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RESUMEN 

El objetivo principal de éste trabajo consistié en probar si dos sitios que 

acotan la regién del poro externo de un canal de potasio Kir 3.5 afectan la 

sensibilidad de la corriente al bloqueo inducido por Ba®* externo. Para Jo 

anterior mediante la técnica de mutagénesis dirigida y recombinacion por 

PCR se obtuvieron los dos canales mutantes a los cuales se les muté a un 

aminoacido cargado negativamente (N129E y K157E). Para probar si el 

cambio de aminodcido aumenté la sensibilidad al Ba2* externo, se realiz6 la 

transcripcién in vitro y el RNAm se inyect6 a ovocitos de la rana Xenopus 

laews como sistema de expresion. Los ensayos de sensibilidad al bloqueo de 

la corriente inducida por el bloqueo de Ba* externo, se realizaron mediante la 

técnica de fijacién de voltaje con dos microeléctrodos (voltaje-clamp) 

variando las concentraciones de Ba? en la solucién de baito con alto potasio. 
La mutante N129E no mostré expresién funcional, mientras que la mutante 

K157E y el canal silvestre presentaron niveles de expresiOn suficientes para 

realizar los ensayos. Al analizar nuestros resultados se encontré que 
efectivamente la sensibilidad al Ba2* de la mutante K1575 fue mayor respecto 

al canal silvestre.



4. INTRODUCCION 

La membrana plasmatica es crucial en la vida de las células, ya que actta 

como una barrera separando los componentes del  citosol y del ambiente 
extracelular (Albert, 1994). Las membranas biolégicas se constituyen por una 

bicapa lipidica hidrofobica, selectivamente permeable, 1a cual permite mantener 

niveles diferentes de componentes internos y externos indispensables para su 

metabolismo (Albert, 1994; Becker, et al., 1996). Las membranas contienen ademas 

proteinas integrales cuya funcién es muy variada. Las proteinas de membrana 

involucradas sdélo en el transporte se clasifican en: transportadores, bombas y 

canales iénicos. Los receptores acttlan como sensores de sefiales externas, mientras 

que los transportadores permiten el paso de sustancias hidrosolubles que no 

pueden atravesar la barrera lipidica, Y que son indispensables para la célula, por 
ejemplo: la glucosa, los aminodcidos y los iones (Na?*, K*, Ca2*, Cl; Albert, 1994; 

Becker, et al., 1996). 

Los transportadores unen determinadas sustancias (como glucosa, iones, y 

péptidos) del medio extracelular para liberarlas hacia el lado opuesto; este 
movimiento siempre es a favor del gradiente de concentracién y no involucra 

gasto energético (Albert, 1994). Existen tres typos de transportadores: los 
“uniporter” transportan sdlo una sustancia a favor de su gradicnte de 

concentracion; los “simporter” o cotransportadores transportan dos sustancias en 
una misma direccién y los “antiporter” o intercambiadores generalmente 
transportan dos sustancias pero en direcciones opuestas (Albert, 1994: Becker, ct 
al., 1996). 

En el transporte activo se transportan sustancias (ones, péptidos) en 

direccién contraria al gradiente de concentracién ¢ involucra gasto energético 
(hidrdlisis de ATP) Es un transporte mediado por ATPasas (bombas de Na’- K& 

H'-peptido; Ca") cuya funcion principal es la de mantener ef volumen celular v 

recuperar el potencial de membrana (Alberl, 194, Boeker, et al, 194)



Los canales iénicos son componentes cruciales en la actividad de las células 

Son proteinas integrales de membrana que permiten el flujo de ciertos iones a 

través de la membrana plasmatica impulsados por sus gradientes electroquimicos 

(Aidley y Standfield, 1996). En la naturaleza se encuentran una gran diversidad de 

canales presentes en todo tipo de células (procaridticas y eucaridticas). Estos 

participan en procesos como ja memoria, el ritmo cardiaco, la integracién 

neuronal, la locomocién y la excitabilidad celular. Se ha observado que los 

componentes funcionales de los canales iénicos son: el poro acuoso (H5; por el cual 

fluyen los iones), el filtro de selectividad localizado en el poro (identifica al i6n 

permeable) y la compuerta de inactivacién (limita el flujo de iones). Estos canales 

se han clasificado con base en el tipo de ion que difunden (Ca, Kt, Na* yChy 

en el estimulo que causa su apertura (cambios en el potencial de membrana, 

ligandos etc; Hille, 1992). 

En los ultimos afios se han podido clonar diversos genes que codifican para 

canales idnicos, lo que ha permitido deducir su secuencia primaria de aminodcidos, 

estructura y conformacién en la matriz lipidica. Se han utilizado sistemas de 

expresién heterdlogos, como el de los ovocitos de la rana Xenopus laevis, en los 

cuales se inyecta con una micro pipeta el RNA mensajero (mRNA) sintetizado in 

uitro, que codifica para un cierto canal iénico. A través de mutaciones y deleciones 

en los canales idmicos se ha observado cémo se alteran sus propiedades, dando a 

conocer qué partes de su secuencia de amino4cidos son las responsables de los 

distintos componentes funcionales, como son: el poro acuoso, el sensor de voltaje 

y la compuerta de inactivacion (Hille 1992). 

2 TIPOS DE CANALES DE POTASIO 

Los canales de Kt son un grupo de proteinas ubicuas y extremadamente 

diversas La mavortia de las células que han side analizadas clectrofisiologicamente



expresan al menos un tipo de corriente de Kt (Swanson, 1993). Estas proteinas 

regulan varios aspectos de las funcién celular como son: 

* El flujo de K* 

El volumen celular 

La liberacion de hormonas y transmisores 

EI potencial de reposo. 

La excitabilidad neuronal y muscular. 

A su vez son activados por cambios en el potencial de membrana, por 

diferentes estados metabdlicos de la célula, hormonas, lones, neurotransmusores y 

segundos mensajeros (Hille, 1992). 

La clonacion de los genes que codifican para los canales de K* ha permitido la 

identificacion de dos grandes familias, la de los canales de K- dependientes de 

voltaje y la de los canales de K* rectificadores entrantes. 

2.1 Canales de Potasio Dependientes de Voltaje (Kv). 

Estos canales 16nicos son activados por la despolarizacion de la membrana 

celular. Participan en la regulacion de los diversos procesos celulares como son: la 

excitabilidad celular, la secrecion y la duracién del potencial de accién (Hille 1992 
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Jan y Jan 1997). Una proteina que estructura un canal de potasio funcional se 

encuentra formada por cuatro subunidades a (tetraémero; Pongs, 1993; esquema 

1c), en la cual cada una se compone de 6 segmentos transmembranales 

denominados S1 hasta $6 (Fig.1a; Jan y Jan 1997). Se ha identificado que el 

segmento 54 sirve como sensor de voltaje. Este segmento cargado en unos pocos 

residuos positivos, detecta los cambios en el potencial de membrana y dirige 

cambios conformacionales en la proteina del canal, permitiendo su activacién yel 

paso de iones a través de él (Bezanilla y Artmstrong, 1972; Bezanilla y Stephani, 

1994). Entre los segmentos S5 y S6 se encuentra una region hidrofdbica 

denominada H5, la cual forma el poro acuoso y es la via por la cual fluyen los 

iones (Mackinnon, 1991) Tanto el grupo amino terminal como el carboxilo 

terminal se encuentran del lado citoplasmico (Rudy, 1988). 

2.2 Canales de Potasio Rectificadores Entrantes (Kir). 

Los canales rectificadores entrantes (canales Kir) constituyen una gran 

familia de canales de potasio, que estructuralmente y funcionalmente son distintos 

de los canales Ky. Todos los integrantes de esta familia presentan el fendmeno 

denominado rectificacion entrante. Este término describe el echo en que Ia 

corriente entrante evocada por una hiperpolarizacién del potencial de equilibrio 

del potasio (Ex) es mayor que la producida por una despolalizacién de la misma 

magnitud (esquema 2). De esta manera los canales Kir, permiten el flujo de iones 

K* hacia el interior de la célula, pero no permiten el flujo hacia el exterior de ésta 

(Doupnik ct al., 1995), Esta propiedad de rectificaaén se debe al bloqueo de la 

corriente saliente de K+ por el Mg?* (Esquema 2a; Matsuda, 1988) y por las 

poliaminas citosélicas (Lopatin, et al, 1994). 

Estos canales idénicos fueron primeramente Hamados  rectificadores 

andmalos (Katz, 1949). Los canales Kar pueden ser regulados por hormonas, 

heurotransmisores y estados metabolicos internos (Hille, 1992).



A 

E! papel funcional de los canales Kir depende criticamente del grado del grado de 

rectificacion. Los fuertes rectificadores generalmente se locahzan en células de la 

glia, neuronas del sistema nervioso central (Newman 1993), musculares cardiacas y 

musculares esqueléticas (Katz, 1949). Estos canales son esenciales en mantener el 

potencial de reposo y la duracién de la meseta caracteristico de el potencial de 

accion cardiaco. Una alta conductancia a voltajes negativos permite a la célula 

mantener estable el potencial de reposo, pero la conductancia muy reducida a 

potenciales positivos evita un corto circuito en el potencial de accién (Nichols y 

  

  

Rsquema 2: Curva de la coriiente en funcidn del vollaye. Corresponde a un registro en 
ovocitos de Xenopus del canal Kir3 5 utihvando 118MM de potasio en la solucién 
externa



Lopatin, 1997). Los canales Kir que muestran ligera rectificacion permiten un flujo 

sustancial de corriente saliente a voltajes positivos (Nichols y Lederer, 1991). Estan 

involucrados en el flujo de potasio a través del epitelio, pero en células excitables 

acttian como supresores de la excitabilidad (Ashcroft, 1999). Algunos tipos de 

canales de canales Kir median el efecto de hormonas y neurotransmisores sobre la 

excitabilidad celular. Tal es el caso de los canales de K* rectificadores entrantes 

regulados por proteinas G del corazon y del cerebro. Otros canales Kir son 

importantes en la regulacién de Ja secrecién de insulina de las células B 

pancreaticas y el control del tono muscular vascular (Nichols y Lopatin, 1997). 

2.2.1 Clasificacion 

Los primeros canales rectificadores entrantes clonados fueron el ROMK1, IRK1 y 

GIRK1 (Ho et al., 1993; Kubo et al.,1993a, b). Originalmente, los nombres de esos 

canales se basaron en Ia  distribucién del tejido del cual fueron clonados. 

Subsecuentemente, se propuso que la nomenelatura de estos canales seria con base 

basara en la homologia de Ia secuencia de aminodcidos (Doupnik et al , 1995; tabla 

1), Hasta la fecha se han clonado 7 subfamilias. En la tabla 1 se muestran loas 

subfamilias de los canales Kir, su localizacién y algunas caracteristicas que 

identifican a cada subfamilia.



Tabla]. Muestra las subfamilias de los canales Kir , su localizacion y algunas caracteristicas importantes de 

  

  

  

  

  

    

  

  

  

      

  

  
  

estos canales. 

——- 
SUBFAMILIA LOCALIZACION CARACTERISTICAS | 

-  Rifién de rata -  Ligeros rectificadores, 
-  Talamo. - Forman homomutltimeros functonales 

Kir! -  Hipotdlamo - En el dominio del C-termmal presenta un sitio de 
ROMK -  Pituitaria unién a ATP 

> ___presentan “splicing” alternativo 
~  Macréfago de rata. > Macrefage dere ~ Buenos rectficedores 

Kir 22 ~  Células endotetiales -  Homomultimeros funcionales | 
IRK ~ — Osteoclastos. - Conductancia unitania vara de 10a 35 pS | 

- Corazéi 
. Cerebro - Buenos rectificadores | 

Kir 37a ~  Teidos endocnos -  Heteromultimeros funcionales. | 
GIRK -  Ovocitos de Xenopus lacus Activados por proteinas G. | 

Kir 43 - Cerebro de rata - Forman homemultimeras funcionales | 

~ No forman canales funcionales en ovorntos | 
«3 - Cerebro de rata, > Mayormente expresados durante ay 

Kir 5 > Testicula de rata3« espermatogénesis 1 1 Fe a 
_. -__ Forman heteromultimeros con Kir 41 a 

> Corazon, . : Kir 63 -  Masculo esqucléuco. - Asociados a receptores de sulforulurea (SUR) | 
> Dependientes de ATP ! - — Islotes pancreaticas. . | KATP ~  Piturtaria >  Heteromultimeros funcionales. | 

7 - Cerebro . — \ Cétulas de purkinje + Presenta ligera rectificacién y osla ne depende | 
+ os céhalas prramidales directamente del Mg? interno Presenta una ' 

Kir 7 mids piramica cornente unitana muy baja (~S0iS) : -  Rmén y i Intestino > Proteina de 45 kDa 

