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RESUMEN

dmini i < de fi ide bt 1a reat i de iones en ¢l asa

nsccndcnl-. dc chlc con lo quc aumcnta 1a carga de sal que llcga a ia nefrona distal, lo que

P N ¥y estr les en el tibulo distal. Estos cambios sc
d en u\ ta idad de b. i

de NaCl en csta region.

Uno dc los mecanismos pou,ncmlx.s para la adaptacién de la nefrona distal pucede
pli s¢ por cn los t P de NaCl cn el Tubulo contormneado distal(TCD),

como ia del

en la carga de NaCl que llega a cste. En ratas tratadas con
furosemidc se¢ ha observado mcr:.mcnto ¢l numcro de P! de tiazid: 1a
determinacion de la unién de la {*H) 1 cmb lo que sugicere que existe aumento en
la expresidn génica del oounnsponador dc Na™ Cl (CST). Sin embargo, no sc conoce cl cfecto del
fur ide sobre la expresion génica de estas proteinas.
Ratas Wistar macho de aproximadamente 250g fucron inyc intraperi con
hiculo (V) o f1 ide (F) (10mg/100g de peso/24h) durante | a 7 dias. Las ratas inyectadas
con furosemide bebicron una solucion de NaCl al 0.8%. y las controles bebicron agua corriente.
Los animales permanceicron cn jaulas metabolicas 4 dias para su adaptacion y a lo largo del
experimento. Se colectd Ja orina de cada 24h del dia 0 al 7 respectivamente. Después de finalizar
cada dia de experimento los animales fucron sacrificados,
determinacion de  la creatinina

v sc¢ colecté la sangre para la
sérica. Los rifiones fucron removidos vy scparados
macroscopicamente en gorteza, médula externa, v médula intema. El analisis de exprusion geénica
se llevo a cabo mediante northern blot o dot blot, asi como los de PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa). Los genes estudiados fucron: Na":K":2CI' (CSB) y Na':Cl' (CST) y de¢ la subunidad
@ de la Na":K™-ATPasa.

Se estudiaron grupos de 10 ratas (5 V v 53 F) durante | a 5 dias. En las ratas tratadas con
furoscmide la diuresis y 1a excrecion urinaria de Na®, K™, y CI' aumentd, micntras que la
osmolaridad urinaria disminuyé. La depuracién de creatinina fue similar en ambos grupos. No sc
observaron diferencias en la expresion del RNA en la corteza, médula externa ¢ intema de la
Na™:K™-ATPasa cntre las ratas tratadas con V v las tratadas con F. En contraste con lo observado
en cl RNA del :otransponador de Na™:K™:2CF (CSB) v del cotransportador de Na™:C!I” (CST) en
la corteza en los primeros 5 dias de tr con fur ide en dondc sc obscrvoe una
disminucion en la expresion génica. En la médula externa ¢ intermna no hubo cambios en la
cxpresion génica de CSB y CST en ningun d:a

Estos datos los como y s¢ estudié un do grupo de ratas d¢ 1 a

dms cn donde sc estudiaron 10 ratas (4 V v 6 F). En las mediciones fisiologicas se observod los
resultados que en los exper anteriores. En el analisis de las cortezas de cada rata en
forma individual no se¢ 6 diferencia en de los tadores diad a
diferencia de lo que sc Dbst.l'VO en el cxperimento donde sc trabajé con ratas agrupadas, ¢l cual
mostré una aparente di on en la exy on génica de CST v CSB cn corteza n.nal Para
oorrobor:\r los datos, se realizd el estudio con PCR va con iadores dos con |
u] p dCTP para ¢l cotransportador de CST. En este :mnlnsls no s¢ observaron cambios en ia
expresion génica en la ratas tratadas con furosemide en comparacion con las control

La administraciéon crénica de  furoscmide no afecta la expresion gémca de  los

portad 1| cutros de Na-(K)-Cl ni de la Na” K -ATPasa. El aumento en la
capacidad de reabsorcion del tubulo distal en este modelo pucde scr secundario a un aumento ¢n la
expresion génica de otras isoformas de esta proteinas o inclusive de otras proteinas transportadoras
o biecn a cambios en la sintesis o funcion de  los  cotransportadores  clectroncutros.

v



INTRODUCCION
Una de las funciones mas importantes y fundamentales del rifion es la excrecion de
sal y agua, io que le permite mantener constantes la osmolaridad y la composicién de los

liquidos corporales a pesar de la gran variacion en la ingesta de agua y solutos.

ESQUEMA GENERAL DE LA REABSORCION RENAL DE SODIO
El rifidn es un o&rgano de vital importancia cuyo papel principal es el
mantenimiento del volumen y la composicion del liquido corporal (1). Esta funcion la

realiza debido a la integracién de: 1) el ultrafiltrado glomerular, un proceso pasivo que

depende principal de ja presion de perfusion renal, asi como de la integridad del
glomérulo, y 2) de la reabsorcion tubular a lo largo de Ia nefrona, proceso activo, con gran
consumo de energia y dependiente de los procesos de transporte epitelial que evita la

pérdida de nutrientes como glucosa y inoacidos. La eficiencia del epitelio tubular renal

es de tal magnitud que reabsorbe en un dia 178 litros de agua y 1.3 kg de NaCl

De Wardener demostré en 1961 (2) que bajo condiciones fisiologicas la excrecion
urinaria de sodio no depende de la filtracion glomerular, sino de la funcion del epitelio
tubular renal. La investigacion que se llevé a cabo en este campo en las siguientes décadas
ha permitido saber que: 1) la reabsorciéon de sodio a lo largo de la nefrona depende de la
operacion simultanea de la Na:K*-ATPasa en la membrana basolateral y de diversas
proteinas acarreadoras de sodio en la membrana apical, y 2) en el tabulo proximal y en el

asa de Henle esta reabsorcion depende de la carga de sodio, mientras que en el tubulo

1 depende de la idad de el bal de sodio. Es decir, el ajuste fino
de la natriuresis se define en los segmentos terminales de la nefrona (3.4)

A lo largo de la nefrona, la Na:K -ATPasa se localiza exclusivamente en la
membrana basolateral, por lo que polariza a las células epiteliales en dos caras: apical o

fuminal y basolateral (5-7). Esta proteina es la encargada de sacar Na~ de la célula, en



di un i de transporte activo

contra de su gradiente de concentracion,
d di de trifosfato de adenosina (ATP), en el que salen tres iones Na® y entran dos

de K*. La consecuencia de esta polarizaciéon es que el transporte de Na~ y agua es

vertical, desde la luz hacia el intersticio renal, con lo que la carga eléctrica negativa en e!
interior de la célula permanece constante, se mantiene la osmolaridad intraceluiar y
aumenta la concentracion de Na®™ en el espacio intersticial, lo que a su vez crea un
gradiente osmotico que promueve la difusidon de agua, por via paracelular, desde la juz
wbular hacia el espacio intersticial (6,7). El Na' entra a las células epiteliales por la
membrana apical al seguir su gradiente de concentracion; esto lo hace a través de un
proceso de transporte activo secundario, en el que otros iones o moléculas son acoplados

di Las protei de brana que llevan

al Na” para transportarse en contra de su gr.
a cabo este tipo de transporte se conocen como transportadores secundarios porque la

energia requerida para el transporte no se obtiene por hidrolisis de! ATP, sino a partir de
la energia generada por el gradiente electroquimico del Na® (8).

La nefrona se divide en varias regiones, en las que la reabsorcion de Na~ es
diferencial. Esta diferenciacion esta dada por bases fisiologicas y por la accion de drogas
de diversos tipos entre las que se encuentran los diuréticos.

Tubulo proximal
d. el 60% del ultrafiitrado

En el tabulo proximal se reabsorbe aprc
inoacid Esta i reabsorcion se debe a la

glomerular y el 100% de la glucosa y

gran concentracion de la Na®: K -ATPasa en la membrana basolateral.



Tabulo proximal

El transporte de Na~ en

el tubulo proximal se lleva a

Na cabo en dos fases (9.10): En la
Aminoscidos primera se reabsorben los
glucosa
fosfato nutrientes esenciales como

Na~ . . .
glucosa y aminoacidos debido a
ia presencia de

cr .

cotransportadores de Na™-

glucosa y de Na -aminoacidos

en la membrana apical de las
Figura 1. N i de ial de Na” en el

tabulo proximat. células epiteliales de la porcién

apical del tibulo. La segunda

fase consiste en el transporte de NaCl que se lleva a cabo por la operacion simultanea de
los contratransportadores de Na: H™, y de CI"HCO, (11-14)(figura 2). EIl

contratransportador de Na': H™, no solo interviene en la reabsorcion renal de Na“, sino

bién en pri de regulacion del volumen celular y del metabolismo acido-base. Este

tipo de transporte es sensible a drogas que inhiben la accion de la anhidrasa carbonica

i

incr ando la del fluido tubular en esta zona. En el tubulo proximal tos factores
fisicos peritubulares juegan un papel preponderante en la regulacion de la reabsorcion del
ultrafiltrado glomerular (balance glomerulotubular). A mayor filtracién glomerular mayor
sera la presion intratubular y menor la capilar postglomerular, por lo que se incrementa la

fuerza de reabsorcion. En cambio, a menor filtracion glomerular, menor sera la presion

intratubular y mayor la capilar postglomerular, lo que disminuye el gradi de

reabsorcion (15-17).



Asa de Henle

Se ubica a continuacién del tibulo proximal, en ta zona marcada por 1a unién entre
las regiones externa e interna de la médula externa. Se divide en dos partes: descendente y
ascendente, esta ultima subdividida en porcion gruesa y delgada. Es en el asa ascendente
donde se. reabsorbe el 20%% del filtrado glomerular,

La porcidn d dente es

permeable al agua debido a Ja presencia de
les de agua 1 lizados en la t

ana apical, conocidos como acuaporina-1 (AQP-
1) (18). Sin embargo, la actividad de la Na":K -ATPasa es muy baja, por lo que casi no

hay reabsorcion activa de solutos. Por 1o tanto, la alta osmolaridad del intersticio renal,

iy

por el

> de contracorriente, promueve la reabsorcion de agua (1).

El asa ascendente de Henle es el sitio donde se diluye la orina. En la membrana

% 1

al, la

acion de Na :K'-ATPasa es muy elevada mientras que la
membrana apical es impermeable al agua, de modo que se reabsorbe Na™ pero no agua
(19). Las cor i del i

transporte de Na“ sin reabsorcidon de agua son,
dilucion del liquido tubular (o que promueve la diuresis de agua) y acumulacién de NaCl
en el intersticio de la médula renal (lo que mantiene aita la osmolaridad y el mecanismo de
contracorriente).

La proteina responsable del transporte de Na™ en la membrana apical de la porcion
gruesa ascendente del asa de Henle es el cotransportador de Na™:K™:2CI' (17) (figura 2)
Como se trata de un acarreador de membrana, el transporte de CI” en la membrana apical
dc-pende del grradiente para reabsorcion del Na® (20,21). En este cotransporte Na' . K™:2Cr1",
un Na~ (a favor de su gradiente), un K~ (en contra de su gradiente) y dos CI” (en contra de
su gradiente) se transportan hacia el interior de la célula

El Na” abandona la célula en la cara basolateral a través de la Na":K -ATPasa, el
K’ se recicla hacia el interior del tubulo por canales conductivos y los iones CI" salen de la

célula en la cara basolateral mediante canales de Cl” o por transporte activo secundario
unido al K' (22-24)



Asa de Henle

La funcion del
cotransportador de Na”:K":2Cl" . Na*
hace al epitelio del asa 25;:
ascendente de Henle 2K+
termodinamicamente mas Bumetanida
eficiente porque permite

aumentar la reabsorcion de

Na“, sin que esto represente K~

mayor gasto de energia. La Figura 2. N i de itclial de Na™
cn ¢ asa ascendente de Henle.

salida de CI' por la membrana
basolateral, junto con el
reciclaje del K* hacia la luz tubular, genera voltaje positivo en el interior de la luz tubular,
lo que permite el transporte de otro ion Na“ por via paracelular. La reabsorcion de este
segundo Na” no consume energia porque no requiere de la Na: K -ATPasa. Asi. en el asa
de Henle, la relacion entre moles de Na® reabsorbidos por mol de O, consumido puede
cambiar de 17:1 en ausencia del cotransportador de Na™:K™:2Ci (25,26), a una relacion
cercana a 36:1 en su presencia; es decir, el doble de reabsorcion, con el mismo gasto de
energia (27)

El cotransportador de Na™:K™:2Cl" es sensible a diuréticos de asa, como son los
derivados del acido sulfamoibenzoico tales como furosemide y bumetanida (20,28). Por
su sensibilidad especifica a la bumetanida llamamos al cotransportador de Na™ K™ :2Cl"
CSB (cotransportador sensible a bumetanida). El CSB posee 4 distintos sitios de unién
para iones. Tres de los sitios son ocupados exclusivamente por un ion Na’, K', y un CI',
mientras que el sitio para el segundo CI” puede ser ocupado por el CI' o por el diurético en
forma competitiva al unirse el diurético en lugar del segundo CI” es que se da 1a inhibicion

de este cotransportador (29), sin embargo en un trabajo reciente Forbush et al (30)

8



encontraron que la afinidad para los aniones se encuentra entre los segmentos

tr brana 4-7, as que el sitio de unidon a la bumetanida esta mas aila del

dc O tr ana 7 siendo esto contrario a las observaciones anteriores por lo que

hay que corroborar este hallazgo.

Thabulo distal
En el tabulo distal se reabsorbe el 5% del filtrado glomerular y la reabsorcion

depende del flujo. El aumento del flujo al tubulo distal durante la terapia con diuréticos,
asi como la exposicion a dietas altas en sodio se acompafia de aumento en la reabsorcion
de Na™ y CI', con hipertrofia tubular y aumento de la Na":K -ATPasa (31-34).

El transporte de Nal’ en la membrana apical se lleva a cabo por dos mecanismos: 1)
cotransporte electroneutro de NaCl y 2) transporte electrogénico de Na® (31,35) (Figura
3).
El primero se lleva a cabo en la regidn inicial del tabulo distal, donde el CI es

transportado hacia el interior de la célula en contra de su gradiente, y el segundo en la
ibles a amilorida (35).

porcion final del tubulo distal gracias a les de sodio,
Tabulo distal El Na* que ingresa
a la célula por ambos
Na- .
mecanismos, se
cr intercambia en la cara
/ 2K~ - .
basolateral por K via
Tiazidas - PN -
Na Na K'-ATPasa EI K
que entra por la cara
Ca?" basolateral es secretado
Figura 3. A de tc de Na™ hacia la luz tubular por
cn cl tibulo distal N
canales conductivos, de

modo que la secrecidn de potasio depende tanto de la funcion de la bomba de Na™ y K™,

como del cotransportador de Na™.CI"



La proteina resp ble del transporte de Na® en la membrana apical de! tibulo

distal es el cotransportador de Na™:CI" (36.37). por ser este cotransposrtador el receptor

para los diuréticos benzotiadiazi (tiazidas) (38) lo llamaremos a partir de este momento
CST (cotransportador sensible a tiazidas). Este cotransportador es inhibido por la accion
directa de una gran variedad de diuréticos tipo tiazidas. Los diuréticos de asa no inhiben a
este transportador. Al igual que los diuréticos de asa, los diuréticos tiazidicos son aniones
organicos que parecen unirse en forma competitiva al sitio del anion en el cotransportador.
Evidencias dec este modelo incluyen la observacién de que el CI' compite con la
[’H]rnelolazona por unidn a receptores de alta afinidad en riflon de rata (39) y de conejo
(40).

Tubulo colector
1 cortical (TCC), tubulo colector

Se divide en tres porci : tubulo cc
medular externo (TCME) y tabulo cortical medular interno (TCMI), variando en cada una
el mecanismo de transporte de Na’ (figura 4).

En el TCC la reabsorcion se realiza a través de canales de Na’, sensibles a

amilorida (41). Esta droga es un compuesto catiénico que penetra al canal por la cara

apical, bloqueando el transporte.
Tubulo colcctor El transporte activo
de Na’, K y cr
practicamente desaparece en
el TCME, debido a que el

Amiloride . .
voltaje se wvuelve positivo

=

Figura 4. N de 1c lial dc Na™ .
g a
cn cl tibulo colcctor. de Na en est zona  se

(42,43). dando como

resultado que la reabsorcion

realice sélo por via



paracelular.’ Algunos autores han sugerido la operacién del CST en esta regién (44,45),
pero {a presencia de esta proteina no ha podido corroborarse (46,47).

En el TCMI el transporte de Na™ en la cara apical se lleva a cabo principalmente
por los canales de Na” sensibles a amilorida en la membrana apical y por la Na": K™~
ATPasa (41) en la membrana basolateral. En el TCMI realmente se modula la diuresis
final (4). Es en esta region de la nefrona en donde se puede o no retener cierta cantidad de

Na” y agua, y con esto se determina el volumen final de orina (4).

LA FAMILIA DE COTRANSPORTADORES ELECTRONEUTROS DE Na-K-Ci.
Los cotransportadores de Na-(K)-C] son proteinas de membrana que se conocen
como cotransportadores electroneutros porque cada cation que acarrean de un lado a otro
de la membrana celular va acompaiiado de un anién, sin producir cambios en el potencial
transmembranal (8). Su funcién en la membrana apical es la reabsorcion de NaCl. En la
membrana basolateral proveen a la cétula con los electrolitos necesarios para mantener una

Ademas también se expresan en una gran variedad de células

secrecion cc e de sal.
1ul

o y regulacion del vol

no epiteliales en donde su funcion es el

Los dos tipos de cotransporte electroneutro de Na™:(K) :CI' que se expresan en el
rifion de mamifero, el CSB y el CST, funcionan como los receptores para los diuréticos
mas usados en el mundo (48). La funcion del cotransportador de Na™:K™:2CI" es inhibida
por la furosemida y la bumetanida (diuréticos de asa) (28). (tabla 1) y la funcidén del
cotransportador de Na“":Cl" es inhibida por los diurédticos derivados de las tiazidas
(36)(figura 5). La clasificacion de estos diuréticos esta dada en funcion del sitio de la
nefrona donde llevan a cabo su accién inhibitoria, por el tipo de proteina que inhiben, asi
como por su capacidad a incrementar la excrecién renal de sodio (Tabla 1), por lo que es
necesario revisar el tipo de transporte de Na® y accion de los diuréticos a lo largo de la

nefrona.



Los diuréticos se utilizan para producir natriuresis y diuresis, es decir, aumentar la
excrecion urinaria de sodio y agua, como seria el caso de Ia hipertension arterial sistémica,

ita, el sindrome nefrotico, la insuficiencia renal crénica y el

lai fici ia cardiaca
manejo de la retencion de sodio asociada a las enfermedades cronicas del higado, entre

otras. Los diuréticos se dividen en luminales y basolaterales (49). Los luminales son los
que actian en el lado apical del epitelio, por lo que para ejercer su accion tienen que llegar
a la luz tubular, ya sea por filtracion glomerular o por secrecion tubular. En este grupo
estan incluidos los agentes osmdticos (manitol), los diuréticos de asa (furosemide y
bumetanida), los diuréticos tipo tiazidas y la amiloride. Los basolaterales ejercen su accion
en la cara basolateral y no dependen de la filtracion glomerular o de la secrecion tubular,
(la espironolactona). Los diuréticos luminales aumentan la excrecion urinaria de Na™ al
inhibir la funcion de las proteinas de membrana que transportan Na~ de la luz tubular hacia
el intersticio renal.

Tabia 1. CLASIFICACION FISIOLOGICA DE LOS DIURETICOS LUMINALES

DIURETICO SITIO DE ACCION RECEPTOR

Diuréticos de asa

Furosemide Asa ascendente de [ Na:K™:2Cr
Henle

Bumetanida Asa ascendente de | Na":K™:2CI’
Henle

Diuréticos tipo tiazidas

Hidroclorotiazida Tubulo distal Na'.Ci_

Clortalidona Tubulo distal Na'-CI’

Diuréticos ahorradores de potasio

Amiloride Tuabulo colector Canal de Na~

Triamtereno Tubulo colector Canal de Na~
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Figura 5. Vias de administracién de NaCl en los diferentes segmentos de la nefrona distal.

Ce isticas y regulacion del cotransy lor de Na*:K":2Cl (CSB)
El cotransporte de Na":K":2CI" (CSB) es una prx;teina electroneutra que en todas las
células estudiadas ha mostrado una estequiometria de 1Na’, 1K', 2CI', excepto en el axén
gigante del calamar en donde la estequiometria del cotransporte es 2Na : 1K " :3CI (50)

El CSB es ¢l responsable de la intensa reabsorcion de Na“ y de la dilucion de la
orina en el asa ascendente de Henle. Este contransportador es sensible a los diuréticos de

asa, hace drogas con la mayor potencia natriurética.



La existencia de este cotransportador en el asa de Henle fue demostrada por
Greger y Schiatter (24,51-53). El modelo utilizado fue el de perfusiéon de tubulo aislado
(asa de Henle) de conejo en el cual se estudié la diferencia de potencial eléctrico
transepitelial y la corriente de corto circuito. Se demostré que en el asa de Henle existe un
potencial eléctrico positivo en la luz del tubulo asociado a la reabsorciér.l del NaCl, y que

ambos son dependientes de la concentracion de Na” intraluminal y ibles a fur id

y a ouabaina.

E) transporte transepitelial de iones es dependiente de la concentracion de potasio,
el cual ademas se recicla hacia la luz tut;ular a través de canales conductivos. El reciclaje
de K™ entre la célula y la luz tubular, se realiza a través de canales conductivos y el CI’
abandona la célula en la membrana basolateral a través de canales conductivos y quiza
también en cotransporte con el K™,

En 1983, Forbush Il y Palfrey (54) sintetizaron ["H]bumetanida y demostraron

que esta se une a las membranas con un componente saturable que se presenta al aumentar

1a cc racion. Ad

observaron que la fraccién de membrana en la que se fijé la
[’H]bumetanida carecia de ATPasa y era rica en fosfatasa alcalina, lo que indicé que se
trataba de la membrana apical; que la ["H]bumetanida compite con la furosemida por el
sitio de unidn y que esta unién requiere de la presencia de Na' K" y CI'; la ausencia de
cualquiera de estos electrolitos en el medio inhibe por completo la unién de la

[ﬁ-l]bumetanida con las membranas.

Al exponer las membranas a la luz ultravioleta, en presencia de ['H]BSTBA (4-

b il-5-sulfz il-3-(3-tenil

i)benzoico) un analogo de la bumetanida y analizarlas
mediante clectroforesis en gel de acrilamida se observo que la ["H]BSTBA se incorporo

en dos diferentes sitios: uno de ~150kDa y otro de ~50-60 kDa. Unicamente la

incorporacion al de —150kDa (tamaiho ~ del CSB) desaparecid al agregar 10uM de

bumetanida no radiactiva (55)



Por hibridacion /n sirn se demostrd que el transcrito CSBrl se expresa en rifion

Unicamente y en particular en médula externa y se extiende dentro de la corteza a lo largo
de los rayos medulo-corticales (56).
Los anticuerpos generados contra una de estas proteinas cotransportadoras de
Na™:K":2CI" tipo CSBrl mostraron que este transportador se localiza en la cara apical de
las células epiteliales de la porcion gruesa del asa ascendente de Henle de la médula asi
como en la corteza (56).

Actualmente se sabe que en la membrana apical de las células epiteliales del asa
ascendente de Henle existen dos diferentes cotransportadores sensibles a diuréticos de asa:
un cotransportador de Na":Cl° y otro de Na”:K":2Cl' . El primero corresponde a una
proteina de ~75 kDa que actua durante normoosmolaridad, mientras que el segundo
corresponde a una proteina de ~150 kDa que se activa en presencia de alta osmolaridad o
de hormona antidiurética. Estas dos diferentes proteinas se activan o desactivan mediante
fosforilacién/desfosforilaciéon (27).

El CSB es sensible a diversos estimulos, uno de los cuales es la disminucion en el

el vol celular 1 inducida por hipertonicidad, fenémeno conocido como

“aumento regulador del volumen celular™ o ARVC (este fenémeno junto con la

disminucion reguladora del vol celular o DRVC son procesos mediante el cual

muchas células animales como por ejemplo las células del itelio renal controlan su
volumen celular al hincharse o contraerse en un medio anisotonico) (57). En el asa
ascendente de Henle, la vasopresina y el AMPc al parecer estimulan al CSB (22,25,26,58).

d as de ser esti lado por el factor natriurético auricular (FNA) (59).

Por el contrario, cuando las células aumentan de volumen se activan los

s no: ios para impedir la entrada de sodio (DRVC) (60,61). Durante este
fendmeno se inhibe la funcién del cotransportador e¢n los ovocitos de Xenopus laevis

(28,62,63).



Ci isticas y lacion del p dor de Na™:Cr (CST)

El cotransportador de Na " :CI’ sensible a tiazidas es una proteina electroneutra con
una estequiometria de INa™ y 1CI’, con una distribucién limitada. En el mamifero el Gnico
sitio en donde se ha demostrado claramente la existencia del cotransportador de Na™:Cl’
sensible a tiazidas (CST) es en la nefrona distal (64).

Costanzo (65) y Ellison et al (37) mostraron que 1a reabsorcion sensible a tiazidas
se localiza en la region proximal del tubulo distal, mientras que la sensible amilorida
predomina en la region distal del mismo tabulo. En experimentos de microperfusion in
vivo en ratas Sprague-Dawley, Velazquez et al (38) demostraron que el transporte de Na”
y CI en el tubulo es interdependiente y el estudio cinético mostré una Km de 9 mM para
el Na“ y 12 mM para el CI'. Ademas, la concentracion de K* no afecta el transporte de
Na":CI' . Estudios preliminares en nuestro laboratorio han mostrado que el CST expresado
en ovocitas tiene constantes de afinidad similares a las reportadas por Velazquez, (Poch E,
et al articulo en preparacidn). Por otro lado, el grupo de Imai en Japon (66.67) al estudiar
1a nefrona distal del conejo con microperfusién in vitro demostraron la existencia de varios
sistemas de transporte: (i) canales de Na”, (ii) contra-transporte simultaneco de Na™:H" y
CI":HCO3" y (iii) cotransporte de Na™:Cl’ .

Terada y Knepper (44) observaron que en ratas Sprague-Dawley tratadas con
desoxicorticoesterona (DOCA) el 50% del transporte transepitelial de NaCl en el TCC es
inhibido por 100 uM de hidroclorotiazida, sin efecto detectable en el voitaje, 1o que
sugiere que se trata del cotransportador de Na”:Cl” electroneutro. Sin embargo. Kaplan et
al (46) con anticuerpos dirigidos contra CST demostraron que, al menos en condiciones
normales CST se expresa exclusivamente en el tibulo distal.

Una caracteristica fundamental del cotransportador de Na™ . Cl" es la posibilidad de inhibirlo
con diuréticos tipo tiazidicos. La primera demostracion clara del sitio de accion de las
tiazidas fue hecha por Kunau et al (68) al estudiar ratas mediante micropuncion y observar

disminucion en la reabsorcion de CI' en el tobulo distal al ad

rarle al

(1]



clorotiazida. Tran et al (39) estudiaron el efecto de varios iones en la unién de
CHjmetol a

branas de corteza renal y demostraron que el Na™ estimula la unién,
con un Km de ~10mM. En cambio, el CI" se comporta como inhibidor de la unidn de
[PHlmetolazona. El coeficiente de Hill entre la metolazona yvelNa” fuede 1 a 1. lo que
indica que la interaccion del Na® y la metolazona tiene estequiometria de 1:1.

Biologic [/ lar de los cotr sportadores de Na:(K):Cl.

