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RESUMEN

El cotransportador de Na*:CI" sensible a tiazidas (CST) es el principal responsable
de la reabsorcion de NaCl a nivel del tubulo contorneado distal en la nefrona de
los mamiferos y el sitio de accion de las drogas benzotiadiazinas o tiazidas. Estos
farmacos son utilizados ampliamente en clinica para el tratamiento de estados
edematosos e hipertensivos. Se ha demostrado que mutaciones en esta proteina
de membrana son las responsables del Sindrome de Gitelman, enfermedad
autosdmica recesiva, que presenta un cuadro clinico similar al del abuso en el uso
de las tiazidas. Debido a la dificultad en el estudio in situ de esta regién de ia
nefrona y para obtener cultivos homogéneos que mantengan sus caracteristicas,
fue hasta la clonacién del CST que se ha logrado analizar la funcién y la estructura
de esta proteina.

En el presente trabajo, utilizando la técnica de expresién funcional en ovocitos de
Xenopus, hemos realizado el estudio inicial de la relacion estructura funcién de
este cotransportador. Los resultados de este estudio nos permiten proponer un
nuevo modelo de interaccién de los iones transportados con el CST, en el que
cada i6n puede unirse al transportador en forma independiente, al azar, pero una
vez unido el primer i6n, se aumenta la afinidad por el segundo. Se requiere la
unién de ambos iones a la proteina para su transporte.

Las tiazidas muestran una potencia similar de inhibicién sobre el transportador que
la reportada para su uso clinico. La unién del inhibidor tiazidico se ve afectada por
la unién de ambos iones. Dentro de las drogas que tradicionalmente han sido
consideradas como tiazidas se encuentra la cicletanina. Sin embargo, nuestro
trabajo demuestra que el efecto natriurético de esta droga no es debido a
inhibicién del CST y, por lo tanto, no debe ser considerada como tiazida.

El transportador es una glucoproteina con dos sitios de N-glucosilacion (N404 y
N424), cuando uno de estos sitios es mutado (N404Q o N424Q) disminuye la
funcion del transportador en un 70% cada una, mientras que cuando ambos sitios
son mutados se obtiene una inhibicién del 90%. Esta disminucion en la funcién es
debida a una disminucién en la incorporacion de la proteina a la membrana.

El CST cuenta con varios sitios consenso para fosforilacién por la proteina cinasa
C. Cuando esta enzima es activada utilizando ésteres de forbol se produce una
inhibicién en la funcién del CST que es tiempo y dosis dependiente. Cuando se
realizan mutaciones puntuales sobre los sitios de fosforilacion se incrementa la
actividad del transportador tanto en mutantes simples, como en dobles mutantes.
En el caso de la triple mutante no se observa aumento en la funcién del CST.




ABSTRACT

The thiazide-sensitive Na*:CI™ cotransporter (TSC) is the major pathway for salt
reabsorption in the apical membrane of the mammalian distal convoluted tubule
and the principal site of action of benzothiadiazides drugs or thiazides, which are
widely used in clinics for treatment of edema and hypertension. It is known that
mutations, along this membrane protein cause Gitelman’s Syndrome, an
autosomical recessive disease, which is quite similar to the abuse of thiazides.

In this work, we have done the first approach to the cotransporter structure-
function knowledge, through functional expression in Xenopus oocytes. We
propose a new ion interacting model, in which every ion binds independently,
randomly, but the first ion binding increases affinity in the second ion. Both ions
are required for transporting.

Thiazides show similar inhibitory potency as TSC as clinical efficacy. Both ion-
binding sites modified thiazide-mediated inhibition of transport. Cicletanine was
assumed to act like thiazide diuretics. However, our results demonstrate that this
natriuretic effect of the drug is not due to an inhibitory effect on CST, and it must
not be considered as a thiazide.

Cotransporter is a glycoprotein with two N-glycosilation sites (N404 and N424).
Mutation of one site (N404Q and N424Q) decreased transporter function in 70%,
while mutation of both sites gave us an inhibition of about 90%. This decrease in
function is due to a diminished arrival at membrane.

Cotransporter has some phosporylation sites by protein-kinase C (PKC). When
PKC is activated using forbol esters, TSC has an inhibition on its function. This
inhibition is time and dose-dependent. Punctual mutations on phosphorylation
sites increase transporter activity, both with simple or double mutations. A triple
mutation does not induce additional increases in TSC function.



INTRODUCCION

Las tiazidas son drogas diuréticas ampliamente utilizadas en clinica
para el manejo de estados edematosos e hipertensivos. Estas drogas actuan
sobre un receptor que se encuentra localizado en el tabulo distal de ta nefrona y
es responsable de la reabsorcion de sodio a este nivel. Este receptor corresponde
al cotransportador de Na*:CI sensible a tiazidas (CST).

En los eucariotes superiores la homeostasis de liquidos y electrolitos es
critica para el organismo en funciones tales como el aporte adecuado de oxigeno
y nutrientes a los tejidos y la funcidon neuromuscular normal. EI NaCl es una sal
importante para la preservacion de la homeostasis idnica de los mamiferos, entre
ellos el hombre. Esta sal tiene importantes efectos sobre el volumen celular y
sanguineo, la presién arterial, etc. y se le ha involucrado en estados patolégicos
tales como la hipertensién arterial. Su concentracién celular y extracelular
dependen de finos mecanismos de regulacién para controlar su ingesta y
excrecion.

El riidn juega un papel importante en la determinacion del balance de
liquidos y electrolitos, manteniendo la homeostasis sin importar la amplia variacion
en la ingesta. El rifién filtra diariamente 1.5 Kg de NaCl, mientras que la orina
solamente contiene de 0.5 g a un poco mas de 20 g de esta sal. Por lo tanto, la
mayor parte del NaCl filtrado es reabsorbido por las porciones tubulares de la
nefrona. Para mantener este balance, los tibulos renales muestran una compieja
diferenciacién axial en segmentos especializados que estan formados por epitelios
transportadores: la nefrona proximal con sus porciones contorneada y recta, la
porcidn delgada del asa de Henle, la nefrona distal la cual comprende las

r y cortical de la rama ascendenie gruesa {TAL), ei tubuio



contorneado distal (TCD), el tibulo conector (TCN) y el conducto colector con sus
porciones medular (CCM), cortical (CCC) y papilar. Estudios morfolégicos han
definido los tipos celulares y el analisis mediante micropuncién, biologia molecular
y técnicas relacionadas han contribuido considerablemente a elucidar la
especializacion de los segmentos con respecto a una de sus principales funciones
como lo es la reabsorcién de sodio. La concentracion de sodio en el filtrado
glomerular es de 145 mmol/l, la cantidad filtrada es de 26,000 mmoi/dia, la
concentracién de sodio en la orina es de 30-150 mmol/l y la cantidad excretada
diariamente es de 100-300 mmol/dia. Una gran parte de la reabsorcioén tubular
ocurre en la nefrona proximal, aproximadamente el 60 al 70 % del Na" filtrado,
mientras en la nefrona distal, la rama gruesa ascendente del asa de Henle
reabsorbe del 20 al 30%, y la regulacién fina ocurre en el tibulo distal y en el
conducto colector.

Asa deigada Mbdula Tibulo recto distal

Figura 1. Heterogeneidad de la nefrona (112).

Existe una relacién lineal entre el consumo de oxigeno y la reabsorcion de
NaCl (1) con una proporcién de 5 mol de NaCl reabsorbidos por cada mol de ATP




consumido por la nefrona, si bien en el tibulo distal la proporcién es de 3 mol
reabsorbidos de NaCl por cada mol de ATP consumido. Esto nos muestra el
requerimiento de energia quimica que mantiene tal reabsorcién. Esta energia
quimica es utilizada principalmente por la Na‘'/K*-ATPasa, que se expresa en la
membrana basolateral de las células tubulares y provee la fuerza primaria para el
transporte de sodio manteniendo concentraciones celulares de sodio bajas y las
de potasio altas, es decir, generando el gradiente primario de sodio. La Na’-K'-
ATPasa también contribuye a mantener el interior de la célula electronegativo con
respecto al exterior.

La reabsorcion de sodio por los diversos sistemas existentes a lo largo de la
nefrona aprovecha el gradiente electroquimico producido por la Na*-K*-ATPasa.
La reabsorcién de sodio por estos transportadores puede ser electrogénica o

eléctricamente neutra.

TUBULO PROXIMAL

Como en cualquier otro segmento de la nefrona la reabsorcion en el tdbulo
proximal es energéticamente posible debido al gradiente i6nico transmembranal
producido por la Na’-K*-ATPasa, el cual es posteriormente aprovechado por otros
transportadores. Cuantitativamente, el transporte idnico mas importante acoplado
a Na* en este segmento de la nefrona es el intercambiador de Na'/H* (NHE), el
cual conduce una gran parte de la reabsorcion electroneutra de sodio y sensible a
analogos de amilorida (2). El intercambiador Na'/H*, ubicado en la cara apical,
extrae H' del interior celular, los cuales son amortiguados por HCO3 en el lumen.
El acido carbénico formado es deshidratado a CO; por medio de la enzima
anhidrasa carbénica localizada en la membrana luminar. El CO; difunde al espacio
intracelular y es nuevamente rehidratado, por medio de la anhidrasa carbénica
intracelular, formandose acido carbénico que se disocia y reintegra el H* para otro
ciclo, mientras el Na" es bombeado hacia el intersticio por la Na*-K'-ATPasa y el

HCGC3 deja ia ceiuia por medio de un transportador basolateral acoplado al Na”.




Por este mecanismo, el Na* y el HCO; son absorbidos transcelularmente y la
concentracion de HCOj3 luminar cae rapidamente a lo largo del tabulo. Este
mecanismo de absorcion de HCO3™ puede ser detenido mediante inhibicion de la
anhidrasa carbénica con el diurético acetazolamida.

a

Na#
y ! ct
H,0

Figura 2. Fisiotogia molecular del tibulo ¢contorneado proximal. AC=anhidrasa
carbonica.

Otros mecanismos de t{ransporte acoplados al sodio y que fueron
identificados en el tibulo proximal incluyen a los cotransportadores de sodio-
fosfato (NaPi2), sodio-D-glucosa (SGLTt1 y SLGTZ2), sodio-aminoacidos, sodio-
sulfato y sodio-lactato. Aunque la reabsorcién proximal de sodio se puede adaptar
a estados de expansion o contraccion de volumen, esta bien establecido que la
reabsorcion a este nivel es constitutiva y que los cambios en la excrecién urinaria
de sodio y cloro, los cuales reflejan variaciones en la ingesta de sal, son una
funcién del tibulo distal (3).




ASA DE HENLE

En la nefrona distal, la porcion ascendente gruesa del asa de Henle se
inicia en los limites entre la médula interna y externa, y se extiende hasta la
corteza. Su morfologia se caracteriza por una interdigitacion celular con un alto
contenido de mitocondrias y es responsable de la reabsorcién de un 20 a 30% del
NaCl filtrado. Este es el segmento de la nefrona primordiaimente responsable del
establecimiento de los procesos de concentracion/dilucion, esto debido a su
capacidad para reabsorber sodio, cloro, bicarbonato y amenio, pero no agua y por
su capacidad para generar diferencias transepiteliales de concentracion de
solutos. La concentracion de NaCl disminuye progresivamente a lo largo de la
rama ascendente gruesa del asa de Henle. La reabsorcién de cloruro de sodio y
no de agua crea un liquido tubular hiposmético al final de este segmento, ademas
de contribuir a la hiperosmolaridad medular necesaria para la reabsorciéon de agua
mediada por hormona antidiurética a nivel del conducto colector. La porcion
ascendente gruesa del asa de Henle es el sitio de accién de los diuréticos de asa,
tales como bumetanida, furosemida, torasemida, piretanida y acido etacrinico, los
cuales ejercen su accién natriurética bloqueando la entrada apical de sodio,
potasio y cloro en las células. La reabsorcion de NaCl en esta porcién del asa de
Henle es realizada por un mecanismo complejo que incluye al cotransportador de
Na'/K'/2CI" sensible a bumetanida (CSB1), el intercambiador Na*/H* (NHE) y la
Na’-K'-ATPasa como elementos principales, aunque otros elementos han sido
implicados en esta reabsorcién (un canal de K* sensible a ATP, dos receptores de
Cl y el receptor de Ca™;4).

El proceso de reabsorcion de NaCl en la porcién ascendente gruesa del
asa de Henle es dirigido también por la Na'-K'-ATPasa basolateral. El Na* es
transportado a través de la membrana fuminar por el cotransportador Na*-K*-2Cl'y
posteriormente es extraido en la membrana basolateral por la Na*-K*-ATPasa. El

e |4

via basolateral mediante canaies de Ci' y, probablemente,



también por medio de un cotransportador de KCI. El K* recicla hacia la membrana
luminar por medio de los canales de K* tipo ROMK, el reciclaje de K* aunado al Ci’
extraido por mecanismos moleculares localizados en la membrana basolateral,
produce un voltaje luminar positivo transepitelial que es aprovechado para la
reabsorcion de Na* por via paracelular (11).

Bumetanidai)‘?

»

Figura 3. Fisiologia molecular del asa ascendente gruesa de Henle (113).

Durante mucho tiempo, se ha reconocido la interdependencia del transporte
de sodio y cloro existente en una gran variedad de células. En 1980 Geck y col.
(5) mostraron evidencia de que el movimiento de sodio y cloro en las células
tumorales de ascitis de Ehrlich estaba acoplado al transporte de potasio y
determinaron la estequiometria del transporte como 1Na™:1K':2CI', sensible a
furosemida. Esta forma electroneutra de transporte ha sido descrita en una gran
variedad de tipos celulares, entre ellos la rama ascendente gruesa del asa de
Henle. Dos distintos genes del cotransportador de Na*-K*-2CI™ han sido clonados
(Slc12a1 o CSB1 y Slc12a2 o CSB2;6,7) y ambos se expresan en el rifidén de
mamiferos. Ambos cotransportadores son proteinas con un peso molecular de



entre 120 y 150 KDa, con una topologia muy similar a la de toda la familia de
cotransportadores electroneutros de cloro-cationes con doce segmentos
transmembrana flanqueados por regiones hidrofilicas intracelulares; se encuentran
glucosilados en el asa extracelular entre los segmentos transmembrana 7 y 8 por
lo que se observa un peso molecular aparente en gel de 150-195 KDa. El CSB1 se
expresa exclusivamente en el asa de Henle y en las células de la macula densa.
La localizacién de la proteina mediante anticuerpos policlonales la muestran
solamente en ia membrana apical. Este cotransportador es inhibido por
bumetanida y no por tiazidas.

CSBm1-B9 CSBm1-A9 CcSBm1-F9

CSBm1-B4 CSBmt-A4 CSBm1-F4

Figura 4. Isoformas del cotransportador de Na+:K+:2Ci- apical sensible a
bumetanida (CSB1; 113).

Existen dos tipos diferentes de empalme alternativo que producen
diferentes isoformas de CSB1. Uno de ellos codifica para 31 aminoacidos que
forman la mayor parte del segundo segmento transmembrana y el asa
citoplasmica que lo une con el tercer segmento, dando las isoformas A, By F. Ei
otro empalme genera dos isoformas de CSB1 con diferente segmento carboxi-
terminal (8,9).
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El CSB2 (Slc12a2) fue clonado originalmente de la glandula rectal del
tiburén y luego del humano y ratén. El ARNm de CSB2 se expresa en diferentes
tejidos y células, incluyendo el rifién. En la corteza, CSB2 fue localizado en las
células granulares productoras de renina y en las células del musculo liso vascular
de la arteriola aferente, en el glomérulo y en el mesangio. Debido a la expresion
cortical de CSB2 y la expresion de CSB1 en la macula densa no es de extraiar
que la furosemida bloquee tanto al sistema de retroalimentacién tubuloglomerular
como module la secrecién de renina. El CSB2 también se encuentra expresado en
las membranas basolaterales de las células intercalares de tipo A (que secretan
acido) del tabulo colector de la rata y en las membranas basolaterales a lo largo
del tercio terminal del conducto colector papilar del ratén. Estudios cinéticos
sugieren que el orden de unién de los iones es con el sodio uniendose primero,
seguido de un cloro y posteriormente el potasio, para finalmente unirse el segundo
cloro. Los diuréticos de asa como la bumetanida parecen unirse en el sitio del
segundo cloro o cerca de éste en la proteina, aunque la unién de la bumetanida
depende de la presencia de los tres iones (10). Sin embargo CSB1 y CSB2
muestran diferentes afinidades (Km) y constantes de inhibicién para bumetanida
(Ki;11).

MACULA DENSA

La macula densa es una placa epitelial de células poligonales con un nicleo
denso que se encuentra en la porcion final del asa de Henle. Las células de la
macula densa constituyen el componente tubular del aparato yuxtaglomerular.
Estas células mantienen un contacto regutar con el mesangio extraglomerular y
ocasionalmente un contacto directo con las arteriolas glomerulares. Las células de
la macula densa pueden reconocer la concentracion de NaCl tubular, la cual a
este nivel refleja el balance corporal de sodio, asi como su incremento durante la
expansion de volumen y su disminucion en la reduccién de volumen. Las células

de ia macuia densa, ai actuar como mediadores entre el tibulo renal y las células
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musculares lisas/células granulares productoras de renina de la arteriola
glomerular aferente, tienen dos efectos establecidos. A corto plazo, la macula
densa reconoce cambios rapidos en la concentracién de cloruro de sodio para
ajustar el tono de la arteriola aferente, via un mecanismo de retroalimentacion
tibulo-glomerular cuya accién a su vez, estabiliza la descarga de cloruro de sodio
al tubulo distal con una respuesta en el tiempo en el rango de minutos (12). A
largo plazo, las células de la macula densa responden a un cambio crénico en el
NaCl, transmitiendo una seifial intracelular para un cambio de secrecion de renina,
por lo tanto, ajustando la generacion de la angiotensina 1l y aldosterona a un nivel
que es apropiado para el mantenimiento de la homeostasis del sodio.

TUBULO CONTORNEADO DISTAL

En el ritén de los mamiferos, el tubulo contorneado distal (TCD) esta
considerado como el segmento de la nefrona que se encuentra localizado entre la
macula densa y el tibulo conector. Este segmento tiene una longitud de 1.15+0.05
mm en la rata adulta. Es responsable de la reabsorcion del 5 al 10% del sodio y el
cloro filtrado en condiciones normales y participa importantemente en la secrecién
de potasio. Esta conformado por células de mayor altura que las existentes en el
asa ascendente de Henle, y presentan una extensa amplificacién de la membrana
celular basolateral (esta amplificacion definida como el cociente del area de la
membrana basolateral y el area de la membrana apical;13). La amplificaciéon, el
doble en la rata y en el conejo, resulta de la extensa formacion de procesos
laterales; estos procesos muestran amplias zonas de interaccion célula-célula.
Encerradas dentro de estos procesos basolaterales se encuentran mitocondrias, lo
cual da a estas células una apariencia de empalizada. E| tdbulo contorneado distal
contiene la mayor cantidad de mitocondrias por unidad de longitud que cualquier
otra célula a lo largo de la nefrona. En la porcién basal de la célula, los procesos
laterales se dividen en crestas que contienen cumulos de filamentos, se postula
que sirven para anclar las células a la membrana basal. El nicleo celular se
encuentra uniformemente localizado muy cerca de la superficie apical. Las
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mitocondrias no se encuentran interpuestas entre el nucleo y la membrana apical
pero llenan la regién perinuclear. La membrana apical esta caracterizada por
numerosas microvellosidades cortas (13). De acuerdo con la alta densidad de
mitocondrias y la gran amplificacién de la membrana basolateral, la actividad de la
enzima Na'-K’-ATPasa es la mas alta que existe a lo largo de toda la nefrona
(14,15). En el dltimo tercio del tibulo contorneado distal del humano, rata y ratén,
aunque no en el conejo, se encuentran células intercalares. Estas células tienen
una apariencia redondeada con membranas apicales mostrando abundantes
microproyecciones; sus superficies laterales se adhieren a las células contiguas
mediante desmosomas y su nucleo se encuentra en el polo basai.

Debido a la potente capacidad de reabsorcién de NaCl del asa ascendente
de Henle junto con una impermeabilidad al agua, el fluido tubular distal inicial es
hipoténico (~100 mOsm/kg H;0;16). La concentracion de NaCl en el tabulo
contorneado distal es de 30 a 150 mM y el pH es de 6.57 a 7.41. Si se supone una
concentracién luminar en el tibulo contorneado distal de NaCl de 50 mM vy
concentraciones intracelulares de 15 mM, las fuerzas directrices serian: Na'=+102
mV (+ indicando captacion de NaCl) y CI'=-38 mV. El potencial neto seria de +64
mV, favoreciendo el ingreso de NaCl. Cuando la descarga de sodio en el tabulo
contorneado distal es aumentada agudamente, el transporte de sodio también se
ve directamente aumentado, con una reabsorcién del 80% del sodio de la carga
(17). El potencial de membrana en el tibulo contorneado distal esta orientado con
el lumen negativo con respecto al intersticio, con valores aproximados de -90 mV,
aunque la magnitud del! voltaje transepitelial, medido in vivo aumenta de la
porcién proximal al segmento mas distal, iniciando con un voltaje transepitelial
cercano al cero y a medida que se avanza por el tibulo se encuentran valores
mas negativos.

Las vias de transporte de sodio y cloro a través del tubulo contorneado
distal de los mamiferos han sido investigadas usando técnicas funcionales,
opticas, electrofisiolégicas, inmunoldgicas, moleculares y con radioligandos (13).
Durante mucho tiempo, se ha reconocido la interdependencia para el transporte de
sodio y cioro existente en una gran variedad de células, y el estudio del transporte
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de sodio y cloro en este segmento se facilitd gracias al descubrimiento de un
sistema similar en la vejiga urinaria del lenguado de invierno. En 1975, Renfro (18)
reporté la existencia del transporte de cloruro de sodio en la vejiga urinaria del
lenguado de invierno (Pseudopleuronectes americanus), este transporte no altera
el voltaje transmembrana, el flujo neto de sodio y cloro en este tejido es igual y
presenta completa interdependencia para estos iones, es independiente de la
concentracion de potasio, el transporte de sodio no se inhibe por altas
concentraciones de amilorida, inhibidor del canal de sodio, ni por el estilbene
disulfonico (DIDS), un inhibidor de los canales de cloro. De igual manera, al inhibir
a la anhidrasa carbdnica no se produce una disminucién en el transporte de sodio
y cloro en este tejido, lo cual va en contra de la idea de que el transporte sea
debido a la accién sincrénica de los contratransportadores paralelos de Na'/H" y
CI'THCO3". Asimismo bumetanida 0.1 mM no tiene efecto sobre el transporte de
cloro y sodio en este tejido y tanto la hidroclorotiazida como la metolazona inhiben
casi completamente el transporte de sodio y cloro (19).