     Vito ob al, 1993, 
* Kubo et al, 1993 
% Kubo otal, 18a, b 
‘Bond etal, 1991 

& Salvatore etal, 1995 

™Pessta bal 190 

Hnagakeelat 1995



2.2.2 Estructura de los Canales Kir. 

Estos canales se encuentran constituidas de 372 a 500 aminodcidos y tienen 

una masa molecular aproximada a los 40 kDa. Tanto el amino como el carboxilo se 

encuentran dei lado citoplasmico. A diferencia de los canales Ky, una subunidad « 

posee Gnicamente dos segmentos transmembranales M1 y M2 (85 y $6 en Ky’s; 

  

    

ASAZ 

    

Exterior     
a 

    Interior 

> 
N fexeinal 

COCH- 

terminal   
  

Esquema 3; Representacién de un canal Kua) Topologia membranal de una subunidad a. El 
filtro de selectividad localizado en la region HS (GYG). Los dos segmentos 
transmembranalcs M1 y M2 Obséivese que parte del catboxile y del domimo M2 
(linea punteada) forman la regién del poro interno b) Eyemplifica el tetramero 
formado por cuatro subunidades « 

esquema 3a‘ Ho et al., 1993, Kubo et al., 1993 Y 1993b) Como sucede en los canales 

KV, un canal funcional se encuentra formado por cuatro subunidades alla 

(esquema 3b) Existen evidencias de que la capacidad de ensamblarse radica en cl 

dominio M2 y la parte proximal del carboxilo terminal (Vinker, et al., 1996), Estos 
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canales pueden formar tanto homomultimeros como heteromultimeros (ver tabla 

1, Inanobe et al., 1995) 

2.2.3 El Poro. 

Entre estos dos segmentos transmembranales se encuentra la region del poro 

(H5) por el cual fluyen los 1ones (esquema 3a; Taglialatela et al., 1994, Kubo, 1994, 

Doupnik et al., 1995). La region H5 es la mas conservada en todos los integrantes 

de la familia de canales Kir, dentro de esta region se encuentra el filtro de 

selectividad cuya secuencia GYG son criticas para la selectividad (esquema 3a, 

Heginbotham et al, 1992, 1994). Existen evidencias en donde se muestra que la 

regién H65 es la que forma el poro hacia el lado extracelular mientras que la regién 

interna del poro se encuentra formada por la porcion citosdlica del segrmento M2 

(esquema3a; Loussouarn et al., 2000). Se ha reportado para el canal Kir? 1 que el 

residuo E224 de la cadena citoplasmatica del carboxilo, afecta la permeacion, por lo 

cual se ha sugerido que este residuo esta involucrado en la formacién del poro 

(esquema 3a; Taglialatela et al, 1994; Yang et al, 1995, Kubo et al, 1998). La 

estructura cristalina dei canal de potasio de bacteria (KesA, solo dos dominios 

transmebranales), muestra que la regién H5 se encuentra formando la pereién 

externa del poro y contiene el filtro de selectrvidad, mientras que la porcién interna 

la constituye parte del la a- hélice del segmento M2 (Doyle ct al., 1998), 

2.2.4 La Subfamilia Kir 3 

Los canales pertenccientes a esta gran subfamilia Kir 3 (GIRK/KGA), son 

dhrectamente activadas por proteinas G acopladios a reeeptores inhibitorios camo 

el muscarinico Mz, el purinérgico Au, el dopaminergico Ea, GABAg y receptores de 

somatostatina entre otros, (Koyama, et al., 1994, Lesage, et al, 1994; Doupmik, et 

al., 1995; Yamada ct al., 1998). Hasta fa techa se han clonado 5 diferentes canales. 

Los canales de esta subfamihia se pueden localizar como homomultimeros (Kir 3,2, 

Inanobe et al, 1999, Kir3.4, Corey Clapham 1998) a come heteromultimeros Kur
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3.1 y Kir3 4 en el coraz6n (Krapivinski et al., 1995), Kir 3.1 y 3.2 enel hipocampo y 

cerebelo de rata (Liao et al., 1996) . Se ha sugerido que Kir 3.1 y Kir 34 forman 

heteromultimeros con una estequiometria 1:1 (Siverman et al., 1996; Corey et al., 

1998). Kir 3.1, kix32 y Kir 3.3 se encuentran ampliamente distribuidos en el 

cerebro. 

En el cerebro estos canales Juegan un papel principal en los potenciales 

sinapticos inhibitorios suprimiendo el disparo neuronal (Yamada et al., 1998). En el 

corazon, la corriente tipica mds estudiada es la Ikach, se encuentra formada por el 

heteromultimero Kir3.1 /Kir3.4, esta corriente es activada por hormonas y 

neurotransmisores como la acetilcolina, somatostatina y adenosina (Werner et al., 

1996; Yamada et al, 1998). La Acetilcolina liberada por el nervio vago se une y 

activa al receptor muscarinico M2 localizado en las células marcapaso. El receptor 

Mp a su vez, activa a la proteina G trimérica (GoBy, tipo G,/Go), ésta se disocia y 

activa al heteromultimero Kir 31/Kir 34. En diversos estudios han encontrado 

que la subunidad Gy, directamente activa a este heteromultimero e hiperpolariza a 

la célula y consecuentemente disminuye el ritmo cardiaco (Huang et al., 1997, 1998; 

Krapivinsky et al , 1998). 

Se ha encontrado que los canales Kir 3 son activados por concentraciones 

elevadas de Na* interno y ademas requiere de la hidrolisis de ATP (Sui et al., 1996; 

Ho y Murrell-Lagnado, 1999). Subsecuentemente se descubnié que cl fosfatidil 

inositol 4,5 bifosfato (PIP2) semeja el efecto producido porel ATP y que la ausencia 

de PIP2 inhibe la activacién de los canales Kir mediada por proteinas G y Nat (Sui 

et al., 1998, Chen et al., 1999). 

22.5 EI Canal Kir 3.5 Clonado de los Ovocitos de la 

Rana Xenopus laevis. 

Los ovocitos de la rana africana (Xenopus lnevs), se utilizan ampliamente 

como un sistema de expresién heterdlogo para fa caracterizacién de los canales 

ionicos y de los receptores membranales a nivel tuncional y tarmacolégico.



Desde etapas tempranas de maduracién los ovocitos de estas ranas expresan 

una gran variedad de corrientes idnicas, de las cuales se han identificado v 

caracterizado numerosos canales endégenos, los que incluyen. canales de Cl 

(Miledi, 1988}; canales de Ca?* (Miledi, 1982; Leonard et al., 1987), canales de Na- 

(Parker y Miledi, 1987) y una gran variedad de canales de K+ (Parker ¢ Ivora, 1990) 
Cuando se intenta estudiar las propiedades funcionales de los canales idnicos 
exOgenos expresados en los ovocitos a partir de la inyeccién del mRNA, la 
presencia de estos canales enddgenos puede interferir en la interpretacién de los 
resultados. 

Se ha observado que los ovocitos de la rana Xenopus presentan una corriente 
rectificadora entrante endégena (XIR; Bahuer et al., 1996; Hedin et al., 1996) Bauer 

et al., (1996) y Gamboa (1997) describieron las propiedades funcionales de una 

corriente de K* rectificadora entrante en los canales en los ovocitos de la rana 

Xenopus laevis y observaron que la corriente endégena varia de 0.2 a 0.5 A y entre 

sus propiedades farmacologicas se encontré que la corriente enddgena es poco 
sensible al bloqueo por Ba?’, Cs" y 4-amino piridina externo. 

Hedin et al. (1996) cloné el cDNA de un canal de K* rectificador entrante a 
partir de los ovocites de la rana Xenopus, que permite formar heteromulttimeras 

funcionaies con el canal Kir 3.1 (GIRK1) cuando es inyectado el mRNA de este en 
los ovocitos de la rana El gene que codlifica para este canal posee 15 Kb de 
longitud y codifica para una proteina de 45 kDa con 404 aminodcidas en total Es 
¢estimulado por proteinas G y presenta una hamologia de 78% con el canal Kir3.4 
por lo que se ubico dentro de la subfamilia de los Kir 3 (Hedin et al , 1996) 

Hasta la fecha se desconoce el papel principal de esta corriente endogena de 

los ovocitos de Xenopus laevis mu del canal Kir 3.5, pero podria estar mnfluyendo en 

mantener el potencial de repasa de los ovocilos o en algan proceso de terbhzacion 

En el laboratorio de la Dra, Laura Escobar se subclondé el canal Kir3.5, 

lomando como base la region codificante del canal Kir 3.5 propuesta por Tedin et



al. (1996) con el objeto de Hevar a cabo estudios de la regulaci6n entre su estructura 

y su funcion. 

En el presente trabajo trataremos de probar si dos residuos que acotan al 

poro del canal Kir 3.5 subclonado en el laboratorio, participan en la sensibilidad al 

Ba2* externo 

3. ANTECEDENTES 

3.1 Bloqueo de la Corriente por Ba?* Externo. 

Los iones Ba’ inhiben una amplia variedad de canales de potasio 

expresados en diferentes tejidos incluyendo los canales de K* rectificadores tardios 

del axén de calamar gigante (Gilbert et al., 1969; Amsirong et al., 1982). Los efectos 

inhibitorios del Ba’* también han sido demostrados en diferentes canales de K* 

rectificadores entrantes, incluyendo aquellos clonados de macréfago de rata (Kubo 

et al., 1993); de cerebro de ratén y de humano (Makina et al., 1994; Moshige et al , 

1994), rifién de rata (Zhou et al., 1996) y de corazon de humano entre otros (Ashen 

et al., 1995). La aplicacion de Ba?* extracelular a los canales rectificadores entrantes 

clonados o nativos resulta en Ia inhibicién de las corrientes dependiente del voltaje 

y del ticmpo (Ghich ct al.,1998), y ésta aumenta conforme el potencial de 

membrana se hace mas negativo (Hagiwara et al., 1979). Sin embargo, la 

caracterizacién detallada del bioqueo por Ba® en la mayoria de los canales de K* 

rectificadores entrantes no ha sido muy estudiada. 

Los iones Ba?" y K* tienen un radio cristalino similar, es por cllo que se ha 

sugerido que los 1ones Ba?* inhiben los canales de Kt a través de la entrada al poro 

cuando los canales estan abiertos debido a cambios en el potencial de membrana 

(Amstrong et al., 1982). Por otra parte, se ha mencionado que el bloqueo de los 

canales de K* por el Ba?" es debido a la interaccién de los iones Ba?* con algunos
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aminodcidos que revisten el poro de los canales (Hurts et al., 1996; Zhou et al., 

1996; Shich et al., 1998). 

En la mayoria de los casos el Ba®* puede bloquear los canales en ambos 

lados de la membrana (Tagliataela et al., 1994). Se ha sugerido que el bloqueo por 

el Ba?* es debido a la unién de este en un sitio localizado en la regién del poro 

(H5), por lo tanto el Ba?* acttia como un inhibidor competitivo(Vergara y Latorre 

1983). 

Los efectos inhibitorios del Ba®* extracelular han sido demostrados en 

diferentes canales Kir (Tabla 2). La aplicacién del Ba?* extracelular a cualquier 

canal Kir ya sea clonado o nativo trae como resultado efectos inhibitorios en Ja 

corriente de K* dependiente del voltaje y del tiempo. 

Gamboa et al. (1998) caracterizaron el efecto del ion Ba2* sobre el canal 

endégeno de los ovocitos de la rana Xenopus y encontraron que el bloqueo por 

Ba* externo presenta una baja afinidad. En el pico de Ia corriente el bloqueo fue 

independiente del voltaje mostrando una Kd de 0.9 mM, mientras que alos 80 ms 

de iniciado el pulso el bloqueo de la corriente es dependiente de voltaje (Kd=31 

mM a -160mV; Kd1.9 mM a -60m\V). Por lo anterior, proponen gue en este canal 

enddégeno existen dos sitios posibles para el bloqueo por Ba?* externo uno externa 

que podria estas acotando la regién del poro y uno interno que posiblemente se 

encuentre dentro de la region del poro. 

Shich et al., 1998 estudiaron las interacciones del Ba2* con el ion permeante 

(K+) en el canal Kir2.1 y se encontré que el bloqueo extracelular delndo al Ba?" fue 

inhibido por K¢ intracelular, debido a que estos iones compiten por el mismo sitio 

de union. También identificaron las interacciones del Ba? con los factores de 

rectificacién como lo son el Mg’?y las poliaminas. Ademas encontraron que cl Ba? 

intracelular acelera la rectificacian de la corriente saliente ya que interfiere con los 

mecanismos intrinsecos del "gating" del canal. 

Los estudios en biologia molecular para tratar de wdentificar los posibles 

sites que estan involucrados en el bloqueo por Ba2' son pocos y se enfocan
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principalmente al bloqueo interno y a los canales dependientes de voltaje. Al 

respecto tenemos que Taglialaela et al., (1994) encontraron para los canales 

rectificadores tardios, que una mutacién puntual de valina (V) por treonina (T) en 

el residuo 374 (V374T) de la regién del poro, puede modificar la sensibilidad al 

Ba®* interno Por su parte Hurts et al., (1996) encontraron en canales de K* trpo 

“Shaker”, que el residuo en la posicién 449 (I) también en la regién del poro, 

puede influir en la sensibilidad al bloqueo por Ba?* y muestran que el bloqueo por 

este idn tiene dos componentes uno rapido y uno lento. 