Los cotransportadores electroneutros pertenecen a la misma superfamilia de
proteinas. A partir del cDNA del CST del lenguado de invierno clonada por Gamba et al
(69), y del CSB de la glandula rectal del tiburén clonado por Xu J-C et al (70) se han
identificado molecularmente cinco diferentes genes en diversas especies que codifican para
miembros de la familia de cotransportadores clectroneutro (figura7).

Hasta el momento se han identificado isoformas de: 1) cotransportador apical de
Na”:K™:2CI' (CSB1) (63). 2) cotransportador basolateral de Na":K™:2CI' (CSB2) (71);

3) cotransportador apical de Na™:Cl" (CST1) (72) y 4.5) 2 genes que codifican para el

cotransportador basolaterat de K":Cl' (73.74). Existen evidencias funcionales y

estructurales sobre la existencia de un sexto gen, el cotransportador basolateral de Na™:CV
. sin embargo, hasta el momento no se ha identificado una clona completa.

Estos cotransportadores electroneutros de Na-(K)-Cl establecen una nueva familia
de proteinas transportadoras de membrana que presentan gran similitud en cuanto ‘a su
secuencia de aminoacidos y topologia. pero con una gran diferencia en el nimero y tipo de
iones que transportan y sensibilidad a in}:ibidorcs (tabla 1).

Basandose en el analisis de hidrofobisidad se ha derivado la posible
topologia basica de estos cotransportadores (fig 6) (75.76) el cual muestra que comparten
el siguiente patron estructural: las proteinas se pueden dividir en tres partes. Una region
central hidrofobica de —~ 250 residuos de aminoacidos que contiene 12 a hélices que
corresponden probablemente a segmentos transmembrana. En la region central existe una

asa hidrofilica glucosilada. de localizacion extracelular. Esta regién esta flanqueada por
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dos dominios hidrofilicos: el amino terminal, relativamente corto de ~ 150 aa, con Ia

mayor diversidad y el carboxi terminal, largo de ~ 370 aa, con maultiples sitios pc

para fosforilacion via proteina cinasa C (PKC) y proteina cinasa A (PKA).

Una de las diferencias
encontradas entre el patron  de
hidrofobicidad de estas proteinas es el
numero de sitios potenciales (teoricos)

para glucosilacion (56). El CSTfl

'
NH, ' presenta tres  sitios  potenciales

localizados entre los segmentos M7 y

Figura 6. Topologia bisica de los
clectronuetros de Na-(K)-Cl
= M8 y otros dos en M6 y MI10. El

CSTr Unicamente presenta dos de los tres sitios en los segmentos M7 y M8, mientras que
el CSBr sélo presenta uno de ellos, el cual esta conservado en los tres cotransportadores.

Una caracteristica en esta familia es que se han identificado isoformas en cada gen,
resultado de empalme alternativo que producen proteinas mas pequefias por faltar un
fragmento., ya sea del extremo amino o del carboxi terminal. La comparacion de las
secuencias completas de estas proteinas cotransportadoras electroneutras es de entre el 45
y 50% de identidad. '

Arbol filogenético actual
La figura 7 muestra un arbol filogenético que describe la similitud de los

cotransportadores de Na-(K)-Cl! en distintos subgrupos de vertebrados e invertebrados.

En base a dicha similitud la familia se divide en 4 grupos. El grupo CST apical
esta formado por el cotransportador apical de Na™:Cl™ sensible a tiazidas (CST) que se ha
clonado de teleosteos (72). rata (56) y humano (47), con una similitud de aminoacidos del
70%. En ¢l segundo grupo que corresponde al del CSB apical se han identificado el
cDNA clonado del rifion de rata (56), de ratén (77). de conejo (78) y humano (79) con

una similitud de mas del 95%. En el grupo de CSB basolateral se han clonado las
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isoformas de la glandula rectal del tiburén (70), de las células de IMCD-3 del ratén (80), y
de las células T84 de colon humano (81) con una similitud del 82%. Finalmente se han
identificado 2 genes del cotransportador K":CI', del conejo, dos isoformas de 1a rata, y del
humano (73,74) con una similitud del 68%.

Esta alta similitud se mantiene al comparar a los grupos entre si: CST apical vs
CSB apical (46-52%); CST apical vs CSB basolateral (47-50%). CSB apical vs CSB
basolateral (59-61%%), a pesar de que en los grupos existen clonas tanto de peces como de
mamiferos.

Al comparar a los miembros vertebrados de la familia de los cotransportadores
electroneutros de Na™-(K")-CI” que se muestra en la figura 7, se observa que es mayor la

similitud que presenta una proteina con la misma funcion en diferentes organismos a pesar

de estar di s fil

(CSTr y CSTfl), que dos proteinas con diferente
funcion en el mismo organismo (CSBrl y CSTri). Por gjemplo, el CST de la rata tiene
una similitud de 61.5% con el del lenguado, mientras que al comparar el CST con ¢l CSB,
ambos de la rata, e! porcentaje de similitud es solo del 45.9%.

Este hecho pone de manifiesto la importancia que tiene la relacion estructura-
funcién, ya que para llevar a cabo una misma funcidn, la estructura de las proteinas deben
contener un cierto grado de conservacién. Al comparar a los cotransportadores con

afinidad al Na® (CST y CSB apicales y CSB b tateral) con los que no la presentan

(K":CI'). podemos observar que hay una mayor homologia entre los cotransportadores con
afinidad al Na“, incluyendo a proteinas de invertebrados como la proteina del tGbulo de
Malpigio de Manduca sexta (un insecto), la cual tienen una homologia del 37.6 %, con
respecto al CSB apical, que con los que no tienen afinidad a dicho cation.

Esto se observa también al comparar al cotransportador de K™:Cl” con respecto a
una proteina hipotética de Caenorhabditis ¢legans (un nematrodo) los cuales tienen, entre
si, una similitud del 40%, mientras que la homologia que existe entre los transportadores

con afinidad al Na~ y los que no la tienen es apenas del 20 % Todos estos hallazgos nos
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sugieren que durante la evolucion de dichas protei hubo una divergencia en su ancestro

comiin, dando lugar a dos grupos de proteinas: los transportadores con afinidad al Na™ y

los transportadores que no tienen afinidad a este cation.
Con todo lo anterior, no podemos dejar de notar, que ain con esta diferencia, sigue
existiendo un alto porcentaje de homologia entre todas estas proteinas a lo largo de la

provi de un ro que ya

escala evolutiva, lo cual indica que estas pri
se expresaba en los eucariotas primitivos y son de vital importancia para el buen

funcic 3 > del or ya que se ha comprobado que mutaciones puntuales en

alguno de los transportadores de Na'-(K')-CI" causa serias enfermedades que pueden

llegar a ser mortales (79,82).
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Diversidad I lar de los cotr p dle de Na: (K): CL

La diversidad molecular de los cotransportadores de Na’-(K")-C!I" en mamiferos se
incrementa ain mas en cada gen debido al empalme alternativo de exones. Payne y
Forbush (78) reportaron variaciones de empalme en el cotransportador Na™:K™:2CI" del
rifion de conejo, donde encontraron un exoén variable con 3 cassettes mutuamente

excluyentes (NKCC2A, NKCC2B, NKCC2F) (Fig. 7).

Como ya se menciono, el CSB es una proteina compuesta de una regiéon central

con 12 segmentos transmembranales flanqueados por dos regiones hidrofilicas
probablemente intracelulares. La region amino terminal es corta y la carboxi terminal
puede variar de tamaiio. En estudios realizados en nuestro laboratorio se ha encontrado
que el gen del CSB de raton da origen al menos a seis isoformas por empalme alternativo
de exones. Las seis isoformas son el resultado de dos mecanismos de splicing (83). Uno de
estos mecanismos, descritos por Payne y Forbush (78) da origen a los exones A, B y F que
son mutuamente excluyentes. El segundo mecanismo da origen a dos isoformas que
resultan de tener el extremo carboxi terminal completo, denominadas como C9 o bien el
extremo carboxi truncado con una region diferente de 55 aminoacidos, llamada C4. De
este modo, el gen del CSB de raton da lugar a las isoformas C9 o C4 que a su vez pueden
ser isoformas A, B o F. Cabe hacer notar que existen diferencias en sitios de fosforilacion
entre las isoformas C9 y C4 (83).

Los cotransportadores apical (CSB1) y basolateral (CSB2) provienen de dos
diferentes genes. Una evidencia clara de esto es que los genes CSB1 y CSB2 del raton
estan localizados en diferentes cromosomas (2 y 18 respectivamente) (80)

En cuanto al CST, Ellison recientemente reportd una variacion de empalme en el
cotransportador sensible a tiazidas del raton incluida en una delecion dentro del marco de
fectura de 105 pb, localizados en el cuarto segmento transmembrana (84), mientras que

Gamba y cols (56) reportaron el hallazgo de 2 clonas completas de CSTrl pero de



diferente tamaiio (CSTrla de ~ 4.4kb y CSTrlb ~ 3.3kb) difiriendo sélo por la region
truncada 3’ no transcrita de 23 1pb.

Cl. ion de los cotr tadores de Na:(K):Cl

El cotransportador de Na :Cl” sensible a tiazidas es una proteina con una
distribucion limitada. En el mamifero el unico sitio en donde se ha demostrado su
existencia es en la nefrona distal, lo que ha dificultado su estudio. Sin embargo, en 1984 se
descubrié este sistema en la vejiga urinaria del lenguado de invierno (Psceudopleuronccres
americanus). El lenguado es un pez que habita en las aguas de la zona norte del océano
‘Atlantico. Este es el tnico tejido con expresion extrarrenal en el 'que esta comprobada
claramente la existencia de este cotransportador (69).

El primer cotransportador electroneutro identificado desde el punto de vista
molecular fue el de Na”:Cl sensible a tiazidas de la vejiga urinaria del lenguado de
invierno (69). El cDNA que codifica para esta proteina se obtuvo a través de la estrategia
de clonacion por expresion funcional en ovocitos de Xenopus leavis mediante la cual se
obtuvo un ¢cDNA de 3.7 kb que corresponde al cotransportador electroneutro de Na™:Cl’
sensible a tiazidas (CSTH) (72).

Las caracteristicas cinéticas y farmacologicas del cotransportador clonado son

con las propiedades del cotransportador Na™:Cl” sensible a tiazidas nativo en

la vejiga urinaria de teleosteos y el epitelio del tibulo distal del riion de mamiferos. El
cDNA del lenguado tiene un marco de lectura de 3069 pb que codifica para una proteina
de 1023 residuos de aminoacidos con un peso molecular calculado de 112 kDa (69).

La vejiga urinaria del lenguado es anatémica y funcic eme;j al rifén,

ya que en los teleosteos embrioldgicamente proviene del mesonefros renal, por lo que
corresponde al tabulo distal del mamifero (85-91). Estas similitudes tanto funcionales
como farmacolagicas de los procesos de reabsorcion de NaCl en el tabulo distal de rata y
de la vejiga urinaria del lenguado sugirieron que el transporie que s¢ expresa en estos

epitelios son similares (36-38,92).

[8]
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CI. Py

de los sportadi de Na*:(K)*:Cl miembros de i

Gamba et al obtuvieron apartir del mRNA de la vejiga urinaria del lenguado de
invierno un cDNA de 3.7kb que codifica para el cotransportador Na™:C1” (CSTf) (72). E1
cDNA obtenido del lenguado de invierno fue utilizado como sonda homologa para clonar
el cDNA del cotransportador de Na™:CI" del rifion de rata (CSTr). El cDNA que codifica
para CSTr tiene ~ 4.4 kb, con un marco de lectura de 3006 pb, que codifica para una
proteina que comprende 1002 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 110
kDa (56). Anticuerpos contra la proteina de fusion generada con esta clona demostraron
que CSTr se localiza en la membrana apical del tibulo distal del rifion (46).

Mediante northern blot, el mRNA del CSTr se ha localizado exclusivan:cme en el
rifidén, por lo que se cree que es exclusivo de este organo. Sin embargo, Drewnowska K et
al (93), Clader J A, et al (94), y Cremaschi D et al (95) han demostrado evidencias

funcionales de un transportador de Na~ sensible a tiazidas en corazon de rata, musculo liso
vascular de humano y icul

biliar, respecti Ad

reci Ellison et
al (96), y Friedman et al (97), mostraron datos preliminares que sugieren la existencia de

mRNA en las células B del pancreas y en osteobl

respectiv; e. Esto trabajos
sugieren fuertemente la posibilidad de un gen que codifique para el CST basolateral. Mas

aun, Gamba et al (69) mostraron que varios tejidos extrarrenales del lenguado, algunos no
epiteliales, expresan mRNA del CST. Mediante anilisis de northern blot en condiciones de
alta estringencia y usando una sonda completa para examinar la distribucion del mRNA del
CST en otros organos, se observaron dos bandas de hibridaciéon: una banda de ~ 3.7 kb
correspondiente al cDNA del CSTHl, se encontrd exclusivamente en la vejiga urinaria y

una segunda banda mas pequeiia (~ 3.0 kb) se encontro en intestino (distal > medio >

proximal), ovario, musculo esquelético, ojo, cerebro y rifidon. El nivel mas alto de
expresion del producto génico de 3 0 kb fue en ovario. La funcion del producto génico

mas pequefio de CSTH se desconoce hasta hoy (69)



El patron de distribucién del mRNA de CSTr en el rifion de rata fue consistente

con la expresiéon en el thbulo contorneado distal (46), y usando anticuerpos policlonales

CST apical-especificos mostraron que el cotransportador esta pr exclusi e en

ja membrana apical de este segmento de la nefrona. Asi, ¢l mMRNA del cotransportador
Na”:Cl tipo CSTr! y la localizacién de la proteina combinada con los datos funcionales en
ovocitos de X. lacvis, indican que el gen CSTrl codifica para el cotransportador Na™:Cl’

apical del tubulo contorneado distal.

