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RESUMEN

En el asa ascendente de Henle existen dos tipos de transporie de Na' sensible a
bumetanida (CSB): de Na*:Cl' y de Na*:K":2CI. Ambos transportadores participan en la
reabsorcion del 20% de NaCl proveniente del fitrado glomerular y en el mantenimiento
de la hipertonicidad de la médula renal. La funcion de estas proteinas se regula por la

hormona antidiuretica (ADH) y por cambios de tonicidad en el medio.

En el rifién de ratén hemos identificado seis isoformas del cotransportador de
Na*:K*:2CI' generadas por la combinacién de dos mecanismos de empalme alternativo
de exones diferentes: Uno es a partir de un cassette de tres exones (AB y F} que
codifica para 32 aminoacidos de la segunda region transmembrana y otro es por un
sitio de empalme alternativo, localizado en el exon 16, que genera dos proteinas con
extremos carboxi-terminales diferentes, uno largo de 457 aa y otro corto de 132 aa que
denominados CSBm1-9 y CSBm1-4 respectivamente. Los ultimos 55 aminoacidos de
CSBm-4 son diferentes a CSBm-9. Ambas proteinas poseen diferentes sitios

potenciales para la PKA y la PKC en la region carboxi y amino-terminal.

Los estudios de expresion funcional de los transportadores en ovocitos de Xenopus
laevis, inyectados con RNA complementario de las diferentes clonas y valorados con
fa captacion de ?Na* o ®Rb*, mostraron los siguientes datos: Las tres isoformas
CSBm-9 inducen captacién de Na® sensible a bumetanida y dependiente de la
concentracion extracelular de K* y CI (2705+£1701 CSBm-8F, 337 + 336 Bum, 192+180
sin K* y 1831145 pmoles/ovocito/hr sin CI) mientras que C4 no muestra expresion. La
captacién de ZNa* en los ovocitos inyectados con C9 y tratados con AMPc+BMX no
se afecto. La coinyeccion de C9 y C4 indujo una disminucion en la captacion de 2Ng*
(2.1+0.9 vs 1.0+0.6 nmoles/ovocito/hr p<0.01) que se recuperd parcialmente con la
administracion de AMPc (1.4 + 0.9 vs 1.0+0.6). La captacion de Na’ en los ovocitos
coinyectados con C9 y C4 fue dependiente de K* y CI, y sensible a bumetanida. La
coexpresion de C9 con cRNAs no relacicnados a los transportadores electroneutros no

disminuyé la captacién de ZNa’ (C9 : 2.1£0.9 vs C9+canal de K" Shaker 1.9+0.6 6 vs



CY+renina 1.75+1.5 nmolesfovocito/hr {p= Ns]), lo que demostrd que el efecto negativo
de C4 en los ovocitos coinyectados con C9 y C4 no se debe a una competencia por
ribosomas. El efecto inhibidor de C4 fue dependiente de dosis e independiente del
cassette de exones que codifica para la segunda region transmembarna. El estudio de
inmunoflorescencia con anticuerpos especificos para C4 en ovocitos Xenopus
inyectados con RNAc de C4 mostré que la proteina se localiza en el citoplasma en
vesiculas de transposte. Con estos estudios determinamos que fas isoformas CSBm-9
{A, B y F) codifican para el cotransportador Na*:K":2CF en condiciones de 150
mOsmolar. Sin embargo, en estas condiciones la isoforma truncada o CSBm-4 no
presenta funcion, pero ejerce un efecto negativo en el transporte de sodio generado por

la isoforma C9 que se regula por la presencia de AMPc en el medio.

La captacion de ?Na* de los ovocitos inyectados con RNAc de las clonas tipo C4 e
incubados en condiciones isoténicas (200 mOsm/kg) no aumenté en comparacion con
los grupos controles. En cambio, la captacién de ZNa* de los ovocitos expuestos a
condiciones hipoténicas (70 a 100 mOsmvkg) incremento significativamente (3650 +
592 pmolfovocito/h) con respecto a los grupos inyectados con HO (52 = 10
pmolfovocito/h). Este aumento en ta captacion fue dependiente de !a presencia de cr
en el medio (1297 = 289 pmoaliovocito/h) e independiente a K” y sensible a furosemida
{998+ 293 pmolfovocitorh). Este mismo fenomeno se observd en las tres isoformas tipo
4. La independencia de K* de la captacién de 2’Na” de la isoforma C4 se confirmo con
la ausencia de captacion de ®°Rb* en los ovocitos inyectados con RNAc de C4
(1111£107 C4 vs 888+199 pmoliovocito/h H,0). Los estudios de inmunoflorescencia
realizados en ovocitos inyectados con RNAc de C4, con anticuerpos especificos para
esta clona e incubados en una solucion hipotonica de 80mQOsmolar, mostraron que la
isoformélCSBm-4 llega a la membrana, mientras que en condiciones isotonicas la
proteina permanece en el citoplasma en vesiculas de transporte. Con los datos
anteriores concluimos que las tres isoformas del CSBm-4 (A, B y F) codifican para el
cotransportader de Na':Cl sensible a furosemida que se activa por el aumento del
volumen celular y/o posiblemente por la dilucion de algin componente intracelular ({CI

] durante la_hipotonicidad .



ABSTRACT

Two apical bumetanide sensitive Na* cotransporters (BSC1) (Na":Cl' and Na*:K*:2CI)
exist on the thick ascending limb of Henle (TAL). Both transports participate in the 20%
reabsorption of NaCl of the glomerular filtrate and they play a key role in the production
and maintenance of renal medullar hypertonicity. These proteins are regulated for the

vasopressine and changes in the cell volume.

We are identifying in the mouse's kidney six isoforms of BSC1 by the combination of two
alternative splicing mechanisms. One is due to the presence of three mutually exclusive
cassette exons (A, B and F) which code for 32 amino acid residues corresponding to the
putative second transmembrane domain. The second splicing of the BCS1 is the
utilization of a poly-adenylation site in the intron between coding exons 16 and 17, which
predicts a protein with a significantly shorter C-terminal domain. This splicing produces
two proteins that are identical at the N-terminus and the transmembrane domains, but
which differ in the length and sequence of the C-terminal domain. The longer isoform
exhibit a C-terminus of 457 amino acid (C9). In contrast, the shorter, truncated isoforms
exhibit a C-terminus of 132 residues (C4), from which the last 56 are not present in the
longer isoforms. Both proteins contain different putative protein kinase A (PKA) and
protein kinase C (PKC) phosphorylation sites.

We determined the functional characteristics of mBSC1 with the functional expression
technical in Xenopus faevis oocytes whit the transport of % Rb* and #Na’. The three
CSBm1-9 isoforms (A, B and F) induce uptake ®Na’ and %*Rb" dependent of CI', K*
and Na*, however C4 isoforms are not funtional in this assay system. The uptake 2Ng*
of oocytes injected with C9 RNAc not affected by AMPc-IBMX. The C9 and C4 cRNA
co-injected in cocytes of Xenopus decreased the Na* uptake in contrast with C9
alone (2.1+0.9 vs 1.0£0.6 nmolesfovocito/h p<0.01). The reduction in ZNa* uptake in
G9/C4 co-injected was partially reversed by the addition of cAMP-IBMX (1.4 + 0.8
C9/C4 cAMP-IBMX vs 1.0£0.6 C9/C4). It is unlikely that the negative effect of C4 in
C4/C9 co-injected oocytes is due to simple competition for ribosome, since unrelated
cRNA did not decrease *Na* uptake when co-expressed with C9 (C9: 2.1+0.9 vs CO+



Shaker K* channel 1.9+0.6 6 vs C8+renin 1.75+1.5 nmoles/oocytes/h [p= Ns]). The
inhibitory effect of C4 was dose-dependent, and occurred irrespective of which cassette
exon included in the co-injected contructs. The #Na’ uptake in C9/C4 coinjected
oocytes was K* and CI dependent and bumetanide sensitive. Immunoflucrescence in C-
4 and C9 injected oocytes we observed that C4 was localized in the membrane vesicles
on cytoplasm, in contrast with C9 that it localized in the cell membrane. We propose that
C-9 iscforms (A, B and F) encode for bumetanidemide-sensitive Na":K":2Cr
cotransporter, The C4 isoforms have a dominant negative influence on transport when

co-expressed with C9 isoforms, a function that is reversed by cAMP.

mBSC1-4 injected oocytes incubated in normal osmotarity ( 200m Osm) they do not
express significant Na* uptake over H2O-injected contrals. Howerver, when mBSC1-4
oocytes are exposed to hypotonicity for one hour, a significant increase in 2Na* uptake
is observed, whish is CI' dependent and furosemide-sensitive (mean * SEM in
pmol/cocyte/hour): 52 + 10 (H20-control), 3650 + 592 (mBCS1-4); 1297 +289 (without
Cl-); and 998+ 293 (+furosemide [100uM ]) . The lower extracellular osmolarity {from
150 to 70 mOsm/Kg), the higher the mBCS1-4 expresion (r= 0.95, p <0.01). mBSC1-4 in
hypotonic medium does no transport **Rb* (11112107 C4 vs 888199 pmol/oocyteh
H,0). In addition, increased #*Na* uptake is not K* dependent, but is completely blocked
by the addition of CAMP+IBMX to the uptake medium. All three mBSC1-4 isoform (A, B
and F) exhibit the same characterisfics. Immunofiuorescence with C4 specific antibody
in C-4 injected oocytes and they incubated in 80 mOsm medium, we observed that the
protein BSC-4 was localized in the cell membrane in contrast whit the oocytes incubated
in 200 mOsm medium that C4 was localized in the membrane vesicles on cytoplasm.
Thus we conclude that m BSC1-4 encode a hypotonically activated, cAMP and
furosemide-sensitive Na:Cl cotransporter.



INTRODUCCION

El rifidn tiene como papel central conservar la homeostasis del organisme al
regular la composicion y volumen de los liquidos corporales, por medio de la
eliminacién y retencion de cantidades especificas de agua y de solutos '. Estos
procesos se llevan a cabo en la nefrona, que es la unidad funcicnal del rinén, por
medio de los mecanismos de ultrafiltracion glomerular y reabsorcion tubular. La
filtracion glomerular es un proceso pasivo generado principatmente por la presion
de perfusién renal y la integridad anatomica dei glomérulo; en cambio la
reabsorcion tubular es un proceso activo, que depende de los mecanismos de
transporte de agua y solutos a través del epitelio 2.

La presencia de una gran variedad de transportadores a lo largo de los tabulos
renales permite que diariamente el epitelio tubular reabsorba 180 litros de agua y
1.3 Kg de cloruro de sodio, asi como otras moléculas y unicamente excrete de 1-2
litros diarios de orina con pequefias cantidades de NaCl (50-130 meq). De esta
manera, se evita fa perdida de nutrimentos importantes para el organismo como

glucosa, aminoacidos y proteinas 22,

El funcionamiento vy

regulacion de los
Tabulo_p diferentes transportes
proximal ' que existen en ei tubulo
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La reabsorcién de sodio,

Figura 1. Partes de la nefrona a lo largo de la nefrona,

depende de la operacion



simultanea de la bomba de Na'/K’* en la membrana basolateral y de diversas

proteinas acarreadoras de sodio de la membrana apical % 1la localizacion

exclusiva de la bomba de Na’/K' en la membrana basolateral, genera la formacion

de un gradiente electroquimico, por la reduccién de la concentracion de Na’ e

incremento de la concentracién de K* dentro de la célula, lo gue favorece la

Tabla 1. Transporte de NaCl a lo largo de la nefrona
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al tibulo renal en varias porciones, que presentan propiedades morfoldgicas,
bioquimicas y funcionales diferentes. Actualmente se conocen 12 tipos de células
a lo largo de la nefrona; sin embargo, para términos practicos los tbulos renales
se subdividen en cuatro partes: 1) tdbulo proximai; 2) asa de Henle, que a su vez
se subdivide en tres secciones a) asa descendente delgada, b) asa ascendente
delgada, c) asa ascendente gruesa; 3) tubulo distal y 4) tubulo colector (figura 1).
7

Una de las funciones mas importantes de la nefrona es la reabsorcion de NaCly
agua. El tGbulo proximal reabsorbe 60% de sodio y agua, en la primera seccion de
esta zona se recuperan el 100% de aminodcidos y glucosa del filtrado glomerular,
debido a la funcion de cotransportadores de compuestos organicos acoplados con
el sodio, tales como: el transportador de Na*/glucosa, Na'falanina, Na*ftaurina,
Na*/cisteina. Los transportadores de Na'/sulfatos, Na'/fosfatos, Na'/H" también se
localizan en esta zona. La gran cantidad de transportes de Na® con solutos
orgénicos, presentes en la primera seccidon del tibulo, genera que el voltaje
transepitelial sea positivo, lo que trae como consecuencia una reabsorcion
preferencial por el bicarbonato de sodio en las primeras regiones del! tibulo
proximal, lo que aumenta la concentracion luminal de CI' y caida de HCO3'. Con
estas caracteristicas en la segunda parte del tdbulo se presentan dos tipos de
transporte de NaCl, una pasiva que es la reabsorcion de NaCl por la via
paracelular y otra activa en donde se involucran los intercambiadores de Na'/Hy
CI/HCO5. '

Por otra parte en el asa de Henle se reabsorbe 25% del NaCl del filtrado
glomerular, principalmente por medio del cotransportador electroneutro de
Na*:K*:2CI sensible a diuréticos de asa °. En diversos estudios se demostré que et
asa delgada ascendente de Henle es permeable al NaCl, pero los mecanismos
que llevan a cabo dicho transporte no se conocen. Por la gran cantidad de la
bomba de Na'/K* presentes en esta zona se propone que sea un transporte activo
secundario. Sin embargo, existen reportes que no detectan cambios en el voltaje
transepitelial y consideran que la absorcion de NaCl en el asa ascendente

delgada de Henle es de forma pasiva %2



4

La absorcion de agua en el asa de Henle sdlo ocurre en el asa ascendente
delgada. Esta regién reabsorbe 20% de agua proveniente dei filtrado glomerular,
La alta permeabilidad al agua existente en esta zona es facilitada por la presencia
de canales de agua denominados acuaporinas tipo 1 (AQP-1) 2.

A diferencia del asa descendente delgada, el asa ascendente gruesa asi como el
tubulo distal son impermeables al agua; por tal motivo al asa gruesa de Henle se
le considera como la zona de dilucion de la orina y es la responsable de mantener
la hipertonicidad de la meédula renal, por su participacion en el mecanismo
contracorriente (ver adelante),

En el tibulo distal y colector se reabsorbe un porcentaje menor de sodio que en et
asa de Henle, 5% y 3 % respectivamente. En el tubulo distal se localiza el
cotransportador electroneutro de Na™:Cl” sensible a diuréticos tipo tiazida (CST) y
en el thbulo colector los canales de Na® sensibles a amilorida (ENAC). Ambos
transportes modulan la reabsorcion de Na* en estas zonas ™.

Con respecto a la absorcién de agua, el tibulo colector es responsable de
reabsorber del 8%-17% de H,O. La alta permeabilidad del agua en esta zona es
por la presencia de la acuoporina 2 (AQP-2) '*'® Este canal se presenta en la
membrana apical y en pequefias vesicuias intracelulares de las células de los
tabulos colectores '°. EI movimiento de estas vesiculas a la membrana apical se
regula por la vasopresina ’. En presencia de la hormona, las vesiculas se mueven
hacia la membrana plasmatica, lo que resulta en un aumento del nimero de AQP-
2 en la membrana apical de las células epiteliales de ios tibulos colectores,
induciendo el incremento de la permeabilidad al agua. Por tal motivo los tabulos
colectores son considerados como ia zona de concentracion urinaria (tabla 1)'>'%
21

La modulacién de la absorcién y excrecién de NaCl en la orina, al igual que otros
procesos fisioldgicos, se lleva acabo por diversas hormonas comeg las
prostanglandinas, hormona paratiroidea, glucagon, calcitonina, arginina-
vasopresina, aldosterona y adrenalina %2, En el presente trabajo tenemos un

particular interés en la regulacion de la absorcion de NaCl por la vasopresina, por
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lo que a continuacion se explicaran de forma general los mecanismos de accian y

regulacién de esta hormona.

La hormona antidiurética {ADH) o vasopresina.

La vasopresina u hormona antidiurética (ADH) es un péptido de 9 aminoacidos.
Los seis primeros forman la estructura de un anillo por los puentes disulfuros que
se realizan con las cisteinas y los otros tres forman una cadena lateral (figura 2).
En esta cadena se encuentra una arginina, por lo que en ocasiones a la hormona
se le nombra arginina-vasopresina 3224,

NH, -Cis-Tir-Fen-Gln-Asn-Cis-Pro-Arg-Gli- COoH @  blosintesis - de  la

L J vasopresina se lleva acabo
8 —— 8§ en células neuroenddcrinas
Figura 2. Estructura primaria de la vasopresina. localizadas en los nicleos
paraventricular y supradptico del hipotdlamo. Ambos nicleos tienen
prolongaciones axonales hasta la hipéfisis. Una vez que la hormona es producida
se transporta dentro de vesiculas membranales por los axones de las neuronas
hasta la hipdfisis posterior, en donde se almacena hasta que se libera la hormona
al sistema circulatorio bajo ciertos estimulos 232324,

La vasopresina se sintetiza a partir de un precursor hormonal o prohormona que
consta de tres unidades peptidicas. Los 9 amincacidos de la vasopresina se
encuentran en la regién amino terminal; seguidos de una secuencia hidrofébica
nombrada neurofisina, que es la proteina de transporte, y de un glucopéptido
denominado copeptina (figura 3), La neurofisina y la copeptina se separan de la
vasopresina por la accion de las proteasas cuando llegan al aparato de Golgi. La
finalidad de la prohormona es transportar al péptido del citoplasma al reticulo
endoplasmico en donde se dobla el péptido y se dimeriza. Estos procesos son
criticos para que la vasopresina sea transportada y empaquetada en el aparato de
Golgi en granulos neurosecretores %,

En el momentc que la vasopresina se libera de las células neurosecretoras a los

capilares sanguineos de la hipdfisis, la hormona viaja por el torrente sanguineo



hasta llegar a sus érganos blanco, entre ellos el rifian, en donde ejerce fa accion

de incrementar la reabsorcion de agua y NaCl 232324,

Vasopresina Copeplina

vi, —EENEN W] coon

Peptido
sefial

Neurofisina

Figura 3. Estructura de la prohormona de la vasopresina

Una representacion grafica de la anatomia def hipotalamo y |la neurohipéfisis se
observa en la figura 4, en la cual se esquematizan los dos principales factores
fisiologicos reguladores de la secrecion de la ADH de la hipdfisis posterior: los
cambios en la osmolaridad de los liquidos corporales y la presion arterial. Existen
otras hormonas que pueden alterar la secrecién de la ADH, como son el péptido
hatriuretrico atrial y la angiotensina 1. Algunos farmacos también madifican la
secrecion de la ADH como es el caso de la nicotina que favorece la secrecidn de
la hormona o del etanol que la inhibe 23

Los pequefios aumentos en la osmolaridad de los liquidos corporales (<1%) son
censados por osmoreceptores, los cuales mandan una sefial a la hipofisis
posterior para liberar a la ADH. La existencia de osmoreceptores fue propuesta
por primera vez en los trabajos de Verney en 1947 2* a partir de una serie de
experimentos que inducian la liberacion de la vasopresina. Los experimentos
consistian en inyectar soluciones hiperténicas de NaC), de glucosa, de sacarosa o
de sulfato de sodio durante 10 segundos en la arteria carétida de perros. La
inyeccidon producia en los perros una rapida disminucion del flujo urinario
(antidivresis). Un efecto similar se observd al inyectar homogenados de la
puititaria posterior. La localizacién de los osmoreceptores la llevé a cabo ef mismo
grupo por medio de la ligacion de la cardtida derecha junto con la inyeccién de
soluciones hipertonicas. En este estudio observaron que no se producia

antidiuresis, por Io que sospecharon que los osmoreceptores se localizaban a lo



largo de la circulacion de la arteria cardtida, Poco después demostraron con
experimenlos de lesiones intracraneales vy ligacion arterial, que os
osmoreceptores se localizan en el hipotdlamo anterior 2425,

Por otra parte, con estudios de radicinmunoensayos para medir vasopresina,
Roberson y colaboradores # demostraron que en pacientes con diferentes grados
de hidratacién existe una relacion importante entre la concentracion de ADH
plasmatica y la osmolaridad tanto de ia orina como del plasma, con excepcién de
aquellos pacientes que sufrian diabetes insipida. En estos estudios cbservaron
que pequenos cambios en la osmolaridad del plasma inducen incremento o
decremento de la ADH plasmatica y de la osmolaridad urinaria. Por ejemplo, un
individuo normal presenta una osmolaridad en plasma de 287 mOsmol/Kg Hs0,
los niveles de ADH son de ~2 pg/mi vy la osmolaridad urinaria es de 500
mosmoles; si el volumen total de agua corporal aumenta 1%, la concentracion de
ADH disminuye a 1pg/ml, la osmolaridad del plasma baja 1% (2.8 mosmoles/Kg

H20) y la osmolaridad de la crina a 250 mosmol/Kg HzO. En términos generales

Lo
Nauronay
paraventriculares
e

Neurcnas

Supradplicas ™.

Figura 4 Anatomia de la neurohipofisis.



estos estudios determinan que el incremento de 1 mosmolikg HzO en el plasma
aumenta 0.38 pg/ml de ADH y la osmolaridad de la orina incrementa 100
mosmolesskg H,O %8

Con estas observaciones se sugiere que los osmoreceptores inducen la sintesis y
secrecion de la ADH y la sensacion de sed al censar incrementos en la
osmolaridad ptasmatica. Una situacion contraria sucede cuando disminuye la
osmolaridad del plasma, porque se inhibe la secrecion de la hormona; ademas la
vasopresina se degrada rapidamente minutos después de secretarse, lo que
facilita la perdida de agua en el organismo y el incremento de la osmolaridad
plasmatica 225,

El segundo estimulo que induce la secrecion de ADH es la disminucion del
volumen sanguineo y 1a presién arterial. Los receptores que median este estimulo
son conocidos como baroreceptores, y se localizan en |a auricula izquierda, vasos
pulmonares, arco adrtico y seno carotideo 2.

La sensibilidad de los baroreceptores es menor a la de los osmoreceptores, ya
que se requiere gue el volumen sanguinec o presién arterial disminuya de 5% a
10% para la secrecion de vasopresina .

En resumen, la disminucién de la concentracién plasmatica de vasopresina induce
la pérdida de agua en el organismo, con el incremento del volumen urinario
excretado y la disminucion de los osmolitos contenidos en elia (diuresis). Una
situacion contraria sucede cuando la concentracion plasmatica de ADH aumenta,
ya que el organismo excreta menor cantidad de orina e incrementa la

concentracion de solutos urinarios (antidiuresis) para evitar la perdida de agua.

Concentracion y dilucion de la orina. Mecanismo contracorriente.

Se propone que la presencia del asa de Henle en la nefrona de mamiferos y en
algunas aves, caracteristica morfologica gue no presentan otras especies del reino
animal, fue producto de la evolucion de ambientes acudticos a ambientes
terrestres, debido a que, el asa de Henle juega un papel importante en los
procesos de concentracion y dilucion urinaria, por lo tanto, en el equilibrio osmolar

y volumen de liquidos corporales.
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Figura 5. La figura superior muestra la localizacicién de los diferentes transportes implicados
en el mécanismo contracorriente; acuoporina 1 y 2 (AQP 1, AQP2), cotransportador
electroneutro de sodio sensible a bumetanida (CSB1) cotransportador elactroneutro de sodio
sensible a tiazida (CST), transportador de urea (TU2). En la figura B es un modelo grifico de
cémo los tubulos participantes en el mecanismo contracorriente y reabsorcion de agua
comparten una zona basolateral en comin, que es el intersticio medular {ver texto}. La figura
A y C muestran ia direccién y lugares de concentracién y dilucién liquido intratubular e
intersticio medular (ver texto).
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La concentracién y dilucion de la orina se facilita por tres caracteristicas de la
nefrona : 1) la heterogeneidad que presenta el asa de Henle en la absorcion y
secrecion de NaCl y urea; 2) la estructura de S que forma esta zona junto con los
tubulos colectores (figura 5a) y 3) la interaccidn de los tbulos con la red de
capilares, conocida como vasa recta. La organizacion de S entre el asa de Henle y
tibulos colectores permite la formacién de un centro, que es el intersticio medular
(ver figura 5b).

Los diferentes mecanismos de transporte de agua y solutos interaccionan
estrechamente en este centro o intersticio medular (figura 5A, 5C), de manera tal
que facilita la formacion de un gradiente hiperténico a lo large de la médula renal,
que va de 300 mOsmoles en corteza hasta 1200 mOsmoles en la papila renal
humana. La generacion del gradiente osmolar es por medio de un proceso
conocido como mecanismo contracorriente. La presencia o ausencia del gradiente
hiperténico medular es o que finalmente permite la retencién o eliminacion de
agua en el organismo 222,

El concepto de mecanismo contracorriente lo inicié Werner Kuhn en 1942 * al
reponar la presencia de un gradiente hipenénico en la médula renal. Después en
1959 Carl W. Gottschalk y Margaret Mylle®®*' determinaron, con la técnica de
micropuncién de tdbulos renales, que el asa de Henle es la zona gue diluye Ia
crina, mientras que, la regién de concentracion urinaria son los tibulos colectores.
En las décadas de los 60's y 70's se amplid el conocimiento de este mecanismo

32,33 34,35 en los

con los trabajos de Kokko y el modelo matematico de Stephenson
cuales se propuso la presencia de: 1) transporte pasivo de NaCl y urea en el asa
ascendente delgada de Henle, para la generacidon y conservacién de la
hipertonicidad medular; 2} transporte activo de sal en el asa ascendente gruesa,
en el tibulo contorneado distal y en los elementos corticales del sistema colector y
3) alta permeabilidad de agua en el asa descendente delgada de Henle.

En las dos ultimas décadas los avances de la biologia molecular permitieron
identificar y aislar las proteinas implicadas en proceso de dilucién y concentracion

de la orina, como son los transportadores de urea ***7, las acucporinas "', |os
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39,40 y de

cotransportadores electroneutros de NaK:2C| sensible a bumetanida
Na:Cl sensible a tiazidas %", los canales de cloro *?, la bomba de Na'/K" ', el
sensor de calcio ** y el receptor de la vasopresina %

La formacion del gradiente hiperténico que presenta la médula es un proceso
constante, que se modifica dependiendo de los grados de hidratacion del
organismo. El gradiente se pierde en los procesos que impliquen un exceso de
agua en el organismo y ausencia de ADH, como sucede en la diuresis. A este
fendmeno se le conoce como “lavado medular”. La pérdida del gradiente osmolar
durante |a diuresis contrasta con el gradiente que se forma en la antidiuresis, ya
gue el gradiente se conserva y llega a la méaxima concentracién de osmolitos. Esto
lo podemos visualizar con mayor claridad en la figura 8, en la que se observa la
caida drastica de la osmolaridad de la orina y de 1a médula durante la diuresis con
respecto a la antidiuresis. Es importante considerar que el mecanismo
contracorriente es un proceso activo y de constante cambio, que tiene como
finalidad mantener adecuadamente la cantidad de solutos y volumen de liquidos

corporales, Por tratarse de un procese dindmico necesita de elementos

Antidiuresis Diuresis
£ 2000 2000
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sodio osmolaridad
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. médula médula médula médula
o nterna exema ofna intema exterma

Figura 6. Osmolaridad, concentracion de Na*y urea en la médula renal y orina
durante la diuresis {A) y antidiuresis (B).
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reguladores como ta hormona antidiurética.

La vasopresina juega un papel importante en el mantenimiento de la
hipertonicidad de la médula renal, ya que no sélo regula el transporte de agua en
ios tabuios colectores, sino también el transporte de NaCl y urea en ias diferentes
secciones implicadas en el mecanismo contracorriente. Se ha demostrado que la
presencia de vasopresina incrementa la absorcién NaCl en el asa ascendente de
Henle y el reciclaje de urea de los tibulos colectores y asa descendente delgada
de Henle 204549,

La recuperacion del gradiente hipertonico después del lavado medular en Ia
diuresis se resume en cuatro pasos, que se repiten constantemente hasta formar
el gradiente medutar y es io que se conoce como mecanismo contracorriente %,

El primer paso es la absorcion de agua por medic de la AQP1 en la asa delgada
de Henle, pero sin reabsorcion de NaCl. En este paso el liquido del intersticio
medular se diluye de forma gradual, por que recibe el agua que proviene del
liquido tubular {figura 5¢) '819-50-52

El segundo paso es la reabsorcién de NaCl sin reabsorcion de agua en el asa
ascendente delgada y gruesa, esto permite la dilucion del liquido intratubular y
concentracion del liquido intersticial medular (figura 5C). No se conoce
exactamente el tipo de transporte que realiza absorcion de Na® en el asa

ascendente delgada de Henle 8%'"% 54

Sin embargo, Matsumura et al
demostraron que ratones Knockout para el canal de cloro CLC-K1, presente en
esta zona, desarrollan diabetes insipida como consecuencia de la incapacidad de
formar el gradiente hiperosmolar en la médula renal, lo que sugiere que estos
canales estan involucrados en el manejo de NaCl en esta region y son elementos
importantes en el mantenimiento de la tonicidad medular. Otra caracteristica del
asa ascendente delgada de Henle, que favorece la dilucién del liquido intratubular,
es la impermeabilidad al agua y secrecion de urea por los transportadores de urea
2 (TU2) *% La urea excretada en esta region es reabsorbida en los tubulos
colectores por los TU1. La combinacién de ambos eventos genera un reciclaje de

urea que atraviesa el intersticio medular y lo mantiene hipertonico 7552,
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Por otra parte, en el asa gruesa ascendente de Henle no se reabsorbe agua pero
si hay una intensa reabsorcion de NaCl por la presencia del contransportador de
Na':K':2CI sensible a bumetanida {CSB) *°. Este transportador se activa por
vasopresina *®. Con todos estos mecanismos de transporte se diluye el liquido
intratubular conforme se acerca a la corteza renal. La dilucién de la orina continua
ligeramente en el tibulo distal con ta reabsorcion de NaCl por el transportador de
Na*:Cl" sensible a tiazidas (CST). La osmolaridad de! liquido intratubular en esta
region llegar a ser menor que a la osmolaridad de! plasma (150 mOsmolar) 285%%2,
El tercer paso es la conjugacion de los dos anteriores. En el momento que el asa
ascendente gruesa de Henle reabsorbe NaCl aumenta la osmolaridad del
intersticio medular. Este incremento favorece la entrada de agua del lado del asa
descendente de Henle por fuerzas osméticas, facilitada por la presencia de la
AQP1. La entrada de agua continua hasta llegar a un equilibrio osmolar en el
liquido intratubular e intersticial %

El cuarto paso es el movimiento del liquido intratubular en "U” a través del asa de
Henle. Si vemos el fenémeno como algo dindmico, la osmolaridad de! liquido
intratubular va aumentando conforme pasa por el asa delgada descendente de
Henle, por la salida gradual de HyO, y se diluye conforme pasa por el asa
ascendente, por la absorcidon de NaCl. La tendencia a un equilibrio osmolar entre
las tres regiones (asa descendente, intersticio medular y asa ascendente) por la
constante actividad de los diferentes transportes descritos en los pasos 1y 2 es lo
que poco a poco forma el gradiente osmolar de la médula renal {figura 7). *° Por
ultimo, la formacion de un gradiente osmolar en la médula renal permite la
absorcion de agua en los tibulos colecteres medulares, por medio de la actividad
de la acuoporina 2 (AQP2), que es regulada por la ADH '®'® (figura 5a). Por otra
parte se demostré que la AQP2 es la Gnica acuoporina renal que incrementa su
funcion con la vasopresina y mutaciones en esta molécula son causa de la
diabetes insipida 57 38515258

Nosotros estamos interesados en estudiar la funcidon y regulacion molecular del
transporte de Na® sensible a bumetanida del asa ascendente gruesa de Henle, el
cual interviene en la recuperacion del 20% de Na' del liquido intratubular y la
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generacion del gradiente osmolar de la medula, por lo que en la siguiente seccion
se explicara la fisiologia de este transporte y de forma breve, la accion molecular

de la vasopresina sobre la funcion de los diferentes transportadores del tabule
renal.

Corteza 400
Corteza ADH AAH ADH AAH
so0] 300 | 200 ‘Q Nagl | 2
300 300 300 400 \:Do 200
Sin movimiento en U del .
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Transporte de agua y NaCl
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apiia Movimiento en U del liguido intratubuiar,

sin transporte de agua ni de NaCl.
Corteza l

ADH
300] 400

Cortera ADH 250 AAH

350Q NacCl 150

300 400 350 *::50
Sin movimiento en U 20

150
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fnedular
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Figura 7 Pasos para la formacion del gradiente osmético en la médula renal.

Mecanismo de la ADH sobre la reabsorcion de soclutos y agua en el tibulo
renal

El mecanismo molecular por el cual la vasopresina modula los diferentes
transportes del epitelio renal es a través de la cascada de segundos mensajeros
que se inicia con la interaccidn con su receptor Vz (RV3) que se localiza en los
tibulos renales. Existen tres tipos de receptores para la vasopresina RVy,, RV, ¥
RV.. Estos receptores son proteinas de =371 aminoacidos con siete dominios

transmembranales y son miembros de la familia de receptoreg que se acoplan a
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las proteinas G. El receptar RV, se Iocaliza en misculo esquelético, higado, en la
red vascular de la mé&dula renal y en el cerebro; el receptor RV1, se encuentra en
la pituitaria posterior y el RV; esta presente en los tlibulos colectores de la medula
renal *.

La estimulacidon de los receptores RV, induce la hidralisis del fofatidilinositol
mediado por proteinas G, seguido de la activacién de la proteincinasa C (PKC) e
incremento de la concentracién citosélica de Ca®*. Con esta cascada de sefiales
de transduccion se logra la contraccion del musculo liso vascutar ',

La cascada de senales de transduccién que activa la ADH a! interaccionar con el
RVzes diferente a la del RV,. En esta via se activa a la adenilciclasa por medio de
la via proteinas G, lo que incrementa los niveles del AMPc intracelular. El AMPc
activa a la proteincinasa dependiente de AMPc (PKA) uniéndose a la fracciéon
reguladora de la PKA, lo que induce la liberacién de la fraccién catalitica. Esta
fraccion es la responsable de fosforilar a las proteinas blanco en el rinén, con la
finalidad de 1) incrementar la permeabilidad del agua principalmente en las células
tardias del tdbulo distal y tibulos colectores; 2) incrementar la actividad del
transporte electroneutro de Na:K":2CI" del asa ascendente gruesa de Henle y 3)
incrementar la permeabilidad de la urea en la seccién de los tabulos colectores
localizados de la médula interna, pero no en la seccidn de los tibulos colectores

de la region cortical y medula externa %',

Fisiologia del transporte de Na* electroneutro del asa gruesa ascendente de
Henle

El asa ascendente gruesa de Henle atraviesa tanto corteza como médula externa.
Aunque existen pocas diferencias morfolégicas entre las dos secciones, si
presentan diferencias funcionales "®2. Entre éstas esta el efecto de la ADH sobre
el cotransporte de Na":K":2CI'. ya que la vasopresina incrementa la funcién del
cotransporte de Na® K™ :2CI' que se localiza en el asa ascendente de Henle
medular, pero no del transporte que se encuentra en el asa de Henle corticat 452,

f B64-66

Los grupos de Hebert *® y de Evelo identificaron dos tipos de cotransportes

de Na* sensible a furosemida en e} asa ascendente gruesa de Henle de médula: el
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de Na:Cl y el de Na:K:2Cl, los cuales se regulan por la presencia de la ADH y |a
tonicidad del medio.

Sun et al. * demostraron, con tibulos perfundidos del asa ascendente gruesa de
Henie de rifién de ratén, que la presencia de vasopresina modifica el tipo de
transporte electroneutro de Na*:Cl'a Na":K":2Cl', la figura 8A muestra parte de los
resultados que demostraron este hecho. En la grafica antes mencionada, se
observa que en ausencia de vasopresina y K* existe un transporte de Na* sensible
a furosemida que se pierde en presencia de vasopresina, sin embargo, el
transporte de Na* sensible a furosemida se recupera cuando el liquido perfundido
presenta 5mM de K*; con estos estudios los autores propusieron que la presencia
de la ADH activa el cotransporte de Na* :K* :2CI' mientras que la ausencia de la
hormona se encuentra active el transporte de Na*-CI".

El mecanismo de activacion del cotransportador de Na*:K*:2Ci por la vasopresina
es a través de la cascada de sefiales de transduccion de la PKA. La PKA fosforila

a proteinas especificas para incrementar o disminuir la actividad de los diferentes
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Figura 8. A) Captacién de Na* sensible a furosemida en tabulos del asa ascendente
de Henle de raton prefundidos con soluciones sin K* y vasopresina (VP') (barra
gris claro) o en presencia de vasopresina (VP') sin K* (barra negra) y en presencia
de vasopresina con 5SmM de K* (barra gris oscuro).

B) Consumo de oxigeno en tibulos prefundidos en ausencia (VP-) (barra gris) o
presencia (VP+} (barra negra) de vasopresina sensible o no a ouabaina (inhibidor
de la bomba de Na+/K+
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transportes que regula. En el caso de log cotransportadores electroneutros de Na',
la vasopresina inhibe la funcion del cotransporte de Na*:CI' y activa la funcion del
cotransporte de Na“:K":2Cl (figura 11). Por otra parte otros trabajos demostraron
que la PKA también activa al canal de K* sensible al ATP 5% y a| canal de cloro
basolateral 5%7¢

Hebert y colaboradores **%277¢ ohservaron que la funcién del cotransporte de
Na*:K":2CI sensible a bumetanida del asa ascendente gruesa de Henle disminuye
80% al bloguear la funcién de la bomba de Na'/K* con ouabaina. Lo que
demuestra que el gradiente idnico que genera la bomba de Na'/K induce la
funcién del cotransportador electroneutro de Na®.

El gradiente que forma la bomba de Na'/K* facilita la entrada de Na* y CI" a la
célula por la cara apical, a través del cotransportador de Na”:K':Cl sensible a
furosemida, ambos iones salen de la célula por la bomba de Na'/ K* y los canales
de cloro de la cara basolateral. El K' que entra por el cotransportador se recicla
hacia la cara apical por los canales de K* sensibles a ATP (ROMK) (figura 11). El
reciclaje de K" a través de estos canales es importante para el funcionamiento del
contransportador de Na":K':2Cl, ya que se demostrd que el bloqueo de los

Captacion de 22Na* Captacion de %Rb*
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Evelof y Calamia Am. J. Physiol 250: F176-180. 1526
Figura 9 Captacion de Na’ y *Rb * sensible a furosemida, en células aisladas dei
asa ascendente de Henle, en condiciones isoténicas 200 mOsmolar (barra blanca) y
condiciones hipertonicas (500 mOsmolar) (barra gris oscuro) en ausencia o
presencia de 4mM de potasio, sefialado con lineas en la parte inferior de las barras
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canales de K* de la cara apical con sales de Ba® disminuye significativamente la
funcion del cotransparte electroneutro sensible a diuréticos de asa 527,

El reciclaje de K' indirectamente genera un gradiente eléctrico negativo en la cara
basolateral de las células, debido a que el cotransportador de Na*:K™:2CI" sensible
a furosemida transporta 1 Na* y 2CI de la cara apical a |la cara basolateral de Ia
célula, mientras que el K* regresa a la cara apical. El gradiente negativo que se
forma por la diferencia estequiométrica entre un catién por dos aniones en la cara
basolateral permite la reabsorcién de un segundo catién de la cara apical como
Na*, Ca®" o Mg" por via paracelular (figura 11).

El cambio de transporte de Na’.CF a Na':K":2CI' hace que las células del asa
ascendente gruesa de Henle sean termodinamicamente mas eficientes en el
transporte de Na®, porque reabsorben el doble de iones (2Na* y 2CI) a diferencia
del cotransporte de Na®:CI' que Gnicamente transporia un par de iones con el
mismo gasto de energia que utiliza la bomba de Na'/K' para formar el gradiente
electroguimico (figura 11). Este modelo de eficiencia energética fue propuesto a
partir de los datos antericres y por mediciones del flujo de cloro transcelular en
tibulos aislados del asa de Henle con técnicas electrofisiologicas. En estos
trabajos se observd que el flujo del CI transcelular se duplica en presencia de
ADH ™ 8 Ademas, el consumo de oxigeno de las células epiteliales del asa
ascendente de Henle, como lo muestra la figura 8B, antes y después del
tratamiento con ADH era el mismoe en presencia o ausencia de vasopresina, lo que
indicd que el incremento del transporte no implica aumento en el gasto energético
de la célula .

Por oftra parte Evelof y col 8% demostraron que cambios de la tonicidad en el
medio extracelular tambien modulan el tipo de transporte de Na® electroneutro
sensible a furosemida. En células aisladas del asa ascendente de Henle de
médula valoraron el transporte de isétopos radiactivos (*?Na* y *Rb*) sensible a
furosemida en presencia y ausencia de K' y observaron que en condiciones
isotonicas (300mOsm) el transporte de **Na’ sensible a furosemida es
independiente de K*, no asi en condiciones hiperténicas. En condiciones de

hipertonicidad se observé que las células aumentan el transporte de Na® sensible
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a furosemida en presencia de K' (figura 9), ésta dependencia de K' en el
transporte de Na® fue confirmada con la captacion de *Rb”* {figura 9). Asi que,
Evelof y colaboradores propusieron que en condiciones isotnicas (300 mQOsm), el
cofransporte activo es de Na*.Cl mientras que en condiciones hipertonicas (500
mOsm) es de Na* :K" :2CI.

Las evidencias que demuestran la existencia de dos tipos de cotransporte de Na*
sensibie a furosemida en el asa ascendente de Henle no sdlo fueron fisioldgicas,
si no también bioquimicas. Forbush Ill y su grupo propusieron la existencia de dos
proteinas con afinidad a diuréticos de asa marcados con isétopos radioactivos
(PHI bumetanida) en las membranas de las células del asa gruesa de Henle
{figura 10). En los ensayos con membranas microsomales de rifién de ratén CD-1
encontraron que la [*H]bumetanida se une en dos proteinas diferentes. Una
proteina de 150 kD con alta afinidad a la bumetanida (Kiz= 0.092uM y Bpax=0.224
pmol/img proteina) y otra de 75 kD con baja afinidad al diurético (Kiz= 2.40uM,

Bmax =1.85pmolimg proteina). Las curvas de unién de la [°H]bumetanida a las
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Figura 10. A) Dos fracciones (75kD y 150kD) proteicas membranales del riféon de
ratén presentan afinidad al acido 4-[’H]benzoiI-5~sulfamoil-3—(3-thenioni) benzoico
{[’H] BSTA). En la parte inferior de grafica se muestran las bandas del Western blot
realizado con anticuerpos policlonales contra proteinas con afinidad a bumetanida
de células de ascitis de Erlich de ratén. B} Curvas de unién de un analogo de la
bumetanida ( ['H] BSTA) a las fracciones proteicas de 75 y 150 kD.
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diferentes proteinas se muestran en la figura 10B. La banda de ~150 kD
correspondia a la observada en el rifién canino; que en un trabajo previo, el mismo
grupo de investigadores determinaron que se trataba del cotransporte de
Na*:K*:2CI 7®, Para confirmar que la banda de 150 kD era el transportador de
Na*:K":2CI" realizaron ensayos de unién de la [*H]bumetanida en. presencia y
ausencia de diferentes iones. En estos estudios observaron que la union de la
[*H} bumetanida unida a la banda de 150 kD era dependiente de la presencia de
Na*, K* y CI y sblo se logro desplazar la [*H]bumetanida con altas
concentraciones de bumetanida no marcada en ensayos de competencia, lo que
sugirié fuertemente que se trataba del transportador Na™* :K":2CI’ 7,

La union de la [*Hjbumetanida en la proteina de ~75 kD fue diferente a la de ~150
kD. La afinidad del diurético marcado no se afecté significativamente con cambios
en las concentraciones de los iones Na’, K' y CI, y se necesitaron
concentraciones mayores de bumetanida no marcada, a las empleadas con la
banda de 150 kD, para desplazar a la [*'H Jbumetanida unida a la proteina de 75
kD'®.

Previamente Feit et al 77 aislaron dos proteinas de ~82 y ~39 kD con afinidad a
bumetanida de células de ascitis de Erlich de ratén. Anticuerpos policlonales
contra estas proteinas inhibieron los procesos de regulacién de volumen celular y
flujo de CF en estas células cuando presentaban disminucion en el volurmen
celular. El bloqueo de estos dos eventos lo atribuyeron a la disminucion de ia
actividad del cotransportador de Na* :CI' 7! y/o de Na":K":2CI "™, Basandose en
estas observaciones Forbush y cotaboradores generaron anticuerpos policlonales
contra estas proteinas, con la finalidad de identificar proteinas con afinidad a la
bumetanida en el rifidén de ratén con analisis de Western blot. En dicho analisis
identificaron dos bandas una de 150 kD y otra de 75kD. En la parte inferior de la
figura 10A se cbservan las dos bandas. Con las evidencias anteriores, los autores
sugieren que la banda de 75 kD puede corresponder al cotransportador de
Na® :CI sensible a bumetanida™.

A partir de estos datos se han propuesto dos modelos para explicar la regulacion

de los cotransportadores de Na® por la vasopresina y tonicidad del medio. Uno es
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la formacién de dimeros a partir de una misma proteina, es decir, que a proteina
de ~75 KD fuera el cotransportador de Na® :CI sensible a furosemida, que ante el
estimulo apropiado (hipertonicidad, vasopresina) forman un dimero de ~130KD

con |a propiedad de transportar Na', K* y CI".
El otro es que ei

Apical
intercambio del transporte
Basolateral
1009 Na* > . de Na":CI' por el de
Cl > Na* :K':2CI" sea por la
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KA MPe S
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0% fa, o

a regulado por la activacion

de la PKA.

Figura 11. Fisiologia molecular del asa gruesa Actualmente se conocen

ascendente de Henle,
molecularmente la mayor

parte de fas proteinas que intervienen en el modelo de regulacion del cotransporte
electroneutro de Na® del asa ascendente gruesa de Henle (figura 11) tales como el
receptor para la vasopresina **, el cotransportador de Na® :K* :2CI *', los canales

69,70

apicales de potasio sensibles a ATP®2 |05 basolaterales de cloro perc el

cotransportador de Na® :Cl" alin no se ha identificado molecularmente.

Propiedades y diversidad del cotransportador de Na* :K* :CI.

£! cotransporte electroneutro de Na*:K™:2CI' sensible a furosemida no es exclusivo
del rindn, ya que, se encuentra en diferentes tejidos de varias especies animales y
es participe de una gran variedad de funciones fisioldgicas vitales, entre elfas la
regulacion del volumen celular. Se demostré que en diferentes tipos de células el

cotransportador se activa cuando la célufa disminuye su velumen en el momento
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de aumentar ta tonicidad dei medio 3. Esto es porque el cotransportador es una
via importante de entrada de sal, que en conjunto con otros transportadores
mantienen el volumen celular. En algunas células la actividad del cotransportador
de Na':K*:2Cl" posiblemente esté involucrada en la modulacién del crecimiento y
desarrollo cetutar 5 .

Este cotransportador media el transporte de los iones Na*, K" y CI a través de la
membrana. E) movimiento de iones puede ser hacia adentro o hacia afuera de la
céluta dependiendo del potencial electroquimico que tenga la membrana. En
condiciones fisiologicas el transporte de los iones ocurre del medio extracelular al
citoplasma de la célula. Una caracteristica importante de este cotransporte
electroneutro es la inhibicién de su funcién por los diuréticos de asa derivados del
acido 5-sulfamoylbenzoico tales como: (en orden creciente de potencia de
inhibicion) el acido 3-amino-4-fenoxy-5-sulfamoylbenzoico, p-
metoxybenzometanida, furosemida, bumetanida y benzometanida, aunque el
potencial inhibitorio de estas drogas en el transporte de Na® varia
significativamente entre los tejidos y las especies *.

La estequiometria 1Na*:1K*:2CI del cotransportador fue determinada por Geck ™
en células de ascitis de Ehrich; la misma estequiometria se presenta en otras
célutas, con excepcion del cotransporte existente en el axén de calamar que
presenta una estequiometria de 2Na’:1K*:3CF **#. Por ofra parte la afinidad del
cotransportador Na":K":2CI" por la [Ha]bumetanida es diferente en diversos tejidos,
por ejemplo ta Ky de afinidad de [3H]bumetanida en membranas crudas del rifidon
de perro fue 0.05 uM, mientras que la Ki» en las células de ascitis de Ehrlich fue
de 8.7uM ¥. Estas fueron las primeras evidencias para proponer la existencia de
varias isoformas del cotransportador Na*:K*:2C|. 8%7,

El cotransporte electroneutro de Na“:K":2CI' pertenece al grupo de
transportadores activos secundarios, por lo que el transporte de los iones no
depende directamente del consumo de moléculas de alta energia (ATP), sino del
gradiente eleclroquimico que genera la bomba de Na'/K'. Sin embargo; es

necesario el consumo de moléculas de ATP para la fosforilacion de proteinas que
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madutan la funcion del transporte, incluyendo a los cotransportadores de sodio
electroneutros 9889,

Generalmente el proceso de regulacidn aguda de los cotransportadores de
Na' :K":2CI' es por medio de mecanismos de fosforilacion/defosforilacion de
proteinas. Este hecho se respalda por la presencia de varios sitios potenciales de
fosforilacion de serin-treonincinasas para las proteincinasas C y/o proteincinasa A
en los cotransportadores de Na':K':CI, principalmente en las regiones
carboxiterminales 3°%8. Ademas Lytle et al * con anticuerpos especificos para el
cotransportador de Na® :K':2CI" basolateral (CSB2) de la glandula rectal de
tiburén, aislaron un péptido que se fosforila durante fa activacion de la PKA con
agonistas del AMPc o cambios en la osmolaridad, lo que sugiere que
posiblemente la fosforilacién directa del cotransportador de Na' :K':2CI
basolateral es necesaria para incrementar la actividad de! transporte de Na'
electroneutro sensible a diuréticos de asa.

Por otra parte Hass et al. °' demostraron que la fosforilacion de una proteina de
~170 kDa, identificada con anticuerpos monoclonales para el cotransportador de
Na":K":2CI" de la linea celular T84 de intestino, se estimula por la reduccion del
cloro intracelular ([Cl] ) vy por la disminucién del volumen celular. Estos dos
eventos incrementan la actividad del cotransportador, lo que sugiere que la
fosforilaciéon regula la funcién del cotransportador y es dependiente de la
concentracién intracelular de cloro.

Existen varios factores que regulan la funcidn del cotransportador electroneutro de
Na®:K*:2CI basolateral en diferentes células (tabla 2). Entre ellos se encuentran:
sales mercuriales %, cambio de volumen celutar ®, prostaglandinas E; %, factores

de crecimiento epidermal %, factor de crecimiento nervioso, hormonas como

96 97 H 98 99

norepinefrina ™, calcitonina angiotensina . vasopresina *°, péptido
natriurétrico atrial '® y agonistas de los receptores p adrenérgicos “. Todos estos
factores modulan la actividad del cotransporte a través de sefiales de transduccién
citoplasmaticas, en donde diversas cinasas afectan el estado de fosforilativo del

cotransportador %.
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Aungue existen algunas excepciones, diversos estudios sugieren que la funcién
del cotransportador de Na® ;K" :2CI se activa por los mecanismos de fosforilacién

de Ia via de la proteincinasa A (PKA) 9701102

y se inhibe por fa activacién de via
de la proteincinasa C (PKC) *'%¢% En algunos sistemas el GMP¢ actiia como
un modulador tanto positivo como negativo del transporte dependiendo del tipo de

célula 102.105.

Se piensa que los procesos de desfosforilacidbn de los
cotransportadores estan implicados en la disminucion de la actividad de la
proteina, pero ain no se han identificado fosfatasas ni se ha descrito alguna via
metabélica especifica en el mecanismo de regulacion del transporte por
defosforitacion %.

Como se observa en la tabla 2, algunos componentes del citoesqueleto son
importantes en la regulacion de la actividad del cotransporte, y posiblemente sean
parte de las sefiales de transduccién que activan al cotransporte de Na*:K*:2CI
durante los cambios de volumen, como es el caso de miosina y F-actina. La
inhibicidn de la fosforilacion de las cadenas ligeras de la miosina (MLC), con
inhibidores de la cinasa especificos para estas proteinas ( ML-7, ML9) e inhibicion
de la miosina-ATPasa con butanedionemonoxima (BDM), atenla la secrecion de
CI mediada por AMPc en células T84. Ademas la captacion de *Rb* sensible a
bumetanida también fue bloqueada por M-S y BDM, lo que sugiere, que la
fosforilacién de las cadenas de miosina es crucial para la activacion del
cotransportador de Na® :K':2CI" basolateral '°, En el caso de la F-actina, se
observé que su desensamblaje, usando citocalasina D, activa al transportador de
Na":K":2CI' de las células T84 en condiciones de hipotonicidad y lo inhibe en
condiciones hiperténicas. En cambio cuando se utilizéd un adaptador (phalloidina)
para el ensamblaje de la F-actina ** sucedio lo contrario.

El volumen celular también juega un papel importante en la actividad del
cotransportador de Na' sensible a bumetanida. En condiciones de hipotonicidad
se reduce la funcibn del transportador mientras que en condiciones de
hipertonicidad se activa. Las sefiales de transduccion que se llevan acabo estos
cambios en el transporte de Na':K:* 2CI" por la modificacion del volumen celular no

se conocen %, Sin embargo, Lytle ' propuso la existencia de una proteincinasa
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sensible a volumen, contrasportador-cinasa {CT-cinasa), la cual regula la actividad
del cotransportador de Na*:K":2Ci" de los gldbulos rojos de pato.

Lytle determiné que la actividad de la CT-cinasa incrementa cuando el volumen
celular disminuye, mientras que ta actividad decrece en el momento que €l
volumen celular aumenta o en la presencia de estaurosporina o N-etiimaleimida.
La actividad de esta cinasa no se afecté por la norepinefrina o sales de fluoruro.
Por ofra parte, observé que el efecto inhibitorio de la funcion de CT-cinasa por la
hipotonicidad se revirtié gradualmente con inhibidores de las fosfodiesterasas,
como la caliculina A. Este mismo autor determiné que el incremento de volumen
celular, el AMPc, la flucriodina y la caliculina A, aumentan la actividad y
fosforilacion en sitios comunes de serinas y treoninas del cotransportador de
Na':K*:2CI" basolateral '®.

Por ofra parte, Klein et al. '® con ensayos de geles de cinasas, utilizando una
proteina de fusién del cotransportador de Na™:K*:2Ci basolateral, identificaron una
proteina de 45 kDa en extractos de células endoteliales adrticas, que a su vez
fosforila la region amino terminal de la proteina de fusion del cotransportador de
Na':K":2CI' (aminoacidos 1-278), pero no la regién carboxiterminal {aminoacidos
759-1212). Esta proteincinasa se activé en hipertonicidad y con el factor de
necrosis tumoral. Usando anticuerpos para la cinasa ¢-Jun NH; terminal (JNK) se
determind que la proteina de 45kDa inmunoprecipita junto con los anti-JNK, con
ello determinan que la cinasa sensible a volumen que regula al cotransportador de
Na":K":2CI' basolateral es JNK y posiblemente sea la CT-cinasa propuesta por
Lytle .

Ademds de las vias metabdiicas de fosforilacién y defosforilacién de las proteinas,
como mecanismo de regulacion del cotransporte de Na® sensible a bumetanida,
existen evidencias de que la concentracién intracelular de cloro modula
directamente la actividad del cotransportador 88293125128 pots eangsibilidad al
cloro interno en el incremento de la funcidn del cotransporte de sodio no parece
ser resultado directo de las fuerzas electroquimicas. Se propone aunque es dificil

de demostrar, que la modulacion es por efecto cinético dado a la afinidad y
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Tabla 2, Regulacron dei cotransportador de Na- (K) Cl.
Estimulos; cito

Volumen
Volumen i
o -

=

Volumen

AMPc-PKA Ativacién Glandula labial humana

" ANIP EIR S T e R A A s

AMPc-PKA Actlvacmn mensagial de rata

Calconi M AERCM

Carbacol
?%T"'

Calcitonina AMPc-PKA Activacin NPCE fetales huanas T
S O PRETS VSIS (BB eR AT RSN A | 1
- PKC Inhibicidn Células endotellafes bovmas "

b vl REGk i [BHIBICI R QSTERbIES :

- PKC
il "5_«_, P‘KC RTINS

- PKC |nthICl0n
i s GMBC- - i IACHTRCI S : ,
ANP GMPc Inhibicion Miocitos ventriculares de 22
conejo
NGF 7 s ACtECIOHI ICEIIFSRC 127 SN |
Endotelina Activacidn  Células endoteliales de m

cerebro de rata
Angiotensinasy, Cags. .. i eiratalaige ;s « v
Vasopresina  Ca Activacion Ceiu!as endolellales bownas w

BradiciniriZi : Pft‘c/Caﬁ@mg. s

Bradicinina PhocJCa Aclwacmn

Células endotehales de
cerebro de rata

Estrés - ' Inhiblcmn CEV pulmonares R
oxidativo

25 - oW F<5Etin s el AT T




27

selectividad de los dos sitios de unién para el cloro demostrados por Hedge vy
Palfrey ' o de la existencia de un sitio interno de unién del cloro que medifica al
cotransportador por si mismo y que juega un papel importante en el acoplamiento

de iones para la regulacion del transporte.

Mecanismos de regulacion del cotransportador de Na™:K':2Cl" sensible a
bumetanida apical (CSB1}

La reabsorcion de NaCl en el asa ascendente de Henle por el cotransportador de
Na':K":2CI apical (CSB1), se regula por diversos factores que se mencionan en la
tabla 3. Entre ellos se encuentran la vasopresina que induce aumento de los
niveles de AMPc intracelular, el cual por la via de la PKA incrementa [a actividad

%9130 an contraste con otros factores como a las

) 131,132

del cotransportador

prostangladinas tipo 2 (PGE;
133,134

y calcio extracelufar en la cara basolateral
que disminuyen la actividad del CSB1. Ambos factores activan la via de
transduccion de sefiales de las proteinas Gi '%*'* Ricarddi y colaboradores
identificaron y localizaron molecularmente al sensor de Ca* extracelular renal del
asa ascendente de Henle “***°, Estos autores propusieron que la concentracion
alta de calcio de la cara basolateral disminuye la funcidén del CSB1 a través del
sensor de calcio, por medio de dos vias de sefales de transduccion que modulan
la funcidn de CSB1. 1) la via de la fosfolipasa-2 (PLA2) que activa a la via del
acido araquiddnico (AA) que produce metabolitos generados por el citocromo
P450-AA (20-HETE), ios cuales bloquean la actividad de la bomba de Na‘'/K™ vy
del CSB1 %% y 2y e| bloqueo de fa via de la PKA por fa inhibicién de la sintesis
de AMPc por la adenilciclasa, lo cual impide el incremento de la actividad de CSB1
134

Cualquier componente implicado en la maquinaria de absorcion de sodic dentro
del asa de Henle es un elemento polencial para la regulacién del cotransporte de
sodio. Por ejemplo, dosis farmacolégicas de mineralocorticoides activan el
transporte de sodic del asa ascendente de Henle, por el efecto que tienen sobre la

bomba de Na'/K* '** de forma contraria el factor de necrosis tumoral (TNF) media
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el transporte de sodio del asa ascendente de Henle por la inhibicion de ta bomba
Na'/K* 102139 :

La vasopresina como se explicé anteriormente activa directamente al
cotransportador de Na-K-2Cl de asa ascendente de Henle, en contraste con los
metabolitos de la via del acido araquidénico con el citocromo P450 que inhiben al
cotransportador de Na*:K*:2C[ 136137,

Tabla 3 Control del transporte de Na” :K* :2CI' en el asa ascendente de Henle

T ASTT T e | I .

Hormona Especie  Referencia Hormona Especie Referenc1a
. “* raten — : _
ratén Factor natnurétnco rata

auricular (ANF})
£ oraténs POt i ety i
Hormona raton Factor de necrosis

paratiroidea (PTH) tumoral {TN F)

.,‘raia.k-ve} e

raton

Biologia molecular de los cotransportadores electroneutros de Na*.

La identificacién molecutar de los cotransportadores electroneutros se realizd en
dos especies marinas, el lenguado de invierno y el tiburdn. A partir de los DNAc
aislados de dichas especies se aislaron e identificaron sus homélogos de

4 utilizaron la estrategia de expresion

mamiferos. Gamba y colaboradores
funcional en ovocitos de Xenopus leavis para aislar el DNAc que codifica para el
cotransportador de Na'.Cl sensible a tiazidas (CSTfl) de la vejiga urinaria del
lenguado de invierno Psuedopleuronectes americanus (3.7 Kb). Simultaneamente
Xu J y colaboradores * analizaron una libreria de DNAc de 1a glandula rectal del
tiburdn Squalus acanthias con anticuerpos que identifican a una proteina de 195
kD que se une a la [*H]benzometanida, de la cual aislaron un DNAc de ~4.8 Kb,

que codifica para el cotransportador de Na":K': 2CI basolateral (NKCC1 o CSB2).
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Las nomenclaturas NKCC1 (cotransportador de Na“K*:Cl} o CSB2
{cotransportador sensible a bumetanida) son utilizadas en la literatura para
nombrar al cotransportador de Na":K*:2C|" basolateral. Para su analogo apical se
emplea NKCC2 y CSB1. La razén de la existencia de dos nomenclaturas
diferentes para un mismo cotransportador es porque dos grupos de investigadores
2% de forma simultanea y con estrategias diferentes aislaron a los primeros
integrantes de la familia de cotransportadores electroneutros. Para el presente
trabajo nos referiremos al cotransportador de Na*:K":CI' con la nomenclatura CSB.
La identificacion molecular de los primeros DNAc de los cotransportaderes
electroneutros dio pauta para la identificacion y aislamiento de otros integrantes de
la familia en diferentes especies animales, con metodologias basadas en la
homologia de secuencias. De esta manera, Gamba et al > sintetizaron una sonda
del CSTfl marcada con **P del DNAc para analizar una genoteca de RNAc de
rifon de rata, de la cual aislaron dos clonas (DNAc) una de ~4.4.Kb que codifica
para el cotransportador de Na™:Cl sensible a tiazidas de la corteza renal de rata
{CSTr) y otra de ~4.7Kb que codifica para el cotransportador de Na™:K":2CI
sensible a bumetanida de la membrana apical de rata (CSBr1).

El CSB2 de mamiferos lo aislé Delpire y colaboradores ¥ a partir de una linea
celular de tubulos colectores de médula interna del ratdn (IMCD), con la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con iniciadores (primers) degenerados
a partir de las regiones de alta homologia entre las clonas de CSTfl, CSBry CSTr.
Por otra parte Payne y colaboradores '¥ a partir de sondas del CSB2 de Ia
glandula rectal de tiburdn, aislaron e identificaron a su homologa apical de rifién de
conejo { CSB1) e identificaron tres isoformas del CSB1 {CSB1-A, CSB1-B y CSB1-
F). Las tres isoformas se generan a partir de empalme alternativo de excones de un
cassette de tres exones mutuamente excluyente, cada exdn contienen 96 pb
diferentes que codifican para 32 aminoacidos de Ila segunda regidn
transmembrana '*’. Poco después Igarashi empleé estos DNAc para clonar los
analogos de rifién de raton '8

La identificaciobn molecular de los cotransportadores electroneutros de K*:CI

(KCC) Ia iniciaron Gillen y colaboradores **° por medio de analisis de la base de
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datos del Gene Bank del proyecto genoma humano. Estos autores compararon
secuencias (expressed sequense tag (ESTs)) de humano, rata y conejo con las
secuencias clonadas de los cotransportadores electroneutros, y encontraron una
serie de EST con homologia del ~20 % a los cotransportadores. Con estas
secuencias elaboraron sondas para analizar genotecas de DNAc de rifién de rata
y cerebro de conejo '*°, Por la baja homologia que existia entre los ETS y los
cotransportadores electroneutros, se consideré que se trataba de un nuevo
integrante de la familia de cotransportadores. Asi, lograron aistar un DNAc de
~3.8 Kb que codificé para el cotranspoftador electroneutro de K*:CI de rata (KCCr)
y conejo (KCCrb) y otro de ~ 5.6 Kb, el cual denominaron KCC2, con localizacion
exclusiva en cerebro. La familia ha crecido con la reciente clonacién KCC3 y
KCC4 de raton y humano por Mount et al ' quienes con la metodologia
computacicnal de analisis de ESTs y la técnica de expresién funcional en ovocitos
de Xencpus laevis lograron aislar dos DNAc que codifican para proteinas de 1083
y 1150 aminoacidos, gue correspondian KCC3 y KCC4 respectivamente.

Por la baja identidad (~20%) que presentan los KCC con respecto a los otros
integrantes de la familia, dividimos a la familla en dos subfamilias, la
transporiadaora K*:CI y la transportadora Na*:(K"):CI.

La familia de cotransportadores electroneutros de cloro

Actualmente se conocen 7 genes de la familia de los cotransportadores
electroneutros (CST, CSB2, CSB1, KCC1, KCC2, KCC3 vy KCC4) localizados en
diferentes cromosomas (ver tabla 4). Entre ellos guardan un grado importante de
identidad en la secuencia de aminoacidos y en la topelogia. Las diferencias que
presentan cada uno de los grupos son el nimero y tipo de iones que transportan,
su localizacién en la membrana (cara apical o basolateral), asi como la
sensibilidad a los diuréticos 2*%%'%2 (figura 12 y tabta 4).

Como observamos en la tabla 4, se han predicho pesos moleculares entre 110-
150 kDa para los integrantes de la familia. Todos los transportadores presentan

sitios potenciales de N-glicosilacion y altos pesos moleculares en los analisis de
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Western blots, realizados con anticuerpos especificos para cada cotransportador,

lo que sugieren que todos los transportadores sean proteinas glicosiladas 8889152

espacio
extracelular

citoplasma

"r carbohidratos
" Pra
® ke

e o
Figura 12. Topologia de los cotransportadores electroneutros de cloro, sodio ylo
potasio sensibles a diuréticos

La estructura primaria y secundaria de los cotransportadores se dedujo a partir del
analisis de la secuencia de bases del DNAc y del analisis de hidrofobicidad, con
fos cuales se determiné que la topoiegia de los cotransportadores se basa en doce
regiones transmembrana, flanqueadas por dos regiones hidrofilicas amino y
carboxi terminal, ambas de posible localizacion intracelular (figura 12) 8882152

La identidad entre las secuencias de la subfamilia de Na*:(K*):CI' es de 45-50%,
que se presenta principalmente en las regiones transmembranales vy
carboxiterminal 2889152,

La figura 13 muestra un arbol filogénico entre los diferentes integrantes de la
familia de los cotransportadores electroneutros de cloro y en la tabla 4 se muestra
la informacion de la descripcion basica de estos grupos y los nombres originales
para sus DNAc y proteinas.

Es interesante notar que entre las secuencias de los diferentes integrantes de
cada grupo de cotransportadores el porcentaje de identidad es elevado, a pesar
de provenir de diferentes especies de animales. Por ejemplo, entre el
cotransportador de Na® :ClI" sensible a tiazidas de la vejiga urinaria de teleosto y

del rindn de humano existe 62% de identidad en la secuencia de aminoacidos:
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Tabla 4. Clasificacion de los genes que codifican a los diferentes
cotransportadores electroneutros sensibles a diuréticos

‘Cotrans- Tiazida ' C8Tl  Vejiga urinaria de 1023
portador de lenguado de 112 kDa “
Na :Cl apical invierno 16

Rifdn de rata,
CSTr humano, ratdn 1002
110 KDa
EEORETET AN KT O

39

dietale o Halidfle.
SR HEEAE A O]

CSB2 Células IMCD3 1205
de raton 130 kDa ¥
Cofransporta  Diuréticos de 15
dor de asa Glandula rectal
Na:K:2Cl {furosemida, NKCCH1 de tiburdn 1192 8
basolateral bumetanida) 130 kDa

Cotransporta
dorde K .Cl
basolateral  Furosemida KCC2  Cerebro de rata 1116 20 b
124 kDa
Cotransporta Rifién de raton y
dor de K :.Cl humano 1083
basolateral  Furosemida KCC4 145kDa 5 e
Cotransporta KCC3 Musculo de
dor de K :Cl Humano, raton 1150 1
basolateral Furosemida 15
KCC3 Células 1099
epitetiales de 120 kDa 158
venas
umbiticales

humanas
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entre el cotransportador de Na': K ":CI apical del riién de rata, raton y conejo se
presenta 90% de identidad **%*'%2 | a identidad que guardan entre si los tres
KCC1 clonados (humano, rata y conejo) es de 97%.'%"

A pesar de que los diversos grupos, pertenecientes a la misma subfamilia,
provienen de genes diferentes, la identidad de secuencias entre ellos es alta,
incluso con algunas secuencias de organismos inferiores. Sin embargo la
identidad que presentan las dos subfamilias de los cotransportadores
electroneutros de cloro es de 20%. Por ejemplo la identidad que existe entre CST
vs CSB2 es de 46-52%; CST vs CSB1 es de 47-50%; CSB2 vs CSB1 es de 59-
61%; KCC1 vs KCC2 es de 67%. CSBr presenta 37%, 17%, y 16% de identidad
con secuencias de Manduca sexta (insecto), Caenorhabditis elegants (nematodo)
y Saccharomyces cerevisiae (levadura), respectivamente. Por esta propiedad, se
propone que los cotransportadores electroneutros de los vertebrados, provienen
de un gen ancestral expresado en eucariontes primitivos y que son proteinas
esenciales para la vida 38152

Es interesante resaltar que entre los miembros de la familia de los
cotransportadores existen moléculas que aparentemente son muy similares en

Na*:K*:2C4 {CSB1)
60% (NKCC2)

52% Na*:K*:2CI- {CSB2)
(NKCC1)

36%

Na=Cl- (CST1)

EST de Manduca sexta (insecto})

71% pumme K*:CI- (KCCH)

20% 5% K*:CI (KCC3)

KCl- (KCC2)

36% 69%

27%, rm—K*.Cl- (KCC4)

EST de C. elegans (nematodo)

EST de Nicotania tabacum (planta)

EST de 5. cerevisae (levadura)
Figura 13. Arbol filogénico de los cotransportadores de cloro, sodio y/o potasio
electroneutros sensibles a diurético
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estructura y estequiometria en el transporte ionico. Sin embargo guardan
caracteristicas propias en funcién y localizacién tisular, como es el casco los CSB
basolateral y apical que son codificados por genes diferentes y se localizan en
cromosomas diferentes (5 y 15 respectivamente) . Lo mismo sucede con KCC1y
KCC2 que se localizan en los cromosomas 16 y 20 respectivamente, ademas
KCC1 se localiza en varios tejidos mientras que KCC2 es exclusivo de cerebro
149.1%  por otra parte la diversidad de los cotransportadores aumenta por los
procesos de empalme alternativo genes, como es el caso del CSB1 demostrado
por Payne '*’ al reportar variacicnes en los procesos de empalme alternativo de
exones del CSB1 del rifidn de conejo. La identidad que guardan las tres isoformas
de CSB1 (NKCC2A, NKCC2B y NKCCF) es de 96%.

Localizacion de las proteinas y transcritos de los cotransportadores
electroneutros de Na-(K)-Cl (CSB).

Xu etal ® buscaron la presencia del CSB2 aislado de la glandula rectal de tiburén
en ofros tejido, con analisis de Northern blot. Este grupo encontré un transcrito de
7.4 Kb en cerebro, intestino, rinén, higado, testiculos y branquias, y en el rifidon un
pequefio transcrito de ~5.2 Kb. La ubicuidad del CSB2 también la demostro
Delpire et al¥” con analisis de Northern blot con sondas realizadas a partir del
CSBm2 clonado de una linea celular del tdbulo cotector de médula interna del
ratdn (mIMCD-3). En este andlisis al igual que el realizado por Xu, se observaron
transcritos en diferentes 6rganos como son en rifidn, glandula salival, estomage,
colon, corazén, pulmén, testiculos, cerebro y musculo esquelético, asi como en
diversas lineas celulares en donde previamente se conocia la expresion del CSB2
(MEL, T84 y MDCK).