Navaratnam et al., (1995) reportan la clonacién de un canal de K* 

rectificador entrante en el ofdo interno de pollo homélogo al Kir2.1 clonado de 

rata. Este canal de pollo es menos sensible al bloqueo por Ba? externo. Se comparo 

la secuencia de aminodcidos de éste con el clonado de la rata y se observé que 

presentan pocas diferencias, una de las cuales se localiza en el asa 1 que conecta el 

dominio M1 con el poro; el canal clonado de rata presenta un residuo de glutamato 

(E) en la posicién 125, mientras que el clonado de pollo (cKir2.1) presenta un 

residuo de glutamina (Q). Mutaron el canal clonado de pollo en esa posicion y 

cambiaron el residuo Q125 por E y observaron que a una concentracion de Ba?’ 

externo de 304M el canal nativo de pollo presenta una inhibicién del 70% a -150 

mV, mientras que el canal mutante Q125E se bloquea totalmente (-160 a -130 mV) 

y ademas aumenta la conductancia del canal. Por lo anterior, concluyen que este 

residuo puede jugar un papel muy importante en la conductancia y bloqueo por 

Ba? externo, y la interaccion del Ba con el canal puede ser del tipo clectrostatico 

por la carga del aminoacido. 

Krapivinsky ct al., (1998) clonaron un canal de K* rectiticador entrante, el 

canal Kir7.1, cl cual presenta propiedades unicas como una baja conductancia 

unilaria y una baja sensibilidad al Ba?! externe (Hc50 = ImM) Compararon la 

secuencia de aminodcidos de este canal en fa region del pero con los demas 

integrantes de esta subfamilia v encontraron 3 diferencias 1a S111, M125 y G129, 

mutaron esos residuos uno a uno por eLaminoacnde correspondiente en los otros



canales y observaron los cambios en la conductancia y sensibilidad al Ba?* externo. 

La mutante $111L no mostré diferencias con el canal silvestre. Al mutar G129E no 

se expresaron canales funcionales. Cuando se muto M125R la conductancia 

unitaria se incremento, no cambio la selectividad ionica y la sensibilidad al Ba2* 

externo aumento 10 veces (Ec50 =Kd =100uM). Esos autores sugieren que esta 

posicién es importante en la conductancia del canal y la sensibilidad al Ba 

externo. 

Zhou et al., (1996) al observar que el canal Kir 1.2 es menos sensible al 

bloqueo por Ba externo que el Kir 2.1 (Tabla 2), compararon las secuencias de 

aminodacidos en la regién H5 de los canales y observaron que en la posicién 117 y 

121 del canal Kir 1.1, el canal Kir 2.1 en la region homéloga presentan residuos de 

aminodcidos diferentes (137 y 141 en Kir 21), en la primera posicién Kir 1.2 tiene 

una leucina y en la segunda una valina (V), mientras que Kir 2.1 posee una 

isoleucina (I; tabla 3) y una treonina (T; tabla 3) respectivamente . Hicieron 

mutaciones en dichas regiones y compararon el cambio en la sensibilidad al 

bloqueo por Ba externo (canal silvestre Kd= 701M, mutante L117F Kd = 80uM, 

LI17F/V121T Kd = 10uM y V121T Ecso= 64M a -90 mV). Al mutar el residuo V121 

por una T la sensibilidad al Ba?* se incrementé por un factor de 10, por lo tanto, 

concluyeron que este residuo, esta implicado en la sensibilidad al Ba2* externo y 

sugieren que este sitio puede ser el de unién al Ba?* para este canal 

En la tabla 3 se muestra la secuencia de aminodcidos de los canales Kir1.2, 

Kir2.1 y Kir3.5, Zou et al., (1996) proponen que el residuo T141 en el canal Kir 21 ( 

V121 en Kir 1.2 y T145, en el canal Kir 3.5), aumenta la sensibilidad al bloqueo por 

Ba2" oxterno (tabla 3), esto no es del toda cierto porque al observar las secuencias 

en la tabla 3 cl canal Kin3.5 tiene una T en Ja misma posicién que el Kir2 Ty su 

sensibilidad al Ba* externo es mas baja, por lo que se pucde sugerir que hay mas 

de un residuo involucrado en el sitio de unidn al Ba2* externa y que ademés las 

asas 1 y 2 pueden también estar implicadas cn este bloquee.
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Al comparar las secuencias de aminoacidos en Ja tabla 3, podemos observar 

que existen residuos que posiblemente pueden estar implicados en el bloqueo. 

Estos residuos tentativos corresponden a la posicién 129 y 157 en el canal Kir3.5 

(tabla 3 * y # respectivamente). El residuo 129 corresponde a un zesiduo polar no 

cargado (asparagina “N”) en el canal Kir3.5 y esta localizado en el asa 1 (esquema 

3; tabla 3 *). En esta posicion, el canal Kir2.1 presenta un residuo cargado 

negativamente un glutamato (E), mientras que el canal Kirl.2 también posee una 

N en esta posicién (N125; tabla 3 *). El residuo 157 corresponde a un residuo 

cargado positivamente (Lisina K) en el canal Kir3.5 el cual podria estar influyendo 

en su baja sensibilidad al bloqueo por Ba2* externo y esta localizado en el asa 2 

(esquema 3; tabla 3 ¢). En esta posicién, el canal Kir2.1 posee un glutamato (E153, 

tabla 3¢), el cual podria estar influyendo en su alta sensibilidad al Ba2* externo. El 

canal Kirl.2 y el Kirl-1 poseen una giutamina (Q) en esta posicion (tabla 3 ¢), la 

cual podria ser una barrera electrostatica entre el Ba?* y el canal. 

Tabla 2: Sensibilidad de los canales IRK al Ba externo. 
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TABLA 3. Secuencias de aminodcidos en la region del poro 
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3.2 Justificacién 

Posiblemente el bloqueador de canales de K* mas comtinmente usado sea el 

Ba?*, no obstante los estudios realizados para comprobar cuales son los sitios 

donde interactiia con los canales no son suficientes y el Ba2* actiia de diferente 

forma con cada uno de los canales estudiados, por ejemplo el canal Kir2.1 es 

aitamente sensible al bloqueo por Ba2* externo Zhou et al., (1996) comprueban que 

para el canal Kir 2.1 al cambiar de V121 a T la sensibilidad al Ba? externo se 

aumento por lo tanto la T es el residuo responsable de acrecentar esta sensibilidad. 

El canal Kir3.5 en la posicién equivalente a Ja T141 del canal Kir 2.1 tiene el mismo 

residuo (1145 en Kir 3.5) y es menos sensible ai bloqueo por Ba?* externo que el 

canal Kir 1.2 y Kir 21 (tabla 2 y 3), es por ello que resulta importante conocer los 

sitios en el canal Kir3.5 que podrian estar involucrados en la baja sensibilidad al 

bloqueo por bario externo, ademas de que se trata de un canal que es 78% 

homologo al canal Kir3.4, siendo este ultimo muy importante en la regulacién del 

ritmo cardiaco. En este estudio nos enfocaremos principalmente a dos sitios 

tentativos N129 y K157, localizados entre las regiones que acotan al poro (asa 1 y 

asa 2). Debido a su localizacién y por presentar presentan residuos cargados 

negativamente (sitios homélogos) en otros canales mas sensibles al Ba? externo 

resulta muy interesante explorarlos como posibles sitios involucrados en la 

sensibilidad af Ba? eaterno (tabla 3)
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4 OBJETIVO GENERAL 

Identificar los sitios de bloqueo por bario externo en el 

canal de potasio rectificador entrante, (Kir3.5). 

4.1 Objetivo Particular 

e Determinar si los residuos N129 y K157 del canal Kir3 5 participan 

en los sitios de unién al Ba2* externo. 

~ Cambiar uno a uno jos residuos N129 y K157 por un 

residuo cargado negativamente (E) 

~ Expresar los canales mutados en ovocitos de Xenopus laews. 

- Comprobar si la sensibilidad al Ba?* externo cambid con la 

mutaci6n 

4.2 Hipotesis 

Al mutar los residuos uno a uno de N129E v KI57E, el canal Kir3 5 

scré mas sensible al bloqueo por Ba?* externo



5. METODOS. BIOLOGIA MOLECULAR 

5.1. Mutagénesis dirigida y recombinacién por PCR 

Se disefiaron 2 iniciadores (oligos o cebadores) que acotan la region 

codificante del canal Kir 3.5 los cuales tienen introducido un sitio para una enzima 

de restriccién (5’[XIRPBFup] y 3’[XIRPBFlow]; Anexo), y dos iniciadores mutados 

de 19 bases para cada residuo a mutar N129E y KIS7E (5’ y 3’ [up y low] para ¢/u; 

anexo I). Estos oligos se utilizaron para introducir la mutacién correspondiente 

con la técnica de mutagénesis dirigida por PCR (Polimerase Chain Reacction; 

Erlich, 1992; Weiner et al 1995; Zhu, 1992, 1997). 

  

  

  

PCRI XIRPBFup 

5° x 
as Tow ® 

PCR primaria 
N129E o KIS7E 

yu 
ey, 

PCR2 3 
3 7 

« — —, 
v XIRPBFlow 

XIRPBPup 

PCRS = 
combinatoria 

XIRPBFlow 

  

  

DNA MUTADO     
Esquema 4 Diagrama en que Se representa la ¢ estrategia a | seguir para obtener el fragmento mutado 

de 1200pb N129E y K157E, En fa PCR primania PCR1 y 2 se generan los fragmentos 
mutados que surven de malde para la PCR combinatoria PCR3 (Ver sexto)
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En el esquema 4 se muestra la estrategia a seguir para obtener los canales 

mutados. Primeramente se realizan dos amplificaciones del DNA con diferentes 

iniciadores con el objeto de obtener dos fragmentos que contienen 19pb idénticas 

incluyendo la mutacion deseada. En la primera amplificacioén se utilizan el 

iniciador silvestre 5’(XIRPBFup) y el iniciador 3’ mutado (NIS1Elow o K157Elow; 

Esquema 4, PCR1). En esta amplificacion se generan fragmentos de 400pb y 450pb. 

Para la segunda amplificacion se utilizan el iniciador mutante 5’ (NI3IEup o 

K157Eup) y el iniciador silvestre 3’ (XIRPBFlow; Esquema 4, PCR2). En esta 

amplificacién se generan fragmentos de 800pb y 750pb para la mutante N129E y 

KIS7E respectivamente. Los fragmentos obtenidos se purifican a partir de geles de 

agarosa al 1%. 

En una tercera amplificaci6n se emplea como molde de DNA los fragmentos 

obtenidos en la PCR1 y PCR2 para cada mutante. En esta amplificacién los 

iniciadores a los extremos utilizados son el 5’ “XIRPBFup” y el 3’ XIRPBFlow” 

(Esquema 4: PCR3, combinatoria). Los fragmentos se hibridan en sus 19 bases que 

comparten y se  amplifican con los iniciadores a los extremos. En esta 

amplificacién que conlleva una recombinacién se obtiene un fragmento de 1200 pb 

que corresponden a la secuencia codificante del canal Kir 3.5. 

NOTA Para encontrar las condiciones 6ptimas de amplificacién se realizaron prucbas de PCR 
utilizando la enzima Taq DNA polimerasa (Grbco, BRL). Las reacciones posteriores se 
efectuaron con un conjunto de DNA polmerasas presentes en el Kit Expand™ (Boeringer 
Mannheim), 

5.2 Clonacion 

9.2.1 Ligacién 

Para la ligacién del canal mutado (N129E o K193E) al vector PBF 

primeramente se digicren el fragmento mutada (N129E y KI57E) y cl vector PBF 

con las enzimas de restriecion Sal Ly Pstt (Gibco, BRL.) para generar los extremios
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cohesivos (esquema 5a) El vector, ademés, fue tratado con la enzima fosfatasa 

alcalina (Boeringer Mannheim). Posteriormente tanto el vector y el fragmento 

digerido se colocan en una reaccién de ligacién cuyas condiciones se presentan en 

la tabla 4 (esquema 5b y 5c). 

Tabla 4. Condiciones de la reaccién de ligacién 

     

  

  

     

  

  

  

        

N129E 0 K157E 
| Controli | control 2 di 3:1 

Buffer @ v ¥ ¥ v. 
ATP g Y ¥ v v 
Fragmento @ @ v v v 

| Vector v ¥ v v iv 
T4 ligasa 

(Boeringer, @ v v v v 
Mannheim) 

=         
  9, no se adiciondé 
v, adicionado 

La reaccién se incubé a temperatura ambiente durante toda la noche, 

9.2.2 Transformacion 

Se prepararon células competentes de una cepa de E. coli (DH5a; Ver anexo 

II) y se transtormaron con el DNA inserto en el vector PBF (esquema 6c}, es decir 

con las reacciones de ligacion de mostradas en Ja tabla 4. La transformacién se 

realiz6 con el métado de choque térmico (Sambrook et al, 1989; esquema 6c). 

Como controles extras, se utilizs un blanco sin transformacién como control 

negative y como control positive el canal BIRI1
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Esquema 5. Diagrama que cjemplifica la estrategia de ligacién a) El vector PBF y fragmento 

ampleficado por PCR (N129F. o K157E} se digseren con las enzimas de restriecidn Sal | 

y PST 1. b) Los productos de la digestion se purfican y se colocan en una reaccién de 
ligacton (ver tabla 3) c) Canal mutado (N129F 0 K157E) lngado al vector PBF,
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Después de la transformacién, las bacterias con el plasmido se sembraron en 

medio Luria-Bertani (LB) sélido con antibistico (Ampicilina: Anexo III) y se 

incubaron a 37 °C por 24 horas (esquema 6d; Anexg III). Se cuantificé el numero de 

unidades formadoras de colonias (UFC). Al azar se tomaron varias UFC y se 

incubaron en medio LB liquido con antibiético (Mini Prep) a 37 °C, por 24 horas 

(esquema 5e). EI! DNA (plasmido) de esta mini preparacion se ais]6 por el método 

de lisis alcalina Garnbrook, et al,1989), 

  

  

  

  

    

d 

FT 
  

  

      

oF | 
f 

Esquema 6: Método general de transformacién a) fragmento de DNA mutado. b) Bacterias 
competentes ¢) Bacterias Transformadas. d) Crecimento de colomias, ¢) Maxiprep /) 
Purificacién de DNA _g) Monitoreo en geles de agarosa 

  

  

  

Se realizaron analisis con enzimas de restriccién (esquema 6g). 

Se procedié a obtener cl plasmido (PBFN129E y PBFI57E) a gran escala 

utilizando el kit Plasmid Maxi Prep (Quiagen; Esquema 6c y 6f) El DNA obtenido 

se Cuantifico por espectrofotometria con luz UV a 260 nm.
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5.2.3 Secuenciacién. 

Para verificar que los canales mutados (PBFN129E y PBFK157E) presentan la 

mutacién se secuencié el DNA por el método radiactivo utilizando 

dideoxinucledtides marcados con P% con el Kit Termo Sequenase Cycle 

Sequencing (Amersham, Life Science). Posteriormente se secuencié totalmente el 

canal por el método de secuenciacién automatizada con el Kit ™ Dye Terminator 

utilizando el secuenciador ABI Prism 310 (Perkin Elmer). 

NOTA: Todas las pruebas que involucraron en manejo de DNA se exploraron en 

geles de agarosa al 1% (anexo III). La purificacién de fragmentos como los 

obtenidos de PCR, se purificaron a partir de geles de agarosa utilizando el Kit 

Nucleospin Extract (Macherey-Nagel). 

5.3 Transcripcién in vitro 

La trascripcién del DNA a RNAm para la inyeccién en ovocitos se realizé 

con la enzima SP6 RNA polimerasa (Boeringer, Mannaheim; Sambrook y col 1989; 

ma ma >O 
Figura 7: a)Transcripci6n b) Inyeccién del 

RNAm a ovocitos de 1ana Xenopus, 

Figura 7a). 

 



6 METODOS ELECTROFISIOLOGIA 

6.1 Obtencién e Inyeccién de los Ovocitos. 

Ovocitos de Xenopus laevis de los estadfos V-VI se aislaron por 

ovariectomia parcial y se desfolicularon con un tratamiento con colagenasa tipo 1A 

(2m¢g/ml; Sigma, St. Louis, MO) y se lavaron con medio ND96; cinco veces con 

ND9 sin Ca?*, otras cinco con ND9% con calcio y las tltimas cinco con Ca?* y 

gentamicina (Anexo III). 

Al dia siguiente de la obtencién de los ovocitos, se inyecté el RNAm del 

canal silvestre y de los canales mutados en concentraciones de: 10, 30 y 50ng por 

ovocito. Esto se realiz6 con el objeto de poder registrar la corriente por mas dias 

Los ovocitos se mantuvieron en medio ND96 con gentamicina. 

6.2 Obtencién de los Registros. 

Los registros se Hevaron a cabo con la técnica de fijacién de voltaje con dos 

micro eléctrodos (Voltage Clamp) utilizando un amplificador GENECLAMP 500 

(AXON INSTRUMENTS). La sohucion de registro utilizada leva una concentracién 

de 118 mM de K*(Anexo). E] monitoreo de la expresion se realiz6 después de 24 

horas de Ia inyeccién y hasta que se encontraran niveles mayores de 6 pA para 

minimuzar el efecto de la corriente endégena presente cn los ovocitos. 

Se utilizaron concentraciones crecientes de Ba?* en la solucién para probar $1 

la sensibilidad a este ién se modifico con la mutacién Las concentraciones 

utilizadas del i6n Ba?* dadas en mM fucron: 0;0.0008;0 002; 0 01; 0.02; 0.05; 0.075; 01,015, 

0 2; 0,25; 0.3; 0.5; 1; 3; 5, 10 y 20
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El protocolo de pulsos utilizados fueron a partir de -160mV en saltos de +15 

mV teniendo en total 16 pulsos. El potencial de mantenimiento se fij6 a 0 mV y la 

duracién de los pulsos fue de 100 ms (esquema 8). 

-65 m¥ 

OmVv 

  

-160 mV 

Esquema 8: Croquis que representa el protocolo de pulsos 
utilizado, La duracién total de los pulsos es de 100ms 

6.3 Anilisis de los Registros 

Con las cornentes obtenidas a 8 ms y 99 ms del pulso, se construyeron las 

curvas corriente contra voltaje (I/ V). 

Para observar si la Kd al Ba?* se modifica en las mutantes se tomaron 7 

pulsos que van desde -160mV a -70mV. Los datos para cada pulso se 

normalizaron restando la corriente observada a una concentracion de 20mM y 

dividiendo los datos entre la corriente observada a 0 mM de Ba? externo. 

Se graficaron los datos y fueron ajustados con la ecuaci6n logistica para 

obtener Ia Kd para cada una de las mutantes asi como para la el canal silvestre Kir 

3.5. Las graticas y el ajuste se realiz6 con el paquete Micrococal Origin 5.0. 

El andlisis estadistico utilizado fue el de varianza con diferente numero de 

muestras.
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7. RESULTADOS BIOLOGIA MOLECULAR. 

7.1 Obtencion de los Fragmentos Mutados N129E y K157E. 

Para establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion se varié uno a uno 

los parametros de PCR como Ia concentracién de Mg?*, la temperatura de 

alineamiento (TM) y el numero de ciclos. 

En el gel 1 se muestra el efecto en la variacion de la concentracién de Mg? 

para la mutante N129E. Las bandas de 400pb corresponden a la PCR1 (esquema 4), 

mientras que los de 800pb a la PCR2 (esquema 4) En el gel 2 se observa el efecto de 

Ja variacion de la concentracién de Mg?* en la PCR combinatoria para esta 

  

Figura 1: Gel de DNA; PCR primaria N129E vanando la 
concentracién de Mg2t [mM]. PCR1 400pb. PCR2 800pb 
a) marcador de bajo peso molecular (, anexo 1) 

mutante (esquema 4: PCR3; figura2: 1200pb). No se observ una diferencia 

    

   
1300 pbk 

1078 gb] 

  
Figura 2 Gel de DNA PCR combinatoria (PCR3) N1291 

variando la concentracién de Mg’? {mM]. 
a) marcadon @, *) Sin iniciadores, X) Kir3 5 silvestre (sv 
miutar) 

Se tutilizaren log imeradoies XERPBEup y XIRPBElow
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marcada entre las concentraciones de Mg*®. En la concentracién de 1.5 mM de 

Mg* se presenta una banda bien definida que corresponden a los tarafios 

esperado para esta mutante N129E, mientras que las otras concentraciones se 

observan bandas inespecificas muy tenues (figura 1 y 2). En la figura 2 se observan 

adem4s dos bandas de menor peso que corresponden a la amplificacién de los 

fragmentos iniciales que no se hibridaron. Estos mismos resultados se observaron 

  

Figura 3: Gel de DNA donde se varia El numero de ciclos 
de la PCR3. 

*reaccin sin imczadores (10ng). 
X) Amplificacién (PCR3) utilizando fragmentos 

provemientes directamente de la PCR1 y PCR2 sin 

purficar de geil (30 ciclos; Esquema 4) a) 
marcador de peso ($) 

para la mutante K157E (datos no mostrados). 

Al variar la temperatura de alineamiento (TM) se encontré que la 

temperatura Optima para la reaccién fue de 55 °C (datos no mostrados). Variando 

el numero de ciclos en la PCR se encontré que a partir del ciclo 25 ya no se 

observa aumento en el grosor de la banda (figura 3). En la reaccion de PCR cuando 

unicamente se adicionaron los fragmentos de 400 y 800pb como DNA molde 

(esquema 4: PCR3) a una concentracién de 10ng para cada uno sin la adicion de 

iniciadores a los extremos, no se observé amplificacion alguna (figura 3*). Cuando 

se agregaron directamente los fragmentos de 400 y 800 pb de una reaccion de PCR 

anterior y se adicionaron los reactivos correspondientes para la amplificacién 

normal, se encontrd que no es necesaria purificar los fragmentos para oblener una 

ifieacion esper. ieura 3 aimplificacion esperada (figura 3*),
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Una vez encontradas las condiciones optimas de amplificacién, se procedié a 

obtener los fragmentos de cada una de las mutantes (ver anexo I). 

NOTA Las especificaciones de los marcadores de peso molecular ($ y 4) se muestran en el anexo I. 

En la figura 4a se muestra la amplificacién de los fragmentos de 400 y 800 pb 

para la mutante N129E (esquema 4: PCR1{400pb] PCR2[800pb]). Se utilizaron las 

condiciones establecidas para la realizacion de la PCR. En la figura 4b se muestra la 

amplificacién de los fragmentos para la mutante K157E (PCR1:475pb;PCR2:725pb). 

Cada reaccion de PCR se realiz6 por triplicado. Los fragmentos obtenidos para 

cada una de las mutantes se purificaron a partir de geles de agarosa (figura 4c). 

  

  

  

- Se 
wee a ie | 725pb b oN kK ¢ “ess. so. ae 

 .- ~ eb den ih 475pb _ -_ 
== S00pb = 400 pb | wm as ee “ — 

th ae to -s oo 

1 1 1         
  

    
Figura 4 Geies de DNA donde se muestran los fragmentos obtenidos de la PCR 

prmaria (PCR1 y PCR2) a) Mutante N129E, b) Mutante K157E, ¢) 

purificacion de los fragmentos de los goles a y b. N fragmentos de la 

mutante N129E; K fragmentos de la mutante K157E. Los primeros carries 
de cada gel corresponden al marcador
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Se realizé la PCR combinatoria (esquema 4: PCR3) utilizando como molde 

los fragmentos purificados de la PCR1 y PCR2 para cada mutante (figura 4c). Para 

amplificar, se agregaron los iniciadores XIRPBF up y low. En la figura 5a se 

observan los fragmentos de 1200 pb para cada una de las mutantes Cada reaccion 

de PCR se tealiz6 por triplicado. Para la mutante N129E, en una de las tres 

reacciones no se observé amplificacién. Tampoco se observ6 amplificacién en las 

reacciones de PCR en donde no se adicionaron tniciadores a los extremos. Los 

fragmentos obtenidos de esta PCR3 para cada una de las mutantes se purificaron a 

partir de geles de agarosa (figura 5b). 

En los carriles marcados con asteriscos de la figura 5a se colocaron 10ng de 

   

    
ay voONK 

bi ye aoe 
= ‘ech 

‘Bee 244 ~ 
Beat , 1 23 12 3456.7 8910 

Figura 5: Geles de DNA de la PCR combinatoria (PCR3). a) fragmentos de 

1200 pb para cada mutante. Del 2 al 5 N129E; del 7 al 8 K157E. 10 

GIRKS b) Fragmentos purificados del gel 5a, * no se adiciono 
oligos. En ambos geles el carril 1 es el marcador 

  

cada DNA molde sin iniciadores a los extremos con el objeto de observar si se 

amplificaba el canal de 1200pb. Posteriormente se realizaron otras pruebas de 

PCR sin la adicién de iniciadores a los extremos, esta vez se aumenté la 

concentracion del DNA molde. La concentracién aproximada de cada fragmento 

fue de 400 ng. En la figura 6 se muestra la banda de 1200pb obteruda por la 

recombinacién de los fragmentos de las PCR1 y PCR2. En esta figura sc observa 

ademas los fragmentos que no se lograron recombinar. Para este gel se cargaron 20 

1 de la reaccion. esta reaccién se realizé por duplicado para cada una de las 

mutantes (figurad)
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Figura 6. Gel de DNA donde se muestra la recombinacién por PCR 
de las mutantes N129E y K157E sin la adicién de imciadores 

N) corresponde a la mutante N129E. K) Corresponde a la 
mutante Ki57E. No se utilizaron iniciadores a los extremos. 

