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1. RESUMEN

£l rindn es el responsable de regular e! contenido de iones y de agua en los
organismos superiores, ademas de eliminar los compuestos que resultan de la
degradacion metabdlica. Su funcion principal es el mantenimiento de {a homeostasis
del volumen y composicion de los liquidos corporales. Esta funcion se lleva a cabo a
través de tres procesos fundamentales: filtracion glomerular, reabsorcion y secrecién
tubular. El tubulo colector de la médula interna (TCMI) juega un papel fundamental
en la regulacién de la homeostasis de electrolitos por medio de la absorcién de sodio
(Na") y la absorcién y/o secrecion de potasio (K*).

El K* interviene en distintas funciones celulares, fundamentalmente en el
mantenimiento del potencial de membrana. La capacidad de cada segmento del
tdbulo renal para secretar K* depende de la permeabilidad y del transporte de este
ion en las membranas luminal y basolateral. Los canales idnicos constituyen una
extensa familia de proteinas integrales de membrana, responsables de facilitar
selectivamente el transporte pasivo de iones a través de la membrana celular. Los
canales de K* representan la clase mas amplia y diversa de los canales iénicos. En el
rifidn los canales de K* se encuentran involucrados en los mecanismos por los
cuales las células de los tibulos renales mantienen el fluido y equilibrio electrolitico,
ademas de participar en la generacién de un potencial celular negativo que provee
una importante fuerza motriz la cual favorece el movimiento de solutos cargados a
través de las membranas apical y basolateral de las células de los tabulos renales.

E! dogma tradicional empleado durante muchos afios para distinguir a las
células excitables de las no excitables parece no ser compatible con la existencia de
canales idnicos dependientes de voltaje en las células no excitables. Gracias a las
técnicas de fijacion de voltaje (patch clamp) se ha demostrado la existencia de
canales i6nicos dependientes de voltaje en estas células. El papel funcional de los
canales idnicos en las células epiteliales se relaciona principalmente con los
mecanismos de sefalizacidon, el transporte vectorial de iones y la regulacién del
volumen celular, principalmente. Sin embargo, la presencia y la caracterizacion
funcional de los canales iGnicos en estas células ha sido poco estudiada en



comparacion con las células excitables. En el rifidn se ha reportado la presencia de
dieciséis canales de potasio, de los cuales solo dos miembros pertenecen a la familia
de canales dependientes de voltaje (Kvisy Kvi.i0).

Nuestro equipo de trabajo ha estudiado las corrientes de potasio en los
cultivos celulares primarios del TCMI por “patch clamp”™. Este trabajo tiene como
objetivo estudiar la expresion del gen KCNA3, el cual codifica para un canal de
potasio en las células del epitelio renal mediante analisis de tipo Northern blot, Dot
blot y RT-PCR. Los canales Kv,3 se han identificado en diversos tipos celulares:
linfocitos, sisterna nervioso central, higado, musculo esquelético, espermatozoides,
por citar algunos ejemplos. Los canales Kv,.a3 participan en una gran variedad de
funciones celulares en las células excitables como son la apoptosis, 1a regulacién del
volumen celular y la proliferacion de células T, sin embargo, no existe en Ia
actualidad referencia alguna que indique el papel funcional de estos canales en las
células del epitelio renal.



2. INTRODUCCION

2.1 FUNCION RENAL

El rifidn junto con los uréteres, la vejiga urinaria y la uretra, constituyen et
aparato urinario. El rifidn es un 6rgano par solido, en el cual se llevan a cabo una
gran parte de los procesos que contribuyen a la homeostasis de los liquidos y
electrolitos, ademas de ser uno de los 6rganos responsables de la constancia del
medio interno en los organismos multicelulares. Dichas funciones se realizan
fundamentalmente mediante tres procesos: filtracién glomerular, reabsorcién tubular
y secrecion tubular. El aparato urinario (figura 2.1) constituye el principal medio del
que dispone un organismo para eliminar toxinas, productos de desecho del
metabolismo, asi como sustancias extrafias que son ingeridas o producidas por el

cuerpo.

imacena
temporalmente 1a orina
antes de ser eliminada

ol exterior

Figura 2.1 Componentes del aparato urinario: rinones, uréteres. vejiga y uretra. Los rifiones se
encargan de producir la orina a partir del plasma, la orina es trasportada hacia la vejiga a través de los
uréteres, en donde se aimacena temporalmente antes de ser expulsada hacia el exterior a través de la

uretra (Martini.,1995).

Los rilones llevan a cabo sus funciones mas importantes filtrando el plasma y
eliminando las sustancias del filtrado, segin las necesidades de cada organismo.
Como resultado de su funcion, los rifiones forman orina, la cual debe ser expulsada
constantemente del organismo. Ademas, los rifiones son considerados érganp‘s
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endocrinos, ya que se encargan de producir hormonas y autacoides como la
eritropoyetina 'y las prostaglandinas (Guyton.,2001). Entre las principales funciones

que llevan a cabo los rifones, se encuentran:

> Excrecion de productos metabdlicos de desecho y de sustancias
quimicas extrafias.

> Regulacion del equilibrio hidrico y electrolitico.

> Regulacion de la osmolalidad de los liquidos corporales

> Regulacion del equilibrio acido-base.

v

Regulacién de la presion arteriat.
Secrecion, metabolismo y excrecion de hormonas.

Y

Gluconeogénesis.

Los riflones se encargan de generar un ambiente celular estable, resultado def
equilibrio entre los ingresos y las pérdidas de agua y de la mayoria de los electrolitos
del organismo, el cual es necesario para que las células efectien sus actividades.
Los rifiones también contribuyen a la regulacién de la presion arterial a corto plazo
mediante la secrecion de factores o sustancias vasoactivas como la renina, y es el
danico medio con que cuenta el organismo para eliminar del cuerpo los acidos
generados en el metabolismo de las proteinas, como lo son el acido suifarico y el
acido fosforico (Guyton.,2001).

2.2 MORFOLOGIA RENAL

En el hombre, los riflones se localizan a ambos lados de la columna vertebral,
en la parte posterior del abdomen, al nivel de la costilla 12, entre las dos ultimas
vértebras dorsales y las cuatro primeras lumbares. Cada rifién presenta una
coloracién rojo-parduzca y tiene la forma de un frijol, contiene un polo superior y uno
inferior, una cara anterior y una posterior, asi como un borde externo convexo y un
borde interno céncavo. La superficie anterior del rifién derecho esta cubierta por el
higado, la porcién hepatica del colon y el duodeno. Por su parte, la superficie anterior
del rifién izquierdo esta cubierta por el estomago, el pancreas, el yeyuno y la porcion
esplénica del colon (Mufioz-Martinez.,2000).



La superficie posterior de ambos rifflones es plana, y se encuentra relacionada
con el diafragma. Sobre la superficie superior de ambos rifiones se localizan las
glandulas adrenales (figura 2.2). La superficie externa de cada rifidon es lisa y se hace
rodear por una fina capa fibrosa denominada capsula renal, mientras que la cara
interna posee una hendidura denominada hilio, a través de la cual penetran el uréter,
la arteria y la vena renal (figura 2.2). Si el rifion se divide en dos, mediante un corte
sagital, pueden distinguirse macroscopicamente dos regiones que conforman el
parénquima renal: la corteza externa y la médula interna (Martini.,1995).

Arteria Vena
Renal Renal

Glandula Adrenal
Costilla No. 12

Vértebras Lumbares Rifon Derecho
1a4

Ureater

Vejiga Urinaria

Uretra

Figura 2.2 Vista posterior de un tronco humano, en el se puede observar la forma y posicién que
ocupan los componentes del sistema urinario, incluyendo los riffones (Martini.,1995).

La corteza renal es un tejido facilmente distinguible en el cual se localizan los
glomérulos. Presenta una coloracion marrdn y una textura granular, y se introduce en
los espacios situados entre las piramides renales. El tejido colector que se encuentra
rodeado por las piramides renales recibe el nombre de columnas de Bertin.

La meédula es de aspecto estriado, se localiza en la vecindad del sistema
colector y se encuentra formada por una serie de estructuras conicas denominadas
piramides renales, cuyas bases se encuentran dirigidas hacia la corteza y sus
vértices o papilas hacia el hilio, penetrando la pelvis renal (figura 2.3). Los vértices
papilares se conectan con el sistema excretor externo, formado por los calices
menores, los calices mayores y la pelvis renal (Tresguerres.,1992).
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Corteza Externa
Médula intema

Cailiz
Seno
Renat Mayor
Pelvis Renal Caliz
Hilio Menor
... Col
Urster. Renalos
™ capsut
Papila Renal apsuta

Renal

Figura 2.3 Vista frontal de un rifnén humano en el que se muestran las estructuras sobresalientes que
lo componen (Martini., 1995).

La nefrona representa la unidad anatdmica funcional del rifién, en ella
comienza la produccién de orina mediante los procesos de filtracién, reabsorcién y
secrecion. En el humano se estima que en cada rifidn existen alrededor de 1 millén
de neuronas (Martini.,1995). Cada una de las nefronas se constituye por un tubulo
renal, un asa de Henle, y un ramillete de capilares que se ramifican entre si,
denominados glomérulos, en los que se lleva a cabo la produccion del ultrafiltrado a
partir del plasma.

Cada uno de los glomérulos se encuentra recubierto por la capsula de
Bowman (Guyton.,2001). El tdbulo renal tiene una longitud de aproximadamente 50
nm, es el sitio en donde el ultrafiltrado se convierte en orina y se compone de dos
segmentos contorneados, proximal y distal, separados por un tubo sencillo en forma
de U (figura 2.4).

Los calices mayores son pequerfias bolsas de extremos abiertos, las cuales se
extienden por la parte inferior para dividirse en los calices menores, encargados de
recoger la orina proveniente de los tubulos de cada una de las papilas. La médula
suele dividirse por entre 8 y 12 piramides renales. En las piramides renales se puede
observar la presencia de estriaciones lineales denominadas rayos medulares, las
cuales corren del borde superior hacia arriba, conteniendo los tibulos colectores y et
asa de Henle (Tresguerres.,1992).
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otz memer Canducte pesimr

Figura 2.4 Localizacion y componentes de la nefrona, se muestra su ubicacién tanto en la corteza,
como en la médula renal (Martini., 1995).

Las nefronas difieren ligeramente en su estructura dependiendo de su
localizacién. Las nefronas corticales representan el 70% del total de las nefronas, sus
glomeérulos se localizan en la parte externa de la corteza del rifién y presentan asas
de Henle cortas. Por su parte, las nefronas cuyos glomérulos se localizan cerca de la
médula se denominan yuxtamedulares, representan el 30% del total de las nefronas
y se caracterizan por presentar asas de Henle largas, las cuales se intermnan
profundamente en la médula, extendiéndose en ocasiones hasta la papila renal
(figura 2.4).

El tubulo contorneado proximal (TCP) tiene su origen en la corteza renal, para
después unirse con la porcién descendente del asa de Henle, su capa interna se
compone de un epitelio simple, cuya superficie expuesta se encuentra recubierta por
una serie de microvellos. La funcién principal del TCP es llevar a cabo la absorcion
activa de nutrientes organicos, iones, asi como proteinas del plasma, todos ellos a
partir del fluido tubular, para luego ser liberados en el fluido intersticial. Las células
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epiteliares del TCP pueden llegar a secretar algunas sustancias hacia el lumen
(Guyton.,2001). El asa de Henle se divide en: un segmento delgado descendente, un
segmento delgado ascendente y un segmento grueso ascendente.

El segmento delgado descendente se interna en la médula renal en direccion
a la pelvis y posteriormente retorna a la corteza renal a través dei segmento delgado
descendente, para conectarse con el tubuio contorneado distal a través de su porcion
gruesa ascendente. El segmento grueso ascendente tiene su inicio dentro de la
meédula y termina en la corteza. Contiene mecanismos de transporte activo,
encargados de bombear iones Na® y CI" a partir del fluido peritubutar. Por su parte,
los segmentos delgados de las ramas ascendente y descendente se localizan
Gnicamente en la meédula renal (Mufioz-Martinez.,.2000)

El tubulo contorneado distal (TCD) es aquel que continua a la porcion gruesa
ascendente del asa de Henle. Corresponde al ultimo segmento de la nefrona,
presenta un didmetro menor al del TCP y desemboca en el sistema colector. Es el
sitio en donde se lleva a cabo la secrecion activa de iones, acidos y otros
compuestos. Al TCD le siguen el tibulo de conexion, el tubulo colector cortical, el
conducto colector y e! conducto papilar (Martini.,1995).

Los tubulos colectores individuales se encargan de conectar cada nefrona con
el conducto colector mas cercano. La agrupacién de 8 a 10 tubulos colectores
corticales da como resuitado ia formaciéon de un conducto colector mas grande, &l
cual se adentra en la médula para convertir a los tubulos colectores corticales en
tubulos colectores de la médula, que dependiendo de su profundidad se clasifican en
tubulos colectores de la médula externa (TCME) y tubulos colectores de la médula
interna (TCMI). Ademas de transportar la orina de la nefrona a la pelvis renal, el
sistema colector se encarga de llevar a cabo los uUltimos ajustes en cuanto al
volumen y la concentracion osmotica (Guyton.,2001).

Los conductos colectores medulares formados por los tabulos colectores, se
aglomeran hasta formar conductos cada vez mayores, los cuales vacian su
contenido en la punta de las papilas renales ubicadas en la pelvis renal. Como
resultado final de los procesos de filtracién glomerular, reabsorcién y secrecion
tubular se obtiene la orina, la cual es expulsada de los rifiones hacia la vejiga, a



través de elementos contractiles presentes en los calices, en la pelvis renal y en los
uréteres. Finalmente, la orina es almacenada en la vejiga durante un periodo
razonable y expulsada hacia el exterior del organismo a través de la uretra mediante
Ia micciéon (Guyton.,2001).

2.3 MEMBRANA CELULAR Y CANALES IONICOS

La membrana plasmatica funciona como un regulador del trafico molecular, al
ser permeable a pequefias moléculas liposolubles e impermeable a moléculas
hidrosolubles. La impermeabilidad de la membrana celular permite que las
concentraciones iénicas en el interior de la célula se mantengan en niveles diferentes
a las del fluido extracelular, generandose con esto una diferencia de potencial entre
el ciptoplasma y el medio externo. La diferencia de potencial, combinada con los
gradientes de concentracién idnicos, favorece la creacion de un gradiente
electroquimico a través de la membrana celuiar, el cual es empleado por la célula
para generar sistemas de sefalizacion y control (Lehninger.,1995)_

La membrana plasmatica se encuentra constituida por fosfolipidos, dentro de
los cuales se localizan una gran variedad de proteinas; el resto lo integran azicares
presentes en forma de glucoproteinas y glucolipidos (figura 2.5A). Las proteinas
integradas en la membrana se mantienen unidas a los lipidos mediante interacciones
hidrofébicas no covalentes, caracteristica que le permite a la membrana celular
poseer un alto grado de flexibilidad y con ello cambios en la forma y tamafio de la
célula.

Las membranas plasmaticas de todo tipo de célula, contienen una gran
variedad de proteinas especializadas capaces de integrar y transportar nutrientes
hacia el interior de la céluia (citosol), y expulsar productos de desecho hacia el
exterior. Ademas, algunas proteinas le conceden a la membrana plasmatica la
capacidad de retener o excluir ciertos compuestos e iones dentro de la célula y
dentro de compartimientos celulares especificos (Lehninger.,1995). Estas proteinas
reciben el nombre de proteinas de membrana, y pueden actuar como proteinas
transportadoras, receptores de senales y canales idnicos (figura 2.5B).



La estructura basica de los tejidos epiteliales corresponde a una tamina
continua de células estrechamente asociadas entre si, la cual se adhiere a una
matriz extracelular subyacente a ella, la matriz extracelular es escasa y se ubica por
debajo de las de células epiteliales formando una delgada capa llamada membrana
basal. En los tejidos epiteliales, las células se encuentran estrechamente unidas

entre si formando laminas.
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Figura 2.5 (A) Principales componentes de la membrana plasmatica. (B) Se ilustran las tres clases de
proteinas de membrana: transportadores, receptores de sefiales y canales idnicos (Lehninger.,1895).

La funcion particular del tejido epitelial es formar barreras selectivas mediante
uniones especializadas, capaces de cubrir las superficies externas del organismo y
delimitar las diferentes superficies internas existentes en los distintos érganos. La
presencia de uniones especializadas entre sus células permite a los epitelios formar
barreras para el movimiento de agua, solutos o células, desde un compartimiento
corporal a otro. De esta manera se distinguen dos zonas con diferente morfologia en
la membrana plasmatica de ilas células epiteliales, la zona apical y la zona
basolateral (Lehninger.,1995).

Las membranas apicales se caracterizan por presentar microvellocidades o
plegamientos en la superficie de la membrana plasmatica, los cuales se encargan de
aumentar considerablemente la superficie de absorcién, mientras que las
membranas basolaterales presentan un compilejo de unidn especializado, cuya
funcion es mantener ia contiguidad celular al permitir que los epitelios formen
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barreras entre los diferentes compartimientos corporales, proporcionando con ello
solidez a las iaminas celulares, al mismo tiempo que evita el paso de sustancias por
la via intracelular. Actualmente se conocen dos tipos de proteinas de membrana
involucradas en el transporte de pequefas moléculas hidrosolubles e iones: los
transportadores y los canales ionicos. Los transportadores sufren cambios
alostéricos durante el paso de moléculas, mientras que los canales idnicos forman un
poro hidrdfilico estrecho, el cual permite el movimiento pasivo de iones a través de &l
(Lehninger.,1995).

Los canales iénicos son proteinas de membrana responsables de la
transferencia de iones especificos. Los canales idnicos son poros acuosos que
pueden abrirse o cerrarse para permitir el flujo de iones a través de la membrana
celular (Aidiey.,1998). Estos canales constituyen una ruta transmembranal alternativa
en el transporte de solutos a través de {a membrana e incluso mas eficiente que la de
los transportadores, ya que cuando los canales iGnicos se encuentran abiertos,
pueden fluir a través de ellos alrededor de un millébn de iones por segundo sin
requerir de alguna fuente de energia (Alberts.,1994). Asi mismo, su cierre o apertura
se encuentra en funcion de la respuesta a un estimulo. De esta manera, la funcién de
los canales idnicos es permitir el paso acelerado de iones especificos (Na*, Ca®, K* o
CI) a través de una bicapa lipidica, siempre a favor de un gradiente de
concentracion.

Los mecanismos de apertura y selectividad son caracteristicas que distinguen
a los canales i6nicos de ser simples poros acuosos. Algunos canales idnicos se
abren al combinarse con moléculas especificas localizadas dentro y fuera de la
membrana, como i0s neurotransmisores o los mensajeros citoplasmaticos, mientras
que otros llevan a cabo su apertura en respuesta a cambios en el voltaje de la
membrana, o bien, a través de estimulos sensoriales. Los canales idnicos se
focalizan en todas las células de animales, de plantas y de microorganismos. Su
funcién se ha relacionado ampliamente con los fenémenos de excitabilidad eléctrica
en el musculo y en el sistema nervioso central, asi como en {a regulacién det
potencial de membrana cefular (Ashcroft F.,2000).
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Figura 2.6 Diferentes mecanismos involucrados en la actividad de los canales ibnicos. (A) Canal
selectivo a iones CI’, su apertura es en respuesta a un neurotransmisor. (B) Canal selectivo a iones
K*. su cierre se presenta por unién a ligandos internos, como el ATP. (C) Canal dependiente de voltaje
selectivo a iones Ca?’, su apertura se presenta cuando el potencial de membrana interno comienza a
tornarse muy positivo (Aidley D.,1998). (D) Canal catiénico no selectivo, su apertura se presenta por la
unién de un agonista a un receptor acoplado a proteinas G, el cual activa a la adenilato ciclasa (AC)
generando AMPc. El AMPc generado activa a la proteina cinasa A (PK-A), permitiendo de esta
manera la entrada iones Na* y ca** y la salida de iones K, a través del canal. El canal se puede
activar directamente por la union de ATP extracelular a un receptor.

2.4 TRANSPORTE DE POTASIO

E! movimiento de iones a través de la membrana plasmatica, asi como la
apertura de un canal, son fenémenos que dependen tanto del campo eléctrico, como
de la concentracidn de los iones localizados dentro y fuera de la membrana (tabla
2.1). Las diferencias en cuanto a la concentracion de los iones genera gradientes de
concentracion, los cuales son mantenidos por una serie de bombas y algunos
transportadores, localizados en la superficie de la membrana celular (Aidley.,1998).

Tabila 2.1 CONCENTRACION DE IONES DENTRO Y FUERA DE LA MEMBRANA PLASMATICA

ton Concentracion (mMW)
Extracelular intracelular

Sodio (Na®) 135 - 145 12

Potasio (K*) 35-5 140

Calcio (Ca*") 225-2.52 107 ™M
Cloruro {Cr) 115 25-50
Hidruro {H") 7.37-7.42 71-7.2
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La célula debe ser eléctricamente neutra (contener igual nUmero de cargas + y —). En la tabla sélo se
muestran los aniones y cationes mas abundantes, sin embargo existen otros aniones involucrados
(HCO3', POJ, etc) en la electroneutralidad de la célula.

En el fluido extracelular el Na* resulta ser el cation mas abundante (tabla 2.1),
mientras que en el citosol el K* resuita ser el catin que se encuentra en mayor
concentraciéon (Patton.,1989). El transporte de K* a través de la membrana celular se
lleva a cabo principalmente de dos maneras; mediante la bomba Na*/K* (transporte
activo) y a través de los canales idnicos especificos para este catiéon (transporte
pasivo). La bomba Na*/K® se localiza en la membrana plasmatica de todas las
células animales; su funcion es el mantenimiento de gradientes de Na* y K* a través
de la membrana, moviendo 2 iones K* hacia el interior de la célula al mismo tiempo
que expulsa 3 iones Na® hacia el fluido extracelular, empleando como energia ATP
(Patton.,1989).

2.5.1 CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE (Kv)

El estudio de los canales de K* ha adquirido una importancia clinica
considerable en las ultimas décadas, ya que un gran numero de padecimientos
cardiacos, renales, pancreaticos y neuronales, involucran alteraciones en los canales
de K* & mutaciones en los genes que codifican para ellos. Lo anterior ha conducido
al desarrollo de nuevas estrategias experimentales, las cuales proporcionan mayor
informaciéon acerca de las modificaciones que sufren los canales de K* en ciertos
padecimientos; permitiendo a su vez el desarrollo de nuevas terapias profilacticas o
terapéuticas que garantizen una mejor calidad de vida para los pacientes.

Las bases sobre las cuales se sustenta el conocimiento acerca de la fisiologia
y biologia molecular de los canales de K* se deben en gran medida a los trabajos
realizados por Papazian y col., al llevar a cabo la clonacién del primer gen
relacionado con canales de K* (el gen Shaker), de |la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster (Papazian.,1987). Hasta la fecha se han clonado alrededor de 200
genes que codifican para una amplia variedad de canales de K*; entre ellos 50 genes
que codifican para canales de K' humanos (Shieh.,2000). Recientemente se ha
podido conocer la estructura cristalina de un canal de K* en Streptomyces lividans
(Doyle.,1998).
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Los canales de K constituyen una extensa familia de proteinas de membrana
localizadas en las células excitables (neuronas y musculo) y en las no excitables,
(linfocitos). Los miembros de esta extensa familia, ademas de participar en los
mecanismos de secrecion y/o absorcibn de K*, desempefian un papel muy
importante en los procesos de sefializacion, al regular la liberacion de
neurotransmisores, secrecion de insulina, excitabilidad neuronal, transporte epitelial
de electrolitos, contraccion de! musculo liso y el volumen celular (Alberts., 1994).

El potencial de membrana en las células se establece por canales de K”, ya
que estos son los responsables de generar un potencial celular negativo, el cual
provee una importante fuerza electromotriz que favorece el movimiento de los solutos
cargados a través de la membrana plasmatica (Giebisch.,2000).

Dentro de la gran familia de canales de K' existe una subfamilia que
comprende a los canales de K' dependientes de voltaje (Kv). Los canales Kv se
agrupan en 6 diferentes subfamilias, en base a su secuencia primaria de
aminoacidos (tabla 2.2). Todos los miembros que integran la familia de canales Kv,
poseen una serie de caracteristicas comunes entre ellos, contienen un poro acuoso
por el cual fiuyen los iones K a través de la membrana; presentan un filtro de
selectividad que permite el paso de iones K* exclusivamente; y exhiben un
mecanismo de apertura, el cual funciona como switch en la conformaciéon de apertura
y cierre de los canales (Hille.,1992).

Los canales Kv funcionales se forman por la unidn de 4 proteinas
transmembranales denominadas subunidades a (figura 2.7), las cuales cuentan con
un extremo amino (N”) y un extremo carboxilo (COO") terminales, ambos localizados
en el citoplasma. Cada subunidad o se compone a su vez, de seis dominios
transmembranatles (S1-S6), un poro transmembranal selectivo para K* (localizado
entre los segmentos S5 y S6), y un sensor de voltaje (S4). Algunos canatles Kv
incluyen ademas una proteina citoplasmatica accesoria unida a la porcién N-terminal
de la subunidad «, fa cual recibe el nombre de proteiha accesoria citoplasmatica o
subunidad p accesoria (KvB) (Ashcroft.,2000).
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Tabla 2.2 CLASIFICACION DE LOS CANALES DE POTASIO DEPENDIENTES DE
VOLTAJE

Subfamilia Integrantes Tejidos en los que se expresa

Kv1.1 Neuronas, corazén, retina, islotes
pancreaticos

Kv1.2 Cerebro, corazén, islotes
pancraticos

Kv1.3 Linfocitos, cerebro, putmoén, vaso

Kvi.4 Cerebro, corazon, islotes

Kvi.x pancraticos
Kv1.5 Cerebro, corazoén, rifidn, pulmoén,
RETEEN musculo esquelético
Kv1.6 ; Cerebro

Kv1.7 ¢ Corazon, islotes pancraticos

-~ KCNA10 Cerebro, aorta, rifén

Kv2.x KCNB1 Cerebro, corazon, rinén, musculo
KCNB2 esqueildtico, retina
B BNl (Ve X DR t KCNC1 Cerebro, musculo y tinfocito
Kv3.x TR e T -
P Kv3.20740 5 KCNC2 Cerebro
LS keaa s U Y kenes Cerebro, higado
AK'v‘3.4 o KCNC4 Cerebro, musculo esquelético
- ' Kv4.1 L E KCND1 Cerebro, corazén, higado, riftén,
Kva.x pulmon, placenta, pancreas
E Kv4.2 KCND2 Cerebro
Kv4.3 KCND3 Corazén, cerebro
KvS.x Kv5.1 KCNF1 Cerebro
Kv6.x Kv6.x KCNG1 Cerebro

Los canales de potasio Kv pertenecientes a la subfamilia Kv1.x se y
excitables (Shieh.,2000). La informacion contenida en la tabla, coincide con Ia reponada en la base do
datos “LocusLink, NCBI".
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Los canales Kv funcionales pueden constituirse exclusivameme por
subunidades o iguales formando homomultimeros, o bien presentar subunidades o
diferentes formando heteromultimeros. La formacién de heteromuitimeros se produce
solo cuando las subunidades o involucradas (proteinas transmembranales) se
encuentran estrechamente relacionadas (Shieh.,2000).

La apertura o activacion de los canales Kv se lleva a cabo por la
despolarizacion de la membrana celular, la cual promueve un cambio en la
conformacion del sensor de voltaje, permitiendo con ello el flujo de iones a través de
la membrana celutar (Larsson.,1996).

A) B)

N TN, L

-~ - . -

Figura 2.7 (A) Topologla de la subunidad a de un canal de K’ dependiente de voitaje (Kv). El
segmento transmembranal S4 actva como un sensor de voltaje (conjunto de aminoacidos cargados
positivamente). La regién del poro se localiza entre los segmentos S5 y S6. (B) Representacion
tetramérica de un canal Kv funcional, Ia unién de cuatro subunidades a da como resultado un canal
funcional. Los homomultimeros se constituyen de cuatro subunidades o idénticas, mientras que fos
heteromultimeros se componen de subunidades « diferentes (Shieh.,2000).

La selectividad de los canales Kv se debe a la presencia de los aminoacidos
GYG o GFG en la regidn del poro ubicada entre los segmentos S5 y S$6. Dichas
secuencias, al igual que los residuos adyacentes de aminoacidos, generalimente se
conservan entre los distintos miembros que integran la familia de canales Kv

(MacKinnon, 1991).
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2.5.2 CANALES DE POTASIO EN EL RINON

Los canales de K* participan en la generacién de un potencial celular negativo,
generando con ello una importante fuerza motriz, ia cual facilita el movimiento de
solutos cargados a través de las membranas apical y basolateral en las células de
los tibulos renales. Los canales de K®, at igual que otros canales idnicos, se
encuentran involucrados en los procesos por los cuales las células de los tubutos
renales mantienen el fluido y equilibrio electrolitico, al controlar el movimiento de
iones a través de la membrana celular. Ademas, los canales de K* se encargan de
regular el volumen de las células en los tubulos renales (Giebish.,2000).

La secrecion de K* por parte de las células principales del tibulo colector, al
igual que la reabsorcién de K* por parte de las células intercaladas, representan los
principales mecanismos por los cuales se regula el balance de K* en el organismo.
Los canales de K*, ademas de permitir el flujo de iones K", participan de manera
indirecta en la reabsorcién transepitelial de Na* y otros cationes . (Giebish.,2000).
Los canales de K* apicales son de gran importancia en la porcidn ascendente gruesa
del asa de Henle, ya que son los encargados de generar un potencial postivo a lo
largo del lumen, el cual representa la principal fuerza motriz para el movimiento
pasivo de iones Na® y H>O, a través de una ruta paracelular (Sperelakis.,1995). La
inhibicion de estos canales genera una disminucion en la absorcién de iones Ca2* y
'Mg?* (Giebish.,2000).

En el tabulo colector (TC) se localizan canales de K de baja conductancia con
propiedades biofisicas y fisioldgicas similares a las que se presentan en los canales
de K* localizados en la porcidn ascendente gruesa del asa de Henle. Los canales de
K* del TC son activados por monofosfato ciclico de adenosina (AMPc¢), la hormona
antidiurética (ADH), el pH celular y por fosfatidil inositol bifosfato (PIPy)
(Huang.,1998). Asi mismo, su actividad se ve disminuida por la presencia de acido
araquiddnico, fosfatasas y la disminucidon del pH celular (Kubokawa.,1995),
presentan una baja probabilidad de apertura, ademas de que son ihibidos por
trifosfato de adenosina (ATP). A pesar de que el tubuio colector de la médula intema
(TCMI) del rifidn de rata juega un papel muy importante en la homeostasis, las
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conductancias en la membrana basolateral del TCMI, asi como la presencia de
canales Kv han sido poco estudiadas (Giebish.,2000).

2.6 EXPRESION GENICA

La regulacion génica en mamiferos es un proceso que se lleva a cabo a través
de diversos mecanismos moleculares, en respuesta a diferentes estados o
condiciones fisioldgicas de un organismo, a través de los cuales se activan o
inactivan los genes. Dentro de estos mecanismos se incluyen: la remodelacion de la
cromatina, el ensamblado (“splicing”, corte y empalme) deli ARNm, el ensamblado
alternativo, la orquestacion entre activadores y represores (maquinaria general de
transcripcion), y la vida media de los mensajeros.

El proceso por el que un gen da origen a una proteina se conoce como
expresion génica, y en ella se incluye los procesos de transcripcion y de traduccion
(Black.,2000) En los organismos eucariotes, la transcripciéon inmediata del gen
conforma e! pre-ARNmM, e! cual debe procesarse antes de constituir el ARNm maduro
ya que en él se incluyen los exones y los intrones. Este proceso se lleva cabo
mediante el ensamblado (o “splicing™) del ARN (figura2.9) y representa la etapa mas
importante de la expresion génica (Black.,2000). En el ensamblaje del ARN algunos
fragmentos del pre-ARNmM, entre ellos los intrones, son eliminados dando lugar a un
ARNmMm maduro cuya secuencia es completamente codificadora (figura 2.8).
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Figura 2.8 Expresién génica. (A) La expresion génica puede controlarse en uno o cualquiera de sus
distintos estadios, los cuales se dividen en transcripcion, procesamiento y traduccion. (B) Los genes
eucaridticos se transcriben para forrnar un pre-ARNm, el cual sufre diversos procesos, entre ellos la
eliminacion de intrones, antes de conformar un ARNm maduro (Shipston.,2001).

" | eSS cov

| FALLA D& UniGEN




El orden de los exones en el ARNm siempre es el mismo en el gen, sin
embargo no siempre se transcriben todos los exones. Cuando esto sucede, se dice
que los genes sufren un proceso de ensamblaje alternativo, el cual contribuye a una
gran diversidad en las sintesis de proteinas (figura 2.9). El ensamblado alternativo
del ARN representa un mecanismo importante involucrado en la regulacion de la
expresion génica en organismos eucaridticos. Se estima que alrededor del 30% de
los transcritos primarios son susceptibles a esta regulacion, la cual se controla
generalmente en patrones de espacio/tiempo durante el desarrolio.

El ensamblado alternativo del ARN se ha observado en casi todos los
metazoarios como resuitado de la produccion de diversos polipéptidos funcionales a
partir de un gen tnico, especialmente en vertebrados (Lopez, 1998). Debido a la
produccién de multiples ARNmM, producto del procesamiento del pre-ARNm, las
proteinas frecuentemente presentan formas y funciones muy variables, aun cuando
son producidas por un mismo gen (Black.,2000).

En genes complejos pueden producirse de docenas a cientos de isoformas
diferentes de un ARNm maduro, a partir de un solo gen. Se ha sefialado que mas de
la tercera parte de los genes humanos presentan ARNMm maduros producto del
ensamblado alternativo. En particular, los canales i6nicos encargados de regular la
excitabilidad en las neuronas y en las células endocrinas presentan una extensa
regulacidon en el ensamblado, acompanada de una diferenciaciéon en la funcién y
distribucion celular (Shipston.,2001).

El ensamblado del ARNm ocurre en el ndcleo celular, especificamente en un
complejo multimolecular denominado “spliceosoma”. Este complejo se constituye por
un juego de 5 pequerias ribonucleoproteinas nucleares (rnSNP; U1, U2, U4, US y
U6), asi como por un gran numero de polipéptidos auxiliares (Shipston.,2001).

Trabajos recientes realizados en Drosophila, demuestran que el nimero de
proteinas que pueden producirse a partir de un gen unico mediante el splicing
alternativo es muy amplio, por lo que el niUmero de genes no estima la complejidad
proteica de un organismo (Black.,2000). El ensamblado alternativo del pre-ARNm
representa un mecanismo fundamental, implicado en la regulacidon estructural y
funcional de las proteinas (Shipston.,2001). Mediante el ensamblado alternativo, se
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controla la inclusion de pequeiias secuencias peptidicas dentro de una gran proteina.
La secuencia peptidica introducida puede poseer una longitud que va desde uno,
hasta cientos de aminoacidos, produciendo un efecto muy especifico en la actividad
de la proteina producida (Black.,2000).
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Figura 2.9 El ensamblado alternativo de un gen produce multiples ARNm maduros, todos ellos
generados a partir de un solo gen. Ensamblado alternativo del gen DSCAM ("down syndrome cell
adhesion molecule”). En la parte superior se muestra el gen DSCAM cuya longitud es de 61.2 kb. La
transcripcion del gen DSCAM produce un ARNm de 7.8 kb compuesto de 24 exones. Cada ARNm que
se llegue a formar puede presentar una de las 12 alternativas posibles para el arreglo del exon 4, una
de las 48 alternativas para el exén 6, una de las 33 alternativas para el exdn 9 y una de las 2
alternativas para el exon 17. En el producto final (proteina). el exén 4 codificd para una porcion del
dominio 1g2 localizada en el extremo amino terminal; el exén 6 codificod para la misma porcion pero en
el dominio 1g3; el exdn 9 codificd para el dominio Ig7 completo; mientras que el exén 17 codifictd para
el dominio trasnmembranal. Si se emplearan todas las combinaciones posibles entre los exones 4, 6,
9y 17, el gen DSCAM podria producir 38 016 ARN's diferentes (Black.,2000).

La funcion del ARNm en las diferentes células que componen a un organismo
es siempre la misma y generalmente constituye solo el 3% de la masa del ARN
celular total. En una célula eucariota la sintesis y maduracién del ARNm se produce
casi de forma exclusiva en el nucleo; al madurar el ARNm es exportado al citoplasma
en donde es reconocido por los ribosomas para ser traducido (figura 2.8 A;
Lewin.,2001). En los ribosomas se localizan un gran nimero de proteinas y ARNs de
gran longitud, denominados ARN ribosomales (ARNr), cuya funcién se centra en el
ensamblaje de la secuencia polipeptidica. Las moléculas de ARNr se encuentran
constituidas principalmente por las subunidades 28S y 18S.

Durante la maduracion del ARNm en el nicleo, el extremo 5° se cubre con una

guanosina metilada denominada “cap”, invirtiendose con ello la orientacion de los
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nucleotidos y sellandose a su vez el extremo de la molécula; asi mismo el extremo 3°
se modifica por la adicién de un gran nimero de adeninas, dando lugar a la region
conocida como cola de poli(A). Ambas modificaciones rigen la eficiencia con la cual
e! ARNm sera traducido y degradado en el citoplasma (Lewin.,2001). Una vez
obtenido el ARNm maduro constituido exclusivamente por los exones del transcrito
primario, el “cap” y la cola de poli(A). es exportado hacia el nicleo y traducido a
proteinas en los ribosomas (figura 2.10).

Guanosina
metilada ey
) TR
2 Tamerpeon ) tese ) LS.\ AN S
§ —_ — ( — > (
ADN ARNM “u

- Nucleo Citoplasma

Figura 2.10 Maduracion detl ARN. Antes de abandonar el nucleo, el pre-ARNm sufre una serie de
modificaciones; el ARNm resultado de la transcripcion es metilado con una guanosina en el extremo 5°
(cap), las regiones no codificantes son eliminadas durante el proceso de corte y empalme y por ditimo
una cola de poli(A) es adherida en el extremo 3'. Una vez en el citoptasma, la traduccién del ARN
maodificado ocurre en los ribosomas.

Los ribosomas son particulas ribonucleoproteinicas de gran tamafo que
contienen una gran cantidad de ARNTr, las cuales son capaces de disociarse en
subunidades grandes y pequefias. Cada subunidad ribosomal presenta funciones
especificas en la sintesis de proteinas y posee varios centros activos, que se
concentran en el dominio de traduccidon del ribosoma donde se sintetizan las
proteinas, La conