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7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO
7.1. - ACTIVIDAD DESARROLLADA

En el breve periodo que corresponde a este informe (3 meses) he llevado a cabo en el
Laboratorio de Electrofisiologia del IMBICE, con la direccion de la Dra. Jesica Raingo,
tareas en las que tengo experiencia (que se detallan a continuacion) y estoy aprendiendo la
técnica del Patch Clamp para la medida de corrientes de Calcio (lca).
- Cultivo de las lineas celulares HEK293 y HEK293T, utilizadas en experimentos de co-
transfeccion con plasmidos que expresan diferentes canales de Calcio voltaje operados
(CaV) y posterior medida de Ica.
- Transformacién de bacterias competentes con ADN plasmidico.
- Extraccién de ADN plasmidico, medicién de la concentracion y pureza de los mismos
mediante corte la lectura de absorbancia a diferentes longitudes de onda en un
espectrofotometro.
- Chequeo de la identidad de los plasmidos mediante digestion con enzimas de restriccion y
corridas electroforéticas en geles de agarosa.
- Verificacion de la expresion de las proteinas codificadas por los plasmidos amplificados
mediante transfeccion en lineas celulares, observacion de las mismas en el microscopio de
fluorescencia para aquellos que poseen un gen reportero.

En el anexo se adjunta la lista de plasmidos amplificados hasta la fecha de realizacion

del informe.

7.2. TECNICAS EMPLEADAS.

7.2.1 CULTIVOS CELULARES.
Las células son cultivadas rutinariamente en botellas de 25 cm? de superficie en Medio
Esencial Dulbecco Modificado (DMEM), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino
(SFB). Las botellas se mantienen en una estufa de cultivo a 37°C, en atmosfera con 5% de
CO.. Los subcultivos se realizan en placas de 9,2 cm? de superficie. Para ello se retira el
medio de cultivo de las botellas, se agregara 3 ml de solucion citrico salina y se procede a
observar las células en un microscopio invertido. Una vez despegadas, se disgregan
mecanicamente por pipeteo y se transfieren 0,5 ml de la suspension celular a cada placa
que contiene 1,5 ml de medio completo. Las placas son incubadas en iguales condiciones a
las descriptas para las botellas.

7.2.2 . TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES.
Se adicionan aproximadamente 50 ng del ADN transformante a 200 ul del stock de
bacterias competentes, manteniéndolos en hielo durante 30 minutos. El tubo se transfiere a
un bafo de agua a 42 °C para realizar un shock térmico de 90 segundos de duracion,
rapidamente se lo coloca en hielo, se incuba durante 10 minutos y luego se agregan 800 pl
de Luria-Bertani (LB) y se incuba 1 h a 37 °C. posteriormente, las bacterias se siembran en
placas con LB agar, suplementado con el antibiotico (ATB) de seleccion a la concentracion
correspondiente y se incuban a 37 °C durante toda la noche.

7.2.3 EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO.
Se toma una colonia y se inoculan 5 ml de LB suplementado con el ATB de seleccién que
posea el plasmido. Se incuba a 37°C por 8 hs aproximadamente con agitacion vigorosa
(300 rpm aprox.). A 200 ml de LB con ATB se agregan 0,5 ml del cultivo y se incuba a 37°C
durante toda la noche con agitacion vigorosa. Las bacterias se cosechan por centrifugacion
a 6000 g, 4 ° C durante 15 min. El sedimento bacteriano se resuspende en 20 ml de buffer
P1y luego se afaden.20 ml de buffer P2, se mezcla bien por inversion (4-6 veces), y se
incuba a temperatura ambiente durante 5 min. Posteriormente se adicionan 20 ml de buffer
P3 frio y se mezcla inmediatamente por inversion (4-6 veces), y se incuba en hielo durante
30 min. y se centrifuga a 20.000 g durante 30 min. a 4 ° C. El sobrenadante que contiene el



ADN plasmidico se remueve, se centrifuga nuevamente a 20.000 g durante 15 min.a4 ° C
y se recupera el sobrenadante que contiene el ADN plasmidico
Una columna QIAGEN-tip 100 se equilibra mediante la aplicacion 4 ml de buffer QBT que
se deja fluir por accion de la gravedad. Luego, se aplica la solucion de ADN que se deja
escurrir por gravedad (el ADN se fija a la resina). Se lava la columna dos veces con 10 ml
de buffer QC y posteriormente el ADN se eluye con 5 ml de tampdén QF. El ADN eluido se
precipita mediante la adicién de 3,5 ml de isopropanol a temperatura ambiente, se mezcla y
se centrifuga a 15.000 g durante 30 min. a 4 ° C, el sobrenadante se descarta
cuidadosamente para no perturbar el ADN precipitado y se lava con 2 ml de etanol 70%,
.se centrifuga a 15.000 g durante 10 min. El sobrenadante se descarta y el precipitado se
deja secar durante 5-10 min., y finalmente se resuspende en la cantidad adecuada agua
miliQ (70 pl aproximadamente).

7.2.4 DIGESTION DE ADN PLASMIDICO CON ENZIMAS DE RESTRICCION (ER).
El ADN plasmidico se digiere con las ER correspondientes para su identificacion siguiendo
las instrucciones del proveedor ( Promega o Fermentas) la reaccidon enzimatica se lleva a
cabo en un tubo de 0,5 ml conteniendo tipicamente: 0,2 ug de ADN plasmidico, 1 pl del
buffer de reaccion (10X) adecuado, 1 a 2 unidades (U) de la ER y agua miliQ (c.s.p 10 ul).
La mezcla de reaccion se incuba a la temperatura 6ptima de la ER utilizada durante una
hora. Se corrobora la digestion sembrando la mezcla del ADN plasmidico digerido en un gel
de agarosa.

7.2.5 ELECTROFORESIS SUMERGIDA EN GELES DE AGAROSA.
La separacion de fragmentos de ADN obtenidos por digestion con ER se lleva a cabo
mediante electroforesis en geles de agarosa (0,8-1%) al que se le adiciona el volumen
correspondiente de GelRed 10.000X (Biotium, 3159 Corporate Place Hayward, CA 94545)
para visualizar el ADN. A las muestras se les adiciona la cantidad correspondiente de buffer
de siembra para ADN 6X y se siembran en paralelo con estandares de peso molecular de
ADN comerciales. En todos los casos el buffer de corrida fue TAE 1X. La corrida
electroforética se realizd6 en cubas de electroforesis sumergidas, a aproximadamente 10
V/cm durante el tiempo requerido para la correcta separacion de los fragmentos. Las
bandas de ADN se observa a través de un transiluminador UV, se fotografiaron utilizando
una camara digital (Gel Doc™ XR, BioRad).

7.2.6 TRANSFECCION DE CELULAS CON ADN PLASMIDICO.
Para la transfeccion transitoria de las distintas construcciones se utilizan liposomas
cationicos comerciales (Lipofectamine 2000, Invitrogen), el ADN de interés y células
HEK293 o HEK293T (dependiendo del promotor que controla la expresion del gen de
interés) crecidas al ~80-90% de confluencia en placas de cultivo de 9,2 mm? de superficie.
Se utiliza una mezcla de transfeccidon con una relacion 3,5 ug de ADN: 7 ul de
lipofectamina2000, preparada de la siguiente manera:
Tubo 1: 3,5 ug de ADN + 100 ml de DMEM sin FBS ni antibiético/antimicético.
Tubo 2: 7 ul de lipofectamina2000+ 97 ml de DMEM sin SFB ni antibiético/antimicético.
Cada tubo se incuba por separado a temperatura ambiente durante 5 min.
Luego, se mezcla el contenido de ambos tubos, y se incuba a temperatura ambiente por 20
min. Durante ese tiempo se lavan las monocapas de células tres veces con 1 ml DMEM sin
FBS ni antibidtico/antimicético cada vez, para asegurar la eliminacion completa de suero
y/o antibiético/antimicético. Luego de los 20 minutos, se agrega la totalidad de la mezcla de
transfeccion a la placa de células, se adiciona 2,3 ml de DMEM y se incuba a 37°C durante
4 hs. Pasadas ese tiempo se descarta el medio con la mezcla de transfeccion, se lo
reemplaza por 2,5 ml de DMEM 10% FBS y se incuban las células durante 24 hs.
Si las células son utilizadas para evaluacion de la expresion mediante microscopia de
fluorescencia, estas son crecidas sobre un vidrio que se coloca dentro de la placa, luego de



todo el proceso las células son fijadas, el vidrio se retira de la caja y se monta sobre un
portaobjetos para su posterior observacion.

7.2.7 FIJACION DE CELULAS.
El medio se descarta y se procede a realizar tres lavados con 2 ml de PBS 1X de 5 min., se
descarta el liquido de lavado, se agregan 2 ml de paraformaldehido (PFA) 4% por 20 min.,
se retira el PFA y se realizan tres lavados 3 con 2 ml de PBS 1X de 5 min. Sobre el porta
se coloca una gota de solucion de montaje (SM) y sobre la misma se coloca el vidrio con
las células fijadas haciendo contacto con la SM, se sella con esmalte, se deja secar.

7.2.8 MICROSCOPIA Y CAPTURA DIGITAL.
Los vidrios fijados se observan en un microscopio Nikon (Nikon Corporation Japan) con
lentes multiples neofluar-PH y éptica de campo claro, las imagenes se capturaron con una
camara fotografica digital Nikon Digital Sight D5-U3 y software NIS-Elements, Versién 3.22.

7.2.9 PATCH CLAMP
La técnica de patch-clamp consiste brevemente en acercar una pipeta de vidrio de boro-
silicato (conteniendo el electrodo de trabajo) a la membrana de la célula y mediante succién
conseguir un sello de alta resistencia con la membrana. Luego, también mediante succion
se rompe la membrana por debajo del sello logrando una comunicacién entre el interior
celular y el de la pipeta de patch obteniendo la configuracion de whole-cell o célula entera.
Utilizando la configuracién de célula entera se registra la corriente total que pasa a través
de todos los canales expresados en la membrana plasmatica de la célula. Para esto,
mediante el uso de un microamplificador, se fija el potencial de membrana y se aplica un
pulso cuadrado de voltaje despolarizante. Las corriente de calcio a través de canales de
calcio operados por voltaje se registran en células HEK293 y HEK293T (las cuales no
tienen canales de calcio enddgenos) cotransfectadas con las subunidades formadoras del
canal estudiado. Las corrientes se registran con el microamplificador de Patch Clamp L/M-
EPC 7 y una placa conversora analogico-digital ITC-16. Los datos se adquieren y analizan
con PATCHMASTER (HEKA Elektronik).Para el analisis de los datos se utiliza el programa
OriginLab 8.

8. OTRAS ACTIVIDADES

8.1 PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC. Debe hacerse referencia,
exclusivamente, a aquellas publicaciones en las cuales se ha hecho explicita mencién
de la calidad de personal de apoyo de la CIC. Toda publicacion donde no figure dicha
aclaracion no debe ser adjuntada. Indicar el nombre de los autores de cada trabajo en el
mismo orden en que aparecen en la publicacion, informe o memoria técnica, afio y, Si
corresponde, volumen y pagina, asignandole a cada uno un numero.

8.2 CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. Indicar la
denominacion del curso, carga horaria, institucion que lo dicté y fecha, o motivos del
viaje, fecha, duracién, instituciones visitadas y actividades realizadas.

8.3 ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS o EVENTOS
SIMILARES. Indicar la denominacién del evento, lugar y fecha de realizacion, tipo de
participacion que le cupo vy titulo(s) del(los) trabajo(s) o comunicacion(es) presentada(s).

9. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO.

Durante el periodo informado he cumplido las tareas correspondientes al cargo de Ayudante
diplomado rentado con dedicacion simple en la Catedra de Genética de la Facultad de
Ciencias Médicas de la UNLP



10. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES.
Participacion en la Semana de la Ciencia y la Tecnologia. 12 al 18 de Junio.



ANEXO SOLUCIONES

Citrico salina
10 g/l de KCl, 4,4 g/l de citrato de sodio
Luria-Bertani (LB)
10 g/l Triptona; 5 g/l extracto de levadura; 10 g/l NaCl; pH 7
LB agar
10 g/l Triptona; 5 g/l extracto de levadura; 10 g/l NaCl; 15 g/l agar agar; pH 7
Buffer P1
50 mM Tris-ClI, pH 8.0;10 mM EDTA; 100 pg/ml RNasa A

Buffer P2

200 mM NaOH;1% SDS (% p/v)
Buffer P3

3 M Acetato de Potasio, pH 5.5
Buffer QBT

750mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol (% v/v); 0,15 % Triton® X-100
(%v/v)
buffer QC

1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15% isopropanol (%Vv/v)
buffer QF

1.25 M NaCl;50 mM Tris-Cl, pH 8.5; 15% isopropanol (%Vv/v)
TAE 1X

40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA
Buffer de siembra para ADN 6X

0,25% p/v azul de bromofenol; 0,25% p/v xileno cianol; 30% glicerol
PBS 1X
8 g/l NaCl; 0.2 g/l KCI; 1.44 g/l NagHPO4; 0.24 g/l KH,POy; pH 7.4.
PFA 4%
409/l paraformaldehido en PBS
SM
10 mg/ml DABCO™; 5 ug/ml Hoechst 33342; 50 % glicerol (% v/v); 50% PBS 1X (% v/v)



ANEXO IMAGENES

Luz Blanca GFP DAPI

Figura 1: Expresion de CaV2.1eGFP en cultivos de células HEK 293T. Las células fueron co-
transfectadas con los plasmidos que expresa el CaV2.1eGFP, las subunidades CaVa261 y CaV B3,

posteriormente fijadas y observadas al microscopio de fluorescencia para corroborar la expresion del gen
reportero. Objetivo X100

| =PrVmMeV)/(epthcvmid ) - L

—00o
-0

Vmid: -19.0 mvV

A ' B
Figura 2: Registro corriente de Calcio del CaV2.1eGFP en células HEK 293T.A, ejemplo de corriente

evocada a -10mVa partir de un potencial de reposo de -100mV. B, ejemplo de curva IV con potencial de
reposo a -100mV.



ANEXO PLASMIDOS AMPLIFICADOS

Plasmido

Rendimiento( ng/ul)

pcDNA3.1-GHSRIa 382.1
pcDNA3.1-GHSRIaA204E 404,4
pcDNA3.1-HA-GHSRIa 372.3
pcDNA3.1-HA-GHSRIaA204E 2775
pcDNA3.1-GHSRIla-YFP 319.4
pcDNA3.1-GHSRIaA204E-YFP 384.8
pcDNA3.1-HA-GHSRIa-YFP 401.7
pcDNA3.1-HA-GHSRIaA204E-YFP 388.4
L307-MC4R 338.9
pcDNAG6/V5-HisA-CaV2.2e[Aa10, A18a,A24a, 31a, 37b] 465,8
pcDNAG-CaV2.1 485.7
pcDNA3.1(+) (Hygro)-CaVa25-1 521.8
pcDNA3.1(+) (Zeocin)-CaV[33 454.7
pcDNAS3.1(+) (Zeocin)-CaV[2 463.2
CaV2.1eGFP 462.7
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