1) Corresponde al marcador de peso molecular (6). 

NOTA: La cantidad de DNA aproximada por cada reaccién de amplificacién colocando 10ng de 

DNA molde y adicionando los iniciadores correspondientes a los extremos fue de 20 yg/ul 
(medida con espectro a 260nm). 

7.2 Clonacién de los Canales Mutados N129E y K157E. 

Una vez obtenidos y purificados los fragmentos mutados N129E y K157E de 

1200pb (figura 5b), se procedié a la ligacién de estos al vector PBF mediante la 

generacién y ligacién de los extremos cohesivos Sall y Pstl (tabla 4; esquema 5, 

figura 7}. Los fragmentos digeridos se purificaron e incubaron en la reaccién de 

ligacién (esquema 5). 

Células competentes DH5a fueron transformadas con las reacciones de 

ligaci6n (PBFN129E 0 PBFK157E; esquema 6a). La viabilidad de las células se 

comprobé al utilizar un control sin la adicién de DNA (control negativo). La 

capacidad de transtormacién de las células se verificé utilizando como control 100 

ng de DNA del canal BIRI1 (esquema 6c). Las células se sembraron en medio LB
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sdlido con ampicilina para identificar las UFC que incorporaron el vector con el 

fragmento. El control negativo se sembré también en medio LB solido sin 

ampicilina (esquema 6d). Después de las 24 h de incubacion se procedié a contar el 

numero de UFC presentes en cada caja (tabla 4; esquema 6d). 

Tabla 5. Namero de UFC contadas al transformar colonias bacterianas 
DH5ca. con el producto de la ligacién. 
  

  

  

                

controles PBEN129E PBFKI57E | Bird 
[dilucion control sin. 

W/E) DNA Cl C2/11/13 41:5 Jt j1:3 [15 |100ng 

Ampicilna ® 
Ipe /ml v v v v v ¥ v v v vw 

UFC imconta |g 1 1318) 18) 25] 5 | 15 | 30 jmconta bles bles             
  

V/F: vector:fragmento. Base 100ng 
®. medio LB sin ampicilina 
v: Medio LB con ampicilina 

7.2.1 Purificacién de los Canales Mutados. 

El DNA mutante (PBFN129E y PBFK157E) se obtuvo por lisis alcalina 

(miniprep; anexo II). Se seleccionaron al azar 3 UFC para cada una de las mutantes 

y como control positivo se tomo 1 UFC del canal Bir 11. Se tomé 1 pl del DNA 

purificado para observarse en gel de agarosa (DNA sin digerir). Bn la figura 7 se 

muestra el DNA purificado del canal Bir 11 (figura 7 carril 2) y los canales mutados 

PBFN129 (figura 7 carril 3, 6 y 8) y PBFK157E (figura 7 carril 4, 7 y 8). Enla figura 

7 carril 5 se muestra el DNA del canal silvestre Kir 3.5 inserto en el vector PBF, 

podemos observar que Jas mutantes PBEN129E y PBEKI57E corresponden al 

mismo peso molecular. En todas Jas muestras cargadas se observan 3 bandas 

(figura7).
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9416 pb 

6557 pb 

4361 pb 

  

Figura 7: Gel de DNA donde se muestran los plasmidos purificado. 1- 

marcador de alto (A; ver anexo I) y bajo peso (@, ver anexo I), 2 

canal BIRi1; 5 canal kir3.5 silvestre; 3, 6 y 8 PBFN129E, 4,7 y 9 
KIS7E 

Se efectuaron anélisis de restriccién enzimatica de las mutantes PBFN129E, 

PBFKID7E y el canal Kir 3.5 silvestre. En Ja tabla 6 se muestran un ejemplo de una 

reaccion de digestion y los pesos esperados para cada reaccién enzimatica. En la 

figura 8 se ejemplifica la digestion enzimatica de una muestra para cada canal. 

Los carriles 2, 5 y 8 corresponden a el canal silvestre, los carriles 3, 6 y 9 a una 

muestra de la mutante PBFN129E y los carriles 4, 7 y 10 a una muestras de la 

mutante PBFKIS7E (figura 8 a y b). Los carriles 2,3 y 4 de la figura 8a corresponden 

a las muestras sin digerir. Se realizaron las digestiones por triplicado. Los canales 

mutantes presentan el mismo patrén de digestién que el canal silvestre y los 

tamafios esperados son iguales a los observados (figura 8 a y b tabla 6) 

  

Figura & Gel de DNA donde se gyemplifica la digestion envimatica de 
restriccidn . Los carriles 2, 5 y 8 corresponden al canal silvestre 3, 6 
y 9a la mutante PBFNI29E y 4, 7 y 10-2 la mutunte PBPRISTE 1 

corresponde al marcador de peso molecular (A y @, meselados) 
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Tabla 6: Condiciones de digestion enzimatica. 
  

  

  

  

            
  

  

Reactivos | concentracién | PBPN129E, PBFKIS7E y Kir3.5 
DNA 2 ~Ipg 

Enzimal 10u Sall_| Xhkol 

Enzima 2 10u Pstl Hind Xbal | BamHI{  Kpnt 

Tamafio esperad b 1200 i lineari 13 lineariza L peradoen P? {3000 | 4029 _| He viza | 4o77_| in 
figura 8a figura 8b 

carries 3-7 [ 8-10 24. 5-7 [#10       
  

7.2.2 Secuenciacion de los Canales. 

Una vez que se comprob6 que no se modifico el patron de digestion 

enzimatica se procedié a corroborar si efectivamente los canales tienen introducida 

la mutacién. Se secuenciaron 5 muestras de cada canal mutante en la region de la 

mutacién utilizando dideoxinucleétidos marcados radiactivamente con %P, para 

comprobar que nuestra mutacién estaba presente. Con esta técnica se consiguieron 

secuenciar 150 bases por reaccién. Todas las muestras secuenciadas de la mutante 

PBFN129E presentan la mutacion, mientras que para la mutante K157E solo 3 de 

las 4 sccuenciadas presentan la mutacion. 

Posteriormente se secuenciaron completamente las 1220 pb que conforman la 

secuencia de cada uno de los canales mutados. Con la técnica de secuenciacién 

automatizada se obtuvo la secuencia de aproximadamente de 650 bases por 

reaccion. En la figura 9 se exhube una de las regiones secuenciadas de una mutante 

PBFN129E. Ia secuencia corresponde a la cadena lider del CDNA N129; en 

negritas se observa cl codon que codifica para cl residua E, y también se muestra 

el codon silvestre que corresponde al residuo de N.
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iones secuenciadas del canal mutado PBFN129E, en negritas se 
observan las bases que coreespanden a la mutacidn y debayo de estas el codon correspondiente 
en el canal silvestre, Secuenciacién automatizada 

igura 9: Muestra una de las rep BP
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Figura 10: Muestra una de las regiones secuenciadas del canal mutado PBFK157E, en negritas se observan 

las bases que coriesponden a la mutacién y debajo de estas el codon correspondiente en ¢l canal 
suvestre, Secuenciacién automati 

I 

izada.
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En la figura 10 se muestra una de las regiones secuenciadas para la mutante 

PBFKI57E. La secuencia corresponde a la cadena complementaria del canal 

mutante K157E. Al igual que la figura 9 se resalto en negritas el cambio de bases en 

el codon mutado y se muestra su codon silvestre. 

No se presenté ningun otro cambio de base alguna en el DNA secuenciado 

para ambas mutantes respecto al canal silvestre que pudiera afectar el marco de 

lectura o Ia secuencia de aminodcidos. La secuencia de DNA de los canales 

mutados (PBFN129E y PBFK157E), unicamente difieren del silvestre en la 

mutacin introducida. En la figura 9 y 10 se resalt6 el codon mutante y se muestra 

el codon que presenta el canal silvestre. 

7.3 Transcripcion in vitro 

Primeramente se tomo una muestra para cada una de las mutantes y una 

muestra del canal sin mutar, se digirié el DNA con la enzima Mlu | para linearizar 

el vector con el canal mutado y el wt. Posteriormente se prosiguié a realizar la 

transcripcién in vitro (Sambrook y col. 1989). Esta reaccién fue catalizada con la 

enzima Sp6 RNA polimerasa (Boehringer Manheim). Esta reaccién se realizé 

varias veces. 

NOTA: Para cuantificar y comprobar que el mRNA obtenido de Ia transcripcién in vitro no se 
degrado, cada una de las reacctones se monitoreo en geles desnaturalizantes de agarosa al 

1% y se cuantifico con espectrofotémetro de absorcién a 260nm. 

  

Figura 11 Gel de RNA mostrando la Transcnipeén ny vitro 

Marcador de peso RNA (1); RNA del canal GIRKS (2); 
RNA del canal mutado N129F (3) v K1S7EF (4)
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8. RESULTADOS ELECTROFISIOLOGIA. 

81 Expresi6n funcional de los canales. 

Los registros_ se realizaron a partir de las 24 horas de la inyeccién con la 

técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos (Voltage Clamp) utilizando 

como solucién de registro una concentraci6n de 118 mM de K* (Anexo III). Los 

experimentos de sensibilidad al Ba2* externo, se Hevaron a cabo en ovocitos que 

presentaban corrientes mayores de 5 uA alos -160mV. Esto se realiz6 con el 

objeto de minimizar el efecto de la corriente endégena presente en los ovocitos. 

Los ovocitos inyectados con RNAm correspondiente a la mutante N129E, 

presentaban niveles de corriente similares a los ovocitos sin inyectar. Incluso tres 

dias después de la inyeccion los niveles de corriente no aumentaron. Por lo 

anterior no se logré determinar la sensibilidad al Ba2* externo de esta mutante. No 

se registraron ovocitos después de 3 dias de la inyeccion ya que estos estaban muy 

dafiados. 

8.2 Sensibilidad de los Canales al Bloqueo de la Corriente 

Inducida por Ba2* Externo. 

8.2.1 Relacion corriente-tiempo. 

En la figura 12 se muestra un ejemplo representativo de los registros 

obtenidos para el canal silvestre (Kir 3.5; figura 12: a, c y e) y para la mutante 

KIS7E (figura 12: b, dy f). Conforme se aumenta la concentracién de Ba? externo, 

se observa que la corriente de la mutante K157E se inhibe mds que el canal silvestre 

(comparar figura 12¢ y d;ey f). 

El nivel maximo de corriente promedio fue mayor al inicio del pulso 

comparandolo con el obtenido al final del pulso para el canal silvestre y ef mutado 

A los 8 ms de inciado el pulso con cero Ba? externo a -160 mV para el canal
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silvestre, el nivel promedio de corriente fue de -7.3 +13 HA y a los 99 ms de 
iniciado el pulso fue de -3. + 0.31 pA (n=3; figura 12a). Para la mutante KI57E la 
corriente maxima promedio a -160mV fue de ~7.84 +5.9 HA (8ms) y de -3.266 + 
1.613 A (n=5, 99ms; figura 12b). 

Al cambiar Ia solucion externa con 75 HM de Ba, el nivel de corriente al 

inicio del pulso para el canal silvestre a -160 mV fue de -4.94 £0.56 HA; al final del 

pulso fue de 1.9 + 0.02 pA (n=3; figura 12c). Para la mutante K157E el nivel de 

  

a) Kir 3.5     
  

  
200 pM Ba” 

2 uA      
20 ms     

Figura 12 Curva corriente contra fempo donde se observa el efecto del Ba externa Fodos los 
registros se realizaron con 118mM de K* ay b) registro con cero Ba* externo, ¢ v d) 
registro con 75M de Ba? externo, ¢ y f) registro con 2001M de Bat externo
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corriente promedio al mismo voltae fue de 3.02 + 1.09 pA al inicio del pulso y de 

145 + 1.64 WA al final del pulso (n=5; figura 12d). El nivel maximo de corriente 

disminuyé mas del 50% para la mutante mientras que el canal silvestre 

disminuy6 aproximadamente un 30%. 

Al cambiar la solucién externa por 200 uM de Ba®*, el nivel maximo de la 

corriente para el canal silvestre a ~160 mV fue de -1.94 + 0. 6 pA al inicio del pulso 

y de -1.1 + 0.7 pA al final del pulso (n=3; figura 12e). Para Ja mutante KI57E el 

nivel maximo de corriente registrada fue de ~1.1 + 0.106 pA al inicio del pulso y de 

0.854 0.02 pA al final del pulso (n=5; figura 12). 

