de
caspasas (Fernandez-Salas et al., 2002). Aunque todavia no es claro, si esto implica
gue la proteina deberia encontrarse soluble o como proteina de membrana, o
ambas, cabe destacar que la implicancia de un canal de iones mitocondrial en la
apoptosis claramente podria ser muy significativo y es notable que algunas células,

especialmente las células de mamifero, expresan muchas proteinas CLIC
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diferentes, lo que sugiere que algunas o todas sus funciones pueden ser de gran
importancia (Qiu, 2003).

Los estudios de protedlisis mostraron que la proteina CLIC-4 formaba un Unico paso
a través de la membrana, con una porcion C-terminal mas grande que queda en el

citoplasma (Tonini et al., 2000; Duncan et al., 1997).

CLIC-5 fue inicialmente aislado en microvellosidades placentarias humanas y se
asocia con la actina del citoesqueleto, funciona como un canal de cloruro, participa
en transporte de HCI y resorcion 6sea (Berryman & Bretscher, 2000; Berryman et
al., 2004; Edwards et al., 2006).

Ayuda a formar o estabilizar conexiones entre la membrana plasmatica y el
filamento de actina (Gagnon et al., 2006). Sin embargo, los detalles de las funciones

moleculares de CLIC-5 siguen sin estar claras.

CLIC-6 fue identificado en el cerebro, placenta, pancreas y el higado. Se cree que
juega un papel critico en las células secretoras, posiblemente a través de la
regulacion del transporte de cloruro (Ashley, 2003).

Se diferencia del resto de la familia CLIC por ser significativamente mas largo. El
gen CLIC-6 contiene un segmento rico en GC, que codifica un motivo de 10
aminoacidos repetido 14 veces en el extremo amino-terminal, expresandose
principalmente en el citoplasma. En el caso de CLIC-5 y CLIC-6 tienen un dominio
N-terminal adicional al médulo CLIC. Estos dominios a menudo incluyen secuencias
repetitivas que estan mal conservados tanto en secuencia como en tamafo
(Strippoli et al., 2002).

La funcion molecular, celular y fisiologica de dichas proteinas todavia se esta

desentrafiando, se estan realizando diferentes experimentos para abordar cada uno

de estos niveles de la funcién CLIC.
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HIPOTESIS

Se ha demostrado que las proteinas CLIC, forman canales transmembrana con
permeabilidad para aniones, principalmente cloruro y se ha propuesto que dichas
proteinas interactian con el RyR modulando la liberaciéon de Ca?* de manera
directa. También podrian influir los movimientos de Ca** a través del RyR ya que
son una via de entrada o salida de aniones que compensan los cambios de carga
dentro del RS.

La escasa informacion respecto a proteinas CLIC ha sido producto
mayoritariamente de estudios en musculo cardiaco. En masculo esquelético es muy
pobre la informacion sobre su localizacion y los tipos que se expresan.

Como hipotesis central se plantea que los canales CLIC se expresan en el masculo
esquelético y que probablemente se localizan en zonas cercanas a los RyR, los

cuales se encuentran en el RS, en la zona proxima a los tubulos T.

Objetivos generales y especificos

Objetivo general

Estudiar la expresion de los canales intracelulares en musculo esquelético de
mamifero. En el desarrollo del estudio se utilizaran técnicas de inmunohistoquimica
combinadas con microscopia confocal, asi como técnica de Dot Blot para confirmar

la expresion de estas proteinas.

Objetivos especificos
e |dentificacién de los canales intracelulares de la familia CLIC que se expresan
en musculo esquelético de mamifero, mediante anticuerpos especificos,
determinando que integrantes de la familia CLIC estan presentes.
e En caso de confirmarse la expresion de CLIC en el musculo esquelético,

estudiar su distribucién en la fibra muscular.
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MATERIALES Y METODOS

Diseccion de musculos de raton.

Para los experimentos se utilizaron ratones B6D2F1 o BALB/c los cuales se
sacrificaron por dislocacion cervical de acuerdo al protocolo aprobado por el Comité
de Etica en el Uso de Animales de la Universidad de la Republica (Expediente N°
071140-000127-12) y luego se les extrae el masculo flexor corto de los dedos (FDB)
y extensor largo de los dedos (EDL) por diseccion manual bajo lupa. La superficie
en donde se realiza el protocolo se limpia con alcohol, luego se preparan 10 ml de
DMEM (low glucose) suplementado con 10% de suero fetal (1 ml), gentamicina (50
ug/ml). La diseccién se realiza en 5-10 ml de solucion de Tyrode normal filtrado con
filtro de 0,22 um, la cual contiene NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgCl, 2.0 mM, CaCl,
2,5 mMy HEPES 10 mM (pH=7.4, osmolaridad = 320 mOsm/I).

Los instrumentos de diseccién se ponen en alcohol 70% y luego se dejan secar
antes de su uso.