Los cotransportadores electroneutros de Na":K":2ClI' y Na™:Cl' pertenecen a la
misma familia de proteinas . Gamba y colaboradores, utilizaron ¢l cDNA del lenguado
como sonda para clonar el cDNA que codifica para el CSB del riiion de la rata, un cDNA
de ~ 4.7kb que corresponde al cotransportador apical de Na'-K™-2Cl’ sensible a
bumetanida (CSBrl) de rata (56) y de ratdn (CSBm2) (98) en la médula externa del
riidn. Posteriormente, con iniciadores degenerados, para las regiones de alta homologia

entre CSTfl, CSTri, y el CSBr1l di PCR se plifico un fr

12 o de cDNA de las
células del tabulo colector medular interno del raton. Este cDNA fue utilizado para aislar

el cotransportador de Na“:K™:2CI” basolateral del ratén (CSBm2) (80). El cDNA de ~4.7
Kb corresponde al CSB de la rata, tiene 3285 pb en el marco de lectura, y codifica para
una proteina de 1095 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 120 kDa,
localizada en la membrana apical del rifion de rata (99).

Por otro lado, Forbush y colaboradores (70), emplearon una estrategia en la cual
aislaron y purificaron una proteina de 195 kDa sensible a bumetanida del epitelio secretor
de CY de la glandula rectal del tiburon Syualus acanthias. De este modo lograron aislar un
cDNA de 4.8 kb (CSB2) (70) que codifica para el cotransportador basolateral de Na'-K -
Cl ° de la glandula rectal del tiburdn. Este cDNA de Na "K' .2CY (CSB2) lo usaron para
clonar por homologia el cDNA del cotransportador de Na' -K ' -CI' de la corneza y de la
medula renal del conejo (NKCCI) (78), y del rifion de ratén (77).

~
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RESISTENCIA A DIURETICOS.

El tratamiento crénico con diuréticos de asa se asocia con una disminucion

paulatina de la efici ia del tr i (35). La administracion crénica de diuréticos de

asa (furosemide) aumenta la capacidad de reabsorcidn de la nefrona distal, lo que
disminuye la respuesta natriurética (100). La base fisiologica de esta resistencia son los
cambios que sufre la nefrona distal ante el aumento de la carga de NaCt (101) que llega al
tabulo distal como resultado del bloqueo en la reabsorcion de sodio en el asa de Henle por
el furosemide. .

Se ha demostrado que el furosemide (32,102) y el aumento de Na” en la dieta (33)
incrementan la carga de NaCl a la nefrona distal e inducen hipertrofia e hiperplasia del
tabulo distal, con proliferacién de la membrana basolateral (103), aumento en el volumen
de las mitocondrias (103), de la actividad de la Na":K"-ATPasa basolateral (32,104) y del
niumero de receptores para tiazida en la membrana apical (105), lo que incrementa la
capacidad de reabsorcion de Na® (33,106) Ellison et al (107) observaron que la
reabsorcion de Na~ y Cl” sensible a clorotiazida aumento significativamente en ratas
tratadas con dieta alta en sodio o con furosemide. Esto sugiere que el aumento en el flujo
en ¢! tabulo distal se acompafia de aumento en la capacidad de reabsorcion via el
cotransportador Na™:Cl" .

Chen et al (105), al estudiar el efecto de diferentes concentraciones de sodio en la

dieta y ‘el efecto de la administracién de furo: ide, acet lamida o tiazidas, en la
capacidad de unién de la [“H]mclolazona a las membranas de corteza de ratas Sprague-
Dawley, demostraron que el tratamiento agudo o crénico con furosemide o tiazidas
aumenta la capacidad de union de la ['"H]metolazona. En cambio, la capacidad de unidon no
se vio afectada por variaciones en el contenido de sodio en la dieta. El aumento en la
capacidad de union fue secundario a aumento en ¢l numero de transportadores y no por

aumento en la afinidad por metolazona, ya que lo que se modificé fuela V.. y no la Km



E! furc ide, la lamid

v el a > en la acion de Na® en la

dieta incrementan la carga de NaCl al tibulo distal. Sin embargo, unicamente el

furc id 6 la

pacidad de unién de las membranas de corteza renal a la
(*Hlmetolazona. Esto sugiere que es el aumento en la carga de C1' y no de Na~ el estimulo

que aumenta la cantidad de receptores para tiazidas.

Stanton et al (34) demostraron en ratas adrenalectomizadas tratadas con

furosemide, a las cuales se les suministro una concentracién constante de aldosterona, que

el incremento en la reabsorcién de Na” en el tabulo distal no se debia al efecto creciente de
la aldosterona sino al del furosemide.

La reciente clonacion de miembros de la familia de cotransponadores
electroneutros provee de herramientas para el estudio de la expresion génica de estas

pr En el pr

trabajo nos propusimos estudiar el efecto de la administracion
cronica del furosemide sobre la expresion génica de CST, CSB, y Na":K'-ATPasa.
Ademas junto con otros trabajos, al final obtener suficientes datos como para conocer un
poco mis de la fisiologia renal en cuanto a la regulacion del sodio, y de dar pie para

entender el mecanismo de algunas enfermedades en donde esta involucrada la regulacion

del sodio a través de estos cotransportadores.



OBJETIVO

El objetivo general del presente estudio es conocer el efecto de la administraciéon
cronica de diuréticos (furosemide), sobre la expresion génica en el rifidn de las proteinas
que intervienen en lareabsorcion de sodio en la nefrona distal.

Los objetivos particulares fueron determinar el nivel de expresion genica de:

- El cotransportador de Na*:K-:2Cl- sensible a bumetanida, (CSB).

- El cotransportador de Na*:C!~ sensible a tiazidas, (CST).

- La subunidad a; de la Na*:K-:ATPasa. .

en el RNA de la corteza, médula externa y médula interna de rifidn de ratas tratadas con

furosemide o control durante 1 a 7 dias.

HIPOTESIS.

La administracién cronica de furosemide aumenta la expresion génica en el rifidon

de los cotransportadores electroneutros en ¢l rifdon



MATERIAL Y METODOS

a) Disefio experimental

Se

estudiaron ratas tratadas con furosemide (10mg/100g de peso/dia) o con
wvehiculo (ratas control) durante 1 a 7 dias.

Las ratas empleadas fueron de la cepa Wistar especie Ratus norvergicus. Todos

los les fueron mach

de entre 250 y 300g de peso. El furosemide (SIGMA) se
prepard en agua bidestilada pH ~ 8.0. El vehiculo consistié en agua bidestilada al mismo
pH que el furosemide.

Para administrar la dosis Optima se peso todos los dias a los animales. Las ratas
tratadas con furosemide bebieron la cantidad deseada de una solucién al 0.8% de cloruro
de sodio y al 0.1% de cloruro de potasio, mientras que las controles bebieron agua

corriente. Ambos grupos comieron 20g /dia de alimento para ratas molido 5001 PMI
Todos los animales del pr

trabajo per jeron en el bioterio del Instituto
Nacional de la nutricion, donde se mantuvo un estricto control del periodo luz-obscuridad
12:12h, asi como una temperatura de 18°-19°C y una humedad relativa 60-65%.

Los animales permanecieron en jaulas metabolicas 4 dias para su adaptacion, antes

de iniciar el tratamiento, y una vez iniciado se mantuvieron ¢n las jaulas durante los dias de
d. racion del furc id

que varié entre | a 7 dias. Cada dia se estudiaron 4 ratas
wvehiculo y 6 furosemide.

La permanencia de las ratas en las jaulas metabolicas fue con la finalidad de
colectar la orina de 24h y asi determinar el volumen, la osmolaridad, y la excrecion
urinaria de electrolitos. La osmolaridad se midié por el punto de congelacién en un
aparato micro osmometro Beckman. La concentracion de sodio, potasio, y cloro se
determino mediante el potencial de ion selectivo en un aparato de electrolitos NOVA 4.

El dia del! sacrificio se tomaron muestras de sangre a través de una puncion

cardiaca para determinar la osmolaridad y los electrolitos séricos. El dia del sacrificio se
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de r ion de

determiné ademas la creatinina sérica y la urinaria
punto final con acido picrico e hidroxido de sodio en el analizador de creatinina I1 de
Beckman. )

Para medir la creatinina sérica, la sangre se centrifugd durante 10 min a 3,000
r.p.m., y se separo el suero. La creatinina sérica y urinaria se utilizé para calcular la
depuracion de creatinina que nos permitié obtener un aproximado de la filtracion
glomerular segun la formula (u)(v/p).
u= creatinina urinaria
v= flujo urinario (vol. de orina /1440seg/dia)
p= creatinina sérica.

Al finalizar el tratamiento las ratas fueron llevadas al laboratorio en donde se
anestesiaron en una camara de éter, y una vez que se obtuvo la muestra de sangre por
medio de una puncién cardiaca, los animales fueron sacrificados por decapitacion.

Ambos rifiones fueron extraidos y separados macroscopicamente en corteza,
médula externa y médula interna. Estos cortes fueron realizados en una base de vidrio
sobre hielo para evitar lo mas posible la degradacidn del tejido; e inmediatamente después
de realizar los cortes, el tejido fue congelado en nitrogeno liquido y guardados a -80°C
en un ultracongelador Heto-Holter.

b) Expresion Génica.

La expresion génica de los cotransportadores electroncutros se midio mediante
combinacién northern blot, dot-blot, analisis de PCR, a partir del RN A mensajero o RNA
total de la corteza, médula externa y médula interna renal
i Obtencion del RNA

Para la obtenciéon del RN A se realizaron dos técnicas diferentes: en algunos casos
se juntaron los rifiones de varios animales y al contar con suficiente tejido se utilizo la

Ecni de

1 en guanidina y ultracentrifugacion en cloruro de cesio

(Apéndice A). Cuando se extrajo RNA de la corteza de cada rata en forma individual se
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utifizd la técnica de un solo paso del TRIZOL (Apéndice B). En el caso de la extraccion
del RNA total con cloruro de cesio posteriormente se separd el RNA mensajero (mRNA)
en columnas de oligo dT-celulosa (Apéndice C).

El RNA, se cuantifico mediante cromatografia en un espectrofotometro Beckman DU640
de tuz UV a una absorbancia de 260nm/280nm en el programa de acidos nucléicos. Una
vez cuantificado, se corroboré la calidad det RNA total y del mRNA, mediante un gel de

agarosa/formaldehido al 1x, tefiidos con bromuro de etidio '(Apéndice D) donde se

observaron las dos bandas correspondientes a los t

»s 18s y 28s ribosomal en el caso
del RNA total y un barrido en el del mRNA. Una vez corroborado la calidad del RNA, se
recipité con 0.1 volumen de acetato de Na- (3M pH 5.2) y 3 volumen de ethanol a 100%,
se guardo a -20°C para luego utilizarlo en los analisis de expresion génica.
il. Andlisis de northern blot .

E! analisis de northern blot se llevd a cabo inicialmente con mRNA de corteza,
médula externa y médula interna de grupos de 5 ratas tratadas con furosemide y 5

controles, por dia , entre 1 y S dias. El analisis se realizé con 5Sug del mRNA en

condiciones de alta estri ia (hibridacion a 65°C, lavado a 65°C con 0.1x SSCP y
0.1% SDS). que asegura la hibridacion de los acidos nucleicos cuando existe solamente el
100% de homologia (Apéndice E). Para poder llevar a cabo el analisis, primero se corrio
un gel de agarosa/formaldehido con 5ug de mRNA de cada grupo de ratas el cual, fue
transferido a una membrana de nylon por capilaridad (apéndice F) y fijado a esta con luz
UV (Srtratalinker)
El analisis se realizd con sondas no radiactivas, especificas para la deteccion de
CSB, CST. y la subunidad a, de la Na *‘K--ATPasa. Como control se utiliz6 la sonda de 8
-Actina por scr un gen constitutivo.
El cDNA utilizado como molde para sintetizar las sondas fue obtenido mediante una

mediprep con la técnica de cloruro de cesio (Apéndice G)
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Para sintetizar la sonda el DNA fite inicialmente digerido (~1pg) en el extremo 5'
con la enzima de restriccion apropiada; en el caso de CST, CSB, y B Actina con £co Rl y
para la subunidad o, del la Na*: K--ATPasa con Hind 111 (Apéndice H). Para corroborar la
cantidad y calidad del DNA se leyo en el espectrofotometro en UV a 260nm/280nm con el
programa de acidos nucleicos y se corrio en un gel de agarosa/TAE 1x (Apéndice I).
Posteriormente, las sondas de RNA no radiactivas, contriuda a partir de cDNA por
transcripcion antisentido in vitro, con el promotor SP6, en presencia de UTP marcado con
el esteroide digoxigenina (Apéndice J).
Una vez hibridada la membrana con la sonda, se llevé a cabo la inmuno-deteccion

de la digoxigeni (Apéndi K). En breve, la membrana fue expuesta a anticuerpos

conjugados con fosfatasa alcalina, contra digoxigenina y la presencia de los anticuerpos
fue revelada mediante colorimetria sobre la membrana de nylon (DIG Nucleic Acid
Detection Kit, de Boehringer). Las bandas resultantes fueron medidas con el analisis
densitométrico de las imagenes digitalizadas con un escaner HPIllcx. Estas imagenes
fueron analizadas en el programa Sigma Scan/imagen en una computadora personal

iii. Andlisis de dor-blor.

Como se vera mas adelante, en base a los resultados obtenidos en los northern-
blot del grupo de ratas, se decidio analizar las cortezas renales en forma individual de ratas
tratadas con furosemide de 1 al 7 dias, mediante analisis de dot-blot, en el que el RNA
total es incorporado a la membrana de manera directa y fijado con luz UV en el
Stratalinker 2400. Con esta técnica no es necesario correr ¢l RNA en un gel de agarosa y
luego transferirlo a l1a membrana.