8.2.2 Inactivacién de la corriente. 

En la figura 12a y 12b se observar que la cinética de la corriente de la 

mutante K157E es similar al canal silvestre (Kir 3.5). En esta figura se observa que 

la inactivacién de la corriente es diferente entre el canal silvestre y el canal 

mutante KI57E. Para comprobar si la inactivacién intrinseca del canal Kir 3.5 se 

modifico con la mutacién introducida, para cada voltae, se normalizé la corriente 

de los registros y se realizaron graficas de la corriente normalizada en funcién del 

tiempo. 

En la figura 13 se observa un ejemplo de la inactivacién de la corriente a 

diferentes voltajes con cero Ba?* externo. En esta figura se puede observar que la 

inactivacion de la corriente para ol canal silvestre es ligeramente diferente al canal 

mutante para los voltajes utilizados Se observa que el canal Kir 3.5 se inactiva mds 

pronto que el canal mutante en todos los voltajes (figura 13a, b, ¢ y d). 

Estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre el canal 

silvestre y la mutante K157E_ para cada uno de los voltajes probados (p> 0.05, 

figura 13). Al comparar la inactivacién a diferentes voltajes se encontraron 

diferencias significativas tanto para el canal silvestre como para la mutante K157E 

(p< 0.01; figura 13).
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130mV;
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Tabla 7: Constantes de inactivacion del canal silvestre a diferentes concentraciones 

de Ba?* externo. 
  

  

  

  

  

  

  

    

TH T2 

[Ba2*} mM 0 75 200 0 75 200 

mV 24243.6 | 2396412 | 24.95432 | 3.36402 | 3.604037 | 3.644021 

-160 2513421 | 2716431 | 2757425 | 3.182055 | 3482048 | 3.824 1.57 

“145 26.1642.3 | 27.76£0.6 | 25.7740.45 | 3.11£033 | 3.20406 | 2.87+0.67 

—130 27ASENS | 29.9641.2 | 28974099) 3.1202 | 2.722048 ) 2.492037 

5 28.734 1.1 | 39.9643.2 | 3648225 | 3.014036 | 3.874035 | 2.6920.37 

-100 24.204108 | 23.9621 | 24.95%3.6 | 3.3620.25 |} 3.6020.57 | 3.64+0.21               

Los registros de la corriente contra el tiempo (figura 12 a y b) se ajustarona 

una doble exponencial para obtener las constantes de inactivacién, esto se realiz6 

para las concentraciones de cero, 75 y 200 uM de Ba?* externo. En la tabla 7 se 

presentan las constantes de inactivacion para el canal silvestre a diferentes voltajes 

y concentraci6én de Ba** externo. En la tabla 8 se muestran las constantes de 

inactivacién para la mutante K157E. 

Al comparar las constantes de tnactivacién (t: y tz) entre el canal silvestre y 

el mutado, no se encontraron diterencias significativas a ninguna concentraci6n de 

Ba?* externo (p> 0.05). 
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Tabla 8: Constantes de inactivacién del canal mutante K157E a diferentes 

concentraciones de Ba?* externo 
  

  

  

  

  

  

  

    

| Tw 72 

Ba] mM 0 7 200 0 75 200 
ma 

mv 24.6543.2 | 2545+ 27.5443.2 3.414035 3.7040.74 13 4720.32 

1.38 

-160 24.9842.1 |26.08+3.1 | 27.044 3.6 2.82 + 0.22 3.43 + 0.06 311+0.41 

-145 27.75£1.5 |28.1042.0 [25.6040.14 |[2.86+0.12 3.31 + 0.46 28740.54 

--130 31.2242.1 [30434 30.01 £0.22 [2.874011 3.07 + 0.45 2.744 1.27 

1.45 
-115 33.69212 129.104 27 78 3.5 283+ 0.09 3072045 2574051 

0.71 

-100 24.65£1.7 |25.45436 |27.54+2.6 3.41 +0,22 3.704 16 3.47 = 0,55             
  

De la misma manera no se encontraron diferencias significativas en las 

constantes de inactivacion al variar la concentracién de Ba?+ externo ni en el canal 

silvestre (tabla 7; p> 0.05) ni para el canal mutante K157E (tabla 8; p>0.05). 

8.2.3 Relacion corriente-voltaje. 

Para observar si se presentan cambios en la relacion corriente {I} contra 

voltaje (V) al inicio y al final del pulso, se realizaron las graficas correspondientes a 

los 8 ms y 99ms de iniciado el pulso tanto para el canal silvestre (figuras 14a y 15a) 

como para la mutante KI57E (figuras 14b y 15b). 
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En la figura 14 se graficaron los datos observados a Jos 8 ms de iniciado el 

pulso. El canal silvestre (14a) y el mutante (14b) son buenos rectificadores ya que se 

observa una corriente saliente minima. Al aumentar la concentracién de Ba2* 

externo, el nivel de corriente entrante va disminuyendo dependiendo la cantidad 

de Ba?* externo adicionado a la solucién externa. No se observ6 que el Ba* afectara 

la corriente saliente (figura 14 a y b). 

a) Kir 3.5 (8ms) ; 

  

b) K157E (8ms) 

      

  

Weetat Se Vv 4 
a ea ae Ba an 

a ao , [mM} 
& Loe ——9 

Ae af 7001 
“ a ——~ 0 075 
J —— 9.2 

6 —o 5 

—— 20 

Figura 14. Curva 1/V a los 8ms de iniciado el pulso, Se ublizaron diferentes concentraciones de 
Ba®* enterne, a) canal silvestre. b) canal mutante K157E,
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En la figura 15 se graficaron los datos obtenidos a los 99 ms de iniciado el 

pulso. Al igual que a los 8 ms de iniciado el pulso, los canales son buenos 

rectificadores. El nivel de corriente observada es menor que a inicio del pulso. Al 

igual que en la figura 14 tanto para el canal silvestre (15a) como para el canal 

mutante (15b) al aumentar la concentracion de Ba2* externo, la corriente entrante 

va disminuyendo. 

A una concentracién de 20 mM de Ba2* externo y un voltaje de -160 mV, el 

nivel de corriente remanente a los 8ms para el canal silvestre es de -1.18 + 0.25 pA 

a) K157E (99ms) 

  

b) K157E (99ms) 

  
ay BA 

-160 +120 80 40 ate” 

a eomnall 
aoe je ee a 

Yow nr = ea inex 
a Oe m 

aoe a a 16 

Oe 7) —.—9 04 fw 
oe —a~ 0075 

. —+— 0.2 
4 or 

Figura 15 Curva I/V a los 99 de iniciado el pulso. Se utihzaron diferentes 
concentraciones de Ba?" externa. a) canal silvestre b) canal mutante K157E



46 

(n=3; figura 14a), mientras que para la mutante KIS7E es de -044+ 0.015 pA 

(n=5; figura 14b). A los 99 mV al mismo voltaje y concentracion de Ba?* externo la 

corriente registrada para el canal silvestre es de -0.91 + 0.022 pA (n=3; figura 15a) 

y para el canal mutado es de -0.3 + 0.13 yA (n=5,figura 15b). Con los datos 

anteriores podemos inducir que el canal silvestre es menos sensible al bloqueo por 

Ba?* externo. 

8.3 Obtencion de la Kd 

8.3.1 Kd al inicio del pulso 

Para comprobar si efectivamente el la mutaci6n introducida en el canal Kir 

3.5 (KI57E) afecta la sensibilidad al Ba?* externo, se realizaron curvas dosis- 

respuesta utilizando dnicamente los primeros 4 pulsos de voltaje que van de - 

160mV a -70mV y los datos se ajustaron con la ecuacién logistica y obtener la Kd 

(ECs). Lo anterior se realiz6 para los datos obtenidos a los 8 ms y 99 ms de 

iniciado el pulso. Los datos para cada pulso se normalizaron restando la corriente 

observada a una concentracién de 20 mM de Ba®* externo y se dividiendo enire la 

corriente observada en ausencia de Ba?* externo. Los datos se ajustaron con la 

ecuacion logistica utilizando el paquete Micrococal origin 5.0 y los valores de Kd 

obtenidas se muestran en la tabla 9. 

En la figura 16 se muestra un ejemplo de la curva dosis respuesta al inicio 

del pulso para el canal silvestre y para la mutante KI57E. En esta grdfica de 

observa que el canal silvestre (figura 16a; tabla 9) es menos sensible al bloqueo por 

Ba?* externo respecto a la mutante K157E (figura 16b; tabla 9). Al inicio del pulso 

la mutante K157E result6 ser mas sensible al bloqueo por Ba?* externo (p< 0.01).
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a) Kir 3.5 (8 ms) 
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Figura 16, Curva dosis respuesta a los 8 ms de iniciado el pulso. a) canal silvestrc. 
b) canal mutante K157E. se graficaron 4 voltayes y s¢ ajustaron con el} 
paquete Micrococal Origin 5.0 

Para probar que este el bloquee de la corriente dependia del voltaje, se 

realizaron curvas dosis respuesta donde se grafic la corriente normalizada a -160
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mV y a -70 mV (figura 17). No se encontraron diferencias significativas entre los 

voltajes probados para el canal silvestre (figura 17a; p> 0.05) ni para el canal 

a) Kir 3.5 (8 ms) 
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Figura 17 Curva dosis respuesta a tos 8 ms de iniciado el pulso, a) canal silvestre. b) canal 
mutante K157F. Los datos no fueron ajustados 

mutante K157E (tigura 17b; p>0.05)
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8.3.2 Kd al final del pulso 

Para observar si la Kd se modificaba al final del pulso, se realizaron curvas 

dosis respuesta utilizando los datos normalizados a los 99ms de iniciado el pulso 

a) Kir 3.5 (99 ms) 

    
mV 

= » 160 

z »  -130 
=" 2.100 
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b) K157E (99 ms) 

   

= mV 

a «  -160 
= a6 

e -1 30 

*s 4 -100 

— Kd Se 770 
"| 74.143.4uM _    

TE EQ oo or 1 10 

2+ 

Ba TAMA sern0 

Figura 18: Curva dosis respuesta a los 99 ms de iniciado ef pulso a) canal silvestre b) 
canal mutante K157I: Se graficaran 4 voltayes y se qustatan con el paquete 
Micrococal Origin § 0
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(figura 18). Al igual que al inicio del pulso, se observa que el canal mutante K157E 

( figura 18b) es més sensible al bloqueo por Ba?* externo que el canal silvestre 

(figura 18a; tabla 9). Esta diferencia resulté ser estadisticamente significativa (p< 

0.01). 

Para probar si a este tiempo se presentaba una dependencia al voltaje 

realizaron curvas dosis respuesta similares a la figura 17. Al igual que a los 8 ms 

no se encontraron diferencias significativas entre -160mV y -75mV tanto para el 

canal silvestre (p>0.05; figura 19a) como para el canal mutante (p>0.05; figura 19b). 

Tabla 9: Determinacion de la Kd del bloqueo por Ba?* externo. 
  

  

  

  
  

Kd ams Kd ooms 

[Ba] uM n 

Kir3.5 “silvestre” 117 +34 130444 3 

KIS7E $4.16 + 5.8 74.1434 5         
  

En la tabla 9 se observa que la Kd obtenida a los 99 ms de iniciado el pulso 

es mayor que la obtenida a los 8ms Esta diferencia es estadisticamente 

significativa en el canal silvestre y en el canal mutante K157E (p<0.01). 

Cabe mencionar que se realizaron algunos registros de la sensibilidad al 

Ba?* externo utilizando como solucién externa 20mM de K* externo (datos no 

mostrados) y no se encontraron diferencias en la Kd obtenidas con 118mM de K* 

externo (tabla 9).
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Figura 19 Curva dosis respuesta a los 99 ms de imictado el pulso a) canal silvestre b) canal 
mutante K157E Los datos no fueron ajustados
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9. DISCUSION BIOLOGIA MOLECULAR. 

9.1 Obtencién de los Canales Mutados. 

La mutagénesis dirigida y recombinacion por PCR es una técnica muy 

importante para el estudio de la relacion estructura-funcion de las proteinas, 

expresiOn génica y modificacién de vectores. Es por lo anterior que se opto por 

utilizar esta técnica para realizar las mutaciones puntuales en el canal Kir 3.5. 

Al realizar las primeras reacciones de amplificacién (esquema 4: PCRI y 

PCR2) se pudo observar que los iniciadores mutantes se unieron eficientemente al 

DNA molde correspondiente al canal silvestre (Kir3.5), esto se debe a que sdélo 3 

bases de las 19 que conforman los iniciadores mutantes difieren de la secuencia 

normal del canal. Las 16 bases restantes que hibridan con el canal silvestre son 

suficientes para mantener estable este hibrido y por lo tanto proveer el extremo 

libre OH necesario para que la polimerasa sintetice el DNA. 