Una vez sacrificado el raton se lavan las patas posteriores con alcohol 70% vy
solucion Tyrode. Se cortan las patas utilizando tijeras y pinzas limpias y se
transfieren a la cAmara de diseccion.

Para realizar la diseccién, se utilizan 4 ml de Tyrode. Los musculos aislados se
transfieren a otra placa conteniendo aproximadamente 3 ml de DMEM, en donde se
mantendran hasta que se les realicen los andlisis correspondientes. Con este
procedimiento se obtienen musculos en condiciones adecuadas para el fijado

posterior con formol.

Fijacién con formol

La finalidad del procedimiento de fijacion es evitar cambios en la morfologia de las
fibras, una vez realizada la diseccion, manteniendo su estructura morfolégica,
frenando la autolisis, garantizando asi la integridad de las fibras.

El fijador utilizado es formol, el cual emite vapores que son muy irritantes para los
tejidos conjuntivos y las mucosas, por eso se deben extremar las condiciones de
trabajo, su funcidbn de fijacion se debe a que coagula las proteinas

(med.unne.edu.ar).
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Lo empleamos en una solucién al 10% (10 del formol comercial y 90 partes de
agua).

El tiempo de fijacién de las muestras, es de 48 horas, en refrigeracion.

Al finalizar la fijacion, se lava con alcohol al 95%, para evitar que las fibras se

endurezcan demasiado.

Técnicas histoldgicas
Con la finalidad de preparar y obtener las mejores condiciones para poder analizar
las fibras musculares y sus componentes morfolégicos a través de microscopia, se

aplican las técnicas histologicas que se describen a continuacion.

Inclusion en parafina

Para que las fibras adquieran mayor dureza y se facilite la obtencion de las
secciones, se infiltran las muestras en parafina, la cual sirve de soporte formando un
blogue homogéneo. Para que los tejidos puedan ser incluidos en parafina se
requiere deshidratarlos e infiltrarlos con el solvente de la sustancia de inclusion.

Las muestras se deshidratan sucesivamente en soluciones de concentracion

crecientes de alcohol etilico, cumpliendo el siguiente protocolo:

1) alcohol etilico al 95 %(coplin 1) --------=--=-==m-m=- 1 hora
2) alcohol etilico al 95 %(coplin 2) ---------=--=--=----- 1 hora
3) alcohol etilico al 100 % (absoluto, coplin 1) ------- 1 hora
4) alcohol etilico al 100 % (absoluto, coplin 2) -------- 1 a 1.5 horas.
5) cloroformo al 10%----------=-===mmmmmmmmmm oo toda la noche

Armado de bloque
La penetracion de la parafina al interior de las fibras se realiza cuando la misma se

encuentra en estado liquido dentro de la estufa (37° C), de la siguiente manera:

6) parafina liquida (37°C, frasco de vidrio 1) ------------- 20 minutos
7) parafina liquida (37°C, frasco de vidrio 2) ------------- 20 minutos

Se utiliza un molde, el cual se llena con parafina caliente, en donde las fibras se

orientan de manera correcta, sumergiéndolas en el interior de la parafina.
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Luego los moldes se enfrian en refrigerador de manera homogénea y se guardan en

freezer a - 20 °C, para su posterior uso.

Cortes del preparado

En esta etapa, se procede a realizar los cortes utilizando un micrétomo, el cual es
un instrumento semiautomatico, que secciona el bloque de parafina en cortes
delgados y de grosor uniforme. En el mismo se encuentran unas abrazaderas en
donde se sujeta el bloque, orientado correctamente para luego ajustar la navaja,
corroborando que el filo esta en la posicion adecuada. Los primeros cortes se hacen
con la finalidad de desgastar la superficie del bloque, descartando las secciones
gue se obtienen hasta alcanzar la fibra. El dial se ajusta de acuerdo a los
micrometros de grosor que quiero sean los cortes, 5-10 micras en nuestro caso,
luego se acciona la manivela que desplaza la abrazadera con el bloque de parafina
para obtener los cortes.

Para extender los cortes, se depositan en el bafio con agua a 40°- 45°C, y se
recogen con mucho cuidado por flotacion y se depositan en el portaobjetos en
donde quedan adheridas.

En este punto se debe extraer toda la parafina del tejido, utilizando Xilol (derivado
dimetilado del benceno).

El procedimiento de desparafinizacién se realiza de la siguiente manera:

8) xilol de desparafinizacion (coplin 1) ------------------- 20 minutos
9) xilol de desparafinizacion (coplin 2) ------------------- 10 minutos
10) portaobjetos a 60°C, dejar gotear parafina -------- 15 a 20 minutos

Como ultimo paso se hidratan las muestras (ya que la mayoria de los colorantes

son de base acuosa):

11) alcohol 100 -------------------- 2 minutos
12) alcohol 95(coplin 1) --------- 2 minutos
13) alcohol 95(coplin 2) --------- 2 minutos*
14) alcohol 70 --------------------- 2 minutos
15) agua corriente ---------------- 2 minutos
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16) agua destilada ---------------- 2 minutos (hematoxilina eosina)
17) buffer PBS --------------------- toda la noche *

*si la muestra se prepara para inmunohistoquimica, se puede obviar.
Las muestras deben agitarse continuamente para permitir la renovacion de los

liquidos.