Para rcalizar cste analisis se extrajo el RNA 1total de la corteza renal, mediante
Trizol y una vez corroborado su calidad en un gel de agarosa/formaldehido 1x; se hizo un
analisis de dot-blot (Apéndice L) con 15 pg de RNA total de corteza renal de cada rata
del dia 1 al 7. Los lavados de las membranas fueron hechos con aita estringencia

(hibridacion a 65°C. lavado 2 65°C con 0 1x SSCP y 0.1% SDS) (Apéndice E)
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Las sondas leadas fueron hech con el RNAc en forma no radiactiva de los

cotransportadores electroneutros CST, CSB, y la subunidad «, de la Na*:K -ATPasa.

Las sondas fueron marcadas con UTP-Digoxigenina (Apéndice J). Para la inmuno-

a4,

ion de la digoxi i la brana fue expuesta a anticuerpos contra esta,
conjugados con fosfatasa alcalina. Las bandas de hibridacion fueron determinadas
mediante quimioluminisencia con el reactivo CDP-Star, (Apéndice K). Las bandas
resultantes fueron medidas con el analisis densitométrico. E! tiempo de exposicion vario
dependiendo de la sonda utilizada.

iv. Andlisis de RT-PCR semicuantitativa.

Una vez hechos los analisis de northern-blot, y de dot-blot y en base a lo que
observamos en ellos (ver resultados), se decidid hacer de PCR semicuantitativa de las
ratas en forma individual de 7 dias, con iniciadores especificos de CST, y GADPH como
gen control.

Iniciadores PCR

Para llevar a cabo la PCR se disefiaron iniciadores especificos tanto para CST
como el de un gen control glyceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Los iniciadores de CST se obtuvieron de Genosys y fueron disefiados para
amplificar la region que mostrara el menor grado de identidad con los otros miembros de
la familia de cotransportadores electroneutros(75) que corresponde a las bases 589-792 de
la clona de CST de rata (56) (204 pb)

(5’37) 5" AATGGCAAGGTCAAGTCGG3"

(3'57) 5 GATCGGGATGTCATTGATGGS3”

Los iniciadores de GAPDH se usaron como control dando un producto de 515pb (108)
RT-PCR

Una vez obtenidos los iniciadores y teniendo el RNA total resuspendido en agua se
llevo a cabo la transcripcion reversa (TR) (Apéndice P) para la cual se utilizaron 5 ug de

RNA total de rifién completo y corteza para la PCR control y Spg de RNA total de rifion
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completo de 4 ratas control y 6 ratas vehiculo en forma individual para el analisis de PCR
experimental. El RNA se calentd a 65°C x 10 min antes de la TR, esta se realizé a 37°C x
60 min en un volumen total de 20 ul usando 200 U de transcriptasa reversa (Moloney
murina leukemia virus) (Life technologies), 100 pmol de hexameros (Life technologies),
0.5 mM de dNTP(sigma), y 1x TR buffer. Las muestras se calentaron a 95°C x 5 min para
inactivar la TR y se diluyd a una concentracion final de 40 pl con H,;O grado PCR.

Se tomo el 2% de la muestra de TR para la PCR (Apéndice Q) en 20 ul de
volumen final de la reaccion que contenia 1x buffer de PCR, 0.1 mM dc cada dNTP, 0.2
uCi de [a’zp]dCTP; 10 pM de Jos iniciadores (CST o GAPDH) y 1x de la tag DNA
polimerasa (Biotecnologias universitarias). A las muestras se les agrego 30 pl de aceite
mineral, y los ciclos de la PCR fueron los siguientes: | min a 94°C para desnaturalizar, 1
min a 60°C de anidacién y 1 min a 75°C de extension. El namero de ciclos de repeticion
fue determinado por una curva y se decidid que a 20 ciclos se encontraba en fase
exponencial Al finalizar los ciclos se dejo § min a 75°C. Todas las reacciones se hicieron
por duplicado. Para analizar los productos de cada reaccion se corrio un gel de agarosa al
1.2% y otro de acrilamida bis al 5% (Apéndice O). Dos alicuotas de 10 pl fueron
removidas y se corrieron en un gel de agarosa y de acrilamida. Las bandas fueron
reveladas en bromuro de etidio y visualizadas en una lampara con luz U.V. en el caso del
gel de agarosa las bandas se cortaron y detritieron a 95°C con 500 ul de agua bidestilada.
La amplificacion de cDNA se midid en un contador Beckman ($6500) de acuerdo a la
cantidad de radiactividad liberada en el liquido de centelleo, y asi determinar los cambios
en la expresion dentro la fase exponencial. Por otro lado las muestras que sc cofrieron en
el gel de acrilamida se secaron a 80°C y se dejaron exponer toda la noche a -80°C para

obtencr una imagen de las bandas, ademas de las cuentas obtenidas en el contador
Beckman.
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ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados ot idos del analisi

de northern blot, dot-blot fueron analizados

mediante densitometria computarizada. Para esto se obtuvo el radio del cotransportador/f
actina al dividir el namero obtenido en el gen de interés, sobre aquel del analisis con la

actina. La prueba estadistica que se hizdé en estos casos fue una ANOVA de una sola via.

Estos resultados se expresaron como la media = el error estandar. En el caso de las

pruebas de PCR el anilisis que se realizo fue una t de Student no pareada con correccion
de Bonferroni.
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RESULTADOS Y DISCUSION.
La figura 8 muestra el efecto de la administracién de furosemide sobre el
volumen urinario y la excrecion urinaria de electrolitos, en ratas tratadas durante 1 a 7
dias. En las graficas, las barras blancas representan las ratas control y las barras negras las
‘ratas tratadas con furosemide. El resultado se muestra como la media + EE (error
estandar).
El volumen urinario esta expresado en ml/24h, mientras que la excrecion urinaria

de electrolitos en mEq por cada 100g de peso por 24h.
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Figura 8. Volumen urinario y excrecidn de clectrolitos en ratas tratadas con vehiculo o
furosemide de O a 7 dias.

La administracion de furosemide indujo un aumento en el volumen urinario asi
como en la excrecion de sodio, potasio. y cloro en comparacion con las ratas controles

La figura 11 muestra el efecto del furosemide sobre la osmolaridad, referida como
mOsml/litro y la depuracion de creatinina, referida como ml/minuto. En ambas graficas las
barras blancas representan a las ratas control y las barras negras a las ratas tratadas con

furosemide, el resultado se muestra como la media + EE



En la figura 9 se observa que la osmolaridad disminuy6 significativamente en la
ratas tratadas con fur id

mientras que la depuracién de creatinina permanecio sin
cambios.

2500 Osmolaridad Urinaria Depuracion de Creatinina
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Figura 9. Osmolandad uninana v depuricidn de Creaming en ritas 1t

dec b a 7 dias

1s con vehiculo o furoscnnde.

Ancilisis cdde northen blor con sondas no radiactivas de CST. CSB v Na™-K -ATPasa

Las figuras 10, 11, y 12 muestran el resultado de! analisis de northern blot del
CST. CSB. y la subunidad o, de la Na' K -ATPasa, respectivamente, en ¢l mRNA de
corteza renal de grupos de 5 ratas tratadas con furosemide o vehiculo En todos los casos
se utilizo la B-actina como control. En la parte superior de cada figura se observa una
imagen computarizada del northern blot en donde las ratas tratadas con furosemide estan
representadas con un signo de (+) debajo de cada carril y las controles con el signo de (-)

En la parte inferior de la figura se muestra el resultado del analisis densitométrico

te
analisis es el resultado de dividir el numero obtenido para ¢l gen problema (CST.CSB. o

Na' 'K '-ATPasa) sobre el obtenido para ¢l gen control (actina) De esta manera, el

resultado se estandariza para corregic 1os posibles errores tecnicos de la colocacion o



transferencia del mRNA. Esta relacion esta referida como el radio del gen problema sobre
fa B-actina.

La figura 10 muestra el analisis del mRNA de la corteza renal con el

cotransportador de Na™:Cl- sensible a tiazidas. con un tiempo de exposicion de 16h, en
que claramente se observa una disminucion en la intensidad de la banda de 4 4 Kb del CST

en las ratas tratadas con furosemide en comparacion con el control, durante los primeros
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Figura 1. Analisis de norihern blot del mRNA de cortes renal con L sonda del coransportador de Na™ :CI”

5 dias de tratamiento.

De 1a misma forma, la figura || muestra disminucion en ¢l nivel de expresion del

mRNA del cotransporiador de Na* K+ 2Cl- sensible a bumezanida (CSB) La banda de 4.6

kb que corresponde a CSB es claramente de menor intensidad en las ratas tratadas con



furosemide, mientras que la B-actina es similar entre las ratas controles y experimentates,

en los primeros 5 dias de tratamiento.

4.6

B oection g wee ek

Furosemide - +
(L TR 1 2 3 4 -
Densitometria
V.4
t.2
10
Relacion de 0.8 C ontrol
CS8/ actina
- P o8
o -
-— -
02 = e e — — — " Furcsemide
0 = k] 4

Dias de tratamiento

Figura 1 1. Awilisis de northern blot del mRNA de corteza renal con la sonda
det cotranspontador de Na* . K*:2C1-

En cambio, la figura 12 muestra que no hubo cambio en el nivel de expresion
génica de la subunidad o, del la Na* K*:ATPasa (banda de 3.6 kb), durante los S dias de
tratamiento entre las ratas tratadas con furosemide y las controles.

El hecho de que no se observo cambio en el MRNA dela Na” K’ -ATPasayen la B
-actina. pero si en CST y en CSB sugiere que el cambio puede ser real y no secundario a

diferente seleccion de mRNA en ratas furosemide sobre las control
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Na* K*:ATPasa

Las figuras 13 y 14 muestran las imagenes del northern blot para las tres proteinas

(CST, CSB, y Na :K":ATPasa) en el mRNA de la médula externa y el RNA total de la

meédula interna respectivamente, cn ambas figuras se observa que no hay cambios en la

expresion génica de estas proteinas durante los § dias que duro el tratamiento
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Estos resultados sugieren que la administracion de furosemide induce una

disminucion en la expresion génica de los cotransportadores electroncutros en la corteza
renal mas no en la médula externa ni en la médula interna renal

Este hallazgo fue opuesto al esperado Segun lo revisado en la introduccion la
administracion cronica de furosemide aumenta la capacidad de reabsorcion del uibulo
distal, por lo que esperabamos ver aumento en la expresion de cstos genes, sin embargo.
observamos una disminucion

La imposibilidad de analizar las diferencias con analisis estadisticos, por contar en

cada grupo con un solo namero (producto de juntar el RNA de 5 ratas) nos llevo a la idea

de estudiar ja expresion en ratas individuales El anal

se realizo unicamente en las

cortezas renales. y no en las medulas externas e interna

s ya que a este nivel no se

observaron cambios a nivel génico. La expresion génica en el RNA total se estudio
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inicialmente con dot-blot con sondas no radiactivas, y posteriormente con PCR

semicuantitativa.
Para realizar este nuevo estudio se utilizéo RNA total extraido de cada corteza renal
en forma individual, es decir no mezclar el RNA de cinco ratas, sino conocer lo que

sucede rata por rata. Esto significo repetir los experimentos, produciendo nuevas ratas con

tiempos de administracion del furosemide hasta de 7 dias

Para este analisis se estudiaron cuatro ratas inyectadas con vehiculo y seis con

furosemide de 1 a 7 dias. Los resultados obtenidos en la excrecion urinaria de Na'. K™ y
CI, volumen, osmolaridad urinaria y depuracion de creatinina fueron similares a los

observados en las figuras 8 y 9 (datos no mostrados)

Una vez obtenido estos datos, y después de haber corroborado el efecto del

furosemide, se realizaron los analisis moleculares con las cortezas de rata en forma

individual

Para extraer RNA total de cantidades tan pequeiias de tegjido (1 corteza renal =

~ 60 mg ) utilizamos la técnica de extraccion de RNA modificada y simplificada por Gibco
Comp (TRIZOL)

Para comprobar la calidad de! RNA total obtenido con trizol realizamos un analisis
de northern blot para B-actina comparativo entre ¢l RNA extraido con cloruro de cesio o
con trizol. La figura 15 muestra el northern blot de 5 pg de RNA de rifidn completo
extraido con ambas técnicas mostrando que ambas son adecuadas. debido a que no hubo
diferencias en la hibridacion

B- Actina —— ™ 4

=3 (=3
& @
s 8
[SF )

Trizol
Trizol |

Fig 15 Analisis de northern blot de 5 pg de RNA de rifion
conpleto extraido con 3 técnicas di
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Una vez que estuvimos seguros de la calidad del RNA con la técnica de Trizol, se
utiliz6 este RNA para el analisis molecular.
Andalisis de dot blot con sondas no radiactivas de CST, CSB y Na”:K'-ATPasa

Las figuras 16, 17 y 18 muestran del lado izquierdo una imagen computarizada del
analisis de dot-blot del RNA total de la corteza renal con los cotransportadores
electroneutros CST, CSB y de la Na":K -ATPasa respectivamente, la B-actina no se
muestra, pero el resultado del analisis densitométrico que se utilizé para generar las
graficas corresponde al resultado de dividir el namero obtenido para el gen problema
(CST, CSB y Na":K -ATPasa) sobre el obtenido para el gen control (B-actina). y se
refiere como el radio de del gen problema/fi-actina. En el analisis densitométrico de las
figuras los puntos claros representan a las ratas controles y los obscuros a las ratas
tratadas con furosemide. Del lado izqiuerdo de la figura se observa una imagen
digitalizada del dot-blot. Por cada dia hay cuatro ratas control (primeras cuatro columnas)

y 6 ratas tratadas con furc ide (las 6 col T ) de 1 a 7 dias. Los tiempos

de exposicion para obtener esta imagen fue de 12h para CST, lh para CSB y 1h para la
Na " :K -ATPasa.

Como se observa tanto en la imagen del dot-blot como en el analisis
densitométrico de la figura 16 no hay diferencias significativas en la expresion génica del
cotransportador de Na*.Cl- entre las ratas tratadas con furosemide y las control.

Mientras que en el analisis densitométrico de la figura 17 se puede observar que

1

hay una pequeiia disminucion significativa con una p>0.05 en los dias 1,

2 y 4 del cotransportador de CSB en las ratas tratadas con furosemide. mientras que en
los dias restantes no se observé ninguna diferencia

Al igual que en la figura 16, en la figura 18 se observa que tanto en la imagen del
dot-blot como en la grafica del analisis densitométrico no hay diferencias estadisticamente
significativas en la expresion génica de la subunidad a, de 1a Na”:K -ATPasa en las ratas

tratadas con furosemide y las control.



Tomando en cuenta que al estudiar la expresion génica de los cotransportadores
electroneutros (CST y CSB) en el mRNA en corteza renal de un grupo de ratas
observamos una clara disminucion el la expresion en las ratas tratadas con furosemide en
comparacion con las control, pero al estudiar la expresion de estos cotransportadores en
RNA total en corteza renal de manera individual solo observamos esta disminucion de la
expresion génica en los primeros dias en CSB mas no en CST, decidimos utilizar

la
técnica PCR semicuantitativa, ia cual es una técnica mas confiable.

Este analisis se hizo con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos

mediante la técnica de northern blot como de dot-blot, y de esta manera poder determinar
si efectiv: hay una disr

on en la expresion de los cotransportadores, y al ser

esta tan pequefia no se pudo observar a través de estas técnicas convencionales pero si con
PCR.
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Andglisis de PCR e itativa con las radiactivas de CST.

El propésito de la PCR semicuantitativa es detectar cambios en el nivel de
expresion de genes con bajos niveles de transcripcidn. Estos cambios pueden ser en ambas
direcciones, ya que el nivel de expresion puede disminuir © aumentar, y se utiliza en caso
de mensajeros poco abundantes (109,110).

Esta prueba ayuda a detectar de una manera mas confiable los cambios pequeiios
de expresion en genes transcripcidn poco abundante que en pruebas como northern blot
serian dificiles de detectar. Este seria el caso de CST que se expresa unicamente en la
membrana apical del tabulo distal (46), un segmento de la nefrona que se localiza en la
corteza. El mRNA de este gen es de baja abundancia en comparacion con el resto de los
productos de RNA de todo el rifion.

La amplificacién de PCR para un gen consiste de 2 fases: una exponencial donde el
incremento de la cantidad de producto es lineal en cada nimero de ciclos, y una fase de
meseta, donde los productos obtenidos no muestran un incremento significativo en el
numero de ciclos. La baja abundancia del mRNA, determina la duracion de la fase
exponencial. La determinacion de la fase exponencial es critica para llevar a cabo la
reacciéon de PCR semicuantitativa para evitar falsos resultados durante el analisis que se
podrian obtener en fase de meseta (Bobadilla et al simi-cuantitative PCR: A tool to study
low abundance messages in the kidney. Arch. Med. Res. En prensa)

L.a fase exponencial se determino por una doble prueba (200 ul dividido en 20 ul
por reaccién individual con 1 pl de cDNA) en presencia de 1 nCi/100ul de [a"p]-dCTP.
Los ciclos analizados fueron 15,17,19.21,23, 29, 35y 40

La figura 19 muestra la cinética de amplificacion de los iniciadores (CST y
G3PD) en RNA total de rifion de rata, l1a cual esta expresada como ¢l producto de la PCR
por cpm. En el panel superior de la figura se muestra la curva de G3PD donde se observa
que la fase exponencial esta entre los ciclos 15 y 25, m ientras que en ¢l panel inferior se

muestra la curva de CST donde la fase cxponencial esta entre los ciclos 15 y 24, Al ser
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muy semejantes los puntos de la fase exponencial de ambos genes, se decidié hacer el
analisis en el ciclo 20 para ambos genes.

Debido a que CST se expresa unicamente en el tubulo distal, que esta localizado
en la corteza renal, consideramos importante amplificarlo tanto de la corteza como del
rifion completo, esperando que el nivel de expresion fuese mayor en el RNA total de la

corteza que en el rifion completo. Esto con la finalidad de determinar la capacidad de la
PCR para d bi

peq! >s en la expresion.
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Cinetica de amplificacion de GADPH y CST en RNA
total de rifion en presencia de 1uci/100 yl de [(«32P)-dCTP
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La figura 20 muestra la RT-PCR de CST y GADPH de rifion completo vs. corteza
renal, referida como el producto de PCR por cpm, y el resultado se muestra como la
media = EE. Las barras blancas corresponden a rifidn completo y las negras a la corteza
renal. La grafica de la izquierda muestra que la corteza expresa una mayor cantidad CST
en comparacion con el rifion completo y esta diferencia es significativa. En contraste, con
lo que se observa en la grafica de la derecha con las mismas muestras. en donde la

expresion de GADPH fue similar en ambos.

Una vez que corroboramos que la PCR detecta cambios pequeiios en la expresion

Analisis Semi-cuantitativo de PCR de CSTy
GAPDH en RNA de riiién completo Vs corteza renal
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Figura 20

génica de genes transcripcidn poco abundante. se llevo a cabo 1a PCR de las ratas tratadas
durante 7 dias con furosemide vs

las controles con el RNA total extraido de rifion
completo, en forma individual.



La figura 21 muestra el analisis de la RT-PCR de CST y GAPDH de ratas tratadas

con furosemide o vehiculo. Las barras bl repr

el pre dio = EE de 4 raias
control y las barras negras el promedio + EE de 6 ratas tratadas con furosemide, referidas

como el producto de la PCR por cpm. Como se observa en la grafica no hay cambios en la

expresion génica de CST y GADPH en las ratas tratadas con furosemide en comparacion
con las control.

Analisis semi-cuantitativo de PCR de CSTry G3PD de
rifndn completo de ratas tr das con furc

ide o vehiculo
14000 1
E

h
12000 Vehiculo

Furasemide

10000 ] I

8000

5000

4000

Producto de PCR (cpm)

2000 4

CSTr G3PD
Figura 21

k3
I



CONCLUSIONES

En esta tesis estudiamos la expresion génica de los cotrasportadores
electroneutros, CST y CSB, asi como de Ia subunidad o; de la Na”:K":ATPasa durante el

tratamiento cronico con furc ide con la fi

lidad de conocer los mecanismos de
regulacion de estos cotransportadores.

Como se menciona en la introduccion el incremento de sodio en la nefrona distal
producido por la administracion cronica de furosemide, induce cambios adaptativos tanto

funcionales como estructurales en el tibulo contorneado distal (TCD) que se acompaiia de

aumento en la capacidad de reabsorciéon de NaCl a este nivel.

Un i > que p >s podria explicar la adaptacion de la nefrona distal en

este modelo seria el aumento en la expresion génica de los cotransportadores
electroneutros (CST, CSB). como consecuencia del aumento en la carga de NaCl que
llega al TCD, por lo qu-e esperabamos observar este tipo de cambios en las ratas tratadas
con furosemide, sin embargo. los resultados de esta tesis muestran que en las ratas
tratadas

con furosemide no existen cambios en la expresion génica de los

cotransportadores electroneutros.
Por lo tanto. podemos concluir lo siguiente:

1) El av > en la

durante el tratami > con fur

idad de transporte en el wibulo distal que se observa

no se F de av

> en la expresion génica
de los cotransportadores electroneutros, ni de subunidad o, de la Na™-K -ATPasa

2) El bloqueo cronico del cotransportador de Na”":K™:2Cl” con furosemide no afecta la
expresion de este gen.

El que no cambie la expresion ygénica de los cotransportadores clectroneutros
durante la administracion con furosemide no descarta a estas proteinas como responsables

o involucradas en el o de la

pacidad de transporte en este modelo. Existen
cuando menos dos explicaciones alternativas

n
w



Por un lado, recientemente, el estudio de los cotransponédores electroneutros con

anticuerpos ha mostrado que se trata de protei de brana que residen en vesicul

de trafico intracelular. Por lo tanto. un mecanismo potencial de adaptacion durante la
administracién cronica de diuréticos podria ser la de cambiar simplemente el numero de
vesiculas que alcanzan la membrana apical. Por otro lado, en nuestro laboratoric hemos
demostrado que existen isoformas por empalme alternativo de exones tanto de CSB como
de CST. En ambos casos las isoformas carecen de la mayor parte del extremo carboxi-

terminal y algunas de ellas inclusive carecen de los ultimos >S tr

ana
(83). No esta claro ain la naturaleza funcional de estas isoformas, sin embargo. hasta el
momento los analisis de expresion funcional de las isoformas de CSB en ovocitos de
Xenopus laevis sugiere que la isoforma truncada en el extremo carboxiterminal ejerce un
efecto negativo sobre la funcion del CSB, por lo que podria tratarse de una isoforma
reguladora. De ser asi, un mecanismo potencial para la regulacion cronica de los
cotransportadores electroneutros podria ser la de cambiar la proporcion entre isoformas.

Un aumento en la produccion de isoformas efectora, con disminucion de la inhibidora

podria ser sufici para incr ar la funcién de la proteina en forma croénica El estudio
de los mecanismos antes expuestos es motivo de subsecuentes tesis en la Unidad de

Fisiologia Molecular.



SECCION DE APENDICES

APENDICE A

EXTRACCION DE RNA CON GUANIDINA Y CsCt

**Todo el trabajo debe ser libre de RNAsas

DIA |

1. Preparar 8 ml de tiocianato de guanidina (TG) y 4 ml de cloruro de cesio (CsCl) por

cada 0.5 a 1.0 g de tejido. Si el RNA se va a extraer de células en cuiltivo preparar 6 mi de
TG por caja de Petri.

TEJIDO

2. Transferir 0.5 a 1.0 g de tejido congelado a un tubo de plastico de 50 ml que contenga
8 misde TG.

3. Homogeneizar 15 sec. x 3 a maxima velocidad.
4. Agregar 400 pul de sarcosil al 10%; mezclar con cuidado.
S. Centrifugar 10 min a 12,000 r.p.m. a 4°C.

6. Transferir el sobr d a un tubo de ultracentrifuga en el que previamente se
colocaron 4 ml de CsCl

7. Ultracentrifugar a 32,000 r.p.m. durante 18 horas a 18°C.

DIA2

8. Resuspender el precipitado con 600 ul de agua GIBCO o DEPC (hacerlo con 300 ul
x2). Mezclar bien con la pipeta y luego agitar en vortex.
9. Tomar 2 ul de RNA + 48 ul de H,0 GIBCO o DEPC para espectrofotometria.

10. Separar ios 600 ul en dos tubos de 1.5 ml y precipitarlos con 0.1 V de Acetalo de Na
apH 5.2 y con 3 V de EtOH al 100%.
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Reactivos de grado biologia molecular

Isotioci de G idina. Para preparar 8 ml:
-4 M Guanidina: 3.78 g
- 25 mM Citrato de Na: 200 pl de 1 M citrato de Na pH 7.0
~ Llevar el volumen a 8 mls con agua GIBCO o DEPC.
- Calentar para disolver (~ 40°C). Enfriar en hielo.
- 0.7% B-mercaptoethanol: 56 ut (agregar el B-ME hasta

que la guanidina esté fria y lista para ser usada.).
- Esterilizar por filtracion

Clorure de Cesio. Para preparar 4 ml:
~57MCsCl: 383 g
- 25 mM Acetato de Na~: 33.3 ul de 3 M Acetato de Na-
con pH 5.2
- Llevar el volumen a 4 mls con agua GIBCO o DEPC

- Esterilizar por filtracion
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APENDICE B

EXTRACCION DE RNA CON TRIZOL

** Todo el trabajo debe ser libre de RN Aasas

1. Transferir 0.5 a 1.0 g de tejido a un tubo de plastico de 50 m! que contenga 1 ml de
trizol (Life technologies). .

2. Homogeneizar 15 seg x 3 a maxima velocidad.

3. Transferir el homogeneizado a un tubo eppendorf.

4. Incubar en hiclo 5 min.

5. Agregar 0.2 ml (200 ul) de cloroformo por cada ml de trizol.

6. Agitar en vornex 15 seg.

7. Incubar en hielo 3 min.

8. Centrifugar a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C.

9. Transferir el sobrenadante a otro tubo eppendorf.

10. Agregar al sobrenadante 0.5 ml (500 ul) de isopropanol por cada ml de trizol.
1 1. Mezclar por inversion.

12. Incubar en hielo 10 min. )

13. Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C (debe obtenerse una pastilla).
D har el sobr d .

15. Lavar ia pastilla con 1 ml de etanol al 70% por cada ml de trizol.

16. Mezclar por inversion

17. Centrifugar a 12,000 rpm durante 5 min a 4°C.

18. Quitar el exceso de etanol y secar en speed vac por 90 seg.

19. Resuspender en 100 ul de agua GIBCO o DEPC.

20. Tomar 2 ul de RN A + 498 ul de agua bidestilada (no BM) para espectrofotometria.

21. Presipitar en 0.1 V de acetato de Na+ a pH5.2 y con 3V de EtOH al 100%
22, Guardara -20 ° C.




APENDICE C
SELECCION DEL mRNA (POLI(A)*RNA)

Nota: Todo el trabajo debe de realizarse en condiciones libres de RNAsas. Todas las
soluciones deben ser preparadas con agua tratada con DEPC o tipo GIBCO, en material
de vidrio tratado durante ocho horas a 240°C, o en material de plastico nuevo, y
utilizando guantes y reactivos de grado biologia molecular.

1. Suspender 50 mg de oligo(dT)celulosa (Pharmacia) tipo 7 en 5 m! de buffer de elucion*
en un tubo de poli propilenc de 15 ml.

2. Vacie el contenido en una columna plastica de cromatografia.

3. Agregue 7 m! de Buffer de union (binding buffer)**

4. Disolver ¢l RNA a ser seleccionado (maximo 1 mg por columna) en 200 ul de agua
GIBCO o DEPC

5. Calentar el RNA a 65°C durante 4 min, enfriar en hielos y dejarlo llegar a Temperatura
ambiente.

6. Agregar 1.3 ml de buffer de union al RNA, vaciarlo en la columna y recolectar el
eluante.

7. Cuando este casi seca la columna agregar 300 ul de buffer de unién a la columna. Los
cuales se recolectan con el resto del eluyente

8. Calentar el eluante a 65°C durante 4 min, enfriar en hielos y dejarlo llegar a temperatura
ambiente. Se mezcla un poco para que el buffer de union se disuelva bien (ya que este se
precipita en frio).

9. Reaplicar el eluyente a la columna, recolectarlo nuevamente y guardarlo a - 80°C.

10. Lavar la columna con 5 ml de buffer de union

11. Lavar la columna con 5 ml de buffer de lavado.***

12. Etiquetar 5 tubos del namero uno al cinco.

13. Aplicar 400 ul de buffer de elucién y recolectarlo en el tubo nimero 1. Repetir la
maniobra cinco veces (tubos 1-5).

14. Precipitar el mRNA de cada tubo con: 40 ul Acetato de Na pH 5.2 y 1.0 ml de EtOH
frio al 100%.

15. Agitar bien y guardar durante la noche a -20°C

DIA SIGUIENTE

16. Centrifugar las muestras por 30 min a 4°C

17. Lavar con 1 ml de EtOH al 70% y desecarlas por 3 min

18. Resuspender en 50 ul de agua GIBCO o DEPC (esperar cuando menos 30 min para
estar seguro que el RNA se ha disuelto)

19. Tomar 2ul para medir la concentracion (espectrofotémetro) y

20. Precipitar de nuevo en EtOH y guardar a -20°C.



*Buffer de elucién **Buffer unién

¢*+*Buffer lavado
10 mM Tris Hcel 10 mM Tris HC1 10 mM Tris HCI
0.05% SDS 0.5 M NaCl 0.1 M NaCli
1 mM EDTA 0.5% SDS 0.1 % SDS
I mM EDTA 1 mM EDTA

el pH a 7.5 con HCI concentrado. Esterilizar por filtracion

Nota 1: En cada paso hay que esperar a que todo el buffer pase antes de agregar el
siguiente.

Nota 2: El buffer de union se precipita a peratura bi menor a 20°C. Por lo
tanto, checar que la temperatura ambiente este por arriba.

para re utilizar 1a oligo (dT)

poner a la columna:

-7 ml de buffer de clucion

-7 ml de 0. 1N NaOH

-7 ml de H20 BM (2 veces)

-7 mi de Etano! 100% ( 2 veces)

-Transferir con 1.5 ml de etanol 100% a un tubo Ependorf
-Speed vac

-guardar a -20°C.



APENDICE D

GEL DE AGAROSA PARA RNA (Mini-Gel)

Colocar el plato para la agarosa debajo de la campaﬁa.
En un matraz sin polvo mezclar para cada 10 ml de gel:
-~ 0.1 g agarosa

- 8.5 ml de H,O destilada
Disolver por calentamiento (horno de microondas 1'40")

Dejar que enfrie a ~ 50°C y agregar para cada 10 ml de gel:

- 1 ml 10x MOPS

- 0.5 ml Formaldehido
Vaciar sobre la caja de gel y dejarlo secar cuando menos por 30 min antes de usarlo
Para correr el RNA preparar la siguiente mezcla para cada muestra:

- 5 ul formamida

-1 pl 10x MOPS*

- 2 ul formaldehido

- 1 ul gel loading**

- 0.16 pl bromuro de etidio (10 mg/ml)
Mezclar 8.1 ulcon } a 1.5 ul de RNA

Calentar a 65°C por 10 min

Enfriar rapido en hielo y dejarlo a temperatura ambiente.
Vaciar las muestras en el gel sumergido en 1x MOPS
Correrel gel a 75 V durante 1.5 h

Para desteilir el gel: ponerlo en agua durante 10 min x 3

*10x MOPS: | L:
41.86 g MOPS
6.80 g Acetato de Na~
20 ml 0.5 M EDTA
pH a 7.0 con 10N NaOH
Esterilizar por filtracion

*Gel loading. Para 2 mls
1 mti glicerol (50%)
40 nl 0.5s M EDTA pH 8.0 (10 mM)
5 mg Azul de Bromo fenol (0.25%)
5 mg Xylene lyanol FF (0.25%) .
Esterilizar por filtracion
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APENDICEE
ANALISIS DE NORTHERN BLOT CON SONDAS NO RADIOACTIVAS

1

La primera etapa en este protocolo es correr un gel de agarosa con el RNA que se
pretende utilizar para el analisis. Si es RNA total se deben de utilizar 10 a 20 pg por canal.
Si es mRNA se deben de utilizar de 2.0 a 10 ug por canal. -

Cuando el gel esté listo se debe de transferir a una membrana utilizando metodologia
convencional (mantener el siguiente orden de abajo hacia arriba: papel filtro, gel colocado
de cabeza, membrana de nylon, papel filtro y toallas). Para la transferencia se debe de
utilizar SSC* 20x. La transferencia se debe de llevar a cabo en periodo de cuando menos
16 horas. En general las membranas Duralon de Stratagene funcionan muy bien.

DI
- Checar la transferencia, marcar el inicio de los canales y la guia de RNA en el lado
correcto de la membrana.
- Fijar el RNA a la membrana mediante Cross link de UV (Stratalinker de Stratagene).
Después de este paso la membrana puede guardarse indefinidamente a temperatura
ambiente.
- Pre hibridar la membrana en solucién de hibridacién (10 ml/10 cm?) durante 2 horas de
37°C a 65°C, dependiendo del grado deseado de estringencia
- Agregar 20 ng de la sonda de RNA por cada mli de solucién de hibridacion
- Calentar la sonda a 83°C durante 3 min antes de agregarla.
- Hibridar durante la noche de 37°C a 65C, dependiendo del grado deseado de
estringencia.

TERCER DIA

~ Lavar dos veces en 2xSSCP, 0.1% SDS a temperatura ambiente durante S min

- Lavar dos veces en 0.1x (alta) a Ix (muy baja) SSCP; 0.1% SDS en 37°C (muy baja) a
65°C (alta). L.a temperatura y la concentracion de sal dependen de la estringencia deseada.
Este es el paso mas importante para determinar la estringencia

- Equilibrar en Buffer A por > 1 min

- Pasar a Buffer B durante 2 h a temperatura ambiente (10 mls/10cm?).

- Agregar al Buffer B 4 ul de anticuerpo por cada 20 ml de buffer (150 mU/ml. 1:5000
(<DIG>AP-Conjugate®; polyclonal sheep anti-digoxigenin Fab-fr s, conjugated to
alkaline phosphatase [750 U/ml]) Incubar 45 min a temperatura ambiente. Se recomienda
movimiento

- Lavar dos veces en buffer A por 15 min a temperatura ambiente

- Equilibrar en Buftler C por 3 min a temperatura ambiente

- Exponer a CDP-Star [ul por cada mi de buffer C, se recomienda sacar antes el COP-
Star de 4°C para que llegue a T, A antes de ponerlo

- Incubar a 37°C durante 5 min

-Quitar el CDP-Star y pasar la membrana a una bolsa nueva

- Exponer a la autorradiografia.
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(Contintia Anailisis de northern no radioactivo)
Soluciones

Solucién de hibridacién (50 mis): 100% Formamida 25 mi

20x SSCP 12.5 mi
10% SDS 10 ml
10% Laurilsarcosina- 0.5 m!
“Blocking agent” 25g

El "blocking agent” no se disuelve ficilmente por lo que hay que preparar la solucién con
una hora de anticipacion. Para esto se debe de calentar la formamida entre 50y 70°C,
luego agregar el "blocking agent” y ya disuelto, agregar el resto de los reactivos. La
solucién permanece estable y turbia a -20°C

20x SSC (Para 1 litro)
-175.3g NaCl

-88.2g citrato de Na
-Ajustar el pH a 7 con HCI
-Aforar a 1t

Buffer A (por litro) 100 mM Tris HCI, pH 7.5: Agregar 100 ml 1 M Tris 7.5
150 mM NacCl: Agregar 150 ml 1 M NaCl

Buffer B Igual que el A + | g de "Blocking agent” por cada 50 ml.

Buffer C (por litro) 100 mM Tris HCI, pH 9.2: Agregar 100 ml ! M Tris 9.2
100 mM NaCl Agregar 100 ml! 1 M NacCl
50 mM MgCl, Agregar 50 ml I M MgCl,
10% SDS (por 100 ml) 10 g SDS

Llevar el volumen a 100 ml con H,O

2x SSCP, 0.1% SDS (1 L)= 100 ml de 20xSSCP + 10 ml 10% SDS
1x SSCP, 0.1% SDS (1 L)= 50 ml de 20xSSCP + 10 ml 10% SDS
0.5x SSCP, 0.1% SDS (1 L)= 25 m! de 20xSSCP + 10 ml 10% SDS
0.1x SSCP, 0.1% SDS (1 L)= 5 ml de 20xSSCP + 10 m! 10% SDS

Nota: todas las soluciones de lavado deben de esterilizarse



APENDICE F

TRANSFERENCIA DEL GEL A UNA MEMBRANA DE NYLON

1. papel filtro: -20x20cm (1)

-10x 15 cm (3)
gel mediano -l10x7cm (4)
gel chico -7 x7 cm (4)

. Membrana de nylon del mismo tamaiio que el gel
. Solucion 10x SSC (-~ 300 a 400 ml)
. Dentro del refractario de vidrio se coloca:
un vidrio sobre el que se coloca
papei filtro de 20 x 20 cm enzima
papel filtrode 10 x 15 cm
gel de cabeza (rodeado de Kleen pack )
membrana del tamaiio del gel
columna de sanitas (~ 5 cm)
cubrir todo el refractario con klenn pack.

0 60 000N

Nota: en cada paso se le va agregando solucién 10 x SSC y es muy importante quitar
todas las burbujas.



APENDICE G
TECNICA DE MEDI-PREP
OBTENCION DE PLASMIDOS (cDNA)

Dia 1

Cultivoe de iniciacién: Tomar una colonia de las cajas de petri o usar una pequeiia
cantidad de los stocks de bacterias conservados en glicerol y colocarla en un tubo de 15
ml con 2 ml del medio LB con ampicilina (100pag/ml). Incubar con agitacion (250 rpm) a
37°C, de 4 a 8h.

Cultivo de toda Ia noche: En la tarde adicionar ampicilina (100ug/ml) a 200ml de medio
*2X YT, en un matraz de 500ml (esterilizado en la autoclave). Adicionar los 2 ml del
medio £.B con las células e incubar con agitacion (250 rpm) a 37°C toda la noche.

Dia 2

1. Transferir el medio de cultivo a los frascos Nalgene de plaastico con tapa de rosca y
centrifugar a 6000 rpm) por 10 min a 4 °C, usando el rotor (JA-10).

2. Durante este tiempo se prepara la solucion **II.

3. Resuspender el pellet en 4 ml de solucién **1 y llevarlo a temperatura ambiente por 10
min. usando una pipeta para transferir la solucidn a tubos para centrifuga Nalgene de
50 ml. Posteriormente adicionar 8 ml de solucién Il y dejar en hielo 10 min (mezclar
por inversion, no agitacion con vortex). Finalmente, adicionar 6 ml de solucién *=III e
incubar en hiclo 10 min (mezclar por inversion, no agi 6n con vortex)

4. Centrifugar a 16000 rpm por 20 min en el rotor (J-A 20) remover ¢l sobrenadante y
adicionar | volumen de isopropanol (~18 mil).Desechar ¢l pellet, y dejar el
sobrenadante 20 min en hielo.

5. Centrifugar a 9000 rpm por 10 min en el rotor SA 600, remover el sobrenadante y lavar
el pellet con ethanol al 70% teniendo cuidado de no romper el peliet.

6. Disolver el Pellet en 4 m! de **»TE, agregar 4.4g de CICs y disolverlo, transferir la
mezcla a viales de plastico (S orvall 03945) a los cuales se les agrego previamente 0.4

« ml de bromuro de etidio (10mg/ml) Estar seguros de que no queden burbujas ni
espacios vacios en el tubo ( en caso de ser necesario se puede llenar con 1g de CsCl/ml
TE ). Sellar cl vial con calor

7. Centrifugar toda la noche a 5000 rpm a 20°C.

Dia 3

8. remover con mucho cuidado el DNA plasmidico usando una jeringa, previamente hay
que hacer un orificio en la parte superior con un aguja para ventilar el tubo. Para
facilitar la extraccion del DNA hay que colocar el tubo en la lampara de luz UV y
buscar las dos bandas de color rojo en la mezcla, la banda superior es el DNA linear y
la de abajo es el DNA circular (plasmido)

Nota: en la base del tubo habra un botdn que corresponde al RNA, hay que tener cuidado

de no contaminar, de lo contrario hay que volver a centrifugar,
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9. Después de tomar el bromuro de etidio con el extracto de DNA usar n-butanol + 10%
de SDS (soluciéon "de extraccién = n-butanol al 10%, SDS 9:1) para eliminar el
bromuro. Este paso se realiza 3 veces con una solucidon de extraccién 1:1 con respecto
a la muestra (2 m! de muestra 2 ml de soluciéon de extraccion). Agitar con vortex y
dejar que las fases se separen por asentamiento, eliminar la fase superior de color
purpura.

10. Separar el volumen final en dos tubos ependor (200ul c/u).

- agregar 400 ul de H,O BM

- agregar 600 ul de EtOH al 100% a temperatura ambiente

- incubar 15 mina 4 °C

- lavar con EtOH al 70%

- secar en speed vac

- Resuspender en 100 ul de H,O BM

- dejar Resuspender por 30 min

- tomar 2 ul + 498ul de H,O y leerlo en el espectrofotometro

- guardar a -80°C.

*2X YT medium:
a 900 ml H,O desionizada, agregar:

Bacto-tryptone 16 g
Bacto-yeast extract 10g
NaCl S g

T pH a 7.0 con 5N NaOH, aforar a un volumen de 1 L esterilizar en autoclave de 20 a 30
min.

**Solucién 1 **Solucién 11 **Solucion III

5 ml 1 M glucosa (Preparar fresco) 29.45 g Acetato de K~

2ml 0.5 M EDTA 1 ml 10% SDS 60 ml de H,O

2.5ml 1] M TrisCl, pH 8 2ml 1 M NaOH 11.5 ml Acido acético glacial
90.5 ml H,O 7 ml H,O 28.5 mi H,O

***TE pH 7.4
10 mM Tris Cl (pH 7.4)
| mM EDTA (pH 8.0)



APENDICE H
DIGERIR CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Para el uso de enzimas de restriccién en general se debe de hacer los siguiente:
-0.5a ] ug de cDNA (usualmente en 1 ul)
- 1 ul del buffer apropiado 10x (el buffer universal funciona bien)
-7 ul de agua
- 1 ul de enzima - .
- Incubar 2 horas a temperatura apropiada. (normalmente a 37°C)
- llevar a un volumen final de 100 pl
- extraer con fenol cloroformo 50 ul-50 ul
- centrifugar a 4°C 4 min
- pasar la fase acuosa a otro tubo (~95 ul)
- precipitar con acetato de Amonio la mitad del volunen (45 ul) y 3 vol de EtOH
100%
- guardar a -20 °C.

NOTAS:

1) Las enzimas de restriccion estan en 50% de glicerol para su conservacién. Para
que la reaccion sea idénea no debe de existir en la mezcla final mas de 10% de glicerol.
Por lo tanto, en términos generales cada ul de enzima se debe diluir en 10 ul de reaccion.

2) Siempre confirmar la temperatura ideal para cada enzima. No todas trabajan
apropiadamente a 37°C.

3) Siempre confirmar el buffer ideal. El buffer Universal de Boehringer es muy

bueno.
4) Si se va a utilizar fosfatasa alcalina intestinal (CIAP) se deben agregar 12 U al
final de la reaccion e incubar por 30 minutos mas. No es conveniente agregar
CIAP desde el principio porque su presencia inhibe Ja funcién de algunas
enzimas de restricciéon.
Fenol saturado Cloroformo - alcohol i ilico r i6
24:1
1. Calentar el fenol a 65 °C - 24 ml de cloroformo
2. 25 ml fenol + 25 ml de 0.5 M Tris pH 8.0 - 1 ml de alcohol isoamilico
3. agitar 15 min
4. quitar el tris
5. agregar 25 mlde O.1 M trispH 8 0
6. agitar 15 min
7. repetir 4-6
8. quitar todo el tris
9. agregar 0.1 volde tris 0.1 M pH 8.0

10. Para evitar la oxidacion del fenol se agrega 0.1 % de hidroxiquinoleina
1. guardar a - 4°C
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APENDICE |
GEL DE AGAROSA PARA DNA (Mini-Gel)

En un matraz sin polvo mezclar para cada 10 ml de gel:

- 0.1 g agarosa

- 10 ml de Ix TEA*
Disolver por calentamiento (horno de microondas 50 seg).
Dejar que enfrie a ~ 50°C.
Vaciar sobre la caja de gel y dejarlo secar cuando menos por 30 min antes de usarlo.
Para correr el DNA mezclarlo con solucion de "gel loading" a razén de 1:4 pl.
Vagciar las muestras en el gel sumergido en 1x TEA
Correr el gel a 60 V durante 1.5 h
Para tefiirlo poner el gel en un recipiente con 100 m! de agua y 7 ul de Br. Et. (10 mg/ml)
Para desteifiir lavar en agua durante 10 min x 3.

*S0x TAE: 500 ml:
121g Tris Base
28 ml Acido acético glacial
50 ml 0,5 M EDTA pH 8.0
Esterilizar por filtracion

*Gel loading. Para 2 mils
1 ml glicerol (50%)
40 ul 0.5 MEDTA pH 8.0 (10 mM)
5 mg Azul de Bromofenol (0.25%)
5 mg Xylene lyanol FF  (0.25%)
Estenlizar por filtracion

*Guia de DNA, Para 100u]
10ul Hae 11
10ui Phi X 174
80ul H20 BM
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APENDICE J

PREPARACION DE UNA SONDA NO RADIOACTIVA DE RNA CON
POLIMERASA T3, T7 O SP6

**Todo el trabajo debe realizarse libre de RNAasa

iar con plasmido previamente linearizado en el extremo 5

Este protocolo debe de i

Agregar los reactivos y el cDNA en el siguiente orden a temperatura ambiente.
-10ul de cDNA linearizado (1-2ug)
-9 ul de H,O BM
-5ul 10 mM rATP
-5 ul 10 mM rGTP
-5ul 10 mM rCTP
-3.25 ul 10 mM UTP
-3.75 )l I MDTT
- 10 ul de buffer de transcripcion 5x*
- 1.75 ul 10 mM Digoxigenina-rUTP (Boehringer)
- 2pl de RNAasa Inhibitor
Centrifugar rapido
- I ul de RNA polimerasa T7, T3 o SP6 ** (-~ 25U)
- Incubar | ha 37°C
~ Agregar 4 ul de RNase-free DNAse (Stratagene 10 U/ul)
- Incubar 20 min a 37°C
~ Agregar 0.5 ul de 0.5 M EDTA pH 8.0
- Precipitar en EtOH (0.1 vol. de Acetato de Na- y 3 vol. de EtOH al 100%).
- Guardar durante la noche a - 20°C

DIA SIGUIENTE

Centrifugar, lavar en EtOH al 70% y desecar. Luego resuspendcr'en 30 pul de agua
GIBCO o DEPC. Tomar 1 pl para correr un gel y | pl para cuantificacion. Precipitar el
resto de nuevo en ethanol y guardarlo a - 20+C. o hacer alicuotas de 10ng/ul y guardar a

~-80°C
200 mM Tris pH 8
40 mM MgCl,

10 mM Spermidina
250 mM NaCl

*SX buffer de transcripcion :
(Generalmente viene junto
con la enzima)

** La polimerasa de RNA a usarse depende del plasmido y orientacion del inserto. Lo
importante a recordar es que lo que se pretende es sintetizar RNA antisentido.
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APENDICE K

INMUNODETECCION DE BANDAS DE HIBRIDACION

POR COLORIMETRIA
En un vaso de precipitados cubierto con papel aluminio afladir por cada membrana de
10cm?2 de superficie:

~ 10 ml de buffer C
- 45 uV 10 de NBT en dimethylformamide*
- 35 pl/ 10 de X-phosphate en dimethylformamide*

*Ambos reactivos de DIG Nucleic Acid, Kit Detection de Boheringer.

Afladir 10 ml de la solucion por cada membrana y dejarla en un lugar oscuro, ya que el
reactivo es sensible a la luz.

Se recomienda gardar la membrana en una bolsa de plastico hasta que se definan las
bandas de hibridacion.

Para detener la reaccion se pone la membrana en buffer D indefinidamente.

Buffer D (250 ml):
S ml 0.5M Tris-HC! pH 8.0
500 ul 0.5M EDTA pH 8.0

EOR OQOUIMIOLUMINISCENCIA

En un tubo eppendorph afiadir 990 pl de buffer C + 10 ul del reactivo CDP-STAR
(bochringer)

Mezclar bien

centrifugar rapidamente

agregar a la membrana, que previamente se coloco en una bolsa

meter al horno de hibridacion durante 5 min

sacar la membrana del horno y de la bolsa

quitar el exceso de CDP star con un papel filtro

colocar la membrana en una nueva bolsa

exponer con una placa radiologica el tiempo necesario (algunos minutos es suficiente)

‘

bulfer C (1

itro): 100ml tris pH 9.2
100ml NaCl 1
Aforar a | litro con H.O
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APENDICE L
ANALISIS DE DOT BLOT CON SONDAS NO RADIACTIVAS
NOTA: Con el fin de conocer la calidad del RNA, es decir, que no este degradado, es
conveniente correr un gel de agarosa antes de iniciar el analisis.

DIA

MUESTRAS.

Por cada 10 pl de muestra afiadir:

- 20 pl de formamida

- 7 pl de formaldehido

- 2 ulde 20x SSC

- Incubar a 68°C durante 15 min.

- Anadir 78 ul de 20x SSC

- Centrifugar a 12,000 rpm durante 2 min a 4°C.

APARATO

Lavar el aparato de dot-blot con una solucion al 0.1 %NaOH.

Secarlo muy bien.

Colocar el papel filtro y la membrana de nylon previamente remojados en 20x SSC por
5 min.

Hacer el mapa del orden de las muestras en el aparato de dot-blot.

Aniadir a cada pozo 500 ul de 10x SSC ( dos veces y pasarlo con vacio).

Cargar cada pozo con 110 pl de Ja muestra correspondiente segun el mapa.

Una vez que se hayan colocado todas las muestras se hacen pasar con vacio.

Lavar cada pozo con 500 ul de 10x SSC y pasar vacio

Sacar la membrana del aparato.

Fijar el RNA a la membrana mediante Cross link de UV (Stratalinker de Stratagene)

NouALN-

Después de este paso la membrana puede guardarse indefinidamente a temperatura
ambiente

8. Prehibridar 1a membrana en solucion de hibridacion (10ml/10cm2) durante 30 min de 37
°C a 65°C, dependiendo del grado deseado de estringencia

9. Agregar 20 ng de la sonda de RNA por cada ml de solucion de hibridacion.

10. Calentar la sonda a 83°C durante 3 min antes de aiiadirla.

11. Hibridar durante toda la noche de 37°C a 65°C. dependiendo del grado de estringencia
deseado.
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SEGUNDO DIA

- Lavar dos veces en 2xSSCP, 0.1% SDS a temperatura ambiente durante 5 min
- Lavar dos veces en 0. 1x (alta) a Ix (muy baja) SSCP; 0.1% SDS en 37°C (muy baja) a

659C (alta). La temperatura y la concentracion de sal dependen de la estr

Este es el paso mas importante para determinar la estringencia.

- Equilibrar en Buffer A por > 1 min

- Pasar a Buffer B durante 2h a temperatura ambiente (10 mis/10cm2).

- Agregar al Buffer B 4 ul de anticuerpo por cada 20 ml de buffer (150 mU/ml 1: 5000
(<DIG>AP-Conjugate*; polyclonal sheep anti-digoxi in Fab-fr cc gated to

alkaline phosphatase {750 U/ml]). Incubar 45 min a temperatura bi Se r iend.
movimiento.

- Lavar dos veces en buffer A por 15 min a temperatura ambiente.

- Equilibrar en Buffer C por 3 min a temperatura ambiente.
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APENDICE M
ANALISIS DE TRANSCRIPCION REVERSA

TR

10 ul RNA total

llevar a un volumen de 12 ul con H,O BM

10 min a 65 °C en el oscilador térmico

agregar 2 u! de Buffer de transcripcién reversa 10x (75 mM KCI; 50 mM Tris-HCI; 3
mM MgCl;; 10 mM DTT, pH 8.3)

1 pl de dNTP 0.5mM (sigma)

2 ul DTT (0.5 mM)

1 ul de hexameros 100 pmol/ul (Life technologies)

2 ul de la transcriptasa reversa MMLV (Moloney murina leukemia virus) (Life
‘Technologies)(200U/reaccion)

la RT se lleva a cabo a las siguientes temperaturas en el oscilador térmico:
-37°C 1 hora

-95°C 5 min

llevar a un volumen final de 40 ul con H,O BM.

Notas:
Toda las reacciones se tienen que llevar a cabo con agua BM que se use exclusivamente

para PCR
Los tubos donde se lleve a cabo la reaccion deben estar estériles
Es importante que los guantes no tengan talco ya que este inhibe la reaccion.



APENDICE N
ANALISIS DE LA REACCION DE LA POLIMERASA EN CADENA (PCR)
PCR

2 ul cDNA (1720 muestra de RT)

2 ul Buffer de Taq polimerasa (10mM tris-HCI, 1.5 mM MgCl.; 50 mM KClI, pH 8.3)
0.4 u! del mix de NTP (0.1mM de cada dNTP)

0.2 uCi de [a*’p]dCTP (~300Ci/mmot, 9.25 mEq, 250uCi)

2 ul =10uM det primer de CST

0.2 ul de taq DNA polimerasa =1 unidad de la reaccién final (Biotecnologias
universitarias) .

llevar a un volumen final de 20 ul con H;O BM

a las muestras se les agrego 30 pl de aceite mineral

Los ciclos de 1a PCR fueron los siguientes:
1 min a 94°C para desnaturalizar
1 min a 60°C de animacion
y | min a 75°C de extension,
El numero de ciclos de repeticion fue determinado por una curva.
Al terminar los ciclos se dejo S min a 75°C.
todas las reacciones se hicieron por duplicado.
Para analizar los productos de cada reaccion se corrié un gel de agarosa al 1.2% y otro de
acrilamida al 5%.

Nota:
- Es importante determinar la fase exponencial antes de llevar a cabo la reacciéon de PCR.
- Las reacciones se deben hacer en un lugar en donde solo se hagan PCR para evitar la

contaminacion con otros productos.
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APENDICE O
'GELES DE POLIACRILAMIDA PARA DNA (Tamafio mini)

Para preparar 10 ml de gel al 5% agregar:
7.4 ml de agua bidestilada
1 ml 10x TBE*
1.5 ml 30% acrilamida (1:29 bis)
100 ul 10% persulfato de amonio (APS)
10 pt TEMED

El gel polimeriza en unos cuantos minutos despuss de agregado del catalizador TEMED.
Se debe de vaciar rapido el gel, insentar el peine y esperar cuando menos 15 minutos.
Agregar las muestras y correrlo a 100 V por Aprox. 40 min

Para teiiirlo poner el gel en un recipiente con 100 mt de agua y 4 ul de Br. Et. (10 mg/ml)
Para desteiiir cambiar el agua y esperar 10 min

NOTA: Se deben de portar guantes porque el APS es neurotdxico.
El APS al 10 % es estable a 4°C durante una semana.
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