En la segunda reaccién de amplificacion (esquema 4: PCR3), se utilizaron 

como molde los fragmentos obtenidos en la primera reaccién de amplificaci6n 

(Figuras: 1, 4a, b yc). Esta recombinacion de los fragmentos se debe a que estos 

comparten una secuencia de 19 bases, siendo suficientes para que hibriden y la 

polimerasa actie y complete la secuencia del canal. Este principio de 

recombinacién fue primeramente utilizado por Mullis et al (1986), en cuyo trabajo 

muestra que la PCR es una herramienta util para ensamblar iniciadores 

(cligonuclestidos) sobrelapados y reconstruir integramente secuencias de DNA 

sintético que pueda ser obtenido a partir de sintesis in vitro. 

En la figura 2 y 3 se observan ademas de la banda de 1200 pb dos bandas de 

menor peso Estas bandas podrian deberse a una amplificacién de los fragmentos 

obtenidos en la primera PCR. Como se adicionaron los iniciadores XIRPBE 5’ y 3, 

estos pudicron unirse a los fragmentos que no se hibridaron entre si y de esa
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manera amplificar los fragmentos. No se descarta la posibilidad de que estas 

bandas sean producto de un exceso de iniciadores. 

En las reacciones de PCR de las figuras 2 (carril *), 3 (carril *) y 5a (carriles *) 

unicamente se colocaron como DNA molde, los fragmentos obtenidos de la 

primera PCR. En estos geles no se observa ninguna banda de 1200 pb que 

corresponda al canal mutado N129E 0 K157E. Esto se debe a la poca cantidad del 

DNA molde que se agrego de cada fragmento obtenido en la PCR y PCR2 

(Esquema 4; ~10 ng de c/u en 50yl) y al no adicionarse iniciadores a los extremos, 

el DNA de 1200 pares de bases que se logro formar, no se amplific6, Por lo tanto, la 

cantidad maxima de DNA esperada para esta reaccién es de 0.25ng/ul; de esta 

reaccién se cargaron a los geles 5u]. Debido a Ia baja concentracién de DNA, es 

dificil identificar una banda de 1200pb en geles de agarosa al 1%. 

Para probar que la ausencia de banda se debe a Ja poca cantidad de DNA 

molde utilizado en esas reacciones, se realiz6 una prueba de PCR en la cual se 

afiaden en exceso los fragmentos obtenidos de la PCR primaria de cada una de las 

mutantes (~400ng; figura6). Si comparamos las bandas obtenidas en el gel de la 

figura 6 en el cual se cargaron 20 ul de la reaccién de recombinacién (figura 3: 

PCR3 sin iniciadores), con las obtenidas en los geles de las figuras 2 (carril *), 3 

(carril *) y 5a (carriles *), en donde se colocaron 10ng de cada mega oligo con 

imciadores a los extremos (esquema 4: PCR3), observamos que se obtiene mas 

DNA al agregar los iniciadores a los extremos que al aumentar la concentracién de 

los fragmentos adicionados en la PCR combinatoria. Con esta reaccion de PCR 

comprobamos que no es necesaria agregar iniciadores a los extremos en la 

reaccion de PCR combinatoria para poder obtener la secuencia completa del canal, 

pero si son indispensables para obtener mas copias y aumentar el rendimicnto de 

la reaccién de PCR.
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9.2 Clonacion de los canales mutados. 

Después de obtener el canal mutado y ligarlo al vector PBF, al purificarlo se 
puede observar en el gel de la figura 7 que el canal BIR11, el canal silvestre y los 
mutantes, no se observa una sola banda correspondiente al peso esperado sino que 
se presentan varias bandas. Se ha mencionado que el DNA circular presenta 
diferentes grados de enrollamiento y en un gel de DNA por lo menos se observan 
tres bandas (Lewin, 1996). 

Al realizar la digestion enzimética del DNA con enzimas que linearizan al 
canal se observé una sola banda correspondiente al peso esperado del canal con el 
inserto (figura 8b). Por lo anterior, las bandas que no corresponden al peso 
esperado del gel se deben al grado de enrollamiento del DNA circular y noauna 

contaminaci6n. 

Al digerir los canales mutados con enzimnas de restriccion se comprobé que 
los canales mutados se insertaron en la direccion esperada, esto se debe a que las 
enzimas utilizadas para ligar al canal mutado con el vector, forman extremos 
cohesivos especificos; esto incrementa la probabilidad de que el fragmento se ligue 
al vector en la direccién esperada (Lewin, 1996). Al hacer el ensayo de digestién 
enzimatica, los pesos observados corresponden a los pesos esperados (figura 8 a y 
b). Con estas reacciones se comprob6 ademas que no se introdujo alguna mutacion 
en las secuencias consenso de las enzimas de restriccién que pudiera afectar la 
reacci6n. 

Posteriormente, al secuenciar todo el fragmento de DNA correspondiente a 
los canales mutados, se pudo comprobar que no aparecen cambios adicionales en 
la secuencia del DNA que pudieran afectar la secuencia del canal 0 el marco de 
lectura, unicamente se observé el cambio de bases esperado (figuras 9 y 10). Esto se 
debe en parte a que para las reacciones de amplificacién se utiliz6 el kit Expand™ 
(Boehringer Mannheim) que contienc un conjunto de enzimas con mayor fidelidad 
que la Taq polimerasa convencional (Barnes, 1994).



Se ha mencionado que la eficiencia de la técnica de mutagénesis dirigida y 

recombinacién por PCR es mayor del 80%, estos datos concuerdan con los 

obtenidos, ya que para la mutante N129E, las tres muestras secuenciadas contienen 

la mutaci6n, mientras que para la mutante K157E solo 2 muestras contienen la 

mutaci6n (Erlich, 1992; Zhu, 1992, 1997). 

10. DISCUSION ELECTROFISIOLOGIA 

10.1 Expresion funcional de los canales. 

Como se mencioné en los resultados, no se logré registrar la expresién de 

mutante N129E. 

Navaratnam et al. (1995) clonaron un canal de K* rectificador entrante (Kir 

2.1; cCIRK1) poco sensible al Ba** comparado con su homdlogo de ratén mIRK1. Al 

mutar este canal en el residuo 125(Q) por un residuo de aspartato (E), encontraron 

que este residuo es importante para controlar la conductancia del canal y, ademas, 

altera la sensibilidad al Ba2* externo, incrementando ambas propiedades. Este sitio 

es homédlogo al sitio 129 de nuestro canal Kir3.5, donde por el contrario no se 

registr6 corriente alguna. Esto posiblemente se deba a que este residuo tenga un 

efecto contranio al observado en el canal cIRK y tal vez se indujo un cambio de 

conformacién que haya afectado su conductancia o algun evento de sefializacion 

Otra posibilidad es que el canal no haya logrado integrarse a la membrana y por lo 

tanto no expresar corriente alguna. 

Por otra parte, para cl canal silvestre y para la mutante K157E se registraron 

niveles de corrientes suficientes para hacer los ensayos de sensibilidad al Ba®* 

externo (mas de 5p A)



10.2 Rectificacién e inactivacion. 

En la figura 12 se observa que cinética de la corriente tanto del canal silvestre 

como de la mutante son muy similares, al obtener las constantes de inactivacion se 

comprob6 que no existen diferencias significativas entre éstos (p>0.05; figura 13; 

tablas 7 y 8). Por Jo anterior se concluye que la mutacion no afecté la inactivacion 

intrinseca del canal Kir 3.5. De igual manera se observé que el Ba externo 

tampoco afecta la inactivacién (tablas 7 y 8). 

El canal Kir 3.5 y la mutante K157E son buenos rectificadores ya que se 

observa que la corriente saliente a potenciales positivos respecto al Ex en estos 

ensayos es minima tanto al inicio del pulso (Exsomv=0; figura 14) como al final de 

éste (Ex.comv=0; figural5). Ademas se observé que el Ba externo no afecta la 

rectificaci6n ya que en las figuras 14 y 15 se observa que atin en presencia de altas 

Ba?* externo el canal Kir3.5 y la mutante K157E no se observa un aumento en la 

corriente saliente. 

10.3. La Mutacién NI57E Afecta el Bloqueo de la Corriente 

Inducido por Ba?* Externo 

Se ha mostrado que los cationes extracelulares que normalmente no se 

encuentran presentes en el fluido extracelular tales como el Ba®*, bloquean los 

canales rectificadores entrantes de una manera dependiente de voltaje y de tiempo. 

Zhou et al. (1996) hicieron mutaciones en el canal Kirl.2 en la region del poro, para 

identificar los sitios involucrados en Ja sensibilidad al Ba2* externo. Encontraron 

que al cambiar la V121_ por un residuo de T, la sensibilidad al bloqueo por Ba?* 

aumento y depende de voltaje en el canal Kir 1.2. Este residuo es importante en la 

sensibilidad al Ba externo. Cabe mencionar que este residuo T se encuentra 

presente en el canal Kir 3.5 en una posicion homdloga. Para el canal Kir2.1 se han 

realizado varios estudios donde se muestra que Ja sensibilidad de este canal al Ba?*



externo es voltaje dependiente ya que mientras mds negativo sea el voltaje 

aplicado, el bloqueo es mayor (Kubo, et al., 1993; Owen et al. 1999). 

Semejantes observaciones se han encontrado para el canal Kirl.1 (ROMK1), 

donde muestran que el bloqueo por Ba?* externo depende de voltaje, aunque su 

sensibilidad es menor (Léffler y Hunter, 1997) 

Zang et al. (1995) investigaron el bloqueo por Ba?* externo en el canal de 

potasio muscarinico (Kir 3.1/3.4) en células de auricula de cobayos, encontraron 

que el bloqueo por este ién era voltaje dependiente y que la Kd a -80mV resulto 

ser de 15uM. Esta Kd es menor a la reportada por Krapivinsky et al. (1994; Kd.so= 

500uM). Owen et al. (1999) a su vez, mostré que el Ba? externo bloquea los 

canales Kir2.1 y Kir3.1/3.4 con gran afinidad, encontrando que los valores de Kd 

varian en el rango de 104M a 20 uM y el bloqueo depende del voltaje. Si se 

compara la curva dosis respuesta obtenida por Owen et al (1999; figura 20) para el 

canal Kir2.1, con las curvas de las figuras 17 y 19, claramente se puede observar 

que el bloqueo por Ba?* externo para el canal Kir3.5 y para la mutante K157E, no 

depende del voltaje como sucede con los otros canales pertenecientes a esta gran 

subfamilia Kir. Esto sugiere que el canal Kir3.5 y las mutantes, a diferencia de 

aquellos en los que el bloqueo por Ba? externo depende del voltaje, sugiere que 
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los iones bloquean en un sitio externo sin ingresar al poro del canal, permanecen 

en el vestibulo de este. 

En los estudios realizados sobre el bloqueo del Ba2* externo en canales Kir, 

los registros se analizan al final del pulso, esto se debe a que se ha observado que 

en la corriente endogena de los ovocitos de la rana Xenopus laevis al inicio del 

pulso es independiente del voltaje mientras que el bloqueo a los 80 ms de iniciado 

el pulso el bloqueo por Ba2* externo resulto dependiente de voltaje (Gamboa et al., 

1997). Nuestros resultados muestran que tanto al inicio (8ms) cémo al final del 

pulso(99ms), el bloqueo por Ba?* externo no depende del voltaje (figuras 17 y 19) 

Desafortunadamente no se logré registrar funcionalidad alguna de la 

mutante N129E, pero los resultados obtenidos con la mutante K157E, demuestran 

que al cambiar el residuo de lisina (K; positivo) por un residuo de aspartato (E; 

negativo) en la posicién 157 aledafia al poro, la sensibilidad al Ba®* externo se 

incrementé significativamente tanto al inicio del pulso (p<0.01; figura 16b), como 

al final de éste (p<0.01; figura 18b) respecto al canal silvestre (tabla 5; figuras 16a y 

18a). 

La Kd observada a los 8 ms estadisticamente result6 ser menor que la 

observada a los 99 ms de iniciado cl pulso (p<0 01; tabla 9). Esto puede deberse a 

una mayor influencia de la corriente endogena de los ovocitos; ya que como la 

corriente del canal Kir3.5 se inactiva con el tiempo, la fraccién de la corriente 

enddégena del ovocito que es menos sensible al Ba2* externo , esto puede deberse 

No se encontraron diferencias significativas entre la Kd al inicio del pulso (8ms) y 

al final de este (99 ms tabla 9; p< 0.01).
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Es bien sabido que los residuos de amino acidos cargados negativamente 

pueden formar sitios de union a cationes, por el contrario, residuos de aminodcidos 

cargados positivamente, repelen a los cationes. Para la mutante K157E, el cambio 

de un aminodcido cargado positivamente que repele la union al Ba?*, por un 

aminoacido negativo que atrae al Ba externo, es la causa principal por la cual la 

mutante K157E result ser significativamente mas sensible al Ba?* externo respecto 

al canal silvestre. 

En un ensayo de sensibilidad al Ba? externo con la mutante K157E, 

utilizando 20mM de K* en la solucién externa se encontré una Kd similar a la 

observada con 118mM de K*(n=1; datos no mostrados). Es necesario realizar mas 

ensayos del bloqueo de la corriente inducida por Ba?* externo variando la 

concentracién de K* en la solucion externa ya que se ha mencionado que al variar 

las concentraciones de K* externo, se modifica el bloqueo por Ba?* externo (Owen 

et al. 1999). Nuestros datos no son lo suficientes para concluir si verdaderamente el 

Kr externo afecta el bloqueo por Ba?* externo. 

Por ultimo, es conveniente hacer unas pruebas de identificacién proteica 

como el “western blot” para identificar si la mutante N129E, se queda en la parte 

soluble (citosol) tormando cuerpos de inclusion o llega a nivel de la membrana 

plasmatica y no es funcional.
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11. CONCLUSIONES 

La técnica de mutagénesis dirigida y recombinacién por PCR, es una 

herramienta muy ttil y eficiente para introducir mutaciones especificas. 

Son suficientes 19 bases compartidas para que se Ileve a cabo la recombinacion 

del DNA en la reaccién de PCR combinatoria. 

Los iniciadores en a reaccién de PCR combinatoria, son necesarios para 

aumentar el rendimiento de esta reaccién de PCR. 

La mutante K157E es més sensible al bloqueo por Ba?* externo. 

El bloqueo de la corriente inducido por Ba?* externo tanto para la mutante 

KI57E como para el canal silvestre, no dependen del voltaje. 

La mutacién K157E no afecté la rectificacion ni la inactivacién intrinseca del 

canal Kir 3.5. 

Ei Bloque de la corriente inducida por Ba? externo no afecta Ia inactivacion del 

canal Kir3.5 ni de la mutante K157E.
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«  Disefio de los iniciadores. 

Se disefiaron 2 oligos (cebadores 0 iniciadores) que acotan la region codificante del 

canal kir3.5 tomando como base la secuencia reportada por Hedin et al. (1996). 

Estos iniciadores tienen introducido un sitio para una enzima de restriccién 

(Disefiados por Biol. Carolina Salvador y Dra Laura Escobar). 

Iniciador 5’ (XIRPBFup) 

Sal 1 | Regién irucial que codifica al canal 

Scat cgt ega cat ggc aag gga ttaag getctctatg 23" .... 

Iniciador 3’ (XIRPBFlow) 

PST 1 | Region final que codifica al canal 

5’ ga tie tgc agt cag tct ggc tgt gtt ctt cig ttt aag >3" 

Iniciadores mutantes N129E y K157E (Up y low). 19 bases de longitud. 

Mutante N129E. Mutacion localizada en el Asa 1. 

  

DNA silvestre 

AAT=N 

SGTGTAGAAAATCTTAATGG} GAA«E 

SCACATCTITTAGAATTACCS 

Iniciador 5’ (N129Eup) Iniciador 3’ (N129Elow) | 
  

SGTG TAG AAG AACTTA ATGG_ |5CCA TTA AGT TCT TCT ACA CY     

Mutante K157E. localizada en el Asa 2 

DNA silvestre AAA =K 
5 TTATCACAGAGAAATGCCC? GAA=E 

*SAATAGTGTCTCTITACGGG 

  

Iniciador 5’ (K157Eup) Iniciador 3’ (K157Elow) 
STTA TCA CAG AGG AATGCC CO GGG CAT TCC TCT GTG ATA A} 
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Los mareadores de peso molecular (DNA) utilizados como referencia fueron los 
siguientes: 

4. Marcador de Alto peso Molecular Marcador de Bajo peso Molecular 

Sed — 23130 

— 9816 
— 867 

a 4361 

2322 
oo 2007    

Preparado a través de digerir 2 DNA Preparado a través de digerir 6X174 

con Hind Il (LIFE RF DNA con Hae III (LIFE 

Technologies) Technologies) 

Los pesos moleculares correspondientes para cada banda estan dados en pares de bases (pb)
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ANEXO II 

  

«  Peparacién de células competentes 

1 Incubar 5mIl de medio LB (anexo medios) con una colonia bacteriana DHSa, o con 10ml 
del stock de glicerol_Incubar toda la noche a 37°C con agitacion constante. 

2 Incubar 20mi de medio LB con 0.2 ml del cultivo bacteriano def paso 1, a 37 °C.con 

agitacién constante. 
Checar el crecimiento hasta que alcance una OD de 0.3 a 0.5. (aprox 3h) 
Centrifugar a 4000rpm por 5 min a 4°C en un tubo estéril, 
Decantar el sobrenadante y resuspender el botén en imi de solucion A fria. 
Llevar tas células a un volumen final de 10ml con Ia solucin A y centrifugar como en el 
paso 4. Decantar el sobrenadante 

6 Resuspender el botén en 1m! de solucién B fria Llevar aun volumen final de 10mi con la 
solucié B. 
Incubar en hielo por 30 min. Centrifugar las células como n el paso 4 
Decantar el sobrenadante Secar el tubo lo mas posible 
Muy suavemente resuspender las bacterias en 2ml de solucién B. 

0. Hacer alicuotas de 200 yl y agregar 10% de glicerol estéril Mezclar por inversién 
Congelar estos stocks en hielo seco y almacenar a -70°C 

a
w
 

2 
ow

mN
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*  Tansformacién. 

Mezclar 200 ul de células competentes con 0.05-0 5 plg de DNA del plasmido 

Incubar sobre hielo 30 min 

Dar un shock térmico a 42 °C por 2 min. 

Enfnar las células por unos segundos sobre hielo 

Agregar 1 mide LB sin antibiotico Resuspender por inversion 

Incubar a 37 °C por 1 hora 

Centrifugar a 2500 rpm a 4 °C por 5 min. 

Decantar el sobrenadante 

Agregar 200 pl de LB y resuspender por inversion 

10 Agregar 200 pl de células a una caja de cultivo LB con ampicilina 

11. Incubar a 37 °C toda la noche. 

12 Checar colonias



ANEXO I! 

= Método de Lisis Alcalina 

1- Incubar a 37 °C toda la noche: 
4mi de medio LB con antibidtico y 100 pi de las bacterias transformadas 

2-Centrifugar a 5000 rpm 3.5 ml. 

El restante se guarda con 50 ul de glicerol esteril . 
3- Resuspender el botén en 100ut de la Sol. | 

Transferir a un ependorf y dejar § min. a T ambiente. 
4- Agregar 200 pl de sol II fresea, dejar 5 min. en hielo 
5- Agregar 150 2:1 dela solucién {If y dejar 10 min. en hielo. 
6- Centrifugar a 14000 rpm a 4 °C por 10 min 

‘Transferir sobrenadante a un tubo nuevo. 
7- Agregar 1/10 volumenes de tris-He! 1M pH8 

8- Agregar 1 volumen de fenol-cloroformo, 
9- Vortex 15 seg. 
10- Centrifugar a 14000 rpm 4 °C por 2 min. 

Recuperar la fase de arriba. 
11- Repetir paso 8. 
12- Dejar minimo 15 min. a -80 er Podemos dejar la noche entera, 
13- Centrifugar a 14000 rpm a 4 °C por 10 min. 

Decantar 

14 - Lavar 1X con Etanol (500 pt al 70 -80%). 
Centrifugar a 14000 rpm a4 °C por 3 min. 

15- Secar lo mas posible. 

16- Resuspender en 40 ul de HO 0 TE. 

Nota: hay que mezclar por inversién los pasos 3,4 

  

  

  

SOLUCIONES 

SOL.1 

Glucosa 50 mM 
Tris-Hct_ pH 80 25mM 

EDTA pH 8.0 10 mM       
  

Preparar en 400 ml y esterilizar 15 min en autoclave. 
Guardar a 4 °C, 

  

  

    
            

  

SOL. H 

Conc, final Stock 2m 
NaOH 0.2N 10N 40 ul 
SDS 1% 10% 200 ul 

H20 1.760 ml 
Se prepara al momento y generaimente preparamos 2 ml 

SOL. III 

Acetato de potasio (5M) —_—+(| 60 mi . 
       acético glacial 415ml 

H-O 28 5 ml 
El resultado final es 3M de K° y 5M de acetato 
Esta solucién se guarda en hielo, 
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ANEXO Ili 

«Medio ND 96 

aw 

  

  

  

  

  

  

  

    

Stock {] Final mM 1000 ml 500 m! 

KCL 1M 2 2m Imi 

Hepes 1M 5 5ml 2.5 ml 

Piruvato 1.25 M 25 2ml iml 

NaCl 1M 96 96 ml 48 ml 

MgCl 1M 1 lml 0.5m 

*CaCh 1M 18 1.8 ml 0.9 mi 

™Gentamicina 100 mg 50 mg         
  

* Sélo para preparar ND96 con calcio. 

* Sélo para preparar ND96 con calcio y gentamicina. 

Se ajustael pH a 7.5 y se esteriliza por filtracién. 

«  Soluciones para preparar células competentes 

  

  

  

  

  

  

  

  

Soluci6n A {mM] 

MOPS pH7.0 10 
Cloruro de Rubidio 10 

Soluci6n B [mM] 

MOPS pH 65 100 

CaCh 50 

RoC 16         

Nota: Estas soluciones se preparan un dia antes y se filtran para usarlas. 

+ Solucién de registro alto potasio. 

KCl 

CaCl 1.8 

MgCl 1 

Hepes, 3 

PH 7.3 

  

Para hacer los registros de sensibilidad al Ba2* externo se tomo Ja solucién de alto 

potasio y se agregaron las siguientes concentraciones de BaCls ma: cero; 0.0005; 0.001; 

0.01; 0 02; 0.05; 0.075; 0.1; 0.15; 0 2; 0.25; 03; 0.5; 1; 3; 5; 10 y 20. 

 



ANEXO Iil 

Medio LB 1X liquide / bacterias. 

  

  

  

  

  

      

Bactotriptona 10 g. 5g 

Extracto de levadura 5g 258 

NaCl, 10g 58 
Aforar con H:O a: 1000 mi. 500 ml 

*“Ampicihna Im! O5mL 
(stock100mg/ml)     

Ajusiar el pH a 7.0 con NaOH y esterilizar en autoclave 
Guardar a temperatura ambiente. 

Medio LB 1X sélido / bacterias. 

1. A 1000 ml de LB 1X liquido agregar 15 ¢ de agar. 
2. Colocar en cajas y guardar 4 °C. 

“Ampicilina (stock 100mg/ml) agregar 1mi 

** El antibi6tico es opcional y se agrega cuando el medio esta tibio. 

Gel Agarosa 1% para DNA 

  

  

  

  

Agarosa | 03¢ 
TBE 1X [30m 
Bromuro de etidio | 14 ul     

Se funde la agarosa en el buffer TBE 1X, se agrega el 
bromuro de etidio. 

Solidificado se coloca en cdmara de electroforesis y se 
cargan las muestras de DNA con el colorante 
Se corre el gel a 70 mV 

  

  

  

  

          

Buffer TBE 

StocK TOX 5X [] final 1X 
(sol_de trabajo) 

Tris base 108 ¢ 54g 89 mM 
Acido borico 55 ¢ 27.5% 89 mM 
EDTA 05M pH80 40 ml 20 ml 2mM 

Aforar a: 1000 ml. 1000 ml     

Colorante para corrimiento en gel (DNA). 

  

  

  

  

Azul de bromofenol 0.25% ] 

Xileno cianol FF 0.25% | 
Glicero! en agua 30% |     

Guardar a4 °C. 
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«Agua DEPC 0.1% 

ANEXO II 73 

Agreagar | ml de reactivo DEPC (dietilpirocarbonato) a 1 litro de agua desionizada y destilada L 

2. Incubar toda Ia noche a 37 °C, con agitacion 

3. Estenlizar 30 min. en autoclave. 

4 Hacer alicuotas y guardar a 4°C 0 a- 20°C 

NOTA: Todas las muestras de DNA y RNA se disuelven en esta agua, asi como su manejo 
"Gel Agarosa RNA 

1 Disolver 0.3g de agarosa en 30 ml de H,O. 

2. Afiadir 3 mi de MOPS 10X. 

3. Afiadir 1.5 ml de formaldehido. 

4, Vaciar en la caja. 

Nota: El formaldehido se tiene que afiadir cuando el gel este a ~50 °C 

© Procesamiento y cargado de las muestras de RNA 

" MOPS 10X Buffer de corrimiento. 

  

  

  

        

1000 ml (I final 
MOPS (libre de dcido} 41.86 & 0.4M 

cetato de sodio 6.8 O1M 

EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mi 0.01M     

Llevar a pH 8.0 con 6.8 mi de NaOH 10N. Filtrat y 
guardar a 4 °C tapado con aluminio. 

* Buffer de Ligacién 

  

  

  

  

      

[" Stock 10X ([fmal 1X 
Tris HCI pit76 1M 500 yl 50 mM 
MgCh 1M 100 jl 10mM 
DIT 100 mM 100 ul imM | 
1:0 300 yl TmM AIP         

Hacer alicuotas de 100 yl y guardar a -20 °C, 

ELATP se agroga aparte, en fa reaceién de ligaciin.
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