Tincién hematoxilina-eosina

Para facilitar la observacion de los cortes obtenidos en el microscopio, se les realiza
una tincién con colorantes hematoxilina y eosina. La accién de los colorantes facilita
la visualizacion de los ndcleos, citoplasma y material extracelular. La hematoxilina
es basica y tifie los ndcleos, intercalandose en los grupos fosfatos del ADN y ARN
que tienen carga negativa. La eosina es débilmente acida y muy soluble en agua.
El color que genera la eosina al citoplasma, tejido conjuntivo y fibras colagenas es

un rosado intenso (mmegias.webs.uvigo.es).

A continuacioén se describe la técnica:

1) Agitar hematoxilina --------------------- 10 minutos
2) filtrar hematoxilina y eosina usando papel filtro.
3) sumergir la muestra en hematoxilina-------------------- 10 minutos

4) trasvasar la muestra a coplin con agua corriente-----10 minutos

5) cambiar a coplin con agua destilada--------------------- 10 minutos
6) pasar a coplin con eosina---------=-=-=-=-==m=m-mommmoeoeee 1 minuto
7) alcohol 95%---------=-==mmm oo 1 minuto
8) alcohol 100%6-------=-=-=-====mmmmmmmmm oo 1 minuto
9) xilol de montar (medio de espera) 15 minutos

10) montar con balsamo Entellan (solucion a base de polimeros de xileno).

El problema presentado al momento de realizar la tincion con hematoxilina-eosina
es que las secciones se “lavan” del portaobjeto, imposibilitando éste paso y los
siguientes protocolos a realizar en las fibras, por lo tanto se procede al uso del

criostato como método alternativo.
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Criostato

En muchos casos para evitar la inclusién de los tejidos, teniendo en cuenta el
tiempo que esto requiere, se acude directamente a la congelacion de los mismos,
obteniendo resultados rapidos respecto a la dureza de la muestra, manteniendo casi
intacta la estructura a nivel molecular, lo cual es de gran importancia en ésta
investigacion ya que luego se realizara la técnica de inmunohistoquimica. Se
obtienen cortes del orden de 5-15 um. Cuanto mas rapida es la congelacién, mejor
se preserva la estructura de la fibra (https://mmegias.webs.uvigo.es/6-tecnicas/4-
criotomos.php).

El criostato tiene una camara refrigerada con temperatura regulable, dentro de la
cual esta instalada toda la maquinaria para realizar los cortes, con una plataforma
en donde se realiza la congelacion.

A continuacion se describen los primeros pasos:

1) Formol 4%------------=--ememememmmm - 24 horas (temperatura ambiente)
2) PBS 1X--mmmmmmmmmm oo o 2 horas

3) sucrosa 10% en PBS 1X------------------ 24 horas

4) sucrosa 20% en PBS 1X------------------ 24 horas

5) sucrosa 30% en PBS 1X------------------ 24 horas en heladera

En este punto las muestras se sacan de la heladera, continuando con el armado de
los bloques con papel de aluminio, en donde se pone una solucién anticongelante
gue contiene glicoles y resinas, de la marca comercial Tissue Tek, compuesto
soluble en agua, utilizado como matriz ya que no genera residuos, y evita la
formacién de cristales que puedan modificar la estructura de la fibra, también evitan
dafios si la congelacion se realiza de manera apresurada. En casos donde no es
importante resguardar la ultraestructura de la muestra se trabaja con temperaturas
entre -80°C y -20°C.

Las fibras se colocan en el fondo del bloque, utilizando pinzas, por lo tanto se
encuentran encastradas en un bloque sélido, el cual se deposita en el criostato
(Criostato Leica CM1850 UV, departamento de Histologia y Embriologia, Facultad
de Medicina, UdelaR) durante 10 minutos, se retiran cuando el monitor del criostato
nos indica PE (se coloca la muestra en la camara del criostato para igualar su

temperatura con la de la cAmara y asi obtener secciones homogéneas).
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A continuacion se adhiere la muestra en el soporte portamuestras, el cual se
encuentra en un eje que avanza sobre la cuchilla. La preparacion del bloque y el
mecanismo de corte son similares al que se describi6é para el micrétomo en inclusién
de parafina. Los primeros cortes se realizan hasta que aparezca el tejido de interés.
Las secciones obtenidas (5-10 pum) se adhieren por contacto al portaobjetos con
superficie cargada (el portaobjetos se posiciona a 45 ° para levantar las muestras).
Las secciones se descongelan rapidamente en este proceso de pegado puesto que

los portaobjetos estan a temperatura ambiente.