La ubicuidad de CSB2 contrasta con la localizacién tejido especifico de CSB1,
presente exclusivamente en el rindn **%, Con la técnica de hibridacion in situ.
Gamba y colaboradores *° observaron que los transcritos del CSB1 se expresan
en medula externa y corteza a lo largo de rayos cortico-medulares, lo que hace
consistente el modelo de expresion de este cotransportador en el asa

ascendente gruesa de Henle medular y cortical. La localizacion apical del CSB1 la
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confirmé  Kaplan y colaboradores '

empleando anticuerpos en contra de la
proteina dei CSBrt en analisis inmunochistoquimicos. En estos estudios
observaron que CSB1 se encuentra en la cara apical de las células epiteliales de
los tubulos ascendentes gruesos medulares (AAHM) y corticales (AAHC). El
mismo grupo observé en analisis de Western blot una banda de aproximadamente
de 150 kD: este tamafio es concordante con la banda encontrada en los
experimentos de union por fotoafinidad de proteinas al (*H]} BSTBA en el rifién de
perro y de ratén.

Por otra parte igarashi et al " demostré que las tres isoformas del CSB1 se
distribuyen de manera diferencial a lo largo de la médula, con andlisis de Northern
blot e hibridizacion in vitro en cortes de tejido renal con sondas especificas para
cada isoforma del CSB1 (A,B y F). En estos estudios la isoforma CSB-F se
localizd en medula externa, la isoforma CSB-B Unicamente en corteza y la
isoforma CSB-A se encontrd tanto en corteza como en meduta. Estas
observaciones concuerdan con los estudios de Yang et al '*® con la técnica de
PCR en nefrona unica. Estos investigadores demostraron que las isoformas F, A,
B se distribuyen en forma diferencial a lo largo del asa ascendente de Henle. La
isoforma B se localiza exclusivamente en el asa ascendente gruesa de Henle
cortical y segmentos del asa contenidos en la macula densa, la isoforma F se
localiza en el asa ascendente gruesa de Henle medular y la isoforma A se
encontra en las tres secciones antes mencionadas.

Los estudios de localizacion junto con los ensaycs de expresion funcional en
ovocitos de Xenopus laevis, sugieren fuertemente que el cotransportador de sodio
localizado en la regién apical es el cotransportador de Na* :K* :CI' y es el que se
encarga de absorber el NaCl del asa ascendente gruesa de Henle *°. A diferencia
de la isoforma analoga de membrana basolateral (CSBm2), ya que participa en la
secrecion de fluidos y/o de sal, en células no polarizadas como las musculares o
glébulos rojos. Asi que la isoforma basolateral tiene un papel importante en la
regulacion del volumen celular. Por otra parte Kaplan y cotaboradores 7 con
anticuerpos en contra del CSBm2, localizaron la proteina en el rinén de raton,

empleando analisis de inmunoflorescencia y en andlisis de Western blot en tejidos
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renales. En este Ultimo estudio localizaron dos bandas una de ~140 Kd y otra de
~130, las cuales fueron mas abundantes en la papila renal que en corteza y
médula externa. Con el analisis de inmunolocalizacién confirmaron a expresion de
la proteina del CSBm2 en la cara basolateral del epitelio del tubule colector de
medula interna asi como en epitelio papilar, en la artericla aferente y posiblemente
en estructuras representativas del mesangeo glomerular; todo esto sugiere que el
CSB2 tiene un papel importante en la secrecion de sal y acidos; ademéas es
posible que sea parte de los mecanismos de sefializacion entre la macula densa y
la arteriola aferente y a la larga sea parte en los procesos de regulacion de la

presion arterial.

Enfermedades  hereditarias relacionadas a los tfransportadores
electroneutros de Na-(K)-Ci

Simon D y cotaboradores '*%'%° demostraron que mutaciones en los genes de
CS8B1 y CST humanos son causa de dos enfermedades hereditarias recesivas de
alcalosis hipocalémica, conocidas como sindrome de Bartter y sindrome de
Gitelman, respeclivamente '*°

El sindrome de Bartter fue descrito por Bartter en 1962 '®°, con pacientes que
presentaban las siguientes caracteristicas clinicas: depresion de volumen, retraso
mental, retraso de crecimiento, hipotensiéon, debilidad muscular, apoplejia vy
parestesia (ardor, hormigueo), actividad elevada de la renina plasmatica e
hiperaldosteronismo, alteracién del metabolismo de las prostaglandinas E2,
aumento de la concentracién en plasma del factor natriurétrico auricular,
anormalidad en la funcibn plagquetaria e insensibilidad a los efectos
vasoconstrictores de la angiotensina |l y norepinefrina. Pero hay diferencias entre
los casos observados, una de ellas es la hipocalciuria e hipomagnesemia en un
grupo de pacientes y la hipercalciuria o normocalciuria con niveles normales de
magnesio en otro grupo '8%%!

La enfermedad puede presentarse en periodos neonatales, con una marcada
depresion de volumen intravascular atribuido al gasto de sal. Otras pueden

desarrollar apoplejias, tétanos, debilidad muscular o parestesia atribuida a la
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hipocalemia metabélica. Algunos pacientes pueden presentar dolores en las
articulaciones con condrocalcinosis (acumulacion de sales de calcio en las
articulaciones) y en otros casos llegan a presentar nefrocalcinosis (piedras
renales) 160181

La variedad en las caracteristicas fisioldgicas de la enfermedad, generé una
clasificacion basada en la cantidad de calcio en [a orina y se divide en dos grupos.
Los pacientes que presenten hipocalciuria son referidos con el sindrome de
Gitelman y con hipercalciuria como sindrome de Bartter. Ambos sindromes se
presentan en diferentes edades, el sindrome de Barlter se presenta antes de los 5
afos a diferencia del sindrome de Gitelman que aparece en la vida aduita %%,
Por otra parte Simons y colaboradores’'®* demostraron que el sindrome de
Bartter es una enfermedad hereditaria heterogénea, es decir, mas de un gen es
causante de la enfermedad. En el grupc de familias con sindrome de Bartter que
estudid este grupo de investigadores, no sdlo encontraron mutaciones en el gen
del C5B1 sino también en los canales de cloro basolateral {CLCNKB), y canales
de K’ (ROMK), lo que resalta el papel fundamental del reciclaje de K* en la cara
apical de las células epiteliales y ia secrecién de cloro por la cara basolateral para
la adecuada funcion del asa ascendente de Henle.

Sin embargo, atin existen pacientes afectados con el sindrome de Bartter que no
mostraron alteraciones en alguno de estos genes, lo que sugiere que existen
otros genes que estan implicados en ia fisiopatologia de la enfermedad *®'. Otros
transportadores candidatos a ser responsables de esta enfermedad pueden ser el
KCC4 y el cotransportador de Na*:CI sensible a furosemida del asa de Henle: este
altimo no se ha identificado molecularmente.

Recientemente Takahashi N et al.'®* crearon un modelo de estudio el sindrome de
Bartter, al crear ratones knockout para el gen de CSB1. Los ratones CSB1 ™
presentaron caracteristicas clinicas semejante a los del sindrome de Bartter,
como son la severa poliuria y alteraciones en la concentracion de electrolitos,
insuficiencia renal, deplecidn de! volumen extracelular, deshidratacion,
concentracién elevada de renina plasmatica y retraso en el crecimiento. Los

ratones mueren a la segunda semana de nacidos; en este estudio intentaron
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rescatar a los ratones CSB™ tratandolos con indometacina (inhibidor de la sintesis
de las PGE;), que es un tratamiento empleado en humanos que padecen esta
enfermedad. Con el tratamiento logran que los animales sabrevivan 10 meses,

pero con severas alteraciones renales (hidronefrosis).

JUSTIFICACION DEL PRESENTE TRABAJO.

Los estudios de Evelof et al ®® y Sun et al *® demostraron la existencia de dos
tipos de transporte electroneutro de Na* sensible a furosemida en el asa gruesa
ascendente de Henle: el de Na*:K*: 2CI' y el de Na*:CI', los cuales se regulan por
cambios en la tonicidad del medio extracelular y presencia de la vasopresina.
Estos estudios sugerian que los diferentes transportes son producidos por dos
proteinas diferentes o por un Unico transportador que sufre cambios estructurales,
de forma tal, que cambia la estequiometria del transporte ante las modificaciones
de la osmolaridad de! medio o en presencia de ia vasopresina.

Las primeras evidencias de que los diferentes transportes eran dos proteinas

diferentes se reportan en los trabajos de Haas et al 7®

, al identificar dos proteinas
{(75kD y 150 kD) que se unen a derivados de la bumetanida. Este grupo proponen
que la proteina de 150 kD es el transportador de Na:K:2Cl y la de 75 kD el
cotransportador de Na':.CI" (ver seccién de fisiologia del transporte de Na* en el
asa de Henle, paginan 15-21).

Por otra parte Gamba et al *', con analisis de Northern blot realizados con una
sonda marcada con **P de un integrante de la familia de fos cotransportadores
electroneutros de Na* sensible a diuréticos tipo tiazida (CSTH), demostraron la
existencia de dos transcritos en la fraccion de RNAmM de la médula externa en el
rifon de raton, con pesos moleculares de ~4.6 y ~3.3 Kb {(C-9 y C-4, ver figura
14).

Los estudios anteriores, junto con la presencia de los dos trancritos (C9 y C4),
sugerian fuertemente que los transportes de Na*: K™ :2CI" y Na*:Cl sensibles a
bumetanida son dos proteinas transportaddras independientes. Posiblemente el
transcrito de 4.6 Kb, por analogia a los transportadores clonades previamente de
rifién de rata y conejo, codifique para el cotransportador de Na*:K*:2CI" de raton,
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rescatar a los ratones CSB™ tratandolos con indometacina (inhibidor de la sintesis
de las PGE2), que es un tratamiento empleado en humanos que padecen esta
enfermedad. Con el tratamiento logran que los animales scbrevivan 10 meses,

pero con severas alteraciones renales (hidronefrosis).

JUSTIFICACION DEL PRESENTE TRABAJO.

Los estudios de Evelof et al ® y Sun et al *® demostraron la existencia de dos
tipos de transporte electroneutio de Na* sensible a furosemida en el asa gruesa
ascendente de Henle: el de Na':K": 2CI' y el de Na™:CI', los cuales se reguian por
cambios en la tonicidad del medio extracelular y presencia de la vasopresina.
Estos estudios sugerian que los diferentes transportes son producidos por dos
proteinas diferentes o por un Unico transportador que sufre cambios estructurales,
de forma tal, que cambia la estequiometria del transporte ante las modificaciones
de la osmolaridad de! medic o en presencia de la vasopresina.

Las primeras evidencias de que los diferentes transportes eran dos proteinas

{78, al identificar dos proteinas

diferentes se reportan en los trabajos de Haas et a
(75kD y 150 kD) que se unen a derivados de la bumetanida. Este grupo proponen
que la proteina de 150 kD es el transportador de Na:K:2Cl y la de 75 kD el
cotransportador de Na':CI" (ver seccién de fisiclogia del transporte de Na* en el
asa de Henle, paginan 15-21).

Por otra parte Gamba et al *', con andlisis de Northern blot realizados con una
sonda marcada con 2P de un integrante de la familia de los cotransportadores
electroneutros de Na' sensible a diuréticos tipo tiazida (CSTHl), demostraron ia
existencia de dos transcritos en la fraccién de RNAmM de la médula externa en el
riidn de ratén, con pesos moleculares de ~4.6 y ~3.3 Kb (C-9 y C-4, ver figura
14),

Los estudios anteriores, junto con la presencia de los dos trancritos (C8 y C4),
sugerian fuertemente que los transportes de Na®™; K*:2CI' y Na":CI" sensibles a
bumetanida son dos proteinas transponadc;ras independientes. Posiblemente el
transcrito de 4.6 Kb, por analogia a los transportadores clonados previamente de
ritén de rata y conejo, codifique para el cotransportador de Na*:K*:2CF de raton,
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mientras que, el transcrito de 3.3 Kb codifique para un nuevo integrante de la
familia de los cotransportadores electroneutros, el transportador de Na®:Cr
sensible a bumetanida. Para comprobar esta hipotesis se aislaron los DNAc de C9
y C4 con la estrategia de homologia de secuencias y se realizé la caracterizacién
funcional de ambas cionas con la metodologia de expresidn funcional en ovocitos

de Xenopus laevis.

Raton Rata

Figura 14. Northern blot de RNAmM de rifién de rata
raton. Ml médula interna, ME= médula externa, C= corteza
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HIPOTESIS

En el asa ascendente de Henle del rifidn de ratén existen dos isoformas del
cotransportador de sodio sensible a diuréticos de asa (CSB). El transcrito de 3.3
Kb {C4), que se observo en el anilisis de Northern blot con la sonda del CSTH,
probablemente codifique para el cotransportador de Na‘Cl vy el transcrito de 4.6
Kb (C9) corresponda al transportador de Na™:K":2Cr

OBJETIVO GENERAL

Determinar los mecanismos de regulacidon de la actividad funcional de dos

isoformas de gen de cotransportador de Na*t:K+:2Cl- sensible a bumetanida del
raton (CSBm).
Objetivos Particulares

® Aislar e identificar molecularmente a los transcritos de 4.6 y 3.3 Kb que
reconoce la sonda del CSTH.

® Determinar las caracteristicas funcionales de las isoformas CSBm1-4 y
CSBm1-9.

® Caracterizar el efecto regulador y propiedades funcionales de la interaccién
entre las isoformas CSBm1-4/ CSBm1-9



40

HIPOTESIS

En el asa ascendente de Henle del rifién de ratén existen dos isoformas del
cotransportador de sodio sensible a diuréticos de asa (CSB). El transcrito de 3.3
Kb (C4)}, que se observd en el andlisis de Northern blot con la sonda del CSTH,
probablemente codifique para el cotransportador de Na'Cl y el transcrito de 4.6
Kb {C9) corresponda al transportador de Na*:K*:2CI"

OBJETIVO GENERAL

Determinar los mecanismos de regulacidon de la actividad funcional de dos

isoformas de gen de cotransportador de Nat:K+:2CI- sensible a bumetanida del
raton (CSBm).
Objetivos Particulares

® Aislar e identificar molecularmente a los transcritos de 4.6 y 3.3 Kb que

reconoce |la sonda det CSTH.

* Determinar las caracteristicas funcionales de tas isoformas CSBm1-4 y
CSBm1-9.

® Caracterizar el efecto regulador y propiedades funcionales de la interaccion
entre {as isoformas CSBm1-4/ CSBm1-9
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Aislamiento y secuenciacion de las clonas de DNAc.

A partir de una genoteca de DNAc de rifidn de ratén (CD1) se identificaron dos
clonas del gen del CSB1, que se denominaron clona 4 (C4) y clona 9 (C9). Estas
clonas fueron identificadas después de analizar la genoteca con una sonda
marcada con *°P de la region BamH1-BamH-1 (del nucledtido 1194 al 2543) del
CSTh. Las dos clonas se secuenciaron completamente en ambas direcciones con
un kit de la Secuenasa (US Biochemical) y secuenciador automatico (Applied
Biosystems model 373A) (ver metodologia apartado 1). De Ia secuenciacién se
determiné que C4 esta compuesta por 2968 nucledtidos y C9 de 4616 nucleotidos.
Las regiones 5' no transcritas de los dos DNAc son idénticas, aunque C4 se
extiende 22 bases mas adelante de la regién 5 de C9. El coddn de iniciacidon ATG
en C4 se localiza en el nucledtido 202 y en C9 se localiza en el nucledtido 180.
Ambas clonas contienen un marco tnico de lectura abierta. En el caso de C4 es
de 2310 nucledtidos (770 aminoacidos) mientras que C9 tiene 3285 nucledtidos
(1095 aminoacidos). Los primercs 209 codones de ambas clonas codifican para
aminoacidos idénticos, con excepcién del codén 11 que codifica una histidina en
C9y una prolina en C4. Los dltimos 165 nucledtidos de la zona codificante de C4
son diferentes a los de C9. La region 3' no transcrita (UTR) de C4 y C9 son de 445
y 1130 bases respectivamente, ambas contienen la sefiat de poliadenilacion en el
extremo 5.

La estructura primaria y secundaria de lfas proteinas que codifican las clonas C4 y
CO se determind a partir de la lectura y analisis del DNAc con el software
GENEWORKS. Ambas proteinas conservan la topologia de los miembros de la
familia de cotransportadores de catidn-cloro. Tanto C9 como C4 presentan un
dominio central de 250 aminoacidos con 12 dominios hidrofobicos potenciaies
para las regiones transmembranales, flanqueadcs por los dominios hidrofilicos
carboxi y amino terminal. C9 y C4 son identicos en los primeros aminoacidos pero
no en el extremo carboxiterminal. El extremo carboxiterminal de C9 presenté una
longitud de 457 aminoacidos en contraste con C4 que fue de 132 aminoacidos, es
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En A) se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina CSBm1-9

(DNAc C9), los aminoacidos la region carboxiterminal que no presenta CSBm1-4 se
encuentran subrayados. En B} se muestra la region carboxi terminal de CSBm1-4, los
aminodacidos subrayados son los 56 aminoacidos Gnicos de CSBm1-4.

Los dominios transmembrana estan marcados como TM entre

rectangulares.
Los aminoacidos del cassette A de CSBm1-9A estdn encerrados en un rectangulo.
# posibles sitios de glucosilacion de la proteina.
O posibles sitios de fosforilacion para la proteincinasa C (PKC).

® posibles sitios de fosforilacién para la proteincinasa A (PKA).

las Haves
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decir, C4 es 325 aminoacidos mas corta que C9. Ademas los ultimos 56
aminoacidos de C4 son diferentes a C9 (figura 15).

La secuencia que codifica para la isoforma CSBm1-9F presenta 98% y 96% de
homologia con el CSB de rata (CSBr-F) y conejo (CSBrab-F) respectivamente.
Las secuencias del CSBm-8 y mNKCC2 (publicada previamente) '*® son casi
identicas, con excepcion de 49 nucledtidos dispersos en las secuencias. Siete de
estos nucledtidos son cambios no conservados (11, 30, 48, 599, 773, 873 y 946),
de los cuales tres estan presentes en la secuencia de C4 (30, 48, y 599). Todas
estas posiciones de C9, con excepcion de la 873, son idénticas en et CSBr y el
CSBrab. Las diferencias entre CSBm-@ y mNKCC2 se explican como
polimorfismos en las diferentes cepas de ratones (CD1 y BALBc) que se
emplearon para aislar el DNAc de los CSB.