La deduccién de gue un transporte electroneutro de sodio y cloro como el
descrito en el lenguado de invierno operaba en el tubulo contorneado distal pudo
hacerse gracias a una diversidad de trabajos de diferentes aboratorios.
Inicialmente, Kunau y col. (20), midiendo concentraciones de cloro mediante
micropuncién en el tibulo proximal, y en el inicio y término del tabulo distal,
demostraron que el sitio de accién de la clorotiazida es el tibulo contorneado
distal. En 1984, Velazquez y col. (21) evidenciaron una interdependencia de
transporte entre el sodio y el cloro en el tdbulo contorneado distal. Este transporte
es independiente de K', y estos autores también describen las constantes
cinéticas aparentes. Cuando la concentracion luminar de sodio es de ~9 mM, la
absorcién de cloro es la mitad de la maxima y cuando la concentracién de cloro
luminar es de ~12 mM la absorciéon de sodio es la mitad de la maxima. Este
transporte no es debido a la funcion sincrénica de los intercambiadores Na*/H' y
CI/THCOs o al cotransporte de Na'-K'-2CI, ademas de ser insensible a la
furosemida y sensible a las tiazidas. En 1988, Beaumont y colaboradores,
utilizando ensayos de unidon de metolazona tritiada a membranas de rifién de rata,
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reportan la unién de la metolazona tritiada a dos sitios, uno de alta afinidad
(Kd=4.27 nM) y ofro de baja afinidad (Kd=289 nM). La unién de la metolazona[°H]
al sitio de baja afinidad fue desplazada sélo por meticlotiazida y politiazida de las
doce diferentes tiazidas utilizadas, ademas de que si fue desplazada por drogas
relajantes musculares y antagonistas de calcio; mientras que, la unién de la
metolazona[’H] al sitio de alta afinidad fue desplazada por todas las tiazidas
utilizadas y no por otros compuestos, por lo que a este Gltimo sitio se le considerd
como ei receptor de tiazidas. El sitio de alta afinidad fue localizado inicamente en
la corteza renal y los haluros compiten por la unién a este sitio (22).

0.5 -

® NaCl 50 mv
04 O  Sinsal

2 v NaSO,25mM
3 03
[
o
= 0.2
5
0.1 4
0.0 - : - -
0.0 0.2 0.4 0.6 08 10
MTZ (*H) Unida (pmol/mg)

Figura 5. Grafico de Scatchard mostrando la uniéon de metolazona tritiada a
membranas renaies de rata, en ausencia o presencia de sales de sodio (23).

Utilizando asi mismo ensayos de union, Tran y col.(23) encontraron que al
incrementar la concentracion extracelular de sodio (50 mM en forma de Na;SQ,)
se aumenta la afinidad de la metolazona tritiada unida a membranas de corteza
renal de rata en ~2.6 veces (disminuye la Kd de 3.5610.15 a 1.3240.11 nM),
mientras que el aumento en las concentraciones extracelulares de cloro (50 mM
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de NaCl) disminuyen la afinidad en ~2.6 veces (aumento de la Kd a 9.27+1.11
nM). Estas diferencias en la afinidad ocurren sin encontrarse cambios en el
nimero maximo de sitios de unién. Estos efectos pueden observarse en el grafico
de Scatchard de la figura 5.

Mediante esta metodologia y sobre la base de sus resuitados, Tran y col.
propusieron un modelo de transporte con dos sitios de unién. Uno es selectivo
para sodio y el otro reconoce al cloro y a la metolazona, en una forma mutuamente
excluyente y competitiva. La ocupacion del sitio del sodio aumenta ia afinidad del
segundo sitio por cloro o metolazona. El modelo propuesto por Tran y col. fue
considerado valido hasta la realizacion del presente trabajo y se muestra
graficamente en la figura 6.
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Figura 6. Modelo de transporte de Na* y CI' del transportador sensible a tiazida
propuesto por Tran y col. (23).

Posteriormente, Ellison y col. (24) solubilizaron e iniciaron la purificacion del
sitio de union de alta afinidad de metolazona tritiada en corteza renal de conejo
obteniendo una banda de 185 KDa.
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La identificacion molecular del transportador la llevaron a cabo Gamba y
col. (25), quienes utilizando una estrategia de expresién funcional clonaron al
cotransportador de sodio-cloro sensible a tiazidas a partir de ARNm de vejiga de
lenguado de invierno. La secuencia de ARNm de 3.7 kb con un marco abierto de
lectura de 3,069 pb predice una proteina de 1,023 aminoacidos, con una masa
calculada de 112 KDa.

® PKC
# N-glucosil

Figura 7. Topologia basica del cotransportador de Na*:CI' sensible a tiazidas
(CST:6).

El andlisis de hidropatia de esta secuencia mediante el método de Kyte-
Doolitle (26) predice un patrén con una regién hidrofébica central entre dos
extremos hidrofilicos. La regién central hidrofébica corresponderia a doce posibles
segmentos transmembrana con una larga asa extracelular entre los dominios
transmembrana 7 y 8. Las regiones hidrofilicas corresponderian a los extremos
amino y carboxilo terminales de la proteina, ambos situados quiza
intracelularmente con un segmento carboxiterminal largo de aproximadamente 450
aminoacidos. Se describen cinco sitios potenciales para N-glucosilacién, de los
cuales tres se encuentran localizados en la regién hidrofilica entre los segmentos
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transmembrana 7 y 8. Consistente con este hallazgo, se encuentra que la
traduccion del ARNc de CSTfl mediante microsomas da lugar a una banda
proteinica de 121 KDa que se reduce a 112 KDa cuando es tratada con
endoglucosidasa H (25).

La expresion tisular de CST en el lenguado de invierno, identificada
mediante analisis de ‘Northern Blot’ a alta astringencia muestra una banda de 3.7
kb que corresponde al ADNc de CSTHl, presente inicamente en la vejiga urinaria.
Sin embargo, una segunda banda de menor tamaiio (3 kb) fue encontrada en
intestino, ovario, musculo esquelético, ojo, cerebro y riidn del lenguado.
Funcionalmente, se estim6 una Km para el sodio de 25.0 + 0.4 mM y una Km para
el cloro de 13.6 + 0.2 mM (25). Este transportador fue el primero en clonarse de
una familia génica de cotransportadores electroneutros de cloro-cationes, entre los
cuales se encuentran el cotransportador de Na'-K'-2CI" apical (CSB1) y
basolateral (CSB2) y los cotransportadores de K'-CI" (KCC1, KCC2, KCC3 y
KCC4).

Cromosoma
Na*:Cl- 16
Na-(K)-Ci BSC1Na"K":2CHNa:CI- JRE
BSC2  Na*K*:2CI 16
1 20%
16
K-Cl 5
.-KCC1 . KJ'Cl‘ . 20
15

Figura 8. Arboi filogenético de ios cotransportadores electroneutros cloro-
catiénicos (113).
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Posteriormente, una sonda de ARN construida a partir de] ADNc del pez fue
utilizada para clonar por homologia al cotransportador de Na*-C sensible a tiazida
del rifidn de rata (CSTr;6), obteniéndose una clona de ~4.4 kb con un segmento
codificante de 3,006 pb que predice una proteina de 1,002 aminoacidos. El
analisis de hidropatia es similar al del lenguado de invierno, con doce potenciales
cruces transmembrana y una region aminoterminal y carboxiterminal citoplasmica.
El extremo carboxiterminal esta formado por 304 aminoacidos. Mediante ‘Northern
blot’ se encontrd este mensaje Unicamente en la corteza renal.

La clonacion del cotransportador de sodio-cloro sensible a tiazidas de ratdon
y humano (CSTh;27,111) se realizé6 por homologia mediante hibridizacion de
secuencias de rata y lenguado con una genoteca de rifibn murino y humano,
respectivamente. Por este medio se aislé un ADNc humano de 55 kb con un
marco de lectura de 3063 pb que codifican para 26 exones con un 89% de
identidad con el de rata y un 63% de identidad con el del lenguado al nivel de
ADN. Se encuentra que existe s6lo un gen de CST en el genoma humano
identificado en el cromosoma 16q13, una regién cercana a los genes de
metalotioneina y al gene asociado al sindrome de Bardet-Bidle y que son
sinténicas al cromosoma 8 del raton y 2 de la rata. La secuencia sugiere una
proteina de 1,021 aminoacidos y 112 KDa, de entre ellos existen 17 aminoacidos
(790-807) que no estan en el ADNc de rata y corresponden al exén 20. El patrén
de hidropatia es similar al encontrado en el cotransportador en las otras especies
aisladas: doce posibles segmentos transmembrana y los segmentos terminales
amino y carboxilo citoplasmicos. Los doce dominios transmembrana son los que
mantienen el mayor grado de homologia de las secuencias de ADNc desde el
lenguado hasta el humano. El asa extracelular entre los dominios transmembrana
7 y 8 contiene la secuencia de dos posibles sitios de N-glucosilacion, N416 y
N426, que se encuentran conservados en todos los CST e incluso en CSB1 y
CSB2. Los segmentos hidrofilicos amino y carboxilo terminal muestran algunos
sitios posibles de fosforilacién por diferentes cinasas de proteina, de entre ellos la
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conservada en todos los CST. La Ser804 se encuentra en los 17 aminodacidos
presentes en el CST de lenguado y humano, pero que estan ausentes en el CST
de rata. La expresion del ARNm de CST humano analizado por medio de
‘Northern blot' en tejidos tales como corazén, cerebro, placenta, pulmén, higado,
muscwlo esquelético, rifidén y pancreas mostré ser riitén especifico.

El cotransportador de sodio-cloro sensible a tiazida (CST) ha sido localizado
exclusivamente en la membrana apical del tibulo contorneado distal mediante
hibridacion in situ (29,30), RT-PCR de nefronas simples (31) e inmunohistoquimica
(32-36). Incluso, el analisis estructural fino mostré al cotransportador (CST) en la
membrana celular apical y en vesiculas citoplasmicas subapicales en esta region
de la nefrona (33). Realizando estudios de colocalizacion con un anticuerpo
dirigido contra el intercambiador Na®/Ca*’, se detecté una heterogeneidad antes
no apreciada a lo largo del tibulo contorneado distal de la rata, encontrandose que
un primer segmento del tabulo expresa CST, pero no al intercambiador de
Na‘'/Ca™, mientras que en el segundo segmento se encuentran expresadas
ambas proteinas (29). El intercambiador de Na*/Ca* se expresa en la membrana
basolateral de las células del tibulo contorneado distal de la rata, ratén y humano
donde colocaliza con la proteina que une calcio: calbindina Dzsk (29,32,37,38). Es
ampliamente conocido que los diuréticos que afectan la funcién del tabulo
contorneado distal estimulan el transporte de Ca™ a través de la membrana
basolateral hacia el intersticio, y la expresién de ambas proteinas en el segundo
segmento del tubulo contorneado distal apoya estos hallazgos fisiolégicos. De
igual forma, se ha localizado histoquimicamente al sensor extracelular de Ca*™ en
las membranas basolateral y apical de las células del tubulo contorneado distal
(39) y el hallazgo de localizarlo junto con CST en vesiculas subapicales podria
sugerir un papel modulador del Ca*™ en el intercambio proteico de CST desde y
hacia la membrana plasmatica (40).

Con todos estos datos, el modelo actual de reabsorcion de NaCl en el
tabulo contorneado distal es el siguiente: nuevamente la Na'-K'-ATPasa
basolateral dirige el proceso de reabsorciéon de NaCl: el Na* es transportado a
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(CST) y, posteriormente, es bombeado hacia afuera en la membrana basolateral
por la Na*-K*-ATPasa. El CI" deja la célula por via basolateral, probablemente por
medio de un cotransportador de KCl. La absorcion de calcio a este nivel se
aumenta cuando la absorcion de NaCl es bloqueada por tiazidas, ain no es claro
el mecanismo por el cual las tiazidas afectan la reabsorcion de calcio.

Lumen

Basolateral

Tiazidas
‘i\a" Na*
cr

Caz*

KO

Figura 9. Fisiologia de la reabsorcion de sal y calcio en el tibulo distal (113).

REGULACION DEL TUBULO CONTORNEADO DISTAL

El tabulo contorneado distal reacciona muy eficientemente a cambios en el
volumen liquido extracelular y descarga de sal. Incrementos cronicos en la
descarga tubular de NaCl aumentan el nimero y el tamafio de las células del
tibulo contorneado distal, el nimero de receptores para diuréticos tipo tiazida, la
actividad de la Na*-K'-ATPasa basolateral y la capacidad de transporte (41-43,53).
Estos cambios ocurren aln cuando las concentraciones de glucocorticoides y
mineralocorticoides se mantienen constantes (44).



Las hormonas mineralocorticoides contribuyen importantemente a mantener
la homeostasis del sodio bajo condiciones normales y patolégicas. Aunque los
receptores para hormonas glucocorticoides estan presentes a través de toda la
nefrona, los receptores mineralocorticoides se expresan principalmente en los
segmentos distales de la nefrona. Los efectos evidentes de los
mineralocorticoides en las células principales sugieren que los mineralocorticoides
actuan predominantemente a lo largo del conducto colector y no en el tubulo
contorneado distal. Sin embargo, en estudios posteriores, utilizando tubulos
renales de conejo disecados se detecté unién minima de aldosterona tritiada a
segmentos del tibulo contorneado distal. Cuando la unién fue examinada por
hibridacion in situ, se detecté unién a lo largo del tibulo contorneado distal y de la
porcién gruesa del asa de Henle pero a concentraciones de aldosterona mayores
(1.5 a 20 nM) a las utilizadas en el conducto colector. Resultados similares fueron
obtenidos en ratas, en los cuales la union de aldosterona[H®] a segmentos del
tubulo contorneado distal fue detectada a concentraciones de 2 nM pero no a 0.2
nM, lo cual sugiere un menor numero ¢ menor afinidad de estos receptores en
tubulo contorneado distal en relaciéon al conducto colector (46). Después de la
clonacién del receptor de esteroides ha sido posible localizar receptores de
mineralocorticoides a escala molecular. Anticuerpos generados en contra de un
péptido derivado de la secuencia del receptor de mineralocorticoides fueron
utilizados para la inmunolocalizacion del receptor. De esta forma, se situd al
receptor en el tibulo contorneado distal, el tabulo conector y el conducto colector
de rata (48), humano (47} y conejo (49).

Datos funcionales y moleculares mas recientes confirman la importancia de
las hormonas mineralocorticoides en la regulacién del transporte de NaCl por el
tubulo contorneado distal. Las hormonas mineralocorticoides y glucocorticoides
aumentan el numero de si}ios de uniébn a metolazona[H®] cuando son
administradas a animales adrenalectomizados (50,51). La combinacién de
glucocorticoides y mineralocorticoides aumenta el nimero de receptores mas que
cada hormona por si sola, lo cual sugiere que ambas hormonas actuan por vias

diferentes. Velazquez v col. {51) mostraron que las hormonas mineraiocoriicoides
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estimulan fuertemente la actividad del cotransportador de Na'-ClI” sensible a
tiazida. En estos experimentos el transporte de Na*-CI" sensible a tiazida fue
apenas perceptible en ratas adrenalectomizadas y dosis altas, aunque en rango
fisiologico, de aldosterona o dexametasona aumentaron la capacidad de
transporte mas de veinte veces. Recientemente, se demostré que la aldosterona
aumenta la expresién del cotransportador de Na*-Cl sensible a tiazida (CST),
determinado por ‘Western blot’ e inmunocitoquimica de corteza renal de rata (52).
Los efectos de la aldosterona para aumentar la expresién de la proteina de CST
fueron observadas tanto con un volumen liquido extracelular alto (infusion de
aldosterona) como con uno bajo (restriccién de NaCl). Estos datos indican que la
abundancia y la actividad de CST son reguladas por {as hormonas adrenales,
niveles altos de hormonas glucocorticoides o mineralocorticoides aumentan la
actividad de transporte sensible a tiazida.

La especificidad de la aldosterona es mantenida en los tejidos blanco
gracias a la accién metabdlica de la enzima 11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa.
Laé hormonas glucocorticoides y mineralocorticoides endégenas se unen al
receptor mineralocorticoide con igual afinidad. Las hormonas glucocorticoides
circulan normalmente a concentraciones que son cien a mil veces mayores que las
concentraciones de hormonas mineralocorticoides. Sin embargo, en células blanco
de mineralocorticoides la 11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa metaboliza las
hormonas glucocorticoides dejando los mineralocorticoides intactos. Esta enzima,
11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, colocaliza con el cotransportador de Na*-CI
sensible a tiazida (CST) al nivel proteico en el tabulo distal de rata (30) y en el
ambito del ARNm en el conejo (31).

La incorporacion de NaCl por la dieta es un poderoso determinante de los
niveles de aldosterona circulante y aunque los efectos de la aldosterona en la
abundancia y actividad de CST sugieren que el NaCl en la dieta puede regular la
abundancia y actividad de CST, estos efectos no han sido consistentes. En ratas,
" la restriccién en la dieta de NaCl aumenta tres veces el transporte de Na*-CI
sensible a tiazida y dos veces la expresion de la proteina (52,53), aunque la

n la dieta no muesira un incremento en el numero de sitios de union a
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metolazona en la corteza renal de rata ni aumento en el ARNm de CST (54,595).
Con la perspectiva anterior, Reilly y Ellison sugieren una hipétesis para la
regulacién del transporte idnico en el tabulo distal del rifién de rata: las hormonas
esteroides adrenales aumentan la actividad del cotransportador de Na'-CI
sensible a tiazida (CST) al menos en parte por un aumento en la expresion
proteica. Esta accion de las hormonas mineralocorticoides puede predominar a lo
largo del segundo segmento del tibulo contorneado distal, un segmento que
expresa niveles significativos de 118-hidroxiesteroide-deshidrogenasa. Como en el
conducto colector el efecto de las hormonas mineralocorticoides puede ser
aumentado cuando la descarga luminar de NaCl es alta. Asi, los efectos de la
restriccién dietética (aldosterona aita/descarga distal baja de NaCl) en la
abundancia de CST se ven disminuidos comparados con los efectos de la
administracién exdgena de mineralocorticoides (aldosterona alta/alta descarga
distal de NacCl). Reilly y Elison basados en la ausencia de efecto de la restriccion
dietética de NaCl en los niveles de ARNm, proponen que los efectos de las
hormonas mineralocorticoides en la abundancia proteica de CST puedan ocurrir
predominantemente al nivel de sintesis proteica o de la estabilidad y recambio de

la proteina.

Los estrégenos estimulan la retencién de sodio en humanos. Se ha descrito
una mayor sensibilidad a los diuréticos tipo tiazida en animales hembra y esto ha
correlacionado con una mayor densidad de unién de metolazona[H?) en rifiones de
ratas hembra comparadas con los machos. Asi mismo la ovariectomia ha
mostrado reducir el nimero de receptores para diuréticos del tipo tiazida en la
corteza renal (50) lo que produjo una simplificacion apical de la membrana
plasmatica del tibulo contorneado distal. Estos cambios fueron asociados con una
reduccion de la cantidad de proteina apical de CST (34). De estos resultados se
ha sugerido que los estrégenos pueden estimular el transporte de sodio
aumentando la densidad de CST en el tibulo contorneado distal.

El tratamiento diurético crénico produce importantes efectos en la estructura

ia funcién del C3T. Deniro de ios efectos estructurales, la
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infusién crénica de furosemida en ratas causa hipertrofia e hiperplasia de las
células del tabulo contorneado distal. La hipertrofia inducida por diuréticos de asa
estd asociada a un aumento en la amplificacion de la membrana celular
basolateral y en la actividad de la Na-K-ATPasa. Continuando con el efecto
funcional producido por la infusién con furosemida durante una semana, este
produce un aumento de aproximadamente tres veces la actividad del CST. Estos
efectos de la infusién crénica de diuréticos en la morfologia celular y el transporte
idnico ocurrieron aun cuando los niveles de glucocorticoides y mineralocorticoides
se mantuvieron constantes. En cuanto a los efectos del tratamiento crénico con
furosemida al nivel transcripcional, se encuentran datos iniciales que muestran
que al inducir la furosemida un aumento en la carga distal de NaCl, se produce un
incremento en la expresion del ARNm del CST (29). Aunque en otro reporte la
privacién de agua aument6 la expresion del ARNm del CST, mientras que la
administracion de furosemida a dosis bajas que no llevd a deshidratacion no tuvo
efecto sobre la expresion del ARNm del CST (55). Por lo anterior, se sugiere que
el efecto de la furosemida sobre la expresion del CST sea debido a la
deshidratacién producida por el diurético mas que a un efecto directo. Por otra
parte, la infusién crénica de diuréticos de asa aumenta la expresion del factor de
crecimiento parecido a insulina (IGF) y a la proteina que une al factor de
crecimiento parecido a insulina (IGFBP) en el tibulo distal (56) por lo que se
propone que los cambios morfoldgicos que ocurren durante la infusién crénica de
diuréticos de asa resulta en parte de la activacién de factores de crecimiento.
Ahora bien, con la infusiébn crénica de diuréticos tiazidicos a ratas, se
reduce significativamente la capacidad de reabsorcién de sodio y cloro por el
tubulo distal. Esta reduccion esta asociada con un aumente en el nimero de sitios
de unién a metolazona[H% (42,57). Loffing y col. (37), mostraron que la infusion
crénica de tiazida en ratas produjo apoptosis de las células del tibulo contorneado
distal y destruccion del epitelio, asociado con una disminucion en la cantidad de '
proteina de CST determinada por ‘Western blot’. En funcion a esto, estos autores
postulan que las células del tabulo contorneado distal son dependientes de la

entrada de sodio, via la membran ical, para mantener su integridad funcionai y
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estructural, y que los diuréticos de tipo tiazida conducen a cambios estructur_ales al
blogquear la via mas importante de entrada de sodio (37).

La absorcién de NaCl en el tibulo contorneado distal es estimulada por B-
agonistas, calcitonina, bradicinina y glucagén. Han sido localizados receptores
hormonales para B-agonistas, calcitonina y bradicinina en el tibulo contorneado
distal. La implicacién fisiologica de la bradicinina no se conoce (61).

TIAZIDAS

Los diuréticos son agentes terapéuticos que aumentan la excrecién urinaria
de sodio y agua al mismo tiempo que pueden reducir el volumen extracelular. Los
grupos de diuréticos difieren ampliamente en su farmacologia y farmacocinética.
Entre los grupos de diuréticos mas utilizados en clinica para el manejo de estados
edematosos, hipertension e hipercalciuria se encuentran las tiazidas.

Los estudios iniciales para la sintesis de tiazidas fueron realizados en 1943
por un grupo de quimicos organicos y farmacélogos de Sharp and Dohme Inc., en
su busqueda por obtener un diurético derivado de sulfonamidas que pudiese
movilizar el edema con mayor potencia que los inhibidores de la anhidrasa
carbénica existentes, y con menor toxicidad que los mercuriales utilizados
ampliamente hasta entonces. En 1949 Schwartz reporté que el efecto diurético de
la sulfanilamida en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva era debido a un
aumento en la excrecién urinaria de bicarbonato de sodio. Modificando la
estructura de la sulfanilamida, se obtuvo una serie de compuestos que fueron
desarrollados y estudiados en sus propiedades natriuréticas y cloruréticas. La
primera droga, el dirnato, fue procbada exitosamente en animales, mas no fue
efectivo en la practica clinica. En 1957 los quimicos organicos Frederick C.
Novello y James M. Sprague (62) hicieron la primera descripciéon de un derivado
benzotiadiazina, la 6-cloro-7-sulfamil-1,2,4-benzotiadiazina-1,1-didoxido o

& para ensayos ciinicos. Este nuevo compuesto aumenta
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la excrecién de sodio y cloro en cantidades casi iguales con minima pérdida de
bicarbonato, ademas de ser efectivo y seguro en dosis orales. Este
descubrimiento marco un hito en el manejo del edema (63).

Los diuréticos que tienen un mecanismo de accién similar a las tiazidas, es
decir, inhibicidn de la reabsorcion tubular distal de cloruro de sodio, incluyen a las
sulfonamidas con un anillo diéxido-benzotiadiazina y a los diuréticos sulfonamida
que estan farmacolégicamente relacionados y que difieren en el anillo
heterociclico, tales como metolazona (7-cloro-1,2,3,4-tetrahidro-2-metil-4-0x0-3-0-
tolii-6-quinazolinsulfona-mida), quinetazona, indapamida y clortalidona
(quinazolinas) y al diurético derivado de la furopiridina conocido como cicletanina.

Rs R,
~
R; 5 R,

R, R, Re R,
HCTZ H H cl SO,NH,
BFTZ H CH-Ol CF, SO,NH,
TCTZ H CHCI, cl SO,NH,
PLTZ CH, CH,SCHCF, c! SO,NH,
MTZ ) CH, cl SO,NH,
DZX H CH, H cl

Figura 10. Estructura quimica de las diversas tiazidas (114).
HCTZ= hidroclorotiazida, BFTZ=bendroflumetiazida, TCTZ=triclorotiazida, PLTZ=
politiazida, MTZ= metolazona, DZX= diazéxido.

Muchos de los diuréticos tiazidicos mantienen el grupo lateral sulfoamilico
unido al anillo de benceno, el cual le confiere actividad inhibitoria sobre la
anhidrasa carbénica. El orden de potencia para inhibir la anhidrasa carbénica por
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los diuréticos tiazidicos mas comunmente usados es:
clortalidona>benzotiazida>politiazida>clorotiazida>hidroclorotiazida>hendroflume-
tiazida. Algunas tiazidas reducen la reabsorcién tubular proximal de sodio gracias
a su efecto sobre la anhidrasa carbénica.

Las tiazidas se encuentran disponibles en muchas preparaciones, solas o
en combinacion. Todas son usadas en los mismos requerimientos clinicos y
pueden ser intercambiadas, la tnica diferencia entre estas drogas es su potenciay
la duracion de su accion.

Inicialmente se creyd que la clorotiazida actuaba al nivel de la rama
ascendente del asa de Henle. En 1975 Kunau y col. (20) demostraron que el sitio
de accion de la clorotiazida es el tibulo contorneado distal. Estudios de
microperfusion in situ (64) corroboraron que las tiazidas causan inhibicion del
transporte de NaCl en el tibulo contorneado distal. Mas aun, se describid por
Beaumont y col. un receptor de alta afinidad para las tiazidas en la corteza renal
(22) y la unién de las tiazidas se localiza en el tibulo contorneado distal (65). Con
la clonacién del cotransportador de sodio-cloro (CST;25) por medio de su
sensibilidad a las tiazidas, se ha considerado que este es el principal sitio de
accion de los diuréticos tipo tiazida. Hasta antes de la realizacién del presente
trabajo se creia que las tiazidas inhibian al cotransportador (CST) compitiendo por
el sitio de unién del cloro (23). Ahora se acepta que el sitio primario de accién de
las tiazidas es el tibulo contorneado distal, mientras que el tubulo proximal puede
representar un sitio secundario de accion.

Las tiazidas causan una diuresis de NaCl y potencian la descarga distal de
Na* facilitando la excrecién de potasio. El tibulo contorneado distal absorbe solo
el 5% del Na* filtrado, de tal forma que la eficacia de las tiazidas es limitada. No
obstante estas drogas son suficientes y adecuadas para pacientes con estados
edematosos ligeros a menos que tengan disfuncién renal concomitante. Las
tiazidas son ampliamente utilizadas para el tratamiento de edema asociado con
enfermedades cardiacas (insuficiencia cardiaca congestiva), hepaticas (cirrosis
hepatica) y renales (sindrome nefrético, insuficiencia renal crénica,

ulonefiitis aguda) y en ei edema causado por ia terapia con
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corticoesteroides. Otro de los usos mas importantes de los diuréticos tipo tiazida
ha sido como agente antihipertensivo, solos o en combinacién con otros
medicamentos. La administracién aguda de una tiazida se ha asociado con una
diuresis que induce disminucién en el volumen sanguineo y en consecuencia
disminucion en la presion sanguinea, sin embargo la disminucién en el volumen
sanguineo activa reflejos homeostaticos tales como el sistema renina-
angiotensina-aldosterona y al sistema nervioso simpatico, los cuales causan un
aumento en Ja reabsorcion tubular proximal de sodio y restauracién del volumen
sanguineo. E! efecto antihipertensivo, sin embargo, se mantiene posiblemente
debido a que el uso crénico de las tiazidas causa una disminucién de las
resistencias vasculares periféricas, cuyo mecanismo de accién es desconocido.
Las tiazidas no solo son drogas efectivas administradas solas sino potencian la
accion de otras drogas con diferente forma de accion.

Dentro de ofros usos clinicos de las tiazidas se encuentra el tratamiento de
la hipercalciuria y la osteoporosis. La administracién aguda de tiazidas esta
asociada con una marcada natriuresis pero solo con un ligero incremento o
decremento en la excrecién de Ca'"(66). Basados en estudios de microperfusion
in vivo en rata, Costanzo y Windhager (64) demostraron que la clorotiazida
ademas de su efecto inhibitorio en la reabsorcién de Na' también produce un
efecto estimulante en la reabsorcién de Ca™ en el tdbulo contorneado distal. La
administraciéon de diuréticos tiazidicos a largo plazo produce una franca
hipocalciuria que puede ser revertida por el reemplazo con NaCl. El efecto
hipocalcidrico de las tiazidas parece estar mediado por un mecanismo
independiente de la hormona paratiroidea (PTH;67). Existen evidencias clinicas de
que las tiazidas pueden ser utiles en la prevencion de la pérdida 6sea, estudios
cruzados y longitudinales de pacientes a los que se les administran tiazidas han
mostrado que éstos tienen una mayor masa ésea y menor pérdida 6sea que los
que no las usan, estudios epidemiolégicos indican que la terapia con tiazidas
reduce la fractura de cadera en un 30 a 50% (68). Estos efectos se le han
atribuido a su accion hipocalcilrica, la cual causa retencién de calcio y reduce el
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intercambio 6seo. Asi mismo las tiazidas pueden ser Utiles como coadyuvantes en
el tratamiento de ia hipocalcemia debida a hipoparatiroidismo.

El mecanismo por el cual las tiazidas estimulan la reabsorcion distal tubular
de Ca™, y la naturaleza de la relacidn entre la reabsorcién tubular renat de NaCl y
la reabsorcién tubular renal de Ca*™ alin no se conocen. Se han propuesto tres
hipétesis, una de ellas presentada por Walser (69) supone que las tiazidas
reducen el voltaje transepitelial (disminuyendo el voltaje negativo luminal), dando
como resultado una disminucion en el flujo pasivo de Ca™ en el lumen tubular. Sin
embargo, se ha mostrado que las tiazidas tienen poco efecto, sobre la diferencia
de potencial transepitelial en el tibulo contorneado distal y la permeabilidad pasiva
de este segmento de la nefrona al Ca*™ es significativamente baja. Otro esquema
es el propuesto por Constanzo y Windhager (70) quienes sugieren que las tiazidas
al inhibir la entrada apical de Na® podrian producir una reducciéon en la
concentracién intracelular de Na®, esta disminucién podria inducir la entrada
basolateral de Na* a través del intercambiador de Na*/Ca*" basolateral y por lo
tanto aumentar el flujp de Ca*™. El tercer mecanismo propuesto incluye cuatro
fases: el bloqueo de la entrada luminar de CI' por las tiazidas a través del
cotransportador de Na*-CI’, el flujo continuo basolateral de CI" a través de canales
de CI" lo cual resulta en una disminucién en la actividad intracelular de CI, la
reduccién del CI intracelular hiperpolariza las membranas luminar y basolateral y
la hiperpolarizacion de la membrana aumenta la entrada de Ca™ via la membrana
luminar por medio de canales de Ca** sensibles a dihidropiridina (71).

Debido a que otros haluros son excretados por procesos renales similares a
aquellos del CI', las tiazidas pueden ser utiles para el manejo de la intoxicacién por
Br.

EFECTOS ADVERSOS DE LAS TIAZIDAS.

Los efectos adversos de la utilizacion de las tiazidas son predecibles

basados en ia farmacoiogia de ia droga. Dentro de los efectos adversos en ia
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hemodinamia y balance electrolitico se encuentran hiponatremia, disminucién de
volumen, hipotension, hipocalemia, hipocloremia, alcalosis metabdlica,
hipomagnesemia e hipercalcemia.

Aun cuando las tiazidas no ejercen un efecto directo en el trasporte de K"
en el tubulo contorneado distal, estos farmacos estan asociados con un aumento
en la excrecion renal de K*, a través de sus efectos al incrementar la descarga de
Na" al conducto colector, y activando secundariamente la actividad mineralo-
corticoide. Debido a la capacidad de las tiazidas para inhibir la anhidrasa
carbénica, especialmente cuando se administran en dosis altas, pueden inhibir la
reabsorcion proximal de K de la misma forma que otros inhibidores de la
anhidrasa carbénica tales como la acetazolamida; sin embargo este efecto
proximal clinicamente tiene poca importancia.

La generacion de alcalosis con el uso de las tiazidas es atribuida
inicialmente a que el HCO3 se distribuye en un volumen de liquido menor, dando
un aumento en la concentracion de HCOj. El mantenimiento de la alcalosis
metabdlica durante la terapia prolongada con tiazidas tiene varios posibles
elementos: él hipoaldosteronismo y la continua descarga de Na’ en la nefrona
distal estimula la secrecion distal de H* y la hipocalemia estimula la génesis de
amonio y la excrecion de acido. Ei grado de alcalosis producido por tiazidas tiende
a ser menos severo que el encontrado en los diuréticos de asa ya que los cambios
fisiologicos inducidos por las tiazidas son de menor magnitud.

La reabsorcion tubular distal de Mg™" afecta solamente del 5 al 10% del
Mg™ filtrado. Las tiazidas administradas en forma aguda estimulan la reabsorcion
de Mg"" en el tibulo contorneado distal y disminuyen la excrecién renal de Mg*",
sin embargo la administracion crénica, especiaimente si esta acompafada de
hipocalemia, produce una reabsorci6n tubular distal de Mg** reducida y un
aumento en la eliminacién del Mg™* acompariada por un potencial de membrana
luminar reducido en el tdbulo contorneado distal (73). Aunque la terapia
prolongada con tiazidas causa una disminucién del Mg*™ sérico del 5 al 10%, sélo
ocasionalmente los pacientes desarrollan hipomagnesemia, si bien la deplecién
celuiar de Mg"™ puede ocurrir mas frecuentemente (74). Los mecanismos exactos
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del efecto magnesiirico de ias tiazidas se encuentran alin en debate. Se cree que
son preponderantes los mecanismos indirectos; estos efectos indirectos pueden
ser secundarios a la alteracion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, a
cambios en la relacion PTH-Ca™, al tratamiento adicional con otras drogas, a la
duracién del efecto de ladroga y a condiciones subyacentes de la enfermedad de
base. Los sintomas de hipomagnesemia incluyen depresién, debilidad muscular,
fibrilacién auricular y disrritmias cardiacas (75).

Es importante notar que existe un sindrome genético, el Sindrome de
Gitelman, el cual es causado por una variedad de mutaciones que dejan al
cotransportador de Na*-CI" inactivo, y cuyo fenotipo asemeja la farmacologia de
los diuréticos tipo tiazida.

SINDROME DE GITELMAN

En 1966 Gitelman (76) describi6 una enfermedad autosémica recesiva
manifestada por alcalosis metabélica hipociorémica, hipocalemia, hipocalciuria e
hipomagnesemia que se manifiesta preferentemente en el adulto. Este sindrome
fue inicialmente considerado como una variante del sindrome de Bartter.

Bartter y col. en 1962 (77) reportaron en dos nifios y un adulto alcalosis
metabdlica hipoclorémica e hipocalemia. Otras caracteristicas de este sindrome
autosomico recesivo son el aumento en la excrecién urinaria de potasio y
prostaglandinas, normotension o hipotensién no obstante un aumento en la
actividad plasmatica de renina y altas concentraciones séricas de aldosterona
ademas de una relativa resistencia vascular a los efectos sobre la presion
sanguinea de |a angiotensina Il exégena e hiperplasia del aparato
yuxtaglomerular. En el sindrome de Bartter, la mayoria de casos se presentan en
neonatos, aunque puede presentarse en la nifiez y en la vida adulta, existen
siempre poliuria y polidipsia ademas de que frecuentemente se reporta
polihidramnios materno con parto prematuro, debidos quiza a un aumento en la
produccién de orina in utero. Algunos de estos nifios tienen una apariencia tipica
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de este sindrome: frente prominente, cara triangular, boca en carpa, ojos grandes
y l6bulo de ia oreja grande, a mas de ello, presentan retraso en el crecimiento.
Vémito, fiebre y diarrea se han reportado en algunos casos y se ha descrito una
variante neonatal con sordera sensorioneuronal. El sindrome de Bartter neonatal
puede ser diagnosticado antes del nacimiento midiendo niveles de colesterol y
cloro en el liguido amnidtico. Un hallazgo comidn en el sindrome de Bartter
neonatal severo es un aumento en la excreciéon de prostaglandina E; (PGE>2), por
lo que algunos autores han propuesto que sea ilamado sindrome de
hiperprostaglandinuria E;, aunque dado que la diferencia solamente es la
severidad del cuadro se ha continuado utilizando la terminologia de neonatal.

En contraste con el sindrome de Bartter el sindrome de Gittelman es una
enfermedad leve y no presenta sintomatologia en la época neonatal. Los
pacientes con sindrome de Gitelman no se encuentran clinicamente disminuidos
de volumen, y tienen concentraciones de aldosterona plasmatica poco elevadas.
Muy a menudo los pacientes con sindrome de Gitelman son asintomaticos o
solamente refieren malestares neuromusculares intermitentes tales como
espasmos musculares, calambres ¢ tetania. La poliuria y polidipsia no se
encuentran presentes en el sindrome de Gitelman. En casos esporadicos se ha
reportado la presencia de condrocalcinosis.

Bettinelli {78) haciendo un analisis cuidadoso de los hallazgos fenotipicos
indicé claramente que el sindrome de Gitelman es distinto del sindrome de Bartter.
Este autor diferencid los desérdenes basandose en el metabolismo de los cationes
divalentes, mientras que en el sindrome de Bartter existe hipercalciuria e incluso
existe comunmente nefrocalcinosis medular, en el sindrome de Gitelman se
presenta hipocalciuria (la excrecién urinaria de Ca™ en el sindrome de Gitelman
tiene cocientes, con relacién a la creatinina, de <0.20). Por otra parte, en el caso
del Mg"™* mientras en el sindrome de Bartter las concentraciones séricas de Mg**
se encuentran normales, en el sindrome de Gitelman se encuentran bajas (las
concentraciones séricas de magnesio en el sindrome de Gitelman son <0.75 mM).

Dentro de las caracteristicas sobresalientes de los pacientes con sindrome
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tiazidas, pero una natriuresis alta cuando el diurético administrado es furosemida
(79), en comparacién a pacientes normales.

Debido a que el fenotipo del sindrome de Gitelman se asemeja al uso
crénico de diuréticos de tipo tiazida, el gene del cotransportador de Na'-CI
sensible a tiazida (CST) fue considerado un gene candidato para este sindrome.
En 1996 Simon y col. (27) mostraron un patrén de ligamiento completo del
sindrome de Gitelman al locus que codifica para el CST humano. Diecisiete
diferentes variantes moleculares fueron identificadas por ellos que predecian
alterar la estructura de la proteina codificada. Otros grupos han reportado
subsecuentemente mutaciones en el mismo gene que estan relacionadas con este
desorden. En un reporte preliminar, Simon y col. recolectaron un total de 82
distintas mutaciones que fueron asociadas con sindrome de Gitelman, la mayoria
de estas mutaciones fueron cambios no conservativos en aminoacidos que se han
mantenido sin alteracién a través de la evolucion. Hasta la fecha, se han
encontrado mutaciones en CST en todos los casos de fenotipo de Gitelman
estudiados. De esta forma se ha concluido que este sindrome esta causado por
mutaciones en un gene simple.

La identificacion del defecto génico responsable del sindrome de Gitelman
ha permitido conocer mejor el fenotipo de este sindrome. En general, el sindrome
de Gitelman es una enfermedad leve, aunque algunos casos reportados indican la
presencia de efectos severos tales como rabdomiolisis hipocatémica. Simon y col.
(80) mostraron que los pacientes afectados fueron diagnosticados en una edad
promedio de 22.5 anos {con un rango de 0.75-65 afios). La media de la
concentracion sérica de K* fue de 2.6 mM (rango 1.0-3.5 mM), el HCO3 sérico fue
de 30.7 mM (rango 22.0-37.4 mM), el Mg™" fue de 1.2 mM (rango 0.3-1.7 mM) y el
radio Ca*" urinario/creatinina fue de 0.088 (rango 0.0001-0.36). El 83% de los
pacientes tuvieron presiones sanguineas menores del percentil 50 para su edad y
sexo y el 51% por debajo del percentil 25. Esto enfatiza que el sindrome de
Gitelman puede presentarse a cualquier edad, pero que la hipocalemia,
hipocalciuria e hipomagnesemia son los hallazgos uniformes de esta
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enfermedad. Mas aun, ellos sugieren que estos pacientes tienen presiones
sanguineas arteriales menores que los controles normales.

Basados en la herencia autosémica recesiva del sindrome de Gitelman y en
los hallazgos fenotipicos del sindrome, Simon y col. (81) postularon que el
sindrome de Gitelman resulta de un defecto en el transporte de Na*-CI" por el
producto génico mutante. En confirmacién parcial de esta hipétesis Schuitheis y
col. (82) detectaron hallazgos fenotipicos similares en el ratéon transgénico sin
funcion de CST y el sindrome de Gitelman. Los ratones nulos para CST mostraron
una menor excrecién urinaria de Ca™ y concentraciones séricas de Mg™* mas
bajas que el ratén silvestre, al mismo tiempo de que la presién sanguinea de los
ratones nulos expuestos a una dieta baja de Na™ fue menor en comparacién con
los ratones controles. El tamario y niimero de células, y el nimero de mitocondrias
en el tabulo contorneado distal se encuentran disminuidas en los ratones nulos en
comparacion con los ratones control. Sin embargo el pH y pCO: arteriales, asi
como las concentraciones de aldosterona, HCOsy y K’ séricos se encuentran
iguales en los ratones nulos y controles, e incluso los niveles de ARNm no difieren
entre los ratones nulos y los silvestres. De esta forma se pueden observar
importantes diferencias en el fenotipo entre los ratones que no expresan al CST y
el sindrome de Gitelman, entre ellas, la hipocalemia y la disminucién en la presion
sanguinea, que se encuentran consistentemente en el sindrome de Gitelman,
incluso cuando los pacientes ingieren dietas con cantidades normales de Na™.
Mutaciones en muchas regiones del gene de CST han sido reportadas como
causantes del fenotipo del sindrome de Gitelman. Kunchaparty y col. (83)
compararon las propiedades del CST silvestre de ratén y mutantes de CST
equivalentes a mutaciones presentes en pacientes con sindrome de Gitelman
mediante expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis observandose que
mientras la cepa silvestre aumenta la captacion de ®?Na* en aproximadamente
siete veces el control, las mutantes captan niveles similares a los controles. Las
mutantes estudiadas contenian mutaciones nulas en un sélo aminoacido y dos
mutantes truncaban la proteina por 4 y 54 aa. en la porcién carboxiterminal.
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La identificacién de un defecto génico simple como el responsable para la
mayoria o todos los casos de sindrome de Gitelman implica que los hallazgos
fenotipicos de la enfermedad resultan de [a disfuncién de esta proteina. La
observacién de que el gene para el cotransportador de Na*-Cl” sensible a tiazidas
se expresa predominantemente en el tejido renal implica que todos los hallazgos
fenotipicos del sindrome de Gitelman resultan de anormalidades de la funcion
renal, mediante mecanismos similares a los expuestos para la administracion

cronica de tiazidas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar fa relacién estructura-funcién del cotransportador de Na'-Cl’
sensible a tiazidas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar las caracteristicas funcionales generales del
cotransportador de Na*-CI” sensible a tiazidas.

2. Conocer el efecto de las diferentes tiazidas sobre el cotransportador
de Na'-CI" sensible a tiazidas.

3. Estudiar el papel de la N-glucosilacion en la funcion del
cotransportador de Na*-CI" sensible a tiazidas.

4. Analizar el efecto de la fosforilacion via proteina cinasa C sobre la
funcion del cotransportador de Na*-Cl" sensible a tiazidas.
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RESULTADOS

Los resultados se presentan en cuatro diferentes secciones para

mayor claridad.

1. Caracterizacién del cotransportador de Na’-Cl” sensible a
tiazidas. Interaccion idnica y diurética

2. Efecto de la cicletanina sobre el cotransportador de Na'-Cl°
sensible a tiazidas.

3. Efecto de la N-glucosilacién en la actividad de! cotransportador
de Na'-Cl" sensible a tiazidas.

4, Regulacion del cotransportador de Na’-Cl" sensible a tiazidas

por proteina cinasa C.
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CARACTERIZACION DEL COTRANSPORTADOR DE Na*-CI' SENSIBLE A
TIAZIDAS. INTERACCION IONICA Y DIURETICA

MATERIALES Y METODOS.
Los materiales y métodos utilizados para la realizacion de esta seccién se
describen en el articulo presentado a continuacion.

RESULTADOS

Los resultados de esta seccién comprenden la caracterizacion del cotransportador
de Na’-Cl sensible a tiazidas, el orden de unién de los iones involucrados y su
relacion con la tiazida, asi como el efecto de 1a osmolaridad sobre la funcién del
contransportador. Estos resultados se muestran en el articulo.
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diuretics interaction. Am J Physiol Renal Physiol 279:
F161-F169, 2000.—The thiazide-sensitive Na*-Cl~™ co-
transporter (TSC) is the major pathway for salt reabsorption
in the apical membrane of the mammalian distal convoluted
tubule. When expressed in Xenopus laevis oocytes, rat TSC
exhibits high affinity for both cotransported ions, with the
Michaelis-Menten constant (K,,) for Na* of 7.6 + 1.6 mM and
for C1~ of 6.3 = 1.1 mM, and Hill coefficients for Na* and Cl™
consistent with electroneutrality. The affinities of both Na™*
and €1~ were increased by increasing concentration of the
counterion. The IC, values for thiazides were affected by
both extracellular Na* and Cl1~. The higher the Na™ or Cl1™
concentration, the lower the inhibitory effect of thiazides.
Finally, rTSC function is affected by extracellular osmolar-
ity. We propose a transport model featuring a random order
of binding in which the binding of each ion facilitates the
binding of the counterion. Both ion binding sitea alter thia-
zide-mediated inhibition of transport, indicating that the
thiazide-binding site is either shared or modified by both Na™*
and CI™,

metolazone; distal tubule; osmolarity; salt reabsorption

THE THIAZIDE-3ENSITIVE Na”-Cl™ cotransporter is the ma-
jor NaCl transport pathway in the apical membrane of
the mammalian distal convoluted tubule (DCT). The
presence of such a cotransporter was suggested by
Kunau et al. (21), following the observation that chlo-
rothiazide inhibited salt reabsorption in the distal por-
tion of the nephron. Later micropuncture studies (7, 9)
provided strong evidence supporting the existence of a
Na®, Cl”™-coupled transport mechanism of salt reab-
gorption in the mammalian DCT that was specifically
inhibited by thiazides. After these studies, Beamount
et al. (2) observed that tracer [PH}metolazone was able
to bind with two different binding sites in plasma
membranes: one with high affinity [dissociation con-
stant (K,) = 4.27 nM] and the other with low affinity
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(K; = 289 nM). The high-affinity [*Hlmetolazone bind-
ing site was found to be present only in renal cortical
membrane preparations, and not in those from outer or
inner renal medulla or other organs; the binding was
selectively blocked by thiazides, with an affinity profile
that was similar to their potency as clinical diuretics.
These binding properties of the high-affinity site for
metolazone were considered compatible with a puta-
tive thiazide receptor, that is, with the thiazide-sensi-
tive Na*-Cl~ cotransporter. [éHlmet.olazone binding to
renal cortical membranes was subsequently used to
study this receptor (3, 6, 30).

The primary structure of the thiazide-sensitive Na*-
Cl™ cotransporter [TSC or NCC] hae been elucidated
from cloning of ¢DNAs from the winter flounder uri-
nary bladder (15) and from rat (fTSC) (14} and human
kidney (hTSC) (29). TSC belongs to the superfamily of
electroneutral cation-coupled Cl~ cotransporters from
which seven genes have been identified: one encodes
for the thiazide-gensitive Na*-Cl™ cotransporter (14,
15), two genes encode the bumetanide-sensitive Na™-
K*-2C1~ cotransporter (14, 32) and four genes encode
the K*-C1™ cotransporters (16, 23, 25). rTSC mRNA is
expressed in renal cortex and rTSC protein is ex-
pressed at the apical membrane of DCT cells of rat and
human kidney (24, 26). In humans, the TSC gene is
localized on chromosome 16 and mutations of this gene
have been linked to Gitelman’s syndrome (29}, an au-
tosomal recessive disease featuring chronic arterial
hypotension, hypokalemic metabolic alkalosis, hypo-
magnesemia and hypocalciuria. Targeted disruption of
the TSC gene in mice resulted in a partial Gitelman’s-
like syndrome (27).

The functional characteristics of TSC from the win-
ter flounder urinary bladder have been studied in some
detail (15), revealing that teleost TSC exhibits K,
values for Na* and Cl™ of 25.0 + 0.4 and 13.5 + 0.2
mM, respectively. Hill coefficients for both ions were
close to unity, consistent with electroneutral cotrans-
port. In addition, thiazide inhibition of flounder TSC
function revealed a potency profile that was similar to

The costs of publication of this article were defrayed in part by the
payment of page charges. The article must therefore be hereby
marked “gdvertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734
solely to indicate this fact.
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that previously shown for inhibition of C1™-dependent
Na* absorption in the flounder urinary bladder [as-
sessed as the short-circuit current (22)} and for thia-
zide competition for the high-affinity ["Hlmetolazone
binding site on rat kidney cortical membranes (2). In
this study we present a functional characterization of
the mammalian Na*-Cl~ cotransporter, rTSC, as ex-
pressed in Xenopus laevis oocytes.

METHODS

X laevis cocyles preparation. Adult female X. laevia frogs
were purchased from two different vendors: Nasco (Fort
Atkingon, MI) and Carolina Biological Supply (Burlington,
NC). Oocytes were surgically harvested from anesthetized
frogs under 0.17% tricaine and incubated during 1 h under
vigorous shalking in ND-96 [(in mM) 96 NaCl, 2 KCl, 1.8
CaCl,, 1 MgCl, and 6 HEPES/Tris, pH 7.4] in the presence of
2 mg/ml of collagenase B after which oocytes were washed
four times in ND-96 and manually defolliculated. Oocytes
were incubated overnight in ND-96 at 18°C supplemented
with 2.5 mM sodium pyruvate and 5 mg/100 ml of gentami-
cin. Stage V-VI oocytes (8) were then injected with 50 nl of
water or ¥T'SC cRNA at a concentration of 0.5 pg/ul or 25 ng
cRNA per oocyte. After injection, oocytes were incubated 3—4
days in ND-96 with sodium pyruvate and gentamicin. The
incubation medium was changed every 24 h. The day before
the uptake experiments were performed, oocytes were
switched to a Cl™-free ND-36 [(in mM) 96 Na*-isethionate, 2
K*-gluconate, 1.8 Ca®*-gluconate, 1.0 Mg?*-gluconate, 5
HEPES, 2.5 sodium pyruvate, 5 mg% gentamicin, pH 7.4} for
at least 12 h (15).

In vitro rTSC cRNA translation. To prepare the rTSC
c¢RNA, r'TSC ¢DNA in pSPORT1 (14) was linearized at the 3’
end by using Not I from Boehringer (Mannheim, Germany)
and cRNA was transcribed in vitro, by using the T7 RNA
polymerase mMESSAGE kit (Ambien), Transcription prod-
uct integrity was confirmed on agarose gels, and concentra-

10000 «

Na* Uptake (pmolfoocytelh)

* r-_l
—r—————
Control No CT" MT2

fTSC cRNA

Fig. 1. Functional expression of rat thiazide-sensitive Na*-C1™ co-
transporter {rTSC) in Xenopus laevis oocytes that were injected with
water or with 25 ng of ¢RNA from rTSC, as indicated, In ¢TSC-
injected oocytes, Na* uptakes were assessed in presence of Na* and
Cl1~ (control), in absence of extracellular C1~ or in presence of 1074
metolazons (MTZ), 85 udicaied. Bach bar represents a mean of 140
oocytes extracted from 6 different frogs. “Na* uptake wes per-
formed during 60 mih. *Significantly different from uptake in control
group (P < 0.001).
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Fig. 2. Time course over 30 min of Na* uptake in X. laevis oocytes
injected with water (@) or with rTSC ¢cRNA (0). Each circle represents
the mean * SE of 16 oocytes. Uptake at 30 min in rTSC-injected
oocytes was thiazide sensitive (data not shown).

tion was determined by absorbance reading at 260 nm (DU
640, Beckman, Fullerton, CA). cRNA was stored frozen in
aliguota at —80°C until used.

Assessment of the Na™-Cl™ cotransporter function. Func-
tional analysis of the Na*-Cl~ cotransporter was assessed by
measuring tracer ZNa* uptake (New England Nuclear) in
groups of at least 15 cocytes. 22Na™ uptake was measured by
using the following protocol: a 30-min incubation period in an
isotonic K*- and Cl™-free medium [(in mM) 96 Na*-glu-
conate, 6,0 Ca?*-gluconate, 1.0 Mg®*-gluconate, 56 HEPES/
Tris, pH 7.4] with 1 mM ouabain, 100 pM bumetanide, and
100 pM amiloride, followed by 60-min uptake period in &
K*-free isotonic medium. For most experiments the isotonic
medium contained (mM) 40 NaCl, 66 N-methyl-p-glucamine
(NMDG)-C], 1.8 CaCl2, 1 MgCl2, § HEPES, pH7.4, supple-
mented with 1 mM ouabain, 100 pM bumetanide, 100 uM
amiloride, and 2.6 nCi of “2Na*. Quabain was added to
prevent sodium exit via the Na*-K*-ATPase, bumetanide to
inhibit the cocyte Na*-K*-2C1~ eotransporter, and amiloride
to block other Na™ pathways in the cecytes, such as the
Na*-H™* antiporter and Na* channels.

To determine the ion transport kinetics and the order of
ion binding to the Na*-Cl~ cotransporter, we performed
experiments using varying concentrations of Na* and Cl™.
To maintain csmolality and ionic strength, gluconate was
used as a Cl™ substitute and NMDG as 2 Na™ substitute. The
gensitivity and kinetics for thiazide-type diuretics were as-
sessed by exposing groups of rTSC cRNA-injected cocytes to
each diuretic at concentrations varying from 107% to 10™¢ M.
For these experiments, the desired concentration of the di-
uretic was present in both the incubation and vptake periods.
In addition, concentration-dependent effect of thiazides on
rTSC function was assessed by using uptake solutions con-
taining different concentrations of extracellular Na* or Cl—.
Finally, uptake experiments were also performed by uging
three different osmolarity conditions for the oocytes: hypato-
nicity (110 mosmol/kgH,0), isotonicity (210 mosmol/kgH,0),
and hypertonicity (305 mosmolkgH,0). All solutions for
these experiments contained 40 mM NaCl, which resulted in
an osmolarity of ~110. For the isotonic and hypertonic solu-
tions, osmolarily wus adjusied by adding 90 mM or 190 mM
sucrose, respectively.

All uptakes were performed at 30°C. At the end of the
uptake period, oocytes were washed 5 times in ice-cold up-
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Fig. 3. Kinetic analysis of Na™ uptake in cocytes injected with rTSC
c¢RNA. A: Na* dependency of Na* uptake. B: CI™ dependency of
Na* uptake. Uptakes were performed during 15 min with a fixed
concentration of Na* or C1~ at 40 mM, with changing concentrations
of counterion from 0 to 40 mM. Uptakes were also measured in
water-injected oocytes (data not shown), and mean values for water
groupa were subtracted in corresponding rTSC groups to analyze
only Na* uptake due to rTSC. As shown in Fig. 1, Na* uptake in
H,0-injected oocytes is low, making this latter correction small.
Lines were fit uging Michaelis-Menten equation. The Hill coefficient
for Na* and CI™ was close to unjty: 1,04 * 0.16 and 1.07 * 0.14 for
Na* and Cl-, respectively. [Na*], and [C17],, extracellular Na* and
Cl™ concentrations, respectively.

take solution without isotope to remove extracellular fluid
tracer. After the oocytes were dissolved in 10% sodium dode-
eyl sulfate, tracer activity was determined for each encyte by
B-scintillation counting.

Statistical analysis. Statistical significance iz defined as
two-tailed P < 0.05, and the results are presented as
means * SE. The significance of the differences between
groups was tested by one-way ANOVA with multiple com-
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parison by using Bonferroni correction or by the Kruskal-
Wallis one-way analysis of variance on ranks with Dunn’s
method for multiple comparison procedures, as needed.

RESULTS

Expression of rTSC in X laevis oocytes. We have
previously shown that X. laevis oocytes do not exhibit
endogenous expression -of the thiazide-sensitive Na™*-
C1™ cotransporter (14, 15). Figure 1 shows a summary
from six experiments of rTSC expression in oocytes.
Na* uptake increased from a level of 157 = 10 pmol -
oocyte™! - h™! in water-injected oocytes to a value of
7,555 = 228 pmol * cocyte™? -+ h™1 in ¥TSC ¢RNA-
injected oocytes. Thus injection of X. laevis oocytes
with rTSC cRNA resulted in an average 48-fold in-
crease in Na* uptake (range 40 to 150-fold in different
experiments). The increased Na* uptake was chloride
dependent and thiazide sensitive, with uptake in the
absence of extracellular C1~ being 709 *+ 114 pmol -
oocyte™! - h™! and in the presence of 10°* M metola-
zone being 1,039 = 118 pmol - oocyte™! - h™'. Control
uptake in water-injected oocytes collected from differ-
ent frogs varied from 70 + 24 to 450 * 34 pmol - cocyte -
h™! but was always insensitive to thiazides.

Figure 2 shows that Na™ uptake in water-injected
oocytes was small and linear during 30 min of uptake.
In rTSC cRNA-injected oocytes, the uptake increased
rapidly and was also linear during the first 30 min.
Thus we used a 60-min uptake period for all experi-
ments, except when evaluating ion kinetic analyses
where 15-min uptakes were performed.

Kinetics of ion binding in rTSC. Figure 3 shows the
Na* dependency (Fig. 3A4) and Cl” dependency (Fig.
3B) of Na™ uptake in rTSC cRNA-injected ococytes.
Uptakes were performed with a fixed concentration of
Na* or Cl~ at 40 mM, with changing concentrations of
the counterion from 0 to 40 mM. Uptakes were also
measured in water-injected cocytes (data not shown)
and the mean values for water groups were subtracted
from corresponding rTSC groups to assess only the
22Na* uptake due to rTSC. As shown in Fig. 1, Na*
uptake in HyO-injected oocytes is low, making this
latter correction small. Na* uptake increased as the
concentration of each transported ion was raised until
a plateau phase was reached at ion concentrations
greater than 20-40 mM, compatible with Michaelis-
Menten behavior. The calculated K| and maximal ve-
locity (V,.,) for extracellular Na* concentration were
7.29 + 2.1 mM and 3,574 + 349 pmol * cocyte™® - h™!,
respectively. The calculated apparent K and V.
values for extracellular C1™ concentration were 6.48 +

Table 1. *TSC Ci~ apparent K,,, and V. in oocytes exposed to increased extracellular Na* concentration

Extracellular Na* Concentration, mM

2 5 10 20 0
K, oM 2121104 17.00+ 48 18,68+ 3.5 B46>1.7 646*1.7
V,axe 0k 00cyte ™ h~1 1,220+ 188 2,125+ 288 3,206 = 293 2,868+ 215 3,639 317

Values are means = SE. rTSC, rat thiazide-sensitive Na*-Cl~ cotransporter; K, Michaelis-Menten constant; V.,

maximal velocity.
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Table 2. rTSC Na* K_, and V, .. in oocytes exposed to increased extracellular CI™ concentration

Extracellular Cl™ Concentration, mM

2 4 8 10 20 40
K., mM 419+69 50,88+ 15.7 2126+ 8.4 1211+ 1.4 7.46+1.0 7.26+2.4
V ey, pmol cocyte™: b3 1,736+ 176 2,867+ 570 3,263 %629 2,693+ 131 2,862+ 135 3,570+ 400

Values are means + SE,

1.54 mM and 3,542 * 286 pmol - cocyte” ! - h™?, respec-
tively. The Hill coefficient for both jons remained close
to unity: 1.04 = 0.17 and 1.07 = 0.14 for Na* and CI-,
respectively.

To test whether extracellular Na* and C1™ concen-
trations influence the binding of the counterion, we
examined the counterion concentration dependency of
Na* uptakes at varying fixed concentrations of extra-
cellular Na* or Cl™. Tables 1 and 2 show the results of
these experiments as the kinetic parameters {K, and
Vinae) for C1™ or Na*, respectively. Table 1 shows that
the apparent K, for C1~ was significantly affected by
extracellular Na* concentration. The apparent K, for
Cl™ increased from 6.46 = 1.7t0 21.2 + 0.4 mM (P <
0.01) when extracellular Na™ decreased from 40 to 2
mM. Thus the higher the sodium concentration, the
higher the affinity of rTSC for extracellular C1™. Sim-
ilarly, the K, for Na* also was affected by extracellular
Cl™. As Table 2 shows, K, for extracellular Na™ varied
from 7.26 = 2.4 to 41.9 = 6.9 mM (P < 0.01), when
extracellular Cl™ concentration varied from 40 to 2
mM. Thus the higher the chloride concentration, the
higher the affinity of *TSC for Na™*.

Kinetics of thiazide inhibition of rT'SC. Thiazide-
induced inhibition of rTSC has been considered for
years as the hallmark of the Na*-Cl™ cotransporter
that is expressed in the apical membrane of the mam-

A

2
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rT8C function (%)

Q T Y T L

0 8 T 6 6 4

Thiazide (-log M)

Fig. 4. Kinetic analyses of inhibition of rTSC function by thiazide-
type diuretics. All Na* uptakes were preformed during 60 min with
thiazides tested at concentrations from 1072 to 10~* M. The profile of
inhibition was poluthigride (), > meislozons (8) = bendroflumethin-
zide (O} > trichloromethiazide (0) > hydrochlorothiazide (e). Up-
takes were performed during 60 min in uptake solution containing
40 mM Na* and 96 mM Cl~.

malian DCT and the teleost urinary bladder. Thus we
analyzed the inhibitory kinetics of several thiazide-
type diuretics on rTSC c¢RNA injected-oocytes. The
results of this series of experiments are shown in Fig.
4, The rank of order for ¥TSC inhibition was polythia-
zide > metolazone = bendroflumethiazide > trichlo-
romethiazide > hydrochlorothiazide > chlorthalidone
(chlorthalidone not shown). rTSC function was not
affected by the addition of a nondiuretic thiazide de-
rivative such as diazoxide, tested in concentrations
from 1074 to 10™% M in the uptake medium (data not
shown). In addition, rTSC function was not inhibited
by furosemide or acetazolamide {data not shown),

Effect of pH on rTSC function and thiazide inhibi-
tion. Table 3 shows that there is no effect of extracel-
lular pH in the range of 6.0 to 8.0 on both rTSC
function and thiazide sensitivity. Uptakes were per-
formed in solutions containing 40 mM NaCl, with pH of
6.0, 6.5, 7.0, 7.5, and 8.0. As Table 3 shows, all groups
exhibited similar uptakes. In addition, we tested two
different thiazides: metolazone at a concentration of
5 % 107 M that is just above IC;, and bendroflume-
thiazide at 5 X 10~7 M that is just below IC,. In these
experiments, pH had no effect on metolazone or ben-
droflumethiazide rTSC inhibition of Na* uptake (not
significant by using one-way ANOVA).

Effects of extracellular ions on thiazide inhibition of
rTSC. Tran et al. (30) observed that binding of tracer
[*Hlmetolazone to its putative receptor was inhibited
by increased Cl” and stimulated by increased Na*
concentrations. They proposed that thiazides and Cl1~
competed for the same site or at least for part of the
same binding site on the protein. To examine this issue
at a functional level, we evaluated the effect of extra-
cellular CI™ on the kinetics of inhibition of several
thiazides. To this end, we assessed kinetics of rTSC
inhibition of five different thiazide-type diuretics, in
the presence of 2 or 100 mM extracellular C1~. We used
2 mM CI™ because this concentration is clearly below

Table 3, Effect of pH on the thiazide

sensitivity of rTSC
% of Inhibition by % of Inhibition by
rI'SC Function metclazone bendroffumethiazide

pH  pmol cocyte > h! Gx1075 M) (EX10"7 M)
6.0 5,699+293 7T1.36+3.04 32.46*>6.11
6.5 5,348 % 357 5707771 33.10+4.88
7.0 6,318 =573 79.15x1.38 ansa+581
75 5,376 =500 66.79+5.00 27.42+499
8.0 6,642+225 74.07+6.22 2145354

Values are means + SE.
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the apparent K for C1™ (Figs. 3 and 4). The results of
these series of experiments are shown in Fig. 5 and
Table 4. It is clear that the affinity of ¥TSC for each
thiazide is shifted to the left in the presence of a lower
extracellular Cl~ concentration, indicating that Cl”
affects the binding of thiazide diuretics to rTSC. We
also assessed the effect of extracellular Na* on inhibi-
tion of rTSC by metolazone. As illustrated in Fig. 6, the
ICy, was shifted to the left 28 Na™ concentration de-
creased in the uptzke medium, When Na* concentra-
tion was 2 mM, the IC,, was 3 X 107 M, whereas in
the presence of 100 mM Na™, the IC5, was 2 X 107% M.
Thus the concentration of Na* in extraceliular fiuid
also influences the inhibition of ¥TSC function by me-
tolazone.

To further examine the effect of ions on thiazide
inhibition of rTSC function, we assessed the effect of
increased concentrations of extracellular Na* or C1~ on
the inhibitory effect of metolazone at a concentration of
5 x 1077 M, the ICj, of this diuretic. For these exper-

Table 4. IC;s, of each thiazide at 2 or
100 mM CI” concentration

ClI” 2 oM Cl™ 100 mM
Metolazone 3.6%10°"M 2.5x107°M
Bendroflumethiazide 5.0X107"M 2.5%X10°°M
Trichloromethiazide BOX10™™™M 50x10°°M
Hydrochlorothiazide 7.0X107°M 7.0X1075M
Polythiazide 2.0xX107°M 3.5x10°"M

iments, all solutions had the same osmolarity (~210
mosmol/kgH,0), as well as ionic strength. As Fig. 7
shows, there is a significant negative correlation be-
tween both extracellular Na™ {r? = 0.82, P < 0.0001} or

100
]
g 75 :
& ]
) ]
g %1
2
25
0 ] L]
0 ] 8 7 8 1 4
Metolazone (Hog M)

Fig. 6. Kinetics of metolazone inhibition of *TSC function in cocytes
in presence of extracellular Na™ at concentrations of 100 mM (e) or
2 mM (o). rTSC functicn is expressed as % of control ®Na* uptake
(60 min) in absence of inhibitor. For these experimenta Cl™ concen-
tration in three solutions was 100 mM and NMDG substituted for
Na™ where needed. Thus osmolarity and ion strength for the three
solutions were similar, *P < 0.05 vs. %rTSC function using same
thiazide concentration in 2 mM Na™.
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Fig. 7. Correlations between extracellular Na™ (¢ and dashed line)
or C1™ (0 and continueus line) concentration and % of rTSC inhibition
by 5 % 107 M concentration of metolazone. Concentrations of
counterions were held constant at 80 mM. The correlations were
significant (P < 0.001).

Cl™ (r* = 0.80, P < 0.001) and the percentage of rTSC
inhibition by metolazone.

Regulation of rTSC by osmolarity. The Na-Cl co-
transporter, rTSC, is highly expressed in the apical
membranes of the DCT (24, 26). In this nephron seg-
ment, the tubular fiuid arriving from the medullary
thick ascending limb can vary in osmolarity from hy-
potonic to isotonic. Accordingly, we studied the effect of
osmolarity on the transport function of rTSC. The
Cl™-dependent fraction and the thiazide-sensitive frac-
tion of Na* uptake was assessed in rTSC-injected oo-
cytes that were exposed to an uptake medium contain-
ing 40 mM Na(Cl at three different osmolarities:
hypotonic {~110 mosmol/kgH,0), the osmolarity ob-
tained by the 40 mM NaCl concentration in the uptake
medium; and isotonic (~205 mosmotkgH,0) or hyper-
tonic (~310 mosmol/kgH,0) by adding sucrose to the
40 mM NaCl uptake medium. Thus uptakes were per-
formed in different osmolar conditions, without charng-

FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF rTSC

ing the extracellular NaCl concentration or ionic
strength. Figure 8 shows a representative experiment.
Compared with the amount of Cl™-dependent or thia-
zide-sensitive Na™* uptake that was observed in hypo-
tonicity, rTSC function was increased by isotonicity.
No further activation was seen with the hypertonic
uptake medium.

DISCUSSION

In the present study we have functionally character-
ized the rat thiazide-sensitive Na*-Cl™ cotransporter,
rTSC. As shown previously (14), rTSC gives rise to
thiazide-sensitive Na*-Cl™ cotransport when ex-
pressed in X laevis oocytes. The kinetic analyses for
both ions reveal that rTSC exhibits very high affinities
for Na* and Cl™. Hill coefficients for each ion were
unity, consistent with a stoichiometry of 1Na:1Cl and
the electroneutral nature of the cotransport process.
The K, values for both ions were < 8 mM. These ion
affinities are somewhat higher than those obtained for
the Na-Cl cotransporter from winter flounder urinary
bladder [K_, for Na*™ and Cl™ were ~25 and 13 mM,
respectively (15)]. The large central hydrophobic do-
main containing the 12 transmembrane segments of
the related Na-K-2Cl cotransporter has been shown to
determine the diuretic [in this case bumetanide] and
ion binding (20). Because rat and flounder TSC exhibit
~80% amino acid identity in this central domain, it
seems likely that small changes in TSC sequences in
this region account for the kinetic differences between
these two TSC proteins.

In the DCT, urinary fluid arrives from the loop of
Henle with NaCi concentrations and osmolarities
that are usually significantly lower than in plasma,
due to the intense reabsorption of ions, without wa-
ter, in the thick ascending limb. Thus, to maintain
an appropriate rate of salt reabsorption, the apically
expressed Na-Cl cotransporter in the DCT must have
very high affinities for both cotransported ions. The
high Na™ and Cl~ affinities of ~8 mM for rTSC are
consistent with this model and with the previous
observations by Veldzquez and coworkers (31) using
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in vivo microperfusion experiments in rat DCT in
which they found half-maximal stimulation of salt
transport at Na™ or C1~ concentrations of ~10 mM.
In addition, any reduction of ion reabsorption in the
thick ascending limb or increased flow out of the loop
of Henle will result in incressed salt (and osmolarity)
delivery to DCT. In this latter circumstance, the rate
of NaCl trensport has been shown to be directly
related to the rate of NaCl delivery to the DCT. In
this regard, we found in the present study that NaCl
transport by TSC was regulated by osmolarity, inde-
pendently of changes in NaCl concentration or ionic
strength, at least in oocytes. Thus it is possible that
osmotic-induced activation of TSC could be one of the
mechanisms that account for the known immediate
increase in NaCl reabsorption rate in DCT when a
loop diuretic is administered (4).

Our functional study confirms the predictions
made by Tran et al. (30) using PHlmetolazone bind-
ing analysis to renal cortical membranes and by
Chang and Fujita (5) using & recently developed
computer-based program that TSC possesses two
binding sites: one selective for Na* and another for
Cl”. However, in contrast to their findings, we ob-
served that the affinity of the cotransporter for Na*
or C1” is clearly affected by the concentration of the
counterion in the uptake medium. The K, for Na™ is
affected by C1~ and the apparent K for Cl™ is
affected by extracellular Na*. The higher the coun-
terion concentration, the higher the Na* or Cl™ af-
finity of the cotransporter. We suggest that these
results indicate that the order of binding for Na* and
C1™ to the cotransporter is random. As shown in the
APPENDIX, to analyze the order of binding of both ions
to the cotransporter we followed the “rapid equilib-
rium” approach suggested by Segel (28). According to
this model, in random bireactant systems, when a =
1, one ion has no effect on the binding of the other
and the apparent K., (K,,) is held constant as the
counterion concentration increases; when a > 1 the
binding of one ion decreases the affinity for the
second ion and the K, increases as the concentra-
tion of counterion increases, and when a < 1 the
binding of one ion increases the affinity of the co-
transporter for the counterion, and the K, , for the
varied ion decreases as the concentration of the
fixed ion increases. Thus the observed mutual effects
of Na* and Cl” concentration on X, and V., in our
results are characteristic for random binding of
these ions with an a < 1. If the ion binding were
ordered, with Na™ binding first, then we would ex-
pect that the V. for chloride remains unaffected.
Ap Table 1 and 2 show, the V_,, for both ions was
affected by the concentration of the counterion.

The binding of the thiazide-like compound FH]me-
tolazone exclusively to cellular membranes from renal
cortex has been used for years ag a surrogate to study
changes in cotransporter expression with modulation
of physiological conditions and during different patho-
physiological states (1, 3, 6, 11-13). Our results show
that TSC funection is inhibited by several different
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thiazides with an inhibitory profile similar to their
potency in clinical medicine, as well as their potency to
block the [*Hlmetolazone binding to renal cortical
membranes (2). In addition, the benzothiadiazine de-
rivative and vasodilator drug diazoxide, which causes
vasodilation but dees not cause diuresis, possesses no
inhibitory effect on TSC function.

Qur data show that the concentration of Na™ as well
as CI” in the exiracellular medium affects the affinity
of rTSC for thiazides. The higher the concentration of
both ions, the lower the thiazide-induced inhibition of
rTSC function. For example, the IC,, for metolazone
inhibition of rI'SC was shifted by one order of magni-
tude to the left when either Cl1~ (Fig. 5} or Na* (Fig. 6)
in the extracellular uptake medium was decreased
from 100 to 2 mM. As shown in Fig. 7, the higher the
Na* or Cl~ concentration, the lower the rTSC inhibi-
tion by thiazides. On the one hand, our findings are in
agreement with the observations of Tran and co-work-
ers (30), who found an inhibitory effect of Cl™ on
thiazide binding to renal cortical membranes, but oth-
erwise diverge from their finding of a stimulatory effect
of Na* on thiazide binding. We show that both Na*
and C1™ decrease the inhibitory potency of thiazides on
TSC, whereas Tran and co-workers found that raising
the Na* concentration increases the binding of thia-
zides to plasma membranes from renal cortex (5, 30).
Thus, regarding the Na* and thiazide interactions, our
result appears to be inconsistent with those of Tran et
al. (30).

Differences between predictions based on tracer di-
uretic binding to plasma membranes and analysis of
the cotransporter function have been shown to oceur. It
was predicted by studies using [°H]bumetanide bind-
ing to renal outer medulla membranes that, in the
Na*-K*-2Cl™ cotransporter, bumetanide binds to the
second Cl™ site (17). However, recent studies of the
Na*-K*-2C]~ cotransporters using chimeras and point
mutations demonstrate that altering the second trans-
membrane domain affects Na*, K*, and bumetanide
kinetics, but not Cl™ kinetics (18—20). If bumetanide
and CI” bind to the same site on the protein, the
kinetics of both should be affected by the same alter-
ations in amino acid sequence. Thus bumetanide bind-
ing to the Na-K-2Cl cotransporter appears to be dis-
tinct from the Cl™-binding site.

Finally, on the basis of our data, we propose a
modification of the presently accepted TSC model for
NaCl transport and inhibition by thiazides. In this
revised Na-Cl cotransporter model, either ion can
first (and presumably randomly) bind to the trans-
porter, but the binding of this first ion affects the
binding affinity of the second ion (or counterion), In
other words, the occupancy of either ion binding site
increases the probability for occupancy of the other
one. Moreovar, both ion binding sites alier ihiazide-
mediated inhibition of transport, indicating that the
thiazide binding site is either shared or modified by
both Na* and C1™.
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APPENDIX

To determine the order of ien hinding to the thiazide-
sensitive sodium-chloride cotransporter we used the rapid
equilibrium approach by Segel (28). For a random binding
assumption we have

T+Na*Ze.  TNa*
+ +
cr- ClI-
K- 11 1 oKg-
TCl™ + Na* ——=TNa*Cl" —=T +Na"* +Cl~
- K,
Kcl- ) ( KN-*
1+ ——— 1+
H{» [Na*]
KN."‘IDP = oKy, “KC] - KC! -epp T aKg- (!KN R
16 1+ N
le: Vm.l:
me.”"—' . +3Km- anpp 1+ (!KN.+
[C17] [Na*]

where T is transporter, v is the velocity, Ky ,+ and K- are
the dissociation constants for Na* and C1™, respectively, and
« is the factor by which the dissociation constant of one ion is
modified by the binding of the other ion to the transporter.
Vinax i8 defined as the product of the rate constant, K, and
the sum of all states of the transport molecule.

If a < 1 {the binding of one ion increases the affinity of the
cotransporter for the counterion), the K for the varied jon
decreases as the concentration of the fixed ion increases.

if o = 1 (one ion has no effect on the binding of the other),
the K, ., is equal to the K for the jon and there are not
changes with the variation of the counterion.

If a > 1 (the binding of one ion decreases the affinity for the
second ion), in this case the apparent K value for the varied
ion increases as the concentration of fixed ion increases.

The rapid equilibrium approach for an ordered binding if
Na* binds first yields

T + Na* s TNa"*
+
cr-
| Kg-
TNa*Cl” — T + Na* + C1~

KF
~ Ko
Ko-up= Kc.-(l + [Na*])
v [Cl1-1

V"“‘_K (1+K“" cl-
{1 e * 1

The apparent K for C1~ varies with varying concentrations of
Na* and the V,_,, remains unaffected by the sodium concen-
tration.
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EFECTO DE LA CICLETANINA SOBRE EL COTRANSPORTADOR DE Na'-CI
SENSIBLE A TIAZIDAS

INTRODUCCION

La cicletanina es un derivado de la furopiridina (RS)-3-(4 clorofenil)-1,3-
dihidro-6 metilfuro[3,4c] piridina-7-ol-hidrocloruro, utilizada ampliamente como
antihipertensivo, especiaimente en paises europeos. Ademas de su efecto
antihipertensivo, es capaz de producir natriuresis.

El efecto antihipertensivo se considera que es directo sobre las células
musculares lisas vasculares. En estudios donde células del musculo liso aértico en
cultivo responden al estrés mecanico con un aumento del sodio intracelutar por
una via dependiente.de calcio, se observé que ia cicletanina inhibe este aumento
interno de sodio con una IC50 de = 1nM. Es posible que este efecto sea debido a
la accién de la cicletanina sobre un sitio de accidn cercano al canal lento de calcio
o posiblemente relacionado con el intercambiador de sodio-cloro (84).

Mediante estudios de micropuncién se determind que el efecto natriurético
producido por la cicletanina es debido a la inhibicion de la reabsorcién de Na’ a
nivel del tubulo distal (85). En eritrocitos la cicletanina no inhibe el transporte de
Na*-K*'-2CI" (86). Debido a que el sitio de natriuresis de la cicletanina es el tabulo
contorneado distal y la principal via de transporte de Na* a este nivel es el
cotransportador de Na*-Cl” sensible a tiazidas, se consideré que esta droga
actuaba a este nivel y por lo mismo se le catalogd farmacolégicamente como una
tiazida, no obstante la existencia de trabajos en donde la hidroclorotiazida, pero no
la cicletanina, desplaza a la indapamina[H®] de su sitio de unién en el rifién del
hamster (87).
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MATERIALES Y METODOS

Los materiales y métodos de esta seccion se encuentran descritos en el
articulo: “Absence d’effet de la ciclétanine et de son métabolite sulfoconjugué sur
le récepteur aux thiazides exprimé dans des ovocytes de Xenopus”

RESULTADOS

Con la clonacién de CST ha sido posible estudiar a escala molecular el
efecto de la cicletanina sobre este cotransportador, estos resultados los
exponemos en el articulo siguiente titulado “Absence d’effet de la ciclétanine et de
son métabolite sulfoconjugué sur le récepteur aux thiazides exprimé dans des
ovocytes de Xenopus”, en donde mostramos el efecto de la cicletanina sobre el
cotransportador de Na*-Cl” sensible a tiazidas, demostrando que el sitio de accién
de la cicletanina es diferente de este cotransportador y, por 1o tanto, 1a cicletanina

no puede ser considerada como una tiazida.
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PHARMACOLOGIE ET THERAPEUTIQUE

Absence d’effet de la ciclétanine
et de son métabolite sulfoconjugué
sur le récepteur aux thiazides
exprimé dans des ovocytes

de Xenopus

Summary

Lack of Effect of Cicletanine and its Sulfoconjugated Metabolite on Thiazide
Receptor Expressed in Xenopus Qocytes.

Although the renal receptor at which cicletanine acts is unknown, cicletanine
was assumed to act like thiazide diuretics. Here we tested cicletanine and its
natriuretic metabolite. cicletanine-sulfate. for inhibitory activity against the thia-
zide-sensitive NaCl cotransporter expressed in Xenopus oocytes. The renal thia-
zide-sensitive Na-Cl cotransporter was expressed in Xenopus laevis oocytes injec-
ted with rat ¢cRNA TSCr (T5Cr : thiazide-sensitive cotransporter from rat kidney)
and both, racemic (%) cicletanine and its sulfoconjugated metabolite were tested
for inhibitory activity against oocyte 22Na+ uptake catalyzed by this cotransporter.
Polythiazide was used as reference thiazide. Polythiazide fully inhibited NaCl
cotransporter function with IC50 = 1.2 x 107 M. Conversely, neither cicietanine,
nor cicletanine sulfate were able to inhibit such cotransporter, i.e.: a minimum
concentration of 104 M of cicletanine was necessary to induce a slight cotrans-
porter inhibition (29.5 + 18.2 %). Cicletanine sulfate was inactive, even at 104 M.
In conclusion : (i) the natriuretic metabolite of cicletanine (cicletanine suifate) is
unable to inhibit thiazide-sensitive NaCl cotransporter and (i} inhibition of such
cotransporter by cicletanine required concentrations equat or higher than 104 M
- concentrations rnuch more higher than urinary therapeutic cnes in humans
(= 10 M). These results clearly demonstrate that cicletanine does not act like
thiazide diuretics. Arch Mal Ceeur 1989 92: 1001-4.

Au cours des années 8O, de
nombreuses études pharmacolo-
giques ont meontré que la ciciéta-
nine est un antihypertenseur pré-
sentant une double polarité :
vasculaire et rénale [1]. Récem-
ment, plusieurs études ont permis
de comprendre que ses effets
vasorelaxants sont dus, au moins
en partie, a l'inhibition de certaines
phosphodiestérases (de « faible
K, ») qui dégradent le GMP
cyclique (¢cGMP) au niveau des cel-
lules musculaires lisses vasculaires
et de lendothélium vasculaire [2].

En ce qui concerne l'effet natriu-
rétique, la ciclétanine semble agir
au niveau du segment cortical de
dilution [3], bien que son récepteur
rénal ne soit pas encore défini. Par
ailleurs, la ciclétanine agit, au
moins en partie, par I'intermeédiaire
de son métabolite urinaire sulfo-
conjugué : ciclétantne sulfate [4]. A

défaut d'évidences expérimentales
ou cliniques, la ciclétanine a été
apparentée au point de vue phar-
macologique aux diurétiques thiazi-
diques [5].

Le but de ce travail a donc été
d'étudier I'effet de la ciclétanine
sur le cotransporteur NaCl sensible
aux thiazides, exprimé dans les
ovocytes de Xenopus. La cicléta-
nine sulfate (métabolite urinaire
natriurétique de la ciclétanine) a
été étudiée en paralléle.

METHODES ~. oo

[T

Population i

Grenouilies Xenopus I=zvis
adultes, femelles (Carolina Biologi-
cal Supply Company. Burlington,
NC. USA). Les grencuilles sont
gardées dans une piéce avec humi-
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dité et température contrdlées (65 % et 16 °C res-
pectivernent). Les animaux re¢oivent un régime ali-
mentaire standard (frog brittle dry food de Carolina
Biological Supply Company) et I'eau est changée deux
fois par semaine.

Préparation des ovocytes et expression
du récepteur oux thiozides

Les grenouiiles sont anesthésiées avec 0,17 % de tri-
caine et les agrégats d'ovocytes sont prélevés et incu-
bés pendant 1 h, & température ambiante, avec agita-
tion dans une solution ND96, libre de calcium,
contenant (en mM) : 86 NaCl. 2 KCI, 1 MgCl, et
5 Hepes/Tris {(pH 7.4) avec 2 mg/mL de collagénase B.
Ensuite, les ovocytes sont désagrégés manueliement
et incubés pendant la nuit & 17 °C dans un milieu ND96
avec 2,5 mM de pyruvate de sodium et 5 mg/100 mL
de gentamicine. Le lendemain, les ovocytes mirs
(stage V-VI) sont injectés avec 50 nL d'une solution
contenant ARNc CSTr (CSTr = cotransporteur NaCl,
sensible aux thiazides, de rein de rat) a une concentra-
tion de 0,5 pg/pL (25 ng par ovocyte) ou avec son véhi-
cule. Les ovocytes sont ensuite incubés & 17 °C dans ce
méme milieu ND96 (avec 2,5 mM de pyruvate de
sodium et 5 mg/100 mL de gentamicine) pendant
3jou)rs {le milieu d'incubation est changé tous les
Jjours}.

Le jour précédant I'expérience, les ovocytes sont
incubés dans un milieu Ringer. libre de chlore. avec la
composition suivante (en mM : 96 iséthionate de
sodium, 2 gluconate de potassium, 1,8 gluconate de
calcium. 1.0 gluconate de magnésium, 5 mM Hepes,
2,5 pyruvate de sodium, 5 mg % gentamicine, pH 7.4)
afin de réduire la concentration de chiore intracellulaire
et d’augmenter I'énergie nécessaire a I'entrée du
sodium par le cotransparteur NaCl [6. 7).

Mesure de I'activité du cotransporteur NaCl

L'activité du cotransporteur NaCl a été déterminée
en mesurant I'entrée du 22Na* dans les ovocytes injec-
tés avec ARNc (acide ribonucléique complémentaire)
CSTr. Les ovocytes sont incubés pendant 30 min dans
un milieu libre de potassium et de chlore {en mM : 96
sodiumn iséthionate, 1,8 calcium gluconate, 1,0 gluco-
nate de magnasium, 5 mM Hepes, 2,5 pH 7.4) avec
1 mM d'ouabaine, 100 uM d'amiloride et 100 pM de
bumétanide ; suivis de 60 min d'incubation 2 30 °C
dans un milieu Ringer (en mM : 40 NaCl, 56 NMDG-CI,
1 MgCl,, 1.8 CaCl, et 5 HEPES(Tris, pH 7,4) contenant
2.5 UCUmL de 22Ma- et les mémes inhibiteurs utilisés
pendant l'incubation précédante.

A Ia fin de |a période d’entrée de 22Na+ , les ovocytes
sont lavés 5 fois avec une solution froide et libre d'iso-
tope et lysés avec une solution de dodécyl sulfate de

sodium (10 %) et lactivité du 22Na+ est mesurée par -

scintillation B.

Produits

La ciclétanine racémique {x) et son métabolite sulfo-
conjugué {ciclétanine sulfate) : Laboratoire IPSEN
{Paris) — 2Na* : Dupont New England Nuclear (Boston,
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Etats-Unis) ~ Ouabaine, amiloride et bumétanide :
Sigma (St Louis, Etats-Unis) - Collagenase B et
enzymes de restriction : Boehringer {Mannheim, Alle-
magne).

La sensibitité du cotransporteur NaCl 2 la ciclétanine
et au polythiazide a &té testée pendant la période d'in-
cubation et d'entrée de 2Na-.

Andlyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
{Standart error of the mean). Les différences de
moyennes sont testées 2 l'aide d'un test non apparié
de Student. La significativité statistique est acceptée
pour des vateurs de p < 0.05.

RESULTATS

Entrée du 22No* dans les ovocytes de Xenopus
LARN¢ CSTr est injecté dans les ovocytes de Xeno-

e SR 1 1 4 AFLe

. pus et I'entrée de 2Na* est mesurée comme il est

décrit précédermmment. La figure 1 compare I'entrée du
22Na+ dans ces ovocytes vis-a-vis des avocytes
contréles (injectés avec du véhicule}. On peut observer
que l'injection de 'ARNc¢ CSTr induit une trés impor-
tante (4 124 = 429 pmol/ovocyte/h) et significative
{p < 0,001, n = 5) augmentation de la vitesse d'entrée
du 22Na+ (vs 108 + 17 pmol/ovacyte/h au niveau des
ovocytes controles). De plus, le polythiazide antagonise
complétement cette stimulation d'entrée de 22Na+
(177 + 18 pmol/ovocyte/h, p < 0,001 vs groupe ARNC

T T T
¥ éhicule ARMeCSTr ARNcCSTr + PTZ

Fic. 1. - Entrée de #?No* au niveau des ovocytes de Xenopus laevis
injectés avec de 'ARN¢ CSTr (CSTr = cotransporteur Na€l, sensible
aux thiazides, de rein de raf}. Linjection de FARN¢ CSTr induit une
trés importante et significative augmentation de la vitesse d’entrée
du 22N, qui est complétement inhibée par le polythiazide (PTZ).
Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM de 5 expériences,
réalisées avec des ovocytes de 5 grencuilles différentes. p < 0.05.
FiG. 1. = Entry of ZNa* into Xenopus laevis ovocytes injected with
RNAc CSTr (CSTr = thiozide-sensitive Na-Cl cotransparter ra
kidney] injection of RNAc CSTr induces o very big and significant
increase in enh?« of 22No+ which is completely inl‘tibired9 by the
Fofythiazide. Volues expressed as mean SB of 5 experiments per-
ormed with evacytes of 5 different ogs. * @ p < 0.05 (unpaired
Student's test}.




CICLETANINE ET RECEPTEUR AUX THIAZIDES

CSTr ; fig. 1). Ces résultats montrent que l'injection de
I'ARNc CSTr dans les ovocytes de Xenopus induit I'ex-
pression du cotransporteur NaCl.

Sensibilité du cotransporteur NaCl a la ciclétanine

La figure 2 montre que le polythiazide inhibe totale-
ment 'activité du cotransporteur NaCl des ovocytes
avec une CIS0 = 1,2.107 M. Par contre, la ciclétanine
s'est avérée incapable d'inhiber ce cotransporteur,
c'est-3-dire qu'une dose minimale de 10-4M de cicléta-
nine est nécessaire pour provoquer une faible inhibi-
tion {29.5 £ 18,2 9%). La figure 3 montre que la ciciéta-
nine sulfate, quant a elle, est complétement inactive,
et celaméme 3 104 M.

+

£ "1 T L

o ciclétanine

] 7 N

S o \

g

e

.g polythiazide

s 204

& o0
3 7 M s “

Concentration de produit log [M]

FiG. 2. - Effet de la ciclétanine sur activiré dy cofransporteur NaCl
exprimé dans les ovocnu de Xm{us Lovis. La ciclétanine n'inhibe
ce cotronsporteur que faiblement (29,5 1 18,2 %L:f a de rés fortes
doses {10 M). Par conire, le E)lyl'hlﬂl]de Finhibe totalement avec
une Clg, = 1,2.107 M. Les valeurs sont exprimées en moyenne +
SEM [n =108 par point expérimental) ; * : p < 0,05.

Fo. 2. - Effects ofpcoic]etcnlno on the activity of Na-Cl cotransparter
expressed in the evocytes of Xenopus loevis. Cicletanine is only a
weak inhibitor of this cofransporter f29.5 £ 18.2%) and o very high
doses (10-4 M). On the other hand, polythiazide inhibits it totally with
a Clg, = 1.2 x 107 M. The vaolues are expressed os the mean + 5D
(NrsQlO‘B per experimental paint). * : p< 0.05 [unpoired Student’s
test].

DISCUSSION

Le cotransporteur NaCl du rein de rat a été exprimé
dans les ovocytes de Xenopus laevis. afin de tester la
cictétanine et son métabolite sulfate pour leur capacité
4 inhiber I'entrée du #Na-+ catalysée par ce cotranspor-
teur. La ciclétanine est un trés modeste inhibiteur du
cotransporteur NaCl et la ciclétanine sulfate, quant &

T arnant inncton
elle, st complétement inactive.

rinmdenual*
§ § 8 § B

1000 N

T T
Catitrdle Ciclétanine sulfate Polythisyide

Fic. 3 - Absence d'effet de la ciclétanine sulfote sur I'activité du
cotrans r NaCl exprimé dans les ovocytes de Xenonfus Lavis,
La ciclétanine sulfate est testée & lo concentration de 104 M. Le Ipoly-
thiazide {104 M) inhibe totalement le cotrensporteur NaCl. Les
valeurs sont exprimées en moyenne + SEM do 4 expériences, réali-
sées avec des ovocytus de 4 grenouilles différentes ; ns : non signifi-

catif ;* : p < 0,05, B
FG. 3- of cicletanine sulphate on the activity of Na-Cl cotrans-
porter expressed in the avocytes of Xenopus loevis. Cicletanine sul-

phate was tested at 104 M, Polythiazide {104 M} inhibits Na-Ci

. cofransporter. The volues are expressed as the mean = 5D of 4

ments with ovocytes of 4 different frogs. NS : not significant ; * :
p< 0.05 respectively {unpaired Student's Jest).

Linhibition du cotransporteur NaCl par la ciclétanine
nécessite des concentrations égales ou supérieures &
100 M. Cela contraste avec les faibles concentrations
urinaires de la ciclétanine inchangée : (i) = 15 pM chez
des rats traités avec des doses natriurétiques de ciclé-
tanine (calculé a partir des données de la réf. 8) et (i)
0.9-1,6 pM chez le volontaire sain recevant une dose
thérapeutique de ciclétanine {calculé a partir des don-
nées de la ref. 9). On peut donc conclure que le méca-
nisme natriurétique de la ciciétanine n'implique pas le
cotransporteur NaCl sensible aux thiazides. Un argu-
ment supplémentaire confirmant ce point est que la
ciclétanine suifate - métabolite natriurétique de la
ciclétanine - est dépourvue d'activité inhibitrice sur le
cotransporteur NaCi.

CONCLUSION

Peacanttt Sl L T

Le métabolite natriurétique de la ciclétanine
(ciclétanine sulfate) n’exerce aucune activité sur le
cotransporteur NaCl sensible aux thiazides et linhi-
bition de ce cotransporteur par la ciclétanine néces-
site des concentrations égales ou supérieures A
100 UM - concentrations trés supérieures aux
concentrations urinaires thérapeutiques de cicléta-
nine chez I'homme (= 1 pM). Nos résuttats démon-
trent donc que la ciclétanine n'est pas un diurétigue
apparenté sur le plan pharmacologique aux diuré-
tiques thiazidiques,

MOTS CLES : ciclétanine, thiozides, cotransporteur NaCl, diurétiques, transport ionique.
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EFECTO DE LA N-GLUCOSILACION EN LA ACTIVIDAD DEL
COTRANSPORTADOR DE Na'-CI SENSIBLE A TIAZIDA

INTRODUCCION

El peso molecular previsto por la secuencia para la proteina del CST es de
110 KDa. Sin embargo, los pesos moleculares mayores observados en el analisis
de ‘Western blot’, entre 135 y 150 KDa, utilizando un anticuerpo especifico,
sugieren que la proteina esta glucosilada. (33).

Las glucoproteinas son proteinas que tienen una cadena de oligosacaridos
unida a alguno de sus restos aminoacidicos dispuestos extracelularmente. La
unién covalente de la cadena de oligosacaridos puede darse a residuos
aminoacidicos del tipo de serina y treonina llamada O-glucosilacién, debido a que
la cadena de oligosacaridos se une al atomo de oxigeno de las cadenas laterales
de estos residuos, mientras que en la N-glucosilacion se une al atomo de
nitrégeno del radical amida en la cadena lateral de un residuo de asparagina.
Mientras la O-glucosilacién es un evento postraduccional y no depende de la
estructura primaria de la proteina, la N-glucosilacion es un evento
cotransduccional en el cual una cadena de oligosacaridos es transferida al
polipéptido naciente en residuos de asparagina dentro de una secuencia consenso
especifica (Asn-Xaa-Ser/Thr, Xaa=Pro;88). La secuencia aminoacidica de CST de
rata (CSTr) incluye algunas secuencias consenso para N-glucosilacién, dos de las
cuales estan presentes en posibles asas extracelulares. Algunos estudios indican
que la N-giucosilaciéon en algunas proteinas puede tener un papel modulador de
su actividad y su vida media biol6gica, en dirigir el ensamblaje de las proteinas, y
en la regulacién de su expresién en la superficie celular.

El presente estudio fue llevado a cabo para discernir si la glucosilacion
afecta la funcién del CSTr.
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MATERIALES Y METODOS

Racimos de ovocitos, fueron incubados durante una hora en agitacion
continua en un medio libre de Ca™, ((mM] 82.5 NaCl, 2.0 KCI, 1.0 MgCl, y 5.0
Hepes/Tris, pH 7.4), conteniendo 2 mg/ml de colagenasa tipo B. Posteriormente,
los ovocitos en estadio V y VI fueron transferidos a Ringer de rana ND96 ([mM]:
96.0 NaCl, 2.0 KCI, 1.8 CaCl2, 1.0 MgCl2 y 5.0 Hepes/Tris, pH 7.4), defoliculados

manualmente, utilizando pinzas finas e incubados toda la noche a 18 °C. Al dia
siguiente, los ovocitos que resisten la manipulacién (cominmente >95%) fueron
inyectados con 50 ni de agua como control o con agua conteniendo 0.5 pg/ul de
ARN complementario que fue transcrito in vitro usando el promotor de ARN T7 en
presencia del analogo CAP, de la clona silvestre y las mutadas, previa
linearizacion con la enzima Nof1 (Boehringer Mannheim). Los ovocitos fueron
incubados en solucién ND96, adicionada con piruvato de sodio (25 mM) y
gentamicina (5 mg/ml) durante tres dias y al cuarto dia en ND96 libre de CI" ([mM]:
96 isetionato de Na*, 2.0 gluconato de K', 1.8 gluconato de Ca™, 1.0 gluconato de
Mg™ y 6.0 H Hepes/Tris, pH 7.4) para reducir la actividad celular del CI' y asi
aumentar la potencia de ingreso del marcador. La captacién con 2?Na* fue
realizada en grupos de 20 a 30 ovocitos cuatro dias después de la inyeccién
utilizando el siguiente protocolo: una incubacién de 30 min. en un medio de ND36
sin CI" ([mM]: 96.0 gluconato de Na*, 2.0 gluconato de K', 6.0 gluconato de Ca",
1.0 gluconato de Mg"™" y 5.0 Hepes/Tris, pH 7.4) conteniendo ouabaina (1 mM),
amilorida (0.1 mM) y bumetanida (0.1 mM), seguido por un periodo de captacion
de 60 min. en un medio con NaCl libre de K™ (ImM}: 80,0 NaCl, 16.0 giuconato de
Na*, 2.0 KCI, 1.8 CaClz, 1.0 MgCl2 y 5.0 Hepes/Tris, pH 7.4), conteniendo
ouabaina, amilorida, bumetanida, en las concentraciones citadas y 2 pCi de 2Na*
por ml (NEN). La ouabaina fue agregada para evitar el eflujo de ?Na* por medio
de la Na*-K*-ATPasa y la amilorida para prevenir la captacion del “Na* por medio
de canales de Na' o del contratransportador de Na‘'/H*. La exclusion del K
extracelular y 1a adicion de bumetanida al medio de captacion fue para prevenir la

captacion de ®Na* por medio del cotransportador de Na'-K*-2CI” endégeno
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expresado en ovocitos (6). Para determinar la fraccidn de la captacién
dependiente de CI', grupos pareados de ovocitos fueron incubados en medios de
captacién con o sin CI' ([mM]: 96.0 gluconato de Na* 6.0 gluconato de Ca*, 1.0
gluconato de Mg® y 5.0 Hepes/Tris, pH 7.4). La sensibilidad a la tiazida fue
obtenida midiendo la captacion de ?Na* en grupos pareados de ovocitos con o sin
metolazona (0.1 mM) en el medio de incubacién y de captacién. Todos los
experimentos fueron realizados a 32 °C.

RESULTADOS

La estructura primaria de CSTr contiene 7 sitios consenso para N-
glucosilacion, sélo tres de los cuales, N247, N404 y N424, estan localizados en
asas extracelulares de la proteina de acuerdo al modelo de estructura secundaria
propuesto y por lo tanto susceptibles de glucosilacion in vivo.

® PKC

Figura 1. Topologia basica y sitios de glucosilacion en el contransportador de
Na*-CI de la rata (CSTr) seg(in el algoritmo Asn-Xaa-Ser/Thr, donde Xaa es
cualquier aminoacido excepto prolina (113).
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Con respecto a las otras cuatro secuencias consenso, dos de ellas, N356 y
N546, estan localizadas dentro de regiones hidrofébicas de la proteina que
predicen regiones transmembrana. Las dos secuencias consenso restantes, N666
y N779, pertenecen a la region carboxiterminal de la proteina, que posiblemente
se encuentra localizada intracelularmente, y por lo tanto sin posibilidad de estar
glucosiladas. En revisiones recientes de proteinas con multiples cruces
transmembrana se hacen notar condiciones 6ptimas para que los sitios consenso
de N-glucosilacién sean utilizados in vivo (88,91). Entre las condiciones descritas
se encuentran: las caracteristicas de los aminoacidos cercanos a la secuencia
consenso, la localizacion de! sitio consenso con relacion a las regiones
hidrofébicas, el tamano del asa extracelular en la cual se localiza el sitio de
glucosilacion, asi como si el sitio se mantiene conservado en las diferentes
especies. Mientras la secuencia consenso N-Xaa-S/T, Xaa=P, es un prerrequisito
para ia N-glucosilacion, esta puede no ser suficiente, debido a que muchas
proteinas que contienen tales secuencias consenso no se encuentran
glucosiladas. Se ha reportado por varios autores (89,90), que la presencia de un
residuo de prolina en posicidn carboxiterminal después de la secuencia consenso
impide la glucosilacion. Especificamente en el caso del sitio N247, su localizacion
se haila cercana a la tercera regién transmembrana y en una asa relativamente
pequefia (17 residuos), la secuencia cercana al sitio (N247GTP), contiene un
residuo de prolina, ademas de no encontrarse presente en el lenguado de
invierno, ni en el humano. Todo lo anterior resume condiciones adversas para la
glucosilacion in vivo de este sitio. A diferencia de lo discutido para N247, la
secuencia para los otros dos sitios esta libre de prolina cercana al sitio consenso
(N404DTI y N424FTE). Asimismo los sitios N404 y N424 se encuentran en una
larga asa extracelular de aproximadamente 59 residuos aminoacidicos entre el
séptimo y octavo cruce transmembrana y se encuentran conservados en todas las
secuencias conocidas de CST, por lo que se considera que es mas probable que
estos sitios se encuentren glucosilados in vivo.

La posibilidad de que en CSTr uno o varios de los sitios de glucosilacion

izados en un asa extraceluiar fuesen uitiiizados in vivo fue considerada
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después del trabajo de Gamba y ¢ol.{6), quienes utilizando traduccién in vitro del
ARNc de CSTr observaron un aumento en el peso molecular aparente en la
presencia de membranas microsomales caninas, las cuales expresan actividad
oligosacaril transferasa, y este efecto fue revertido mediante deglucosilacion
enzimatica utilizando endoglucosidasa H.

Analisis de ‘Western blot de proteinas de membrana de células HEK293
transfectadas con CSTr y la mutante de CSTr N404Q,N424Q demostraron que a
glucosilacién fue totaimente eliminada en la doble mutante o por tratamiento con
tunicamicina en la cepa silvestre (82).

Figura 2. Analisis de Western blot de CSTr nativo y de las clonas N404Q,
N424Q y N404 424Q. En presencia y ausencia de tunicamicina (92).

La tunicamicina, enzima aislada del hongo Streptomyces lysosypirificus con
peso molecular entre 802 y 858 KDa, inhibe la transferencia de GlcNAc-1-P desde
la UDP-GIcNAc al dolicol-P para formar dolicol-PP-GlcNac. Esta ultima molécula
corresponde al inicio de la cadena de oligosacaridos, y por lo tanto al evitar su
formacion se inhibe la N-glucosilacién. Por otro lado las mutantes N404Q v N4240
mostraron una reduccién significativa de la banda de mayor peso molecular,
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reflejando una glucosilacion parcial, mientras que la doble mutacién y la cepa
silvestre tratada con tunicamicina se expresaron como formas no-glucosiladas
(110 KDa).

Para analizar el efecto de la N-glucosilacién en las propiedades funcionales
de CSTr se utilizaron a las mutantes de glucosilacion en donde las argininas de los
sitios 404 y 424 fueron cambiados a residuos glutamina mediante mutaciones
puntuales. Estas mutantes fueron producidas por Nishio Toshi en el laboratorio del
Dr. Steven C. Hebert, en la Universidad de Yale, con quienes colaboramos para
realizar este trabajo.

Figura 3. Clonas mutantes producidas mediante mutagénesis puntual con PCR del CSTr.

De esta forma se realizaron ensayos de captacion de 2Na* en ovocitos
inyectados con CSTr silvestre y con las mutantes N404Q, N424Q y N404,424Q.
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Figura 4. Expresion funcional en ovocitos de Xenopus laevis del CSTr silvestre y
las clonas mutantes N404Q, N424Q y N404,424Q

Los ovocitos inyectados con la clona silvestre mostraron una captacién de
ZNa* significativamente mayor que la observada en los ovocitos controles
inyectados con agua. La captacion de ZNa* observada en los ovocitos inyectados
con la cepa silvestre fue completamente abolida en ausencia de cloro extracelular
o en presencia de 0.1 mM de metolazona, siendo estas propiedades
caracteristicas del cotransportador de Na*-Cl” sensible a tiazidas. Los ovocitos
inyectados con ARNc transcrito a partir de ADNc de la mutante de glucosilacién
N404Q también mostraron una captacion de 2Na* significativamente mayor al
control, la cual fue CI" dependiente y sensible a tiazida. Sin embargo el nivel de
captacion en los ovocitos inyectados con la mutante N404Q fue en un 65 a 70%
menor que en el grupo pareado de ovocitos inyectado con la clona silvestre
(p<0.01). De igual manera los ovocitos inyectados con el ARNc de la mutante
N424Q presentaron captacion de 2?Na* significativamente mayor que el control
inyectado con agua, esta captacién fuc dependiente de Ci' y sensibie a tiazida, de

la misma forma esta captacién fue en un 65 a 70% menor que el grupo pareado de
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ovocitos inyectados con la clona silvestre. La captacién obtenida por las dos
clonas mutantes N404Q y N424Q es muy similar. Por ofra parte la captacion de
ZNa* en los ovocitos inyectados con el ARNc de la doble mutante N404,424Q se
ve reducida en un 97% y cerca del nivel de los ovocitos inyectados con agua, es
decir, la captacion de esta mutante eliminé casi completamente la funcién del
CSTr.

Para explorar el mecanismo de reduccién de ia captacién de 2Na* en las
mutantes de glucosilacién, realizamos andlisis cinético de la clonas de CSTr
usando un amplio rango de concentraciones de Na* y CI" en el medio de captacion
(0, 2.5, 5, 10, 15, 20, 40 y 80 mM).
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Figura 5. Cinética del transporte de Na* en ovocitos de Xenopus laevis inyectados
con ARNc del CSTr nativo y de la mutante de CSTr N404Q.

Las figuras 5 y 6 muestran el desarrollo cinético de la captacion de #?Na* en
los ovocitos inyectados con la cepa silvestre de CSTr y con la mutante N404Q
expuestos a diferentes concentraciones de CI" ¢ Na* extracelular. La mutante de
glucosilaciébn N404Q inyectada en ovocitos mostré una afinidad iénica similar
comparada con la cepa silvestre de CSTr. La KnparaNa’y Cl fue de 13.3+4.8 y
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3.6 £ 1.7 mM para la cepa silvestre y de 18.8 £+ 8.4 y 4.9 + 3.0 mM para la clona
mutante N404Q. Por lo que se considera que la N-glucosilacion no se encuentra
involucrada en la determinacién de la afinidad idnica del CSTr. Sin embargo,
existe una tendencia hacia velocidades maximas menores para ambos iones entre
la cepa silvestre de CSTr y la mutante de glucosilacion N404Q. La Vna para Na®
fue de 97.28% en la cepa silvestre de CSTr contra 78.81% en N404Q. En el caso
del CI" la Vinax fue de 88.8% para la cepa silvestre y 68.66% en N404Q.
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Figura 6. Cinética del transporte de CI' en ovocitos de Xenopus laevis inyectados
con ARNc del CSTr nativo y del CSTr mutante N404Q.

Estos datos cinéticos sugieren que la N-giucosilaciéon de CSTr es necesaria
para la funcién del cotransportador. La Vmax menor observada en la mutante de
glucosilacion N404Q puede ser secundaria a una disminucién en la sintesis o
recambio de la proteina, por una disminucién en el numero de transportadores
funcionales en la superficie de membrana, o por una reduccién en la funcion de los

significativa de la captacion observada en las mutantes de glucosilacién.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se ha descrito el efecto de la glucosilacion en la actividad funcional de
diferentes tipos de proteinas membranales de transporte. La glucosilacion ha
mostrado ser importante en el mantenimiento de la estructura de Ja proteina con
alta afinidad para el substrato, como es el caso del transportador de glucosa
GLUT1 (93) y en el transportador catiénico-organico (94) con un aumento en la Kn
y ninglin cambio en la Vnax después de la inhibicion de la glucosilacién. Por otra
parte, la glucosilacién ha mostrado afectar la actividad de transporte maximo, pero
no la Ky, en el transportador de glicina GLYT1 (95), el contratransportador Na*/H*
(96), el transportador renal de Na-Pi (97) y el transportador de serotonina (98). Los
mecanismos subyacentes a estos cambios parecen ser defectos en el ensamblaje
de !a proteina a la membrana plasmatica en GLYT1 no-glucosilada y
probablemente en los transportadores de Na-Pi, y una reduccion in situ en la
actividad de transporte en los transportadores de serotonina y Na'/H". Lo anterior
sugiere que para algunos transportadores la glucosilacién puede ser importante en
el mantenimiento de la forma activa del transportador en la membrana, quiza
promoviendo su estabilidad o previniendo su protedlisis, como ha sido visto para
proteinas' sin una estructura terciaria adecuada dentro del lumen del reticulo
endoplasmico. De esta forma el papel preciso de la N-glucosilacion puede variar
dependiendo de la proteina especifica de interés.

Kunchaparty y col., (83) mediante expresion funcional en ovocitos de
Xenopus encontraron que, en contraste con la clona silvestre de CST, la cual
mostré una captacién de ZNa* sensible a tiazida, la clona gue contiene una
mutacion detectada en pacientes con sindrome de Gitelman que carece de 54
aminoacidos en la regién carboxiterminal (R948X) no mostré aumento en la
captacion de Na* en comparaci6n a ovocitos controles inyectados con agua. De
esta. forma la mutacion del sindrome de Gitelman elimina completamente la
capacidad de la proteina para transportar sal. E| mecanismo por el cual la
mutacion de Gitelman afecta el transporte fue investigada usando el sistema de
expresion en ovociios de Xenopus. Se encontré que la mutante de CST R948X




era traducida normalmente por los ovocitos, pero no era glucosilada e inclusive la
proteina mutada no era descargada en la membrana plasmatica. Estos datos
sugieren que mutaciones que conllevan a un desarregio estructural de la proteina
activan el sistema de control de calidad del reticulo endoplasmico. El sistema de
control de calidad es capaz de detectar proteinas sin un adecuado arreglo
conformacional, marcandolas para degradacién, a menudo via una interaccién con
el proteosoma dependiente de ubiquitina. En diez mutaciones mas presentes en el
Sindrome de Gitelman se mostré que la disfuncién de la proteina fue causada por
defectos en el procesamiento. De esta forma casos del sindrome de Gitelman
parecen resultar debido a un plegamiento anormal de la proteina, lo cual activa el
sistema de control de calidad del reticulo endoplasmico, lo que conlleva a una
disminucién en la descarga a la membrana plasmatica.

Los datos anteriores apoyan la posibilidad de que la eliminacion de la
glucosilacion en CST afecta el ensamblaje de la proteina en e! reticulo
endoplasmico, llevando a una mayor degradacién de la proteina y menor llegada
de esta a la membrana plasmatica, lo cual explicaria la disminucién en la

captacion de 2 Na* en las mutantes de glucosilacién.
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REGULACION DEL COTRANSPORTADOR DE Na'-CI SENSIBLE A TIAZIDAS
POR PROTEINA CINASA C

INTRODUCCION

Como se ha comentado, el rifién es el principal érgano regulador de la
composicion de los fluidos corporales, para cumplir su funcion el riidn utiliza miles
de nefronas las cuales trabajan en paralelo. Una nefrona es una sucesiéon de
segmentos tubulares compuesta por diferentes tipos de células epiteliales que son
capaces de seleccionar especificamente de entre los componentes fluidos
corporales, para su eliminacién en la orina final, las cantidades exactas de iones y
moléculas para mantener {a homeostasis. Un nimero considerable de hormonas
controla la actividad de las células renales para mantener el equilibrio
hidromineral. Es cada vez mas dificil interpretar este control multihormonal en
términos de procesos reguladores. Se ha propuesto que las hormonas actdan en
combinacion: niveles circulantes de las hormonas individuales acttan en las
células tubulares pudiendo determinar la configuracion de las vias de transporte
paracelular y transcelular del epitelio. La configuracién podria depender de la
distribucién y actividad del receptor en la superficie de la membrana basolateral en
contacto con las hormonas circulantes. Esta distribucion junto con la estimulacion
de las respectivas vias de transduccién de sefales podria llevar a los efectos
biologicos finales. Es bien conocido que la distribucién de los receptores celulares
varia de acuerdo a factores tales como la edad, variabilidad nutricional, status
hormonal, grado de desensibilizacién de los receptores, etc. La modulacion de las
respuestas hormonales dependeria por lo tanto del grado de acoplamiento de los
complejos hormona-receptor a las diferentes vias intracelulares de transduccién
de sefales y a las interacciones negativas y/o positivas resultantes entre estas

.
vias.
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El tdbulo contorneado distal es blanco de accién de numerosas hormonas, entre
ellas se pueden considerar a la aldosterona (51), paratchormona (PTH), glucagon
(99), calcitonina (100), insulina (101), hormona antidiurética (ADH o AVP), péptido
atrial natriurético y estradiol (34).

El tubulo contorneado distal expresa receptores de mineralocorticoides y a
la enzima 11B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa, por lo tanto representa un blanco
de accién para la aldosterona. Muy recientemente, el contransportador de Na*-CI
apical (CST), el cual constituye la principal via de transporte apical de Na* en este
segmento, ha mostrado ser fuertemente inducido por aldosterona en el largo
plazo.(102). De igual forma, Colussi et al. reportaron que la terapia antialdosterona
es efectiva para aminorar la hipocalemia e hipomagnesemia en el sindrome de
Giteiman (103).

Por otra parte, en el riftén, la PTH estimula la reabsorcién de caicio en la
nefrona distal, inhibe la reabsorcion de fosfato y bicarbonato en los tabulos
proximales y estimula la sintesis de 1,25(OH).D3 en las células del tubulo
proximal. El ARNm del receptor de PTH (PTH1R) ha sido encontrado por técnicas
de hibridacién in situ en el tibulo contorneado distal (104,105). Estudios mediante
micropuncion han mostrado que PTH, calcitonina y glucagon aumentan la
absorcién de magnesio en el tabulo distal, aunque no se han discernido los
mecanismos involucrados, se sabe que estas hormonas actian estimulando la
acumulacién de AMPc celular (99,100). Se ha reportado que la calcitonina de
salmén aumenta dos veces la densidad de receptores de tiazida, medidos como
cuantificacién de [’H]metolazona unida a membranas renales de rata (106).

Se ha referido que la insulina produce un efecto antinatriurético que
posiblemente sea localizado en el tabulo distat (107). Un nuevo miembro de la
familia del receptor de insulina, el receptor relacionado con el receptor de insulina
(IRR), se ha encontrado mediante ‘Northern blot’, PCR e hibridacion in situ
expresado en el tibulo contorneado distal (108).

Los datos anteriores muestran la amplia gama de hormonas que tienen
efecto sobre el tubulo contorneado distal, en algunas de ellas, como aldosterona y
calcitonina se ha demostrado un aumento en la densidad del cotransportador de
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Na'-CI" (CST), aunque el mecanismo mediante el cual se produce este efecto no
es conocido, mientras que en el resto de hormonas que actlian sobre.el tibulo
contorneado distal se ignora el efecto o la interaccion de éstas con el
cotransportador de Na*-ClI” sensible a tiazidas (CST).

Muchas de las hormonas que regulan el transporte de agua y electrolitos en
el rifién, tales como la hormona paratiroidea (PTH), vasopresina, glucagon y
calcitonina comparten un mecanismo comun de transducciéon de sefales, una vez
que el receptor se une a la hormona conlleva a un aumento en la concentracion
intracelular de AMPc. También se ha reportado que el receptor de PTH es capaz
de acoplar ademas de a la adenilatociclasa, a la fosfolipasa C (PLC) e incluso se
asegura que la estimulacién de la absorcidon de calcio por las células del tabulo
contorneado distal mediada por PTH requiere de la activacion de ambas vias PKA
y PKC (109).

En los Gltimos afios se han acumulado datos que muestran que en adicién a
los receptores clasicos nucleares, los cuales son factores transcripcionales
nucleares activados por ligando, existen también otros receptores para
aldosterona que median acciones rapidas, independientes de la transcripcién y
traduccion. Un rapido incremento en inositol trifosfato (IP;3), Ca*", y/o la actividad
de proteina cinasa C (PKC), asi como una activacién del intercambiador de Na*/H*
y canales de K* han sido observados en algunos tipos celulares, en particular en el
musculo liso vascular y células endoteliales. (102,110).

Si a los datos anteriores aunamos el hecho de que la estructura primaria del
cotransportador de Na*-Cl" sensible a tiazidas (CST) predice la presencia de
muitiples sitios potenciales para fosforilacion por proteina cinasa C, se puede
considerar que el CST puede ser un efector final de las hormonas anteriormente
expuestas a través de regulaciéon por medio de fosforilacién dependiente de Ia
proteina cinasa C. '

Basandose en lo anterior nos dimos a la tarea de estudiar el efecto de la
activacion de la via de la PKC sobre la funcion del CSTr.
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MATERIALES Y METODOS.

Se realizdé expresion funcional del CSTr en ovocitos de Xenopus laevis
inyectados con ARNc de CSTr. Después de la microinyeccion del ARNc, los
ovocitos fueron incubados por cuatro dias en ND96 y un dia en ND96 sin cloro. La
expresion del CST se determin6 en grupos de 20 ovocitos mediante captacion de
#Na*: incubacién de 30 min con 1 mM de ouabaina, 0.1 mM de amilorida y 0.1
mM de bumetanida y a continuacién un periodo de captaciéon de 60 min en ND96
sin potasio, con las mismas drogas y con 2.0 pCi de #?Na*. Para determinar las
fracciones de ingreso de ZNa* sensibles a tiazida, grupos de ovocitos fueron
incubados en presencia de 0.1 mM de tiazida. Se utilizaron las mutantes sencillas
S16A, S550A, T889A, S934A, las dobles mutantes S$16,559A, S16,T889A,
S16,934A, T889A,S934A v la triple mutante S16A-T889A-S934A. Para determinar
las fracciones de ingreso de 2Na* sensibles a 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), grupos de ovocitos inyectados con ARNc de CSTr y de las diferentes
mutantes fueron incubados en presencia de 0.1 yM de TPA. La captacion de Na*
se midi6é en cada ovocito mediante centelleo liquido.

RESULTADOS

La estructura primaria de CSTr cuenta con ocho sitios consenso para
fosforilacion por PKC. Los sitios corresponden a los aminoacidos S16, S124,
T239, T424, S433, S559, T8BBY y S934, de estos, tres se encuentran localizados
en posibles asas extracelulares de la proteina de acuerdo al modelo de estructura
secundaria propuesto (T239, T424 y S5433) y por lo tanto no susceptibles de
fosforilacién. Los dos sitios consenso restantes se encuentran localizados en el
segmento aminoterminai (S16 y $124), los cuales son compartidos por e} humano,
la rata y el ratébn pero no por el pez. El sitio S559 se encuentra en el asa
intracelular que comunica a los segmentos transmembrana 10 y 11, muy cercanc
al inicio del undécimo segmento transmembrana y se mantiene conservado en
todas ias secuencias de CST conocidas. En el segmento carboxitermina! se
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encuentran los sitios T889, ausente en el lenguado de invierno, y $934 que se
encuentra conservado en todas las secuencias conocidas de CST.

Figura 1. Topologia basica y sitios potenciales de fosforilacion por PKC en el CSTr, seguin
el algoritmo Arg-Xaa-Xaa-Ser/Thr-Xaa-Arg, donde Xaa es cualquier aminoacido a
excepcion de prolina.

Para analizar el efecto de la via de transcripcién de sefiales dependiente de
PKC en el CSTr estudiamos el efecto del éster de forbol TPA (activador de ia
PKC) sobre la funcién del transportador. También se investigé la diferencia entre
la clona silvestre y las mutantes de fosforilacién S16A, S559A, T889A, S934A las
dobles mutantes S16,559A, S16,T889A, S16,934A, T889,5934A, la triple mutante
S16,7889,5934A y el efecto del TPA sobre estas clonas mutantes.

Para determinar el efecto de los ésteres de forbol sobre la funcién del CSTr
se realizaron ensayos de captacién con Na* en ovocitos inyectados con CSTry
expuestos durante 2.5 min a TPA en concentraciones de 10°M. En la figura 2 se
observa una captacion del radioniuclido al menos ochenta veces mayor en los
ovocitos inyectados con ARNc de CSTr (5998.9189.4 pmol/ovocito/h) comparado
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con ovocitos inyectados con agua (71.315.2 pmol/ovocito/h), que funcionan como
controles. Esta captacion se ve totalmente inhibida cuando los ovocitos son
expuestos a 0.1 mM de tiazida (130.79+5.8 pmol/ovocito/h), el inhibidor 'especifico
de CSTr. En el mismo gréfico de la figura 2 podemos observar como la exposicién
de los ovocitos al éster de forbol TPA 107 M durante los 2.5 minutos previos a la
captacién inhibe en un 56% la funcién del CSTr (2684.23+278.4 pmol/ovocito/h).
Para definir si el efecto del éster de forbol es debido a la activacién de la PKC,
también se expusieron los ovocitos a un éster de forbol que no activa a la PKC, el
40PDD 107 M y como puede observase los niveles de captacién son iguales a
aquellos obtenidos en el CSTr (6199.9+222 6 pmol/ovocito/h).
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Figura 2. Efecto de los ésteres de forbol TPA y 4aPDD sobre la expresion
funcional del CSTr en ovocitos de Xenopus inyectados con ARNc. TPA y 4aPDD 107M
2.5 min, de exposicién durante la preincubacién

El efecto del TPA sobre CSTr es tiempo y dosis dependiente. La funcion de .
CSTr puede ser inhibida a una concentracion de 10" M (75% de funcién), sin
embargo el efecto maximo se encuentra en concentraciones cercanas a' 10°M
(40% de funcién), como puede observarse en el panel derecho de la figura 3.
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Figura 3. Efecto de la dosis y el tiempo de tratamiento con TPA sobre la funcidn del CSTr.

Respecto al tiempo de tratamiento, panel izquierdo de la figura 3, la
inhibicién se observa desde el primer minuto de exposicién al TPA, en donde se
observa un 41% de inhibicién en comparacién con el control, alcanzandose una
inhibicién del 64% a los treinta minutos de exposicion ai TPA. La captacién
obtenida en presencia de TPA es totalmente sensible a 0.1 mM de tiazida.

Para determinar si el efecto de la PKC sobre el CSTr es a través de una
fosforilacion directa se obtuvieron las mutantes de fosforilacién S16A, S559A,
T889A, S934A, las dobles mutantes S16,559A, S16,T889A, S16,934A, T889A-
S934A y la triple mutante S16A-T889A-S934A.

Como puede observarse en el grafico de la figura 4, al comparar la funcién

del CSTr silvestre (considerado como 100% de la funcién) con las mutantes
simples, es decir aquellas que llevan tinicamente un sitio potencial de fosforilacién
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mutado, la funcién se ve incrementada significativamente en todas. La mutante
S16A es la que presenta el menor incremento en funcién con un aumento del
40%, mientras la mutante S559A muestra un aumento del 74%, la mutante T889A
un incremento del 100% y la mutante S934A muestra un aumento del 200%. El
maximo incremento se encuentra en la mutante S934A, cuyo sitio mutado se
encuentra en la region carboxiterminal y que es compartida por todas las
secuencias de CST conocidas hasta la fecha. Los datos anteriores son el resumen
de al menos tres diferentes experimentos y de por lo menos 60 diferentes

ovocitos.
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Figura 4. Expresion de CSTr y mutantes de fosforilacién.

Todas las mutantes son completamente sensibles a tiazida. Esto se
encuentra ejemplificado con la mutante S16A (figura 5). En este caso la clona
silvestre muestra una captacién de 4,903.89+404.65 pmol/ovocito/h, la captacion
obtenida cuando se incuba en presencia de la tiazida triclorometiazida 10*M es de
492.70£53.49 pmol/ovocito/h. En el caso de la mutante S16A los niveies de
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captacion alcanzados son de 8,451.61+244.81 pmol/ovocito/h, los cuales se
reducen a 344.82+34.11 pmol/ovocito/h en presencia de la tiazida, es decir, la
mutacién no altera la interaccion con el inhibidor, lo que apoya que este aumento
en la captacion no es debida a un efecto inespecifico de la inyecciéon de la mutante
en el ovocito. El TPA mantiene un efecto inhibitorio en la mutante similar al que se
observa en la captacién obtenida en los ovocitos inyectados con la clona silvestre.
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E] TPA1min
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CSTr-silvestre S16A

0 ~—zn
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Figura 5. Efecto del TPA sobre CSTry ia mutante de CSTr S16A. TPA 107
M, 1 min. y 15 min. en preincubacién.

Ahora bien, al analizar la figura 6 en donde se grafica la funcién de CSTr
silvestre y a las mutantes muiltiples, podemos observar que en todas las dobles
mutantes, es decir proteinas con dos sitios potenciales de fosforilacién mutados,
se encuentra un incremento en la funcién cuando son comparadas con la cepa
silvestre. De aqui tenemos que |la mutante T889,5934A es la doble mutante que
tiene el menor aumento en funcién con un 57%, seguida por la mutante S16,934A
con un incremento del 100%, la mutante S16,559A muestra un 150% de adicion
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en funcién y finaimente la mutante S16,T889A es la que cuenta con la mayor
ganancia en funcién con un 310%.
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Figura 6. Expresion de CSTr y mutantes muitiples de fosforilacion.

En el caso de la mutante triple S16,T889,5934A no se encuentra un
incremento en la funcion presentado niveles de captacién similares a los obtenidos
con la clona silvestre.
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Figura 7. Expresion de CSTry mutantes de fosforilacién conteniendo las mutaciones
S16A y S559A.

Al analizar individualmente a las mutantes podemos observar que en el
caso de la mutante $16,559A se halla un incremento en la funcién del 150%. En
las mutaciones simples S16A y S559A se alcanzan aumentos del 40% y del 75%
respectivamente (figura 7). Esto ultimo revela un efecto aditivo en el caso de esta
doble mutacién. La localizacién de estas mutaciones son el extremo aminoterminal

para la S16A y el asa intracelular entre los segmentos transmembrana S10 y S11
para la S559A.
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Figura 8. Expresion de CSTry las mutantes de fosforilacion que contienen las mutaciones
S16A y T889A.

En el caso de la doble mutante S16,T889A la ganancia en la funcién es de
un 310%, que se encuentra muy por arriba de la suma del incremento en funcién
de las clonas simples S16A (40%) y T889A (100%). La primera localizada en el
segmento aminoterminal y la segunda en el segmento carboxiterminal.

77




400 1
x*

300 - L
19 4
e | *
3 200 -
G 200 1
5 « *
u. e ol

100 -

CSTr S16A S934A

*p<0.01 va CSTr control

Figura 9. Expresion de CSTr y mutantes de fosforilacion conteniendo las mutaciones
S16A y S934A.

En contraste con lo observado en las clonas anteriores, como puede verse
en la grafica de la figura 9, la doble mutante S16,934A no muestra un incremento
aditivo en la funcién en relacién con las mutantes simples, de esta forma esta
doble mutante duplica la funcidén de la clona silvestre, mientras que la mutante
S16A tiene un incremento en la funcién del 40% y la S934A triplica la funcién de la
clona silvestre. Es posible que la diferencia en el patrén aditivo en el caso de esta
doble mutante sea debido a que la mutante S934A es la mutacién simple que lleva
a mayor incremento en la funcidén del CSTr.
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La figura 10 muestra los resultados obtenidos con la mutante T889,S934A y
la triple mutante $16,T889,S934A
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Figura 10. Expresion funcional de CSTr y las mutantes de fosforilacién que
contienen las mutaciones T889A y S934A.

La doble mutante T889,5934A, muestra un incremento en la funcién de un
57%, sensiblemente menor a la respuesta obtenida de las mutantes simples
T889A (100%) y S934 (200%), comparadas con la clona silvestre. Mas aun, la
triple mutante $16,7889,5S934A no muestra incremento en la funcién, teniendo
captaciones similares a las de la clona silvestre.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLICTECA
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£l efecto del TPA 10‘7 M, 1 min. previo a la captacion, sobre la funcion del
CSTr silvestre y las diferentes mutantes, se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicién por TPA sobre CSTr y las mutantes de
fosforilacién. TPA 107 My 1 min. durante la preincubacién.

Si comparamos el efecto de la exposicion a TPA 10°M 1 min. previo
a la captacién de las diferentes clonas, podemos observar que las clonas
con mutacion unica tienen porcentajes de inhibicion muy cercanos a los
alcanzados por la clona silvestre: Silvestre 37%, S16A 37%, T889A 41%,
S934A 43%. Sin embargo, en el caso de las dobles mutantes, a excepcion
de una, pierden sensibilidad al TPA: S16,559A 38%, S16,T889A 16%,
$16,934A 5% y T889,5934A 2%.
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DISCUSION

La fosforilacién proteinica es el mecanismo molecular mas importante a
través del cual la funcién de las proteinas es regulada en respuesta a estimulos
extracelulares. Virtualmente todos los tipos de sefiales extracelulares, incluyendo
hormonas, factores troficos y citocinas producen la mayoria de sus diversos
efectos bioldgicos mediante la regulacion por fosforilacion de fosfoproteinas
especificas en sus células blanco. Aunque las proteinas pueden ser modificadas
covalentemente en muchas otras formas, tales como ribosilacion por ADP,
acilacion (acetilacién, miristoilacion, isoprenilacion), carboximetilacion, sulfatacién
de tirosinas y glucosilacién, ninguno de estos mecanismos es tan ampliamente y
realmente sujeto a regulacién por estimulos fisiolégicos como la fosforilacion.

Una proteina substrato es convertida de la forma defosforilada a la
fosforilada por medio de una proteina cinasa y la forma fosforilada es regresada a
defosforilada por medio de una proteina fosfatasa. Las proteinas cinasas son
clasificadas como protein-serin-treonin-cinasas, las cuales fosforilan las proteinas
substrato en residuos de serina ¢ treonina, 0 como protein-tirosin-cinasas, las
cuales fosforilan las proteinas substrato en residuos tirosina. Cerca del 95% de la
fosforilacion proteinica ocurre en residuos serina, 3-4% en residuos treonina y
menos del 1% en residuos tirosina. En todos los casos, las cinasas catalizan la
transferencia del grupo fosfato terminal (y) del ATP al radical hidroxilo en la cadena
lateral del residuo aminoacidico respectivo, el Mg** es requerido para esta
reaccion. Las protein-fosfatasas catalizan la ruptura de esta unién fosfoéster por
medio de hidrdlisis. Debido a que los grupos fosfato estan cargados
negativamente, la fosforilacion de una proteina altera su carga, lo cual puede
alterar la conformacion de la proteina y finalmente su actividad funcional. Un
cambio en el estado de fosforilacion proteinica puede ser dirigido fisiolégicamente
a través de incremento o decremento en la actividad de una proteina cinasa o una
proteina fosfatasa. Dos mecanismos mayores estan involucrados en las vias a
través de las cuales las sefiales extracelulares regulan la funcién proteinica por
dic de fosforilacion. En ei primero, la seial extracelular, o primer mensajero,
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regula directamente a la proteina cinasa o proteina fosfatasa por la accién de
receptores de membrana que poseen la actividad enzimatica dentro de su dominio
citoplasmico. En el otro caso el primer mensajero regula la actividad de las
proteina cinasas y fosfatasas indirectamente por medio de receptores de
membrana que regulan la concentracion intracelular de un segundo mensajero.
Segundos mensajeros que directamente activan a proteina cinasas incluyen al
AMPc, GMPc, Ca™ y diacilglicerol (DG). Las proteinas cinasas difieren en su
distribucién celular y subcelular, especificidad por el substrato y regulacién. Entre
las proteinas cinasas mejor estudiadas se encuentran las activadas por los
segundos mensajeros AMPc, GMPc, Ca™ y DG.

La via de la proteina cinasa C se inicia con la interaccién agonista-receptor,
que activa a la enzima fosfolipasa C (PLC), a través de la subunidad « de las
proteinas G. Esta enzima hidroliza al fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIPz), un
fosfolipido componente de la membrana en su cara intracelular, a inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) y sn-1,2-diacilglicerol (DG). El IPs;, que es hidrosoluble, actuando
como segundo mensajero difunde en el citoplasma hacia el reticulo endoplasmico
en donde actia sobre un canal de Ca** para liberar Ca**, el cual estimula una
variedad de procesos celulares a través de la calmodulina. El DG, que se
mantiene en el plano de la membrana, también actua como un segundo mensajero
activando a la proteina cinasa C (PKC) en la presencia de fosfatidilserina y para
algunas enzimas de la familia de PKC en presencia de Ca"™. La PKC, realmente
una familia de enzimas, que se encuentra unida a la membrana, fosforila y modula
de esta forma la actividad de otras proteinas. Los ésteres de forbol, tales como el
12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), son potentes activadores de la PKC
mediante una similitud estructural con DG. La PKC es una cadena polipeptidica de
77-83 kDa, forma una subfamilia proteinica, producto de dos genes que mediante
empalme alternativo forman dos grupos, el primero formado por las isoformas «,
Bi, PuY Y que son Ca** dependientes, mientras el otro formado por las isoformas §,
e, &, n y 0, las cuales son Ca" independientes. La PKC actda fosforilando
proteinas en los residuos de serina y treonina en una amplia variedad de sitios de
fosforilacion, la secuencia Arg-Xaa-Xaa-Ser/Thr-Xaa-Arg es el sitio consenso por
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excelencia, aunque dependiendo de la isoforma de PKC los requerimientos
pueden llegar a ser tales como el de contener el sitio un residuo basico en la
posicién P-3 ofy P3.

La fosforilacion de los residuos de tirosina esta controlada por un balance
en la actividad entre protein-tirosin-cinasas y fosfatasas. Las protein-tirosin-
cinasas (PTK) se pueden dividir en protein-tirosin-cinasas unidas a receptor
(RPTK) y no unidas a receptor (NRPTK). Entre las NRPTK se encuentran las
cinasas Src, Jak, Abl, Tec y Fak; estas cinasas se encuentran en la cara interna
de la membrana plasmatica, libres en citoplasma, en membranas endosomales y
en el nacleo. Las RPTK a su vez se pueden clasificar en 14 familias, incluyendo
entre ellas al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el receptor del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y el receptor de insulina. Los RPTK
cuentan con un dominio extracelular encargado de unirse a la hormona o factor
de crecimiento, el dominio transmembrana es unico y corto, de ~25 residuos
aminoacidicos y finalmente un dominio citoplésmico que consiste de la regién
catalitica y de varios sitios de autofosforilacién que regulan la actividad catalitica y
sirven de sitio de reconocimiento a otras proteinas. La union del ligando al RPTK
induce una dimerizacion del receptor, la cual produce transfosforilacion entre las
dos subunidades. La transfosforilacion o autofosforilaciébn aumenta la actividad
catalitica. Dentro de las moléculas que son modificadas por las protein-tirosin-
cinasas unidas a receptor o RPTK se encuentran la fosfolipasa Cy1(PLC+1) y la
cinasa de 3-fosfatidilinositol (Pl-3-cinasa). La PLC-y1 al ser fosforilada por la RPTK
se activa y cataliza la formacién de diacilglicerol (DG) y de inositol trifosfato (IP3),
los cuales a su vez activan a la PKC y liberan Ca™. Asi mismo las RPTK pueden
activar la via de tas MAPK en diferentes formas.

Los efectos sobre el cotransportador de Na*-CI* de las diferentes vias de
transduccion de sefiales, que pueden ser activadas por hormonas y ejercen su
accion en el tubulo contorneado distal se desconocen. Eso se debe, al menos en
parte, a la dificultad para obtener cultivos celulares de esta region que mantengan
las caracteristicas propias del tibulo contorneado distal. Con el advenimiento de
las técnicas de biologia molecular y la clonacion del CST estamos en condiciones
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de iniciar el acercamiento a la regulacion de esta forma de transporte. Varias de
las hormonas que actaan sobre el tibulo contorneado distal comparten una misma
via de transduccion de sefiales y de esta forma la PKC puede ser activada por la
PTH, insulina y aldosterona mediante sus efectos no-genémicos.

Nuestros datos muestran claramente un efecto inhibitorio sobre la funcién
del CSTr (evaluado mediante expresion funcional en ovocitos de Xenopus) de la
activacion de la PKC mediada por ésteres de forbol tales como el TPA. El efecto
inhibitorio conseguido por activacion de la PKC es tiempo y dosis dependiente,
observandose desde el primer minuto de exposicién al TPA, lo que hace menos
posible que el efecto del éster de forbol sobre la captacion sea debido a un efecto
aditivo de cambios intracelulares no especificos. Asi mismo este efecto es dosis
dependiente, el efecto se observa desde dosis tan bajas como 107?M. Estos datos
pueden ser analizados desde la perspectiva funcional sugiriendo que hormonas
tales como la PTH podrian inhibir la funcién del CST a través de la activacién de la
PKC en el tubulo contorneado distal y esto aumentaria la reabsorcién de calcio a
este nivel, como es bien sabido se produce por el efecto inhibitorio crénico de la
administracion de tiazidas.

Ahora bien, en el analisis de los resultados obtenidos con las mutantes de
fosforilacion podemos sugerir, que el aumento en 1a funcién del CSTr cuando se
han mutado sitios tinicos de fosforilacién podria indicar que el transportador se
encuentra constitutivamente fosforilado en algunos de los sitios y que el efecto de
fosforilacion debido a PKC sobre la proteina sea un efecto aditivo que dependa del
mayor numero de sitios fosforilados. Estos sitios no presentan la misma capacidad
para activar el transporte, pues como podemos apreciar no se observa el mismo
incremento con la eliminacién de los diferentes sitios. Es interesante que la
mutacién del sitio conservado en todas las especies (S934A) sea el que produzca
un mayor incremento en la actividad del transportador.

Aunque la funcién del transportador en aquellas clonas en donde se han
mutado dos 0 mas sitios se encuentra aumentada como en las mutaciones unicas,
encontramos que en dos casos la doble mutacién presenta un efecto igual a la
suma del incremento en la funcién de las simples o incluso mayor (516, 559A y
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516,T889A), en estos casos tenemos mutaciones en dos segmentos diferentes de
la molécuta como lo son el extremo aminoterminal, el asa que conecta los
segmentos S10 y S11 y el carboxiterminal. Por otra parte tenemos las dobles
mutantes en donde existe una funciébn menor que la suma del incremento en la
funcién de las mutaciones simples ($16,934A y T889,5934A), son estas clonas las
que muestran la mayor pérdida de sensibilidad al TPA. Como es evidente el factor
comin en estas clonas es la mutacion de la serina 934 que se encuentra
conservada en todas secuencias conocidas hasta la fecha, ademas de ser la
mutacion que por si sola produce el mayor incremento en la funcién del CST.
Estos datos sugieren que la serina 934 es un sitio primordial en la regulacién del
CST por fosforilacion. Los datos anteriores apoyan el hecho de que los sitios de
fosforilacién no tengan igual valor en la regulacién de la protefna.

La ausencia de cambio sobre la funcién observada en la triple mutante
$16,7889,5934A puede deberse a un cambio conformacional mas drastico de {a
proteina, no relacionado con el efecto sobre la fosforilacion y que anula éste. Sin
embargo, con los datos obtenidos hasta el momento ignoramos si el efecto
inhibitorio de la PKC sobre el transportador y el efecto de las mutaciones son
debido a un cambio en la afinidad del transportador (Km) 0 a una diferencia en la
presencia de transportadores activos en la membrana (Vma) © @ una mezcla de
ambos efectos.

CONCLUSIONES.

Nuestros datos sugieren que el CSTr es regulado por PKC produciendo una
inhibicion en su funcion.

Por los datos expuestos se sugiere que el CSTr se encuentra
constitutivamente fosforilado en sitios consenso para PKC. Los sitios de
fosforilacion en CSTr no son equivalentes.

Por lo anterior, se sugiere que hormonas tales como PTH, que pueden
activar a la PKC, podrian regular la funcién del CSTr.
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DISCUSION GENERAL

El cotransportador de Na’-ClI' sensible a tiazidas (CST) es de gran
importancia fisiolégica por formar parte de las proteinas reguladoras de la
reabsorcién de sodio en ia porcion distal de la nefrona. Farmacolégicamente su
importancia se debe a que es el sitio de acciéon de los farmacos diuréticos mas
utilizados, las tiazidas. Esto, aunado a su posible participacion en el sindrome de
Gitelman, le confiere relevancia médica. Sin embargo, debido a la dificultad para
poder aislar a las células del tibulo contorneado distal y a las limitaciones para
realizar estudios fisiologicos en esta region, ha sido hasta la clonacion del CST
que se ha podido explorar la relacion entre la estructura, la funcién y la regulacién
de este transportador.

En el presente trabajo, utilizando el modelo de expresién funcional en
ovocitos de Xenopus, hemos realizado un acercamiento a la biologia molecular del
transportador. Al analizar la cinética del transporte de los iones, proponemos un
modelo novedoso para este, ademas del efecto del diurético tiazidico sobre los
iones trahsportados; logramos diferenciar a farmacos tradicionalmente
considerados como tiazidas que no actaan sobre el cotransportador, aportamos
datos que sugieren que el transportador es una glucoproteina y determinamos et
efecto de la glucosilacion sobre la funcién de la proteina. Logramos un primer
acercamiento con las posibles vias de regulacion mediante fosforilacion que
podrian modular la funcién del cotransportador.

Iniciamos el estudio del transportador analizando la cinética de la
interaccion de los iones sobre el transporte y la interaccion de la tiazida con los
ioches transportados.

Como ya se ha comentado, debido a la importante reabsorcién de NaCl y a
la impermeabilidad al agua del asa de Henle, el fluido tubuiar distal es hipoténico,
~100 mOsm/Kg H20 (16), con concentraciones de NaCl entre 30 y 150 mM, y un
pH entre 6.57 y 7.41. Los valores cinéticos obtenidos en nuestro modelo utilizando
ovocitos de Xenopus, Kn. Na* 7 mM, CI' 6 mM, se encuentran muy cercanos a los
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valores reportados por Veldzquez y col., Km: Na* 9 mM, CI' 12 mM (21), obtenidos
mediante microperfusion in vivo del transporte de NaCl en la cara apical del tabulo
contorneado distal. Por otra parte, en nuestro trabajo no encontramos variacion en
la funcion del CSTr con cambios en pH dentro del rango de 6 a 8. Sin embargo,
cambios en la osmolaridad si producen variaciones en la funcién del CSTr, de esta
forma, el cambio de hipotonicidad (110 mOsm/Kg H.0) a isotonicidad (210
mOsm/Kg H>0) aumenta la funcién del transportador, sin existir mayor variacion,
cuando se llega a hipertonicidad (310 mOsm/Kg Hz0). En contraste, Tran y col.
(23), utilizando unién de metolazona[H® a membranas renales corticales de rata,
encontraron que la unién de la metolazona marcada es dependiente de pH, con
una lenta y gradual, pero significativa disminucién presentando un maximo a pH
5.5 hasta un minimo a pH 10. En este estudio cambios en la osmolaridad de la
solucién, obtenidos mediante la adicién de sacarosa al medio, no produjo efecto
en la unién de la metolazona[H?]. Las diferencias encontradas entre los resultados
descritos y nuestro trabajo, pueden ser debidas a la diferencia en la metodologia
utilizada. Mientras Tran y col. miden la unién del inhibidor, nosotros determinamos
el transporte de uno de los iones. De tal forma que la unién del inhibidor es muy
posible que si se vea afectada por cambios en el pH, mientras que el transporte no
sea afectado por éste, dentro del rango fisiolégico. En el caso de la osmolaridad,
Tran y col. incrementaron la tonicidad de la solucidn inicial, la cual es isoténica, de
tal forma que ellos no probaron soluciones hipotonicas, donde observamos la
variacion. Como ya se ha comentado, el incremento en la descarga de NaCl en el
tibulo contorneado distal, incrementa la reabsorcién (53). Esto podria reflejar un
aumento en la funciéon del CSTr debida a un incremento en la osmolaridad del
liquido tubular, desde la hipotonicidad hasta la iso ¢ hipertonicidad. Por todo lo
anterior, nuestro modelo parece reflejar, de manera mas cercana la funcion
fisiolégica del transportador.

El modelo propuesto por el grupo de Fanestil (23) para el transporte del Na*
y CI', y su interaccién con la tiazida, se basa en la unidn secuencial de los iones al
transportador, con el Na* uniéndose primero y el CI" compitiendo por el mismo sitio
que la tiazida. De acuerdo a este modelo la disminucién en la concentracion de

87




CI, pero no de Na*, aumentaria el efecto inhibitorio de la tiazida. En contraste,
nuestros resultados sugieren que la disminucién en la concentracién de ambos
iones aumenta el efecto inhibidor de la tiazida. Estos resultados y el hecho de que
la afinidad del transportador por ambos iones se ve afectada por la concentracion
del contraién, nos permiten proponer un nuevo modelo. En éste, la unién de los
iones se realiza al azar, uniéndose cualquiera de los dos iones primero, pero
aumentando la afinidad del transportador por el contraién. El sitio de unién a la
tiazida se ve afectado por la unién de ambos iones.

El andlisis de los valores cinéticos del cotransportador y su interaccién con
tos iones transportados presentados en este trabajo son una aproximacién atil que
permitird continuar el estudio de este transportador. Asi, pueden analizarse los
cambios producidos en ei sistema por otras drogas e incluso el comparar las
variables cinéticas entre un organismo y otro que pueden ser debidas a las
diferencias fisioloégicas entre estos, como las encontradas entre los valores
cinéticos reportados para el pez (Km: Na' 25 mM, CI" 13 mM) (25) y los
observados en la rata. De particular interés sera conocer las propiedades cinéticas
de otras especies y, principalmente, las del humano por su implicaciéon médica. Asi
mismo, dada la alta homologia en secuencia entre los diferentes transportadores
de la familia, estos datos pueden auxiliar en el estudio estructural implicado en la
diferencia de iones transportados (K" en KCCs, K* y Na* en CSBs) y sensibilidad a
diuréticos entre los diferentes cotransportadores de la familia (furosemida y
bumetanida en CSB, furosemida y tiazida en KCCs y tiazida en CST) .

El efecto de las tiazidas sobre el transporte de Na* y CI" en el tdbulo
contorneado distal ha sido primordial en el estudio de éste, asi como para la
clonacién e identificacion del transportador. Por ello, decidimos analizar el efecto
de estas drogas sobre los iones transportados.

Las tiazidas forman parte de las drogas que se administran con mayor
frencuencia en todo el mundo (114). De aqui la importancia de conocer su
mecanismo de accion. En el presente trabajo mostramos como el patréon de
inhibicién de las diferentes tiazidas en nuestro modelo, es consistente con {a
potencia clinica de estas drogas (114). Asi, se sugiere que las tiazidas producen
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su accion natriurética, fundamentalmente por su interaccién con el CST. Incluso,
drogas que tienen una estructura quimica similar a la de las tiazidas, como el
diazéxido, pero que carecen de efecto natriurético en clinica, también carecen de
efecto sobre el CST (115).

Aunque, en el presente trabajo no logramos determinar cual es el sitio de
unién de la droga al transportador, ni el tipo de inhibicién producido por la droga
sobre el transporte, si aportamos datos que pueden modificar la visién que se
tenia hasta el momento. Es evidente que la mayor parte del conocimiento de la
interaccion de la droga con el transportador ain espera de mayor estudio y
nuestro trabajo abre esta posibilidad.

En este sentido, el presente trabajo modifica la idea acerca de la funcién de
algunas drogas, como la cicletanina. Este farmaco habfa sido tradicionalmente
considerado como tiazida, debido a que el sitio de accion de este es el tibulo
contorneado distal; sin embargo, la accién natriurética no se explica por la
inhibicién del transporte de NaCl! a nivel del transportador, como lo demostramos
en la seccién del efecto de la cicletanina sobre el CST.

La comprensién total de las implicaciones de la glucosilacién para la
estructura y funcidon de una proteina sélo puede ser alcanzada cuando una
glucoproteina es vista como una entidad simple, esto debido al amplio efecto que
tiene la glucosilacién sobre diversas proteinas. En el transportador de glucosa
GLUT1, al eliminar los sitios consenso para N-glucosilacién en esta proteina,
mediante mutagénesis puntual, se ha encontrado que una importante proporcién
de la proteina mutada permanece en el compartimiento intraceluiar, ademas de
tener una vida media menor en relacién a la silvestre (93,116). En el caso del
transportador de glicina GLYT1, se ha mostrado, mediante mutagenesis dirigida,
que la mutaciéon de los cuatro sitios de N-glucosifaciéon produce una disminucién
progresiva del transporte. Sin embargo, la deglucosilacion enzimatica de esta
proteina y el andlisis mediante inmunofluorescencia mostraron que la N-
glucosilacion no es indispensable para la actividad de transporte, pero si para la
adecuada insercién de la proteina en ta membrana (95). En el cotransportador de
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sodio-fosfato (NaPi2), la eliminacién mediante mutagenesis puntual dirigida de los
dos sitios de N-glucosilacion en este transportador, y su andlisis realizando
expresion funcional del transportador silvestre y de las mutantes en ovocitos de
Xenopus, mostraron una reduccién en el transporte por las mutantes en relacion
con la silvestre. La inmunocitoquimica de estas células reveldé una mayor
localizacién intracelular en los cotransportadores mutados no glucosilados (97).

Al igual que en los casos anteriores, en nuestro trabajo se muestra
claramente la disminucion de la funcién al eliminar un sitio de N-glucosilacién y la
pérdida total de la funcién cuando se eliminan los dos sitios de glucosilacion. Esta
pérdida es debida a una disminucién en la cantidad de la proteina existente en la
membrana, probablemente, a causa de una alteracion en el procesamiento de la
proteina. La importancia fisiolégica y clinica de nuestros datos se encuentran
fuertemente apoyados por los datos encontrados por Kunchaparty y col. (83), en
los cuales una mutacién encontrada en pacientes con sindrome de Gitelman no es
adecuadamente procesada y liberada en la membrana plasmatica debido a un
defecto en la glucosilacidén de esta mutante. Sin embargo aun queda por averiguar
si la ausencia de los sitios de glucosilacién no permiten un adecuado ensamblaje
de la proteina, o si aumentan la degradacién de esta.

La fosforilacion y defosforilacion de un transportador es uno de los
principales mecanismos de regulacion postraduccional. La existencia de sitios
consenso para una proteina cinasa dentro de la secuencia de aminoacidos de un
transportador no indica, inequivocamente, que éste sea regulado por esa via, o
incluso, que tales sitios sean los utilizados. Como ejemplo podemos mencionar al
cotransportador de sodio-fosfato (NaPi2), el cual cuenta con varios sitios consenso
para proteina cinasa C {PKC), sin embargo, la eliminacion de tales sitios mediante
mutagenesis puntual dirigida no produjo ningin cambio en la funcién, medida
como expresion funcional en ovocitos de Xenopus (117). No obstante cuando se
utilizaron esteres de forbol para activar a la PKC, se produjo una inhibicién del
transporte, tanto en el transportador silvestre como en las mutantes. De aqui se
concluy6 que la regulacion del NaPi2 por PKC no incluye a los sitios consenso. En
el presente trabajo, utilizando igualmente ovocitos de Xenopus, hemos logrado
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determinar que el CSTr se inhibe via PKC, y que esta inhibicién si implica a los
sitios consenso.

Entre los transportadores de la familia de CST, existe evidencia de que el
CSB2 se regula mediante fosforilacion en residuos de serina y treonina, y que
cambios en la actividad del transportador correlacionan con cambios en el estado
de fosforilacion de la proteina. De igual manera se ha descrito que el transportador
se encuentra fosforilado constitutivamente y que la proteina se fosforile en
aproximadamente cinco sitios diferentes, cuando va de la basal a un estadio de
activacién maxima (10,120).

Los datos obtenidos utilizando las mutantes de fosforilacién, nos permite
sugerir que el CSTr se encuentra constitutivamente en un estado intermedio de
fosforilacién. Cuando se produce activacién de la PKC, y por lo tanto fosforilacién
de un namero mayor de sitios, se disminuye la funcion del CSTr. Cuando algun
estimulo disminuyera el numero de sitios fosforilados, por un incremento en la
actividad de fosfatasas o una disminucién en ia actividad de cinasas, se
aumentaria la funcién del transportador. La ausencia de cambio sobre la funcién
de CSTr advertido en la triple mutante S16,T889,8934A esta en confra del
enfoque anterior. La fosforilacién y defosforilacion de un transportador esta
acoplada a cambios en la orientacion y afinidad de los sitios de unién iénica. Para
estudiar los efectos de estos cambios, usando mutagénesis dirigida y otras
técnicas somos capaces ahora de redisefar proteinas para investigar su funcion
bioldgica. Sin embargo, la interpretacién de los resuitados obtenidos mediante
estas técnicas requiere considerar el efecto que tienen estos cambios sobre la
estructura tridimensional de la proteina en cuestién, pues un cambio tnico en un
residuo aminoacidico en la cadena puede generar un cambio conformacional to
suficientemente drastico como para producir un desarreglo total de la proteina y
por lo tanto la pérdida total de Ja funcién o la incapacidad de que la proteina sea
reconocida por otras proteinas reguladoras y de esta forma una falla en la
integracion a la membrana plasmatica. En el presente trabajo mostramos que las
mutaciones en los sitios de glucosilacién disminuyen la Vi, este efecto debido
posibiemente a que tales mutaciones interfieren con el metabolismo del
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transportador y con su ingreso a la membrana. Las mismas consideraciones se
aplican al interpretar los datos obtenidos con las mutaciones de los sitios de
fosforilacion. Asi, es posible que la ausencia de efecto de la triple mutante de
fosforilaciéon pueda deberse a una alteracion conformaciohal. que pueda llevar a
una falta en la integraciéon de la protefna en la membrana plasmatica. Existe
evidencia experimental reciente del grupo de Ellison para apoyar esta idea (83).
En este trabajo (83), los autores reportan que la mutacion de CST de ratén R948X,
la cual carece de los 54 aminoacidos finales en la porcion carboxiterminal, es
traducida, pero no glucosilada, ni integrada a la membrana plasmatica. Es
importante notar como una modificacién en la regién carboxiterminal, lejana a los
sitios de glucosilacién, produce alteraciones en la glucositacién y un inadecuado
procesamiento de la proteina.

El hecho de que los sitios consenso para glucosilacién y fosoforilacion sean
funcionales, apoyan el modelo de estructura secundaria propuesto, con una asa
extracelular entre el séptimo y octavo segmentos transmembrana y las regiones
amino y carboxiterminales intracelulares.

La regulacién del CST es de gran importancia fisiolégica ya que forma
parte de las porciones distales de la nefrona y por lo tanto responsables, junto con
el conducto colector, del volumen urinario y de las concentraciones urinarias de
sodio, cloro, calcio e incluso magnesio. En este trabajo, aportamos datos
relevantes para el estudio de la regulacién del transportador. Hemos mostrado
como el CST disminuye su funcién cuando se activa a la PKC. De esta forma
hormonas gue son conocidas por activar esta via, y que actian sobre el tabulo
contorneado distal, modificando la movilizacién del sodio y calcio, podrian realizar
su funcién a través del CST. Entre estas hormonas se puede considerar a la
aldosterona, hormona paratiroidea e insulina. Sin embargo, la aldosterona y la
insulina, promueven la reabsorcion de Na* en este segmento de la nefrona, por lo
que es poco probable que estas hormonas reguien por via de la activacion de PKC
al CST. En el caso de la hormona paratiroidea (PTH), la cual actla promoviendo la
reabsorcion de Ca™ en el tabulo contorneado distal, podria estar inhibiendo la
funcion del CST, a través de la activacién de la PKC, ya que, como comentamos



anteriormente, al inhibir la funcién del CST mediante el uso de tiazidas o a través
de mutaciones, como las ocurridas en el sindrome de Gitelman, se aumenta la
reabsorciéon de Ca™ en este segmento de la nefrona. Se ignora hasta el momento
cual es el mecanismo responsable de este aumento en la reabsorcién de calcio.
Sin embargo, Friedman (118) propone que para la reabsorcion de Ca™ en el
tubulo contorneado distal por via transcelular, se requiere de la presencia de un
transporte apical de sodio, el CST. La inhibicién de este transporte hiperpolariza |a
membrana y activa a un canal de calcio en la membrana apical, el calcio sale de la
célula mediante el intercambiador de Na*-Ca™ y la Ca""-ATPasa de la membrana
basolateral. La reciente clonacién del canal epitelial de Ca™* (ECaC), localizado en
la regién apical de los segmentos tubulares distales de la nefrona, y sensible a
voltaje, apoya este modelo (119). De igual manera, la colocalizacion del
intercambiador de Na*-Ca*™ y de calbidina D2s con CST, soportan el modelo en
cuestion (29,38). Se sabe que PTH y clorotiazida hiperpolarizan la membrana
(118).

La hiperpolarizacién de la membrana debida a PTH, es un efecto directo de
la hormona, ya que esta accion esta presente alin cuando la entrada de calcio se
encuentra inhibida por el uso de nifedipina (118).

Estos resultados permiten sugerir un modelo de accion en el que la PTH al
unirse al receptor PTHR1, un receptor unido a proteinas G que es capaz de activar
a la PKA y PKC, pueda inhibir al CST por la via de PKC y producir
hiperpolarizacién de la membrana, lo cual activaria la entrada de Ca®* luminar a
través del canal ECaC. La difusién del Ca*™ intracelular se llevaria acabo por
medio de calbidina Dsx. E! transporte activo del Ca™ en la membrana basolateral
se realizaria a través del intercambiador Na'-Ca™ y de la Ca™-ATPasa,
obteniéndose un incremento en la reabsorcién de Ca™ mediada por PTH. Sin
embargo queda por determinarse si la PTH tiene efecto sobre el CST.

Se puede proponer un mecanismo similar de accion para las tiazidas, en
relacién a su capacidad de aumentar la reabsorcion de Ca**, en el cual al inhibir al
CST, se produzca hiperpolarizacion de la membrana y apertura de ECaC.

93



La hipocalciuria es un signo cardinal en el sindrome de Gitelman, incluso
presente en el modelo murino transgénico sin funcién de CST, éste podria
explicarse mediante el mismo mecanismo expuesto anteriormente para la
inhibicién por tiazidas.

Lumen

Basolateral

Figura 1. Modelo propuesto de reabsorcion de Ca*™ en TCD, mediada por PTH. La
union de PTH a su receptor PTHR1 activa PKC, fa cual inhibe a CST. Esto hiperpolariza la
membrana y activa a ECaC, el Ca** sale de la célula por medio del intercambiador Na'-
Ca™ basolateral.

Existe una evidente interrelacion entre la funcion y la estructura de las
proteinas, y avances en el conocimiento de la estructura tienen una gran
repercusion en determinar la funcién. De manera similar, cambios en la funcién
pueden ser explicados como cambios en la estructura. Ei presente trabajo se ha
centrado en el estudio de esta interrelacion del cotransportador de Na*-CI” sensible
a tiazidas o CST.
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CONCLUSIONES GENERALES

El cotransportador de Na*-CI” sensible a tiazidas (CST) transporta con aita
afinidad al Na* y CI', con valores que se encuentran dentro del rango fisiolégico
existente en el tbulo contorneado distal. El nuevo modelo de transporte propuesto
indica que la unién de la tiazida se ve afectada por la concentracién de ambos
iones.

La cicletanina no es una tiazida.

La glucosilacién del CSTr tiene importancia funcional. Eliminar ambos sitios
de glucosilacion elimina totalmente la funcion del CSTr, debido a un menor
numero de transportadores en la membrana.

E! CSTr se encuentra fosforilado constitutivamente. EI CSTr se inhibe al
activarse la PKC, y podria ser regulado por la PTH por esta via.
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