A pesar de haber cambiado el método para realizar los cortes y probar la adhesion
de la muestra en cubreobjetos cargados positivamente, cubreobjetos con polilisina y
otras opciones como cubrirlos con gelatina 6 exponerlos al calor, al momento de
realizar la tincion con hematoxilina eosina las fibras se siguen “lavando”, generando
la pérdida de muestras (de cada 10 cubreobjetos con tres cortes de la misma

muestra, se obtiene un corte de un cubreobjeto).
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Figura 4: Imagenes de fibras musculares obtenidas con microscopio Olympus 1X81 en campo claro,
tras cortes con criostato, tefiidas con hematoxilina eosina. A) Fibras musculares con citoplasma y
nacleos tefidos (40x).B) Fibras musculares con citoplasma y nudcleos tefiidos (100X).C) Fibras
musculares con citoplasma y nucleos tefiidos (100X).

Al ser tan escasa la cantidad de muestras que se obtienen para tan largo
tratamiento de las mismas, se opta por disgregar el musculo cuidadosamente
utilizando pinzas de diseccion para obtener fibras aisladas y realizar directamente
sobre las fibras las técnicas de dot blot e inmunohistoquimica, salteando los pasos

de histologia descriptos.
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Dot blot

El dot blot, es una prueba ampliamente utilizada en laboratorios de baja complejidad
debido a su facil diagnostico y bajo presupuesto. Consiste en una fase solida que
retiene el antigeno, que en nuestro caso son las proteinas CLIC de distintos
isotipos, como fase sdlida se utiliza membrana de nitrocelulosa. Teniendo en cuenta
su simpleza es muy sensible y especifica. El antigeno de interés es detectado
directamente sin necesidad de realizar pasos previos de purificacion ya que se
divide a través de plantillas circulares directamente sobre la membrana y no
electroforéticamente (Agudeo-Florez et al., 2005; Plancarte et al., 1994; Tellez-Giron
et al., 1987; Vaz et al., 1990).

Como control positivo de la expresion de proteinas CLICs se utiliza un cultivo de
células HELA (linea celular inmortal derivada de una muestra de cancer
cérvicouterino utilizada en investigacion cientifica), ya que se sabe sobre-expresan
los canales CLIC (Edwards et al., 1998).

Las mismas se cultivaron con medio DMEM suplementado con un 10% de suero
fetal bovino, antibidticos (penicilina 100 unidades/ml + estreptomicina 100 pg/ml), en

estufa de cultivo con 5% CO, a 37 °C.

Se realiza el siguiente procedimiento:

1) Se prepara la membrana de nitrocelulosa, dibujando con un lapiz la regién en
donde se va a sembrar la muestra. Las muestras preparadas son musculo de ratén
y células HELA, se explica el protocolo para musculo, pero cabe destacar que en
paralelo se realiza el mismo protocolo en células HELA.

2) Los musculos previamente centrifugados, se ponen en DMEM por 10 minutos, al
sacar el DMEM, se agrega 300 pL de buffer de lisis RIPA (150 mM de NaCl, Triton
1.0% X-100, deoxicolato 0.5%, SDS 0.1% y 50 mM Tris-HCI pH 8)

3) Realizar diluciones seriadas por triplicado en PBS 1X y 10 pL de dilucion
correspondiente (1/10,1/100 y 1/1000).

4) Dejar blogueando toda la noche en BSA-PBS 3%(0,9 gramos de BSA en 30 mL
de PBS 1X).

5) Incubar con anticuerpos primarios toda la noche, usando dilucién 1/500 de CLIC
(C-16) anticuerpo goat polyclonal para deteccion de CLIC-4, CLIC-5Y CLIC-6
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(sc-65033, Santa Cruz Biotechnology, INC.), diluciébn 1/500 de CLIC-1 (P-19)
anticuerpo goat polyclonal para detectar CLIC-1 (ACL-021, Alomone labs) y dilucién
1/2000 de CLIC-5 anticuerpo rabbit polyclonal para detectar CLIC-5(ACL-025,
Alomone labs), diluidos en PBS-BSA 0.5% y Tween 0.01%.

6) Lavar tres veces con PBS 1X, 15 minutos por lavado.

7) incubar la membrana durante 1 hora con los anticuerpos secundarios anti-goat o
rabbit IgG conjugados con IR Dye-800 e ir Dye-680(Li-cor) en PBS con 0.1% Tween
20 (Sigma Aldrich).

8) Lavar tres veces con PBS-Tween 0.01%, 5 minutos.

9) Las proteinas inmunoreactivas se visualizan con el sistema de deteccion de

fluorescencia infrarroja (Odyssey, Li-cor Biosciences).