De hecho, se investigd el efecto del polimorfismo del codén 11 en la funcion del
CS8Bm-9, para lo cual se amplificé por RT-PCR 1a region de los nuclestidos 73 al
238 de C38 a partir RNA extraido de tejido renal de! ratén CD1, los fragmentos
obtenidos se subclonaron en el sitio Eco RV de pBluescript. Diecisiete secuencias
fueron tomadas al azar y secuenciadas, ocho de estas secuencias presentaron el
codon CAC (histidina) en el codén 11 y nueve presentaron el codén CCC (prolina).
Se determind el efecto de este polimorfismo en la funcién det cotransportador con
la técnica de expresion funcional en ovocitos de Xernopus laevis y no se encontrd
diferencias significativas (dato no mostrado).

Al igual que en los otros miembros de la familia, C9 presenta muitiples sitios
potenciales de fosforilacion para la proteincinasa C (PKC), dos en el dominio
amino-terminal (Ser 57, Thr75) y cinco en el dominio carboxi-terminal (Thr 639 y
927; Ser 983, 999 y 1029). Todos estos sitios estdn conservados en CSBr. Por
otra parte dos de los tres sitos potenciales para la proteincinasa A (PKA) en el
sitos carboxiterminal predichos en CSBrab y el CSBr también estan presentes el
C9 (Ser 1013 y Ser 1052). Los sitios consenso para PKA y tres de los cuatro sitios
consenso para PKC de la region carboxi-terminal de C9 no estan presentes en la
secuencia de C4. Sin embargo, es interesante sefialar que dentro de los 56

aminoacidos diferentes de C4 presenta dos sitios (nicos potenciales de
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fosforilacion  para la PKC (Ser 756 y Thr 761) y un Unico sitio potencial de
fosforilacion para PKA (Thr 761) (figura 14 ).

Deteccién y caracterizacion de los transcritos del CSBm

Para identificar los diferentes transcritos del CSB del rifién de raton se realizaron
analisis de Northern blot, con RNAm extraido de médula externa, con sondas
especificas para cada una de las isoformas (C9 y C4) (ver metedologia apartado
2). Con la sonda especifica para C4 se detectaron tres transcritos: de 3.0kb, 7.4kb,
y >8.0kb y con la sonda especifica para C9 Gnicamente se detectd un transcrito de
4.6 kb (Figura 16).

En el andlisis de Northern Blot con RNA extraidoe de varios tejidos y empleando
una sonda que identifica tanto C9 como C4, se confirmé que CSBm es especifico

de rifién, como previamente Igarashi reportd "8,

7.46 —— ,
¥ 4.40 — *
- 2.37 —0

CSBm1-4 CSBm-9

Figura 16. Andlisis de Northern blot de los transcritos del CSEm1 en los diferentes secciones
renales empleando sondas especificas para cada isoforma (CSBm1-9 y CSBm1-4). Se corrié
2.5 ug de RNAm en cada pozo. La membrana se hibridadron con una sonda de 382 pb en el
caso de C4 y de 475 para C9. El tiempo de exposicién en la autoradiagrafia para identificar a
la isoforma CSBm1-4 fue de 45 min mientras que para la isoforma CSBm1-9 fue de toda una
nache.

Las clonas que se aislaron de la genoteca de la médula externa de rifién fueron la
isoforma CSBm1-4 que poseian el cassette A y Ia clona CSBm1-9 con el cassette
F descritos por Payne ™', por lo que, empleando juegos de iniciadores (primers)
adecuados para cada isoforma y la metodologia de RT-PCR (ver metodologia
apartado 3), se buscaron y encontraron las isoformas con el cassette A, By F
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faltantes de las isoformas de CSBm1-9 y CSBm1-4 {figura 17). Estos resultados
sugirieron que la combinacion de los dos tipos de empalme (5" y 3°) generan seis
isoformas del CSBm1, asi que se buscaron y se clonaron las isoformas restantes
con la técnica de RT-PCR de RNAm (ver metodologia apartado 2). Las isoformas
que contienen el cassette B se aislaron de RNAm de corteza, mientras que las
isoformas CSBm1-4F y CSBm-9A se aislaron de RNAm de la médula renal.

) &) 4 ) ) ) (B

Figura 17. RT-PCR de RNA de rifién de ratén. EI gel A muestra la especificidad y
sensibilidad de los pares de iniciadores para C4 (S1 especifico para C4 y AS1 para
C5Bm1), la reaccién tambien se realizé con el DNA gendmico y con el DNAc de CSBm2. El
gel B es una RT-PCR con los primers especificos para C4 en donde se amplifico un
producto de =510 pb en la regidn externa como interna de la médula externa y en corteza
del rinon de raton, RT(+)= se llevé a cabo la transcripcién reversa, RT(-)= no se realizé la
transcripcion reversa. E! gel C es una RT-PCR con los primers $2 AS2 que identifican a la
isoforma C9 {producto de 278 pb). El gel D es una RT-PCR con los primers especificos
para los cassettes de exones (A,By F)de C4y C9.

Estructura parcial del gen CSBm1.
La comparacion entre el DNAc y el DNA gendmico revel6 la presencia de un sitio

donador interno TGGTAAGAG {nucledtidos 2342-2350) en el punto de empalme
alternativo de exones para generar el extremo carboxiterminal de C4 o C9. El sitio
alternativo de poliadenilacién para la region UTR 3° de C4 se [ocalizo en el intrén
que se encuentra entren el exdn 16y 17. (figura 18)
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Cassctle de exonos ' terminatde C4 J'terminal de C9

8 fc dorpadot Sip allerno de
inleAg polt-A
TGGTAAGA AATAAA

Figura 18. Representacién parcial del gen del cotransportador de Na’:K':2CI sensible a
bumetanida del rifién de ratén. En el ex6n 16 se localizé un sitio interno de empalme altemativo
de exones que da origen al extremo 3" terminal de la clona C4 y un sitio alternativo de
poladenilacién entre los exones 16 y 17 (ATA).

Caracterizacién de las proteinas de CSBm11.
Con andlisis de traduccion in vitro (ver metodalogia apartado 3) de C4 y C9
identificamos proteinas con pesos moleculares de 77.4 = 4.9 kDa y 131.1+ 17.9
kDa respectivamente, lo que sugirié que C4 codifica para una proteina de 83kDa y
C9 una proteina de 120kDa. La amplia cantidad de bandas encontradas en la
electrofaresis de gel de poliacritamida-SDS (SDS-PAGE) de los productos de la
traduccion in vitro, también observadas en los analisis con el CSBr *°, indican que
las proteinas posiblemente se glicosilen (figurat9),

La identificacion de las proteinas de las dos
isoformas de CSBm en el tejido renal se realizé con kDa _
analisis de Western biot con anticuerpos especificos 0= H .

12 ——

C4 C9
contra cada empalme alternativo de la region

andlisis se identificaron dos bandas de =150 kDa

=

carboxiterminal (CSBm1-9 y CSBm1-4). En este 5, — ’

. . 53 —
(149 y 142) en la fraccion de proteinas de
membrana de médula externa de rifion. En geles de  Figyura 19 . 1dentificacion de

N , . . las proteinas de CSBm1 con
poliacrilamida de bajo porcentaje se logré la la téenica de traduccin i

resolucion de estas dos bandas de CSBm1-9. vitro, CSBm1-4=83kDa vy
CSBm1-9~120kDa
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Probablemente la diferencia de peso molecular se deba al estado de glicositacion
de las proteinas (Figura 19).

También se realizaron analisis de Western blot con anticuerpos generados con un
péptido de la region anica del carboxiterminal de la isoforma C4, en extractos de
proteinas de rindn, musculo, corazén e higado. Uno _de los dos conejos
inmunizados con el péptido de la isoforma C4 generd antisuerc gque reacciona con
una proteina de 120 kDa, que era el peso molecular esperado para la isoforma C4
glicosilada. E} anticuerpo purificado reconoce una proteina del mismo peso

molecular que se encuentra tanto en corteza como en médula renal no asi en

2
¥ £ o @Q > :\Qo

.a(l.oo 0@‘:‘0 & '&b .b‘;@ Qgs" ¥ ‘-\\0‘)‘2' .50“\
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figura 20. Localizacién de las isoformas del CSBm1 en diferentes tejidos con la técnica de
Westernt blot. De izquierda a derecha WB de varios tejidos incluyendo el riitdn para el cual
se utilizé el anticuerpo que identifica los aminoicidos 735-749 especificos de la isoforma
CSBm1-4. El siguente WB es de diferentes secciones del riaidn empleando el mismo
anticuerpo, el ultimo carril se inmuno-absorbi6é el anticuerpo anti-C4 para determinar la
fidelidad del estudio. El dltimo WB es con anticuerpos especificos para C9

otros tejidos. La reaccion fue abolida cuande se absorbe el anticuerpo con el
antigeno (figura 20}). Con estos estudios determinamos que la Isoforma del
CSBm1-4 es una proteina exclusiva de! rifién. Los pesos moleculares de las dos
isoformas C9 y C4 corresponden a las proteinas de 150 kDa y 75 kDa que se
unen a [H% Bumetanida reportadas por Haas™.
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Inmunoflorescencia.

La localizacidn de las isoformas CSBm1-4 y CSBm1-2 se valord directamente en
cortes de tejido renales mediante inmunohistoquimica e inmunofluorecencia con
anticuerpos especificos para cada isoforma (ver metodologia apartade 4). Con los
anticuerpos anti-C4 se detecté la proteina CSBm1-4 en las células del asa
ascendente de Henle de la médula externa (zona externa e interna) y de la
corteza. Sin embargo, observamos que la reaccién antigenc-anticuerpo de los
estudios de inmunoflorescencia sélo ocurre en algunas células, lo que indica que
la proteina CSBm-4 no se presenta en todas las células del asa de Henle. La
localizacién heterogenea de CSBm-4 se observa especialmente en la region

CSBM1-8 CSBM1i-4 CSBEM1-4
Figura 21. Inmunolocalizacién de las isoformas def CSBm1 en cortas de tejido
renal. Para este estudio se emplearon anticuerpos especificos para cada
isoforma CSBm (C4 y C9). Se observa claramente que el marcaje con anti-C9
es homogeno en contraste con anti-C4 que mostré un marcaje heterogéneo y
con una tendencia al citoplasma.

cortical del asa de Henie. Es importante hacer notar gue el marcaje de la
inmunoflorescencia se observa en el citoplasma, lo que da la impresién de que la
proteina CSBm-4 se localiza de manera subapical. Con respecto a la localizacion
de ia isoforma CSB1m-9, en contraste con CSBm1-4, se detecto en la membrana
apical de todas las celuias del asa gruesa ascendente de Henle. (figura 21)

Todos estos datos demuestran que en el rifién de raton {CD1) existen seis
isoformas del cotransportador de Na“K":2CI" del asa ascendente de Hente
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generadas por dos mecanismos de empalme alternativo de exones. Uno debido a
la presencia de tres exones mutuamente excluyentes (A B 6 F) en la segunda
region transmembrana y el otro a un sitio de empalme interno del exén que genera
los dos posibles extremos carboxiterminales. Uno de 457 aminocéacidos que
corresponde a CSBm-9 y otro de 132 aminoacidos que pertenece a CSBm1-4, de
los cuales los Gltimos 56 son diferentes a C9.

Todas las isoformas se localizan en las células de asa de Henle, pero su
localizacién es diferente; CSBm1-9 es claramente de localizacion apical y esta
presente en todas las células, mientras que C4 es de localizacién subapica! y
heterogénea. Qtra diferencia importante entre C9 y C4 son los diferentes sitios

potenciales de fosforilacion para PKA y PKC (figura 22).

CSBm1-B9 CSBEm1-AS9 CSBm1-F9

AWAN) AWL
e T
SN S

CREE N HEE
_J \J

CSBm1-84 CSBm1-A4 CSBm1-F4

Figura 22, El empalme alternativo de exones de la region carboxi termina! y el cassette
de exones (A, By F) del gen del CSBm1 generan a 6 Isoformas del cotransportador de
Na":K":2CI' sensible a bumetanida las cuales estin formadas por 12 dominios
transmembrana, region amino y carboxiterminal de posible localizacién intracelular.
Las diferencias entre ellas son la secuencia de aminodcidos de la segunda regién
transmembrana y la region carboxitermal asi como los sitios potenciales de
fosforilacién para la PKA y PKC,

Expresion funcional del CSBm1-8 (C2) en cvocitos de Xenopus.
Los experimentos de expresion funcional se realizaron al cuarte dia después de la
inyeccion de los ovocitos con el RNAc de cada clona, a 32.5 °C en el momento de

incubarlos con el radioactivo. El tiempo de captacion de los isotopos radioactivos
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(®Na' o ®Rb’) fue de 30-60 minutos (ver metodologia apartado 7-8). Los
resultados se muestran en graficas de barras. En el eje de la X se sefalan los
diferentes grupos expesimentales. Cada barra son grupos de 20-25 ovocitos con
diferentes tratamientos e inyectados con RNAc de las diferentes clonas o con
agua. En el eje de las Y se muestran la media y error estandar de captacién del
isotopo radioactivo en pmolfovocitoth de cada grupo. La valoracién de las

diferencias entre cada uno de los grupos se realizé con analisis de varianza
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Figura 23. Expresidn funcional de las isoformas CSBm1-9 A, CSBm1-9 B y CSBm1-9 F.
Diferentes grupos de 20-30 ovocitos fueron incubados en presencia (+} o ausencia {-) de los
iones que transportan (Na', K* y CI

*p<0,001 diferencia significativa contra los grupos que presentan los iones Na*, K* y CI'
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(ANOVA) de una via y de multiple comparacidn, con las pruebas de correccidn de
Bonferroni o con el analisis de varianza por rangos de una via de Kruskal-Wallis,
con el proceso de miltiple comparacion por el metodo de Dunn.

Los experimentos de expresion funcional en ovocitos de Xenopus inyectados con
RNAc de las isoformas de CSBm1-9 (A B y F) mostraron un claro incremento en
la captacion de **Na* en comparacion con los ovocitos inyectados con agua. Como
se observa en la figura 23A el incremento de la captacion de *Na* radiactivo se
presenta en todas las isoformas C9 (A.B y F), la cual disminuye en ausencia de K*
y de CI' y en presencia de bumetanida (100uM). En la misma figura se muestra
que el ensayo de expresion funcional con %°Rb* de las tres isoformas de CSBm1-
g, que al igual que la captacion con **Na*, presenta un importante incremento de
las captaciones del radiactivo en los grupos inyectados con CSBm1-9 con
respecto al grupo inyectado con agua. Ademas la captacion de *°Rb* de las
isoformas CSBm-9 es dependiente de Na” y CI' y disminuye en presencia de
bumetanida (figura 23B). Con estos experimentos demosiramos que las tres
isoformas de CSBm1-9 (A, B y F) son cotransportadores de Na™: K™: 2CI' sensible
a bumetanida.

Existen dos observaciones importantes a considerar con relacidn a estos
resultados: 1) La captacién en la isoforma COF siempre fue mayor que en C9B y
CY9A vy 2) en los experimentos de captacion de ZNa* C9B solo redujo la mitad la
captacion de *Na* en ausencia de K*. Esto sugiere que posiblemente la segunda
regién transmembrana confiera diferentes propiedades en la capacidad de
transporte y afinidad a Ios icnes a fas diferentes isoformas.

Estas observaciones concuerdan con la localizacion de las diferentes isoformas
en el rifidn realizadas por Igarashi et al '*® con las técnicas de hibridacion in situ y
por Yang et al "*® con la técnica de PCR en nefrona Onica. Ambos mostraron que
las isoformas F, A, B se distribuyen en forma diferencial a lo largo del asa
ascendente de Menle (figura 24). C9F se localiza en la region interna de la méduia
externa, C9A en la regidn externa de la médula externa y C9B muestra una

localizacién exclusiva en la corteza renal.
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Por otra parte Isenring '® demostré que en la quimera de la segunda region
transrmembrana, que realizaron a partir de los cotransportadores CSBy2 y CSB,1-
A, la afinidad de los cationes y a la bumetanida fue diferente a los silvestres
{(CSB1-A y CSB2). Ademas Giménez et al ' en estudios cinéticos preliminares
del transporte de Na™ y CI de las tres isoformas, realizados con ensaycs de
expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis, encontraron que el Km para Cl

y Na’ son diferentes en cada una de ellas:

Kmg CSB-B= 891+1mM Km na+ CSB-B= 20.7+2 mM
Kmg™ CSB-A= 44.74+4 mM Km nas CSB-A= 16.5£2 mM
Kmgr CSB-F= 111£13 mM Kmpyase CSB-F= 66.726 mM

Estos datos sugieren que las isoformas del CSB-9 juegan un papel importante en
€l mantenimiento del gradiente osmolar de la médula renal y la fisiologia renal de
sodio. Debido a que CSB-9F esta expuesta a osmolaridades altas (1500 mOsm/l},
por localizarse en la region interna de médula externa, es probable que COF sea
un transportador de Na":K"':2CI" con baja afinidad pero alta capacidad de
transporte. En cambio la isoforma C9B, que se localiza en la corteza, esta
expuesta a osmolaridades similares al plasma (300 mOsm/l), sea un transportador
de alta afinidad por los iones aunque con baja capacidad de transporte y C9A

presente una afinidad intermedia. Las diferencias cinéticas de las tres isoformas

Isoforma B

Isoforma A

Isoforma F

Figura 24. Igarashi y colaboradores determinaren una localizacién diferencial de las
diferentes isoformas del CSB1 (A,B y F } en cortes sagitales de rifién, empleando andlisis
de hibridacién in situ con sondas de RNA marcadas con P especificas para cada
isoforma. La isoforma B se localizé en corteza, la isoforma A se observé tanto en la zona
externa como interna de la médula externa y la isoforma F sélo en la zona interna de la
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probablemente ayuden a una rapida recuperacion y/o al mantenimiento del
gradiente osmolar de la médula renal durante la diuresis o la antidiuresis.