Inmunohistoquimica

Es un andlisis que combina inmunologia y microscopia, permitiendo observar la
localizacion de una estructura, identificando proteinas, carbohidratos, lipidos y
acidos nucleicos, compuestos sintéticos, antigenos virales y bacterianos entre otras
cosas. La base de la técnica son reacciones antigeno-anticuerpo. En la preparacion
se deja expuesto al antigeno, permitiendo la inmuno-marcacién con el anticuerpo.
Es importante que durante la realizacion del protocolo, el antigeno no pierda la
capacidad de union al anticuerpo. Los anticuerpos seleccionados deben ser

especificos, sensibles y estables (Cooper., 1985).

Se utilizan anticuerpos comerciales para identificar los distintos tipos de canales
CLIC , anticuerpos primarios: CLIC(C-16) anticuerpo goat polyclonal(dilucién 1/500)
para deteccion de CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6 (sc-65033,Santa Cruz
Biotechnology,INC.), CLIC1(P-19) anticuerpo goat polyclonal (dilucion 1/500) para
detectar CLIC-1 (ACL-021, Alomone labs) y CLIC5 anticuerpo rabbit polyclonal
(dilucion 1/2000) para detectar CLIC-5 (ACL-025, Alomone labs), anticuerpos
secundarios: Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG(H+L) (A11034,Life Technologies) y
Alexa Flaor 488 donkey anti-goat IgG(H+L) (A11055,Life Technologies).

El andlisis inmunohistoquimico se realiza en fibras obtenidas de la disgregacion del
musculo esquelético, ya que como se explicé anteriormente los cortes incluidos en

parafina y criostato se lavaban de los portaobjetos.

22



Las fibras aisladas se fijan en paraformaldehido 4% en PBS por aproximadamente 5
minutos, se lavan 3 veces con PBS 1X (5 minutos cada lavado), el siguiente paso es
permeabilizar con 0.1 % Tritbn X-100 en PBS por 10 minutos a temperatura
ambiente. Se vuelve a lavar 3 veces con PBS.

Para bloquear los sitios no especificos se utiliza BSA (seroalbumina bovina) 0.5%
en PBS. Luego se incuban con los anticuerpos primarios toda la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, se realizan 3 lavados con PBS 1X.

Posteriormente se incuban con el anticuerpo secundario conjugado con el fluoréforo
1 hora a temperatura ambiente. Se realizan 3 lavados con PBS 1X para quitar el
exceso de anticuerpo, se incuba con DAPI (Nucleic Acid Stain, D1306, Invitrogen)
para tefir los nucleos. Los musculos asi procesados son estudiados en el
microscopio confocal (Leica modelo TCS SP5 Il, de la unidad de microscopia

confocal, Facultad de Medicina) para la localizacién de las proteinas marcadas.

Como control se utilizan células HELA, ya que se sabe sobreexpresan canales CLIC
(Edwards et al.,, 1998). Se utilizaron células HELA como control positivo de
expresion de los canales, ya que no se tenia una referencia de que patrén de
expresion se podia esperar en las células musculares esqueléticas.

Las mismas se cultivaron con medio DMEM suplementado con un 10% de suero
fetal bovino, antibiéticos (penicilina 100 unidades/ml + estreptomicina 100 pg/ml), en
estufa de cultivo con 5% CO2 a 37 °C.

Debido a la falta de informacion sobre que células no expresan CLIC, no se

realizaron controles negativos sobre la expresiéon de los canales.

Se realizaron controles negativos de la técnica de inmunohistoquimica tratando
fibras musculares y células HELA con los anticuerpos secundarios utilizados. Estos
controles negativos tuvieron como obijetivo verificar que los anticuerpos secundarios
no tuviesen un marcaje inespecifico. Ademas se exploro la autofluorescencia de las
fiboras musculares a las longitudes de onda utilizadas. Se observaron resultados

negativos en todos los casos.
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RESULTADOS

La familia de proteinas CLIC, esta formada por los isotipos CLIC-1, CLIC-2, CLIC-3,
CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6. Los isotipos investigados en éste trabajo son CLIC-1,
CLIC-4, CLIC-5y CLIC-6.
Para CLIC-1 y CLIC-5 se adquirieron Kits especificos, siendo la expresiéon de CLIC-
5 también analizada en conjunto con la expresion de CLIC-4 y CLIC-6 utilizando el
kit CLIC-16 (ver métodos).

Como primer resultado se describe la expresion de CLIC en células HELA mediante

inmunohistoquimica.
Previo a realizar los estudios inmunohistoquimicos de las respectivas CLIC en fibras
musculares, se realizd6 un dot blot para conocer la expresion de cada isotipo,

sembrandose en paralelo para musculo y células HELA.

Identificacion y localizacion de los isotipos CLIC-4, CLIC-5y CLIC-6

(CLIC-16) mediante inmunohistoquimica en células HELA.

A B

Figura 5: Imagenes obtenidas mediante el Microscopio Laser Confocal (63x) A) Células HELA
inmunomarcada con anticuerpo anti CLIC-16 (verde) y nucleos con DAPI (azul) y B) anticuerpo anti
CLIC-16 (verde).
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El resultado refiere a la expresion de proteinas CLIC en células HELA, las CLIC son
sobreexpresadas en este grupo celular, por esa razén se toma a las células HELA
como modelo positivo de expresion.

Con la finalidad de adquirir resultados propios y hacer una puesta a punto de la

técnica inmunohistoquimica, se investiga la expresion de CLIC-16 en células HELA.

Como se puede apreciar en la Figura 5, el tratamiento inmunohistoquimico de las
células HELA, genera resultados positivos utilizando el kit CLIC-16, que comprende
a CLIC-4, CLIC-5y CLIC-6.

Los nucleos se tifien con DAPI, confirmando el correcto uso del protocolo de la
técnica.

En figura 5A, se observa la localizacion citoplasmatica de los CLIC y los nucleos
marcados con DAPI, mientras que en figura 5B se refiere a la expresion de CLIC.

El resultado obtenido sugiere la expresion de CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6, o al menos
una de ellas en células HELA (es necesario usar kits especificos para detectar a
cada subfamilia CLIC).

Deteccion de expresion de isotipos CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6 (Kit
CLIC-16) mediante Dot Blot de fibras musculares y células HELA.

Musculo 1/10 ‘ 1/100 1/1000

HELA 1/10 1/100 1/1000
@ - -
% Yoty A

Figura 6: Fotografia de resultados de dot blot obtenidos
con el kit CLIC-16 en fibras musculares y sus respectivas
diluciones (arriba), en conjunto con los resultados en
células HELA y sus respectivas diluciones (abajo).

y.
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En figura 6 se muestra el resultado obtenido utilizando el kit CLIC-16 en fibras
musculares y en células de HELA, indicando su expresion en musculo esquelético
de mamifero.

Sabiendo que las células HELA sobreexpresan CLIC, son usadas como control
positivo en el dot blot.

Las flechas en color blanco muestran el lugar donde se sembraron las respectivas

muestras.

Los resultados obtenidos tanto para la muestra de células HELA como sus
diluciones (1/10,1/100 y 1/1000) son positivos, en la muestra de HELA (sin diluir) se
nota mayor concentracion de proteinas respecto a sus diluciones, resultado
esperable si consideramos que en las diluciones hay menor concentracion proteica.

Respecto a los resultados de la fibra muscular, se observa mayor fluorescencia en
la muestra sembrada sin diluir; la misma decae al ir aumentando las diluciones,
indicando que a mayor dilucion menor es la concentracion de la proteina estudiada.
No existen grandes diferencias entre la fluorescencia obtenida en células HELA y

musculo.
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Identificacién y localizacién de isotipos CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6

(Kit CLIC-16) mediante inmunohistoquimica en fibras musculares.

A

rrrrr

Fluorescencla (u. a):

1.0 15
Distance (um)

Figura 7: Imagenes obtenidas mediante el microscopio laser confocal (100x). A) Transiluminacion de
fibora muscular. B) Fotografia confocal de fibora marcada con DAPI (azul). C) Fibra de mamifero
inmunomarcado con anti CLIC-16 (verde). D) Imagen C con recuadro amarillo indicando la zona
donde se analiza la intensidad de fluorescencia (u.a) vs distancia (um).

La informacion obtenida de las fotografias brinda un resultado positivo respecto a la
expresion reportada por CLIC-16, que corresponde a las subfamilias CLIC-4, CLIC-5
y CLIC-6, por lo tanto podriamos estar frente a la expresion de las tres subfamilias,
o al menos una de ellas. Esto se podra comprobar mediante la utilizacion de kits

especificos para detectar a cada subfamilia CLIC.

El resultado inmunohistoquimico de la imagen 7C, indicaria la localizacion de estas
proteinas en regiones especificas, dado que muestra con un patron de
fluorescencia que se repite a lo largo de toda la fibra, sugiriendo que se asocia a
alguna estructura organizada de la misma. Esto se evidencia mas claramente en el

perfil de fluorescencia (en unidades arbitrarias) vs distancia (um), obtenido del
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recuadro amarillo de la imagen 7D. Un patron de estas caracteristicas podria
corresponder al RS.
La cuantificacion de fluorescencia se realiza con programa ImageJ, seleccionando la

ventana Analyze y dentro de esa opcion se selecciona Plot Profile.

En la imagen 7B se observan también dos nucleos tefiidos con DAPI, situados

inmediatamente por debajo del sarcolema.

Deteccion de expresion de isotipo CLIC-5 mediante Dot Blot de

fibra muscular y células HELA.

Misculo

Figura 8: Fotografia de resultados de dot blot para CLIC-5 de fibra muscular
(arriba), en conjunto con los resultados de CLIC-5 en HELA (abajo).

Sabiendo que las células de HELA sobreexpresan CLICs, son usadas como control
positivo en el dot blot.

Las flechas en color blanco muestran el lugar donde se sembraron las respectivas
muestras.

En figura 8 se detecta CLIC-5 en fibras musculares y en células HELA, indicando su

expresion.

28



Identificacion y localizacion de isotipo CLIC-5 mediante

inmunohistoquimica en fibras musculares.

A

Flucreecencia (w.a)
N 8 & 8
Q —i—i

Sarcomero

Figura 9: Imagenes obtenidas mediante el microscopio laser confocal (100x).
A) Fibra muscular inmunomarcada con anti CLIC-5 (verde)

B) Imagen ampliada de recuadro verde marcado en la imagen A,donde se destaca con una llave la
longitud del sarcémero. C) Intensidad de fluorescencia (u.a) vs distancia (um) con esquema
comparativa de un sarcomero. El perfil de fluorescencia se correlaciona con la estructura del
sarcoOmeo lo que sugeriria que el CLIC-5 se expresa fundamentalmente a nivel del RS. Imagen en C
tomada de Ogata & Yamasaki (1985).

La calidad de las imagenes de la figura 9, permite obtener con mas en detalle el
patron de fluorescencia del isotipo CLIC-5. , El perfil de fluorescencia se
correlaciona con la distribuciéon del RS en la fibra, sugiriendo que CLIC-5 podria
encontrarse asociado a alguna estructura del RS 6 a alguna proteina ubicada en la
zona de la triada aunque también se observa fluorescencia aumentada en la zona
gue corresponde al centro del sarcomero.

En la imagen 9B, se puede apreciar que la sefial de fluorescencia reproduce el
patrén de los sarcomeros. En el perfil de fluorescencia (u. a) vs distancia (um)

graficado en 9C, se observa que los picos se corresponderian con la posicion de
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las cisternas terminales del RS, sugiriendo que los CLIC-5 se encuentran en zonas
cercanas a los receptores RyR. El hecho de que la fluorescencia no disminuya hacia
el centro del sarcomero indicaria que los CLIC-5 se estarian expresando también a

nivel de las cisternas intermedias y collar fenestrado.

Deteccion de la expresiéon de isotipo CLIC-1 mediante Dot Blot de

fibra muscular y células HELA.

Musculo 1/10 1/100 1/1000

1/100 1/1000

Figura 10: Imagen de resultados de dot blot para CLIC-1 en fibras y sus
respectivas diluciones (arriba), en conjunto con los resultados para CLIC-1
en célula HELA y sus respectivas diluciones (abajo).

Las flechas en color blanco muestran el lugar donde se sembraron las respectivas
muestras. En figura 10 se detecta CLIC-1 en fibra muscular y células HELA,

mostrando su expresion en las respectivas muestras.

Los resultados obtenidos tanto para la muestra de células HELA como sus
diluciones (1/10,1/100 y 1/1000) son positivos. En la muestra de HELA (sin diluir) se
observa mayor concentracion de proteinas respecto a sus diluciones, resultado
esperable, ya que en las diluciones se asume que hay menor concentracion

proteica, si bien no podemos cuantificar la concentracion mediante técnica de dot
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blot, se puede asociar mayor fluorescencia detectada a mayor expresion de
proteina.

La dilucion de células HELA 1/1000, presenta mayor fluorescencia que la dilucién
de células HELA 1/100, tal vez por algun error de manipulacion de la muestra, o se
sembré de manera inadecuada en la membrana.

Respecto a los resultados de fibra, se observa fluorescencia en la muestra
sembrada sin diluir y en menor medida en la dilucion 1/10, en el caso de las
diluciones 1/100 y 1/1000 es practicamente indetectable la presencia de proteina.

De todas maneras es correcto que en células HELA se observe mayor expresion
respecto a la fibra que no sobreexpresa y se concluye que esta isoforma de CLIC

también se expresa en el musculo.

Identificacion y localizacion de isotipo CLIC-1 mediante

inmunohistoquimica en fibra muscular.

Fluorescencla(u. a)

Distance (um)

Figura 11: Imagenes obtenidas mediante el microscopio laser confocal (100x).

A) Transiluminacién de fibra muscular, superpuesta con imagenes B y C. B)Fibra muscular marcada
con DAPI (azul). C) Fibra muscular inmunomarcada con anti CLIC-1 (verde). D) Imagen C con
recuadro amarillo indicando la zona donde se analizé la intensidad de fluorescencia (u.a) vs distancia
(Hm).
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El resultado inmunocitoquimico de la imagen C y D en la figura 11, muestra la
localizacion de CLIC-1, con un patron de fluorescencia similar al descrito para el
CLIC-5. Aqui también la proteina se ubica en regiones especificas en la fibra
muscular, pudiendo estar asociada a una estructura altamente organizada de la
fibra.

La calidad de las imagenes no es tan buena como en la figura 9 pero sin embargo
aparentemente se repite el mismo patrén de fluorescencia que sugiere fuertemente
la asociacion de la expresion de CLIC-1 con el RS. En la fotografia 11B se observa
un nucleo tefiido con DAPI, situado inmediatamente por debajo del sarcolema.

DISCUSION

La familia de proteinas de canal intracelular de cloruro (CLIC), forman canales
anionicos intracelulares, pudiendo existir como proteinas globulares solubles,
dependiendo del estado redox del medio (Goodchild et al., 2009). Segun evidencia
se ha sugerido que el ambiente acido encontrado por los CLICs en la superficie de
la membrana modifica la region transmembrana del dominio N-terminal, lo que le

permitiria interactuar e insertarse en la membrana (Fanucchi et al., 2008).

Estan constituidas por proteinas de aproximadamente 26 kDa que tienen similitud

con la glutation transferasa (GST) (Harrop et al., 2001).

Tienen la capacidad de auto insertarse en las membranas (Dulhunty et al., 2001).
Hasta la fecha se conocen CLIC-1, CLIC-2, CLIC-3, CLIC-4, CLIC-5y CLIC-6. Se ha
demostrado que CLIC-2 modula el canal de liberacién de Ca*' del reticulo
sarcoplasmico (RS), conocido como receptor de rianodina (RyR) (Board et al., 2004)
que se localiza a nivel de la triada formando un gran complejo en la membrana del

reticulo sarcoplasmico (Rios & Brum, 1987).

El objetivo de este estudio fue identificar los canales intracelulares de la familia
CLIC expresados en musculo esquelético de mamifero, mediante anticuerpos
especificos, determinando que isotipos estan presentes en el mismo. Los isotipos
gue se estudiaron fueron CLIC-1, CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6.
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Para cumplir los objetivos propuestos se utilizaron ratones B6D2F1 o BALB/c, a los
cuales se les extrajo el musculo flexor corto de los dedos (FDB) y extensor largo de

los dedos (EDL), usando como control positivo células HELA.

Los resultados obtenidos de los Dot Blot revelan la expresién de CLIC-1, CLIC-5 en
el musculo esqulético. Se utilizé6 un anticuerpo policlonal (CLIC-16) que detecta la
expresion de los isotipos CLIC-4, CLIC-5 y CLIC-6. Dado que no contamos con los
anticuerpos especificos para CLIC-4 y 6 no fue posible determinar la expresion de
estas isoformas en forma aislada. Por tema de costos y tiempo no se pudieron
adquirir dichos kits, quedando pendiente el estudio de estos isotipos asi como el de
los isotipos CLIC-2 y CLIC-3.

La informacion obtenida de la inmunohistoquimica nos permite obtener informacién
sobre la localizacion de los isotipos estudiados. En la hipétesis de este trabajo se
planteaba una posible ubicacion de los CLICs en el RS, en las zonas proximas a los
receptores de RyR. En base al resultado obtenido de CLIC-5, donde se obtuvieron
imagenes de gran calidad creemos que la hipotesis planteada sobre la localizacion
puede ser correcta. De todas maneras para confirmarla se deberia inmunomarcar
los receptores RyR o los tubulos-T, para luego co-localizarlos con los CLIC

inmunomarcados.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como conclusion de lo planteado anteriormente podemos inferir que CLIC-1, CLIC-5
y eventualmente CLIC-4 y CLIC-6 se expresan en musculo esquelético de mamifero
observandose un patron de fluorescencia en las fibras musculares esqueléticas, que
sugiere se asocia a una estructura muy organizada que se encuentra de manera

repetida.

De acuerdo a los resultados obtenidos para el isotipo CLIC-5, se concluye que el
patron de fluorescencia es muy similar al patréon conocido de RS, en donde se
localizan los receptores RyR, sugiriendo que los CLIC se asocian de alguna

manera, ya sea directa o indirectamente con los receptores RyR, para confirmar se
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podrian inmunomarcar los RyR para luego co-localizarlos con los resultados
inmunohistoquimicos de CLIC-5 , en conjunto con experimentos electrofisiolégicos
en donde se podrian bloquear las CLIC para conocer como afecta a los RyR y al

ca®

La importancia de los CLIC en la modulacién de la liberacién de Ca?* hace que la

dilucidacion de la expresién y localizacion de sus isotipos sea de particular interés.

Se continuara con el estudio de la expresion y localizacion del resto de los isotipos,
con la finalidad de hacer un mapa completo de localizacion de CLIC en musculo
esquelético de mamifero. También se determinara la concentracion de cada
subfamilia mediante Western Blot, en paralelo se realizara el marcaje
inmunohistoquimico de los tubulos T, para co-localizarlos con proteinas CLIC.

Estos estudios deberan ser complementados por estudios funcionales y de
supresion de la expresion para dilucidar el rol de estas proteinas en la fisiologia del

musculo esquelético.
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