También se analizaron las isoformas C8 (A, B y F) con el polimorfismo codén 11
CCC (prolina) o CAC (histidina) y se observé que inducen un transporte de Na':
K*: 2CI sensible a bumetanida {dato no mostrado).

Sensibilidad del CSBm1-9 { C9} a los diuréticos.

En los experimentos anteriores se demostré que el transporte de #Na” en los
ovocitos inyectados con C9F es inhibide con burmetanida, por lo que se probaron
otros dos diuréticos: la hidroclorotiazida y la furosemida. Como se muestra en
figura 25 los grupos de ovocitos inyectados con C9F no disminuyen su captacion
de #Na* al ser expuestos a 100pM de hidroclorotiazida, en contraste con los
grupos incubados con furosemida 100 pM en donde se encontr6 que la captacién
de 2Na’ disminuye a valores semejantes a los grupos inyectados con H;0. Con
estos experimentos se comprobd que C9 es el cotransportador de Na™ K" 2Cf
sensible a los diuréticos de asa derivados del A&cide sulfomoilbenzoico

{bumetanida y furosemida), pero no a los diuréticos tipo tiazidas.

[ control [ Hidroclorotiazida Il Furosemida
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Figura 25. La captaciéon de Na*CSB-9F no es inhibida por diuréticos tipo tiazida (barra
gris), pero si por diuréticos de asa {barra negra}.
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Efecto de la activacion de las proteincinasa A (PKA) en la captacién de
ovocitos inyectados con C-9.

Esta bien determinado que diferentes hormonas o factores que activan la via de la
proteincinasa A (PKA) incrementan la actividad del cotransporte de Na* :K*:2CI
sensible a bumetanida del asa ascendente de Henle 56.8372.98.108167-169 aqi que se
estudié el efecto de la estimulacion de la PKA en los ovocitos de Xenopus laevis
inyectados con RNAc de la isoforma C9. La figura 26A muestra los resultados de
siete experimentos en ovocitos extraidos de diferentes ranas e inyectados con
RNAc de CSF. En la figura se observa que el grupo de ovocitos inyectados con
C9F incrementan la captacion de #?Na* que es abolida por la presencia de
bumetanida, pero no es afectada con la presencia de estimuladores de la PKA
como es el AMPc (N®-2' O Dibutiril adenosin 3'-5" monofosfato ciclico 1mM) mas
un inhibidor de las fosfodiesterasas como es el isobutiriimetilxantina (100 uM de
IBMX) (2 090 £ 93 vs 2 102 + 87 pmolf ovocito/ h; p= no significativa) .

Con base en a las observaciones anteriores y con el conocimiento de que en el

170172 26 vaiord el

ovocito existen altas concentraciones de AMPc intracelular
efecto que tiene un inhibidor especifico de la PKA, como es el H89, en la

captacién de *Na* en ovocitos inyectados con COF. En la figura 26B se muestran
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Figura 26. Efecto de Ia activacion de la PKA en la actividad del CSBmt-9.
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los resultados de tres experimentos, en donde la captacion de 2Na* en ovocitos
inyectados con C9F expuestos con H89 20 uM no cambia (947 + 88 vs 841 + 57
pmol ovocitof h; p=no significativa). Por lo tanto, se llego a la conclusién que la
funcion de CSBm1-9F expresado en los ovocitos no es afectada por la activacion
de la PKA inducida por AMP¢-IBMX o por la inhibicién de la actividad de ta PKA
enddgena de los ovocitos con H8S.

Estos resuitados sugerian que el ovocito carecia de algin elemento que regula el
incremento de la funcion del cotransportador de Na*:K*:2C1 por la via de la PKA y
que esta presente en ias células del asa de Henle. Es poco probable que los
elementos de la cascada de transduccién de sefales de la PKA falten en el
ovocito, ya que el efecto de esta proteincinasa sobre la funcién en otras proteinas
de la nefrona; como la acuoporina 2 '3, el transportador de urea 1 * y el canal de
potasio ROMK % se caracterizé en ensayos de expresién funcional en ovocitos de
Xenopus laevis. Estos estudios muestran claramente que la funcién de las tres
proteinas incrementa cuando los niveles de AMPc aumentan.

Expresién funcional del CSBm1-4 {C4) en condiciones hipoosméticas ( 150

mOsmolar ).
Con las evidencias de Ia
existencia de dos tipos de
cotransporte electroneutro
3000 -

sensible a bumetanida en el asa
de Henle (Na-K-2Cl y Na-Cf)

(ver introduccidn), se propuso

] [ sinbumetanida T

7 H  conbumetanida

£

que si la isoforma CSBm1-9 es

g

el cotransporie dependiente de
potasio, posiblernente CSBm1-4

Captacion de 22Na+(prnolrovocilorh)

ol L — 1 i codifique para el cotransporte

HO  CSBmlAd  CSBm1-F9 independiente de potasic. Sin

. embargo, i ovocitos

Figura 27. Expresion funcional de C4 en condiciones 9 0s 0
de 150 mOsmolar inyectados con CSBm1-4 no

transportaron sodio en
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condiciones de 150 mOsmolar. En la figura 27 se muestra el resumen de 11
experimentos y muestra que los grupos de ovocitos inyectados con RNAc de C4
no captan ?Na" a diferencia de los grupos inyectados con RNAc de C8, el mismo
efecto se observé en experimentos con *Rb”.

Expresion funcional de la coinyeccion de C4 con C9.

Por la ausencia de funcion en los ensayos de expresion funcional de C4, se
trabajé otra hipotesis que ayudaria a entender la existencia de esta isoforma en
rifion de ratén. Esta hipotesis proponia que la isoforma C4 tenia un efecto
cooperativo o regulador sobre la funcién de C9, el cual probablemente favoreceria
que el transporte de Na*:K":2Cr se modificara a Na":ClI". Con este planteamiento
se realizaron estudios funcionales coinyectando los dos RNAC de C9 y C4 en los
ovocitos de Xenopus laevis. En estos estudios se observd que la coinyeccion
C4/C9 disminuye la captacién de “Na’ con respecto a los ovocitos inyectados con
C9.

La figura 28 muestra una curva de dosis respuesta de la coinyeccion del RNAc de
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CSBm1-A4RNAc 0.0 0.0 6.25 12.5 5.0 375 50.0
{nglovocito}

Figura 28 Curva de dosis respuesta de la captacién de ?Na’ en Ia coinyeccién de RNAc de
C4iC9. La concentracién de C9 se mantuvo constante en todos los grupos (25ngfovacito},
C4 (0-50 ngfovocito) . * P<0.01 vs control (C9 sin C4)
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COF/C4A manteniendo constante la concentracion de RNAc de C9 {25ngfovocito)
y variando la concentracion de RNAc de C4 (0-50 ng/ovocito). En esta grafica se
observa claramente como el incremento de la concentracion del RNAc de C4
disminuye la captacion de ?Na* de forma dosis dependiente. Aproximadamente la
K12 de inhibicidn se alcanza con una concentracién de C4 25ng/ovocito.

El siguiente paso fue analizar el tipo de transporte de sodio que generaba la
coinyeccion de los RNAc de C9/C4. En la figura 29 se muestra la captacién de
ZNa* en los grupos de los ovocitos coinyectados con C9/C4 en presencia y
ausencia de los iones CI' o K*. En esta gréafica se observa que la captacion de los
ovocitos coinyectados con ambas clonas disminuye significativamente en ausencia
de K" o CI en los medios de captacion, asi como en presencia de bumetanida
100uM. Por lo tanto la captacién de “Na’ que se observé en los ovocitos
coinyectados C9/C4 pertenecia al CSBm1-9F. Con estos datos se demostro que

C4 tiene un efecto negativo en la actividad del CSBm1-9.

[] contnl sinK' E sincr [JJJ] cor Bumetanida
3000 _[_
2000 -

1000

Captacion de ZNa’({pmol/ovocito/h)

k * * E *k Ak
o =
H,0
C5B8m-F9 CS5Bm1-F9 + CSBm-Ad

Figura 29. Dependencia de iones de la coinyeccion de RNAc de C4/C9. *"p<0.0001 vs
control, **p<0.001vs C9/C4
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Se descarto que el decremento de la coinyeccion de los RNAc de C9/C4 fuera por
una competencia de los RNAG inyectados por los ribosomas con la coinyeccion de
CSBm1-9 con RNAC’s no relacionados a los cotransportadores (renina ¥ un canal
de K'). Estos ensayos de expresion funcional mostraron que el efecto de la
coinyeccion entre COF/C4A no es por competencia de ribosomas, ya que los
ovocitos coinyectados con C9/renina y C9/ canal de K* no redujeron la captacién
de ?Na* como ocurrié con la coinyeccion de C9/C4 (C9= 2 122 + 80 vs CO/renina=
1759 + 308 y C9/ canal de K'=1 918 * 145pmolf ovocito/ h; p= no significativa).
(Figura 30).
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Figura 30. La coinyeccién de RNAc de C9 con otros .
RNAc no relacionados a la familia de cotransportadores ~ 'eSPecto a los ovocitos
(renina, canal de K+) no afecta la funcién de CSBm1-9 : e

+ p<0.0001 €9 vs C9/C4 inyectados Unicamente

con C9, situacion muy
parecida a la coinyeccion COF/C4A. Por lo que se concluyd que la segunda region
transmembrana no tiene efecto en la captacion de sodio en los ovocitos
coinyectados con C9/C4.
Como se demostré anteriormente, el tratamiento con AMPc-IBMX en ovecitos
inyectados con C9 no tiene efecto en la captacién de *Na* (figura 26), Situacion
que no concuerda con lo reportado en la literatura. Esta abservacion junto con el
hecho de que los ovocitos inyectados con C4 no induzcan captacién de #Na*,
pero si presente un efecto negative sobre la funcién de €S nos hizo proponer que

posiblemente la activacion de la PKA tuviera un efecte regulador en la captacion
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de ¥*Na* en la coinyeccion COF/C4A, asi que se valord el efecto del AMPc-IBMX
en los ovocitos coinyectados con COF/C4A. En la figura 32 se resumen 7
experimentos del efecto de la activacion la PKA (AMPc¢) en grupos de ovocitos
inyectados con RNAc de CSF y coinyectado RNAc COF/C4A. En esta figura se
observa que la reduccidon en la captacion de “Na* en el grupo COF/C4A se
revierte parcialmente cuando los grupos de ovocites fueron expuestos a AMPc-
IBMX (1023 + 62 vs 1514 + 97 pmolfovocitofh p< 0.001). Con estos resultados se
demuestra que el efecto inhibitorio de C4 sobre la actividad de CSBm1-9 es
parcialmente revertido con la activacién de la PKA con AMPc-IBMX, lo que
explicaria porque no observamos el incremento de la captacién de Na* en los
ovocitos que Gnicamente son inyectados con CSBm1-9.
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Figura 31. El efecto negativo de C4 en la captacién de Na* en los ovocitos
coinyectados con C9 es independiente de la segunda regién transmembrana (A,
By F.). *P<0.001 vs control CSBm9F o CSBm SA
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Considerando los datos de expresion funcional de la coinyeccion de C9/C4, junto
con el hecho de que ambas isoformas coexisten en las células del asa de Henle
{ver analisis de inmunoflorescencia) y de que C4 presenta una aparente
localizacién subapical. Se propuso que la funcién de los CSB posiblemente se
regule a través del movimiento de vesiculas de transporte.

Por otra parte, los hallazgos antes mencionados y de la observacién de que
CSBm1-4 no se presente en todas las células de! asa de Henle, especialmente en
la corteza renal, son elementos de discusién que explicarian por que la ADH no
incrementa la funcion del cotransportador de Na* :K* :2CI' en la asa ascendente de
Henle cortical, pero si en la asa ascendente de Henle medular ’ y el argumentg
seria: “*7* que el incremento de la funcién de CSBm1-8 por la actividad de la PKA
solo sucede cuando coexiste con la isoforma corta (C4), por lo que proponemos
que el efecto que tiene la PKA sobre la funcion de los transportadores

posiblemente sea inducir el movimiento de vesiculas de transporte que contengan

wo [ ] csemts Il cssi-ocsemia
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Figura 32. El efecto negativo de C4 sobre la actividad de C% es parcialmente revertido
con la activacién de la PKA (AMPc-IBMX). * p< 0.001 vs C9 control, ** p< 0.001 vs C9/C4
control
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homodimeros de C9 (Na":K":2CI) hacia la membrana, éstos homadimeros
reemplazan a los heterodimeros de C4/C9 y/o homodimeros de C4 (Na".CIY),
localizados en la membrana, los cuales son introducidos al citoplasma en
vesiculas de transporte por efectc de la PKA. Otra posibilidad seria que la
activacion de la PKA induzca cambios estructurales en los heterodimeros C9/C4
(Na*:K*:2CI'} de ta! forma que permita un transporte de iones mas eficiente,

74 quienes

Esta hipétesis correlaciona con las observaciones de Moore et all
con estudios de croos-linker recientemente demostraron que CSB2 forma
dimeros. Por otra parte, Nielsen et all ' con andlisis de inmunohistoquimica y
microscopia electrénica en células de asa ascendente de Henle, demostraron que

el CSB1r se localiza en vesiculas intracelulares.

Vesiculas
citoplasmaticas

v

Membrana
cewular

-

CSBmi-9 CSBmi-4

Figura 33 inmunoflorescencia en cortes de ovocito de Xenopus faevis con
anticuerpos especificos para cada isoforma del CSBm1 en condiciones de 150
mOsm,

Para confirmar nuestra propuesta, se determind la localizacién de las isoformas
del CS5B1m en los ovocitos de Xenopus faevis inyectados con el RNAc de C9 y
C4, con andlisis de inmunoflorescencias utilizando anticuerpos especificos contra
CSBm1-4 y CSB1m-9. En este estudio se observé que |a proteina de CSBm1-4 no
estd presente en la membrana, pero si en vesiculas de transporte en el
citoplasma, en contraste con la proteina CSBm1-9 que se localiza en la membrana

plasmatica (Figura 33). Con estos datos se explicaria por que la isoforma CS8m1-
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4 en condiciones de 150 mOsmolar no es capaz de transporta 22Na*, debido a que
no llega a la membrana. Este dato correlaciona con la localizacion subapical de

CSBm1-4 en el analisis de inmunoflorescencia en el asa ascendente de Henle.

Activacion de CSBm1-4 en medios con tonicidades menores de 100
mOsmolar.

5 Las evidencias de
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Figura 34. Efecto de la tonicidad en la funcién de la isoforma de que la proteina
CSB
SBm1-4 CSBm14  se

sintetiza en los ovocitos y de que se mantiene en vesiculas membranales;
indicaban que CSBm1-4 posiblemente fuera una proteina transportadora de sodio,
pero en las condiciones en las que se realizaron los ensayos de expresion
funcional no eran las adecuadas para que CSBm1-4 llagara a la membrana vy
funcionara como un transportador de sodio. Por esta razéon se buscaron las
condiciones adecuadas para inducir la flegada de C4 a la membrana del ovocito.

Tomando en cuenta, que uno de fos factores reguladores de ia funcion del CSB
son los cambios de volumen celfular, ademas que el cambio de transporte de
Na":K":2CI' a Na":CI en las células del asa de Henle ocurre cuando disminuye la

65,66

tonicidad de! medio , se valoré la funcién de la isoforma C4 en tonicidades

menores de 150 mOsmelar con la finalidad de incrementar el volumen celular del
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ovocito y tratar de inducir la actividad de CSBm1-4, con la hipotesis de que C4
codifica para el cotransportador de Na*:CI sensible a bumetanida.

En la figura 34 se observan
4000 3 ne
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Figura 35. La captacién de “Na’ en los ovocites una captacion semejante de
inyectados con la isoforma CSBm1<4 aumenta .
conforme disminuye la tonicidad del medio Na™ (2061 + 176 vs 2391 +

115 pmollovocito/h), la cual es atribuida al cotransportador de Na*:K*:2CI
endogeno de los ovocitos. Estas captaciones se pierden en los grupos incubados
en 150 mOsm, debido a que el CSB2 (cotransportador endogeno) disminuye su
funcién cuande se incrementa el volumen celular (236 + 63 vs 284 + 48
pmol/ovocite/h). Sin embargo, en las condiciones de 100 mOsm se observa
captacién de *Na’ sensible a bumetanida en los ovocitos inyectados con RNAc
de C4, no asi en fos ovocitos contral (Hz0). La captacion observada fue de ~48
veces mayor que el grupo de agua (8685 + 737 vs 181 + 35 pmol/ovocito/h. Con
este estudio se demostrd que CSBm1-4 es un transportador de sodio. Los
siguientes estudios fueron para caracterizar el transporte.

Se realizd una curva de tonicidad (200-70 mOsm) mostrada en la figura 35. En la
curva se observa que conforme disminuye la tonicidad del medio la captacion de
#Na* de ovocitos inyectados con RNAc de C4 incrementa, no asi en los ovocitos
inyectados con HzO. Al graficar el nimero de veces que incrementa la captacion
de Na” de los ovocitos inyectados con C4 con respecto a los ovacitos inyectados
con H;O se observd que la funcion de CSBm1-4 presenta un comportamiento
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lineal con una r’=0.96 (figura 36), lo que demuestra que la funcion del CSBm1-4
es dependiente de la tonicidad y/o cambios en el volumen celular. El
compaortamiento lineal de 1a funcion del CSBm1-4 al medificar {a tonicidad del
medio indica que la maxima actividad del cotransportador se alcanza en

tonicidades menores a 70 mOsmoles.
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Figura 36. Efecto de la tonicidad en la actividad de C4.

Al determinar que CSBm1-4 funciona en condiciones hipotdnicas, se realizé un
analisis de Inmunofluorecencia con anticuerpos especificos para C4 en los
ovocitos de Xenopus para localizar a la proteina CSBm1-4 en dos tonicidades
diferentes. En este estudic encontramos que los ovocitos expuestos en 200
mOsm/Kg la proteina CSBm1-4 permanece en el citoplasma en vesiculas de
transporte, en contraste con los ovocitos que fueron incubados en 80 mCOsm/Kg en
donde la proteina se encuentra en la membrana celular y poco en el citoplasma,
esto indicé que las vesiculas que contenian a los cotransportadores migraron a la
membrana en el momento en que disminuye la tonicidad o aumenta el volumen
celular. Aln en esta tonicidad existen vesiculas en el citoplasma; lo que explicaria

porqué la captacion de “Na’ de la curva de tonicidad de los ovocitos inyectados
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con C4,antes mencionada, no llega a la meseta de activacién maxima, porque
faltan transportadores por llegar a la membrana celular (figura 37).

Lo siguiente fue valorar la captacion de 2Na* y sensibilidad a la bumetanida de las
tres isoformas de CSBm1-4 (A, B y F) en condiciones de 100mOsm/Kg. Como lo
muestra la figura 38, los ovocitos inyectados con RNAc de las tres isoformas de
CSBm1-4 incrementan la captacion de ?Na* con respecto a los grupos control
{H20). El incremento de la captacion de #Na* de las tres isoformas disminuye en

presencia de bumetanida 100 uM.

/
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Figura 37. Localizacién de la isoforma CSBm1-4 en ovocitos de Xenopus en 200 mOsm ¥
80 mOsm {Imagen 200X).

Al determinar gue las tres isoformas de CSBm1-4 inducen un transporte de #Na*
sensible a bumetanida, el siguiente paso fue determinar la dependencia idnica de
este tipo de transporte. La figura 39 muestra que la captacion de ?Na’ de C4
(3670 £ 592 vs Hy0= 52 + 10 pmol/ovocito/h) en condiciones de 100 mOsm
disminuye en presencia de bumetanida (898 + 293 pmol/ovocito/h, p< 0.0002) que
es dependiente a la presencia de cloro (1297 + 289 pmol/ovocito/h, p< 0.0005)
pero independiente a K' (2876 + 438 pmoliovocito/h, p=No significativo).
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Figura 38. Las tres isoformas (A,B y F) del CSBm1-4 son transportadores de **Na” sensible a
bumetanida e hipotonicidad dependiente.

La independencia de K* de la funcion de CSBm1-4 se confirmé con ensayos de
expresion funcional con **Rb*. En la figura 40 se compara la captacion de 2Na’ y
de ®Rb* de ovocitos inyectados con C4. Ambos ensayos se realizaron bajo las
mismas condiciones experimentales (100 mosm/Kg, 40mM de Na*, 10mM de K’,
50mM de CI), la dnica modificacién fue el isétopo con el cual se valord el
transporte. En la grafica 40A se observa que los ovocitos inyectados con C4
incrementan la captacion de *?Na*, con respecto a los ovocitos control (H20). Esta
captacion de 2ZNg* disminuye con la presencia de bumetanida, en contraste con la
grafica 40B que no muestra la captacion de *®Rb* de los ovocitos inyectados con
CSBmi-4, lo que indicd que CSBm1-4 no transporta de K* pero si Na*. Con
estos datos proponemos que la isoforma CSBm1-4 se activa cuando hay un
incremente del volumen celular y que es un transportador de Na™:Cl" sensible a
bumetanida.
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Por otra parte se valord el efecto de la activacion de la PKA sobre la funcion de
CSBm1-4. En la grafica 41 se muestra el efecto del AMPc y de la IBMX en la
captacion de “*Na* en ovocitos inyectados con C4. En este estudio se encontrd
que la captacion de “Na* en ovocitos inyectados con C4 disminuye en presencia
de un activador de la PKA (AMPc) y/o un inhibidor de las fosfodiesterasas (IBMX).
El efecto de la adicion de AMPc 1mM sobre la captacién de ?Na’ de los ovocitos
inyectados con CSBm4 es de una ligera disminucién (19%) pero no tiene
significancia estadistica (6611 = 700 vs 5293 + 663}, en contraste con el efecto del
IBMX que reduce 50% la captacion de Na’ en los ovocitos inyectados con
CSBm4 (3585 + 487 pmolfovecito/h vs control de C4, p< 0.01). Cuando ambos
compuestos se agregaron al medio de incubacion, el decremento de la captacion
de Na' es de 70% (2080 + 514 pmolfovocitoth, p< 0.01), lo que indica que el
mantenimiento del estado fosforilativo de CSBm1-4 y/o elementos que permiten la
llegada a la membrana de vesiculas de transporte que contengan a CSBm1-4

impiden la funcion del cotransportador de Na™:CI' sensible a bumetanida.
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Figura 39. C4 en 100 mOsmolar funcionan como un cotranspotador de Na”:CI' sensible a
diuréticos de asa.
" p<0.05
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El efecto inhibitorio del AMPc en la funcién de CSBm1-4, concuerda con el efecto
que tiene el tratamientc con AMPc-IBMX en la recuperacion de la funcion de
CSBm1-9 en los ovacitos coinyectados con C9 y C4 (figura 32).

Por Ultimo se caracterizé la sensibilidad a la bumetanida sobre la funcién de C4,
con una curva de dosis respuesta que se muestra en la figura 42. La curva de
inhibicién de bumetanida de C4, en condiciones de 100 mOsm/Kg es muy
parecida a la de inhibicion de C9, en condiciones de 150mOsm/Kg. La
concentracidn media de inhibicion de la bumetanida sobre la funcion tanto del
CSBmi-4 como del CSBm1-9 en 150 Osmolar fue de ~10° M. Estos datos

contradicen lo reportade por Hass °

en los experimentos de union de
[H¥]bumetanida a proteinas de membrana del asa de Henle. En este trabajo
mencionan que la proteina de 75 kDa (peso que corresponderia al CSBm1-4) es
de baja afinidad por la bumetanida (Ki2= 2.40uM, Bmax =1.85pmolimg proteina)
con respecto a una proteina de 150 Kd (Kip= 0.052uM y Bnax=0.224 pmol/mg
proteina), que corresponderia al peso molecular de CSBm1-9 (figura 10). Sin

embargo, es importante marcar que estos datos muestran la capacidad que tiene
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Figura 40. C4 en 100 mOsmolar induce la capatacién de *’Na* (A) pero no de *Rb" (B).
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la bumetanida de unirse al transportador, lo que no quiere decir que su capacidad
de afectar la actividad de la proteina sea igual, por lo que es importante realizar
ofros experimentos para confirmar los datos obtenidos y correlacionarlos con lo
observado por Hass.

Considerando todos los datos de expresién funcional obtenidos en el presente
trabajo junto con las evidencias fisiologicas de la presencia de dos
cotransportadores de Na’ sensibles a bumetanida de asa ascendente de

Henle®.58.76

, proponemos que el transportador activo en el asa de Henle, cuando
la médula renal esta hipertonica, es la isoforma CSBm1-9 (Na”:K":2CI), mientras
que la isoforma CSBm1-4 (Na':Cl) se mantiene en citoplasma en vesiculas
membranales.

Es importante mencionar que cuando ocurre la diuresis, la médula renal pierde el
gradiente hipertonico (figura 6). En estas condiciones, como lo propone Evelof
8458 Jas células del asa de Henle se encuentran en un ambiente hipoténico relativo
como consecuencia de esto se induce un incremento del volumen celular.
Probablemente el incremento de volumen y/o la dilucidn de algidn elemento del

citoplasma (ejemplo:[CI'}} promuevan el movimiento de las vesiculas de

D Control
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Figura 41. La activaciéon de PKA con AMPc-IBMX inhibe la captacién de 2Na* en
los ovocitos inyectados con RNAc de C4. *p< 0.01 vs C4 control

Captacién de 2Na* (pmel/ovocito/h)
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transporte que contienen a la isoforma CSBm1-4 hacia la membrana asi como la
funcion de proteina, de esta manera cambia el tipo de transporte de Na":K":2Cl" a
Na":CI'. Posiblemente el cambic de transporte mantiene la reabsorcion de NaCl
en el asa de Henle, que es importante en esta zona {20% de NaCl del filtrado
glomerular), de esta manera se evita la perdida de NaCl. Ademas contribuye a la
recuperacion del gradiente osmolar por la entrada de osmolitos (NaCl}, aunque
disminuida en contraste con CSBm1-9, pero no favarece la reabsorcion de agua
debido a la perdida del gradiente osmolar.

La localizacion de la isoforma CSBm1-4 en el analisis de inmunoflorescencia no
sélo mostrd a la proteina en el asa ascendente gruesa de Henle sino también en
el asa ascendente delgada, en contraste, con CSBm-9 que sdlo se localiza en el
asa ascendente gruesa. Este dato es interesante porque existe una controversia
acerca de la presencia o no de un transporte de Na”:CI' en esta regién de la
nefrona #583178177 Hay que sefalar que esta es la zona mas hiperténica de la
medula renal, lo que nuevamente nos hace suponer que el estimulo para que
funcione CSBm1-4 es por un aumento del volumen celular, debido a un

125 —p—- CSBm1-4
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Figura 42, Curva dosis inhibitoria de bumetanida sobre la funcién de C9 en 150 mOsmolar y
C4 en 100mOsmolar.



71

decremento de la tonicidad del intersticio medular (hipotonicidad relativa).
Posiblemente los factores que activan o desactivan la funcion de CSBm1-4 en los
decrementos de tonicidad det medio sean cambios en el volumen de las células
epiteliales, por medio de elementos del citoesqueleto que regulen sefiales de
transduccion involucradas en el movimiento de vesiculas de transporte a la
membrana y/o la funcién del CSBm1-4. Esto lo proponemos porque se demostré
que elementos del citoesqueleto como la F-actina * y la miosina '® regulan Ia
funcién de CSB2. Otro factor que probablemente regule la funcion de CSBm1-4
sea la disminucién de la concentracion de algin elemento en el citoplasma, como
es el caso del CI intracelular %126:128

Lang y col ' demostraron la existencia de una treonin-serincinasa {sgk) en varios
tejidos entre ellos e! rifién, que incrementa su transcripcién con cambios en la
tonicidad del medio isotdnico a hipertonico, esta cinasa estimula la actividad de

178,179 Lang

los canales epiteliales de Na* sensibles a amilorida (ENAC)
recientemente demostré que sgk incrementa la funcién de CSBm1-9 . por
estas observaciones suponemos que posiblemente existan cinasas que en
condiciones de hipotonicidad regufen la actividad de CSBm1-4.

La hipétesis de que los cambios en el gradiente osmolar y la disminucion de la
concentracion de iones de la médula como posibles factores que activen al
CSBm1-4 se apoya en los trabajos realizados por Matsumura et al *, Watts B et
al **' Capasso et al '™, que se explican a continuacion.

Matsumura et al con estudios de microperfusién in vifro y midiendo el potencial
transepitelial valoraron la permeabilidad del cloro de las asas ascendentes
delgadas de Henie de ratones knockout para gen CLCK. En estos estudios se
encontré que la modificacién de la concentracién de cloro de 145 mM a 14.5 mM
de la solucién en la que fueron incubados los tlbulos, que representaria al
intersticio medular; incrementan significativamente el potencial transepitelial de
0.0010.2 mV a 36.7+0.7 mV de los tibulos de los ratones CLCK1*", situacion que
no sucede en las asas de los ratones CLCK1™ (0.1£0.1 mV a 6.2+1.1 mV).

Ademas, los ratones CLCK1" presentan sintomas parecidos a la diabetes insipida,
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por lo que, se considera que este canal es importante en la conservacion del
gradiente osmolar de la médula renal.

Watts B et al '®' con analisis de microperfusion in vitro estudiaron el efecto de la
hipotonicidad sobre la actividad del intercambiador de Na'fH” que se localiza en fa
luz del asa de Henle. En este estudio demostraron que la actividad dal
intercambiador de Na*/H* incrementa cuando las asas de Henle son sumergidas
en scluciones hipotdnicas, sin embargo, el aumento de la actividad del
intercambiador de Na*/H® no ocurre cuando la solucién hipoténica es perfundida
en la luz de los tubulos renales; lo que sugiere que el estimulo que induce el
aumento de la actividad del intercambiador debe presentarse en el intersticio
medular, no asi en la luz de los tGbulos. Si consideramos que la cara apical de tas
ceélulas del asa ascendente gruesa de Henle es impermeable al agua en contraste
con la cara basolateral que permite la entrada de agua a las células, entonces, el
estimulo que activa al intercambiador de Na'/H® podria ser los cambios en el
volumen celular. El intersticio medular tiene contacto directo con la cara
basolateral de las células del asa de Henle, asi que, posiblemente cambios en la
tonicidad del intersticio medular, como ocurre en la diuresis, modifiquen la
actividad del intercambiador de Na*/H*.

Capasso et al '™

valoraron el transporte de HCOs; y Cl con estudios de
microperfusién del asa de Henle in vive en ratas a las que se les indujo
decremento de la osmolaridad de la médula renal, por medio de la infusion
intravenosa con una concentracion importante de manitol (18%) o soluciones
hipotdnicas. En el estudio observaron gue fa disminucion del gradiente osmolar de
la médula renal incrementa el transporte de HCO5 y CF.

Estos estudios demuestran que el decremento de la osmolaridad de la médula
renal es un estimulo importante para que varios sistemas de transporie
incrementen su funcidn, probablemente con la finalidad de restablecer el equilibrio
osmolar de la medula renal yfo evitar la pérdida de iones que mantienen la
homeostasis del organismg, posiblemente CSBm1-4 sea uno de estos sistemas de

transporte que se activan por cambios de la osmolaridad en la méduta renal.
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CONCLUSIONES
~ Las seis isoformas CSBm1-9 (A, By F) y CSBm1-4 (A, B y F) provienen del
mismo gen y son resultado de dos mecanismos de empalme alternativo de
exones que codifican para la segunda region transmembrana y carboxi
terminal. Ambas proteinas se localizan exclusivamente en riRdn.
» Las tres isoformas del CSBm1-9 codifican para proteinas de 1095
aminodcidos (150 KDa) que en condiciones isoténicas e hipoténicas
moderadas actlan como cotransportadores de Na+:K+:Cl- sensible a
diuréticos de asa.l.a activacion de la PKA no ejerce efecto alguno en la
funcion de la isoforma CSBm1-9.
Las tres isoformas del CSBm1-4 codifican para una proteina de 770

aminoacidos {120KDa) que no presenta funcién alguna en medios

L

extracelulares isotdnicos o moderadamente hipotonicos; sin embargo, las
tres isoformas actdan como cotransportadores de Na*:Cl-en condiciones de
hipotonicidad extrema.

La activacién de la PKA disminuye la funcién de la isoforma CSBm1-4.

La clona 4 ejerce un efecto negativo sobre la funcién del CSBm-9, el cual

At

v

es parcialmente revertido con la activacién de la PKA (AMPc). La activacion
de la PKA no tiene efecto directo en la actividad CSBm-9, por lo tanto
proponemos que el mecanismo de activacidn del CSBm-9 por la via de 1a
PKA (ADH) es por la liberacion del efecto negativo causado por la isoforma
reguladora CSBm1-4.

La isoforma CS8Bm1-4 posiblemente juegue un papel importante en el

\f

mantenimiento de la hipertonicidad de la papila medular renal, asi como en
la recuperacion de NaCl en el asa de Henle en el momento que se presenta
la diuresis.
Con la informacion obtenida en el presente trabajo, junto con lo que se conoce
sobre |a fisiologia renal del transporte electroneutro de sodio en el asa ascendente
gruesa de Henle (ver introduccién pagina 15), proponemos los siguientes modelos

para explicar los mecanismos de regulacion de los transportadores de Na®
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electroneutros sensibles a diuréticos de asa por la ADH y cambios en la tonicidad
del medio.

ADH

Nuestro modelo esta basado en los siguientes puntos: 1) existen diversos estudios
que demuestran que el Na":K":CI" presente en el asa gruesa de Henle incrementa
su funcion en presencia de fa ADH; 2) Sun et al ® demostraron la presencia de
un transportador de Na*:Cl" sensible a furosemida en tibulos perfundidos con
medios carentes de K'y sin vasopresina, e! cual desaparece en presencia de la
ADH; 3) en nuestras observaciones encontramos que la isoforma CSBm1-9 es un
transportador de Na*K":2CI" y que la isoforma CSBm1-4 es un transportador de
Na":.Cl', ambos transportadores son sensibles a bumetanida; 4) el CSB1 es capaz
de formar dimeros; 5) observamos que activadores de PKA inhibe el transporte de
Na" generado par CSBm1-4 no asi el transporte de Na* de CSBm1-9 y 6) el efecto

La activacién de la PKA libera a CSB1m-9 del efecto negativo
que eferce C5Bm1-4
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Figura 43. Fisiologia del transporte de sodio electroneutro sensible a furosemida del
Asa Ascendente Gruesa de Henle
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que tiene la activacion de la PKA sobre 1a captacion de #?Na’ en los ovocitos
coinyectados con CSBm1-4/CSBm1-9 es de incrementar la captacion de #Na” .
En base a estos datos, proponemos que en ausencia de ADH la isoforma CSBm1-
9 se localiza en la membrana de las células epiteliales en forma de heterodimero
con la isoforma CSBm1-4, por lo que la cantidad de Na' transportado es menor,
por el efecto negativo que ejerce CSBm1-4 sobre CSBm1-9, en contraste con el
homodimero de CSBm1-9, que es mas eficiente. Si homodimeros de CSBm1-4 se
localizan en la membrana el transporte que generan es de Na*:Cl. En cambio en
presencia de ADH (antidiuresis) se induce un incremento la actividad del
transporte de Na":K"CI' (CSBm1-9), por la activacion de a la PKA. Posiblemente el
aumento en fa funcidn del cotransporte de Na™:K™:2ClI' sea por cambios
conformacionales en la estructura del heterodimero CSBm1-9/CSBm1-4, dados
por la fosforilacion directa de las proteinas, lo que facilita el incremento de la
funcion de CSBm1-9 y/o el movimiento de vesiculas de transporte hacia la
membrana que contengan a los homodimeros de CSBm1-9, de tal forma que las
vesiculas de transporte que contengan al CSBm1-9 llegan a la membrana y son
insertadas en ella, al mismo tiempo que promueven la endocitosis de los
heterodimero CSBm1-8/CSBm1-4 en vesiculas de transporte. Este intercambio
vesicular aumenta el nimero de homodimeras CSBm1-9, por lo tanto el transporte
de Na'K":2CI incrementa. Por ofra parte el transporte de Na*:ClI' dado por
CSBm1-4 es blogueado, ya sea porque la fosforilacion directa de ta proteina inhiba
su funcion o porque es expulsada de la membrana e introducida al citoplasma en
vesiculas de transporte (figura 43).

Cambio de tonicidad

El aumento o disminucion del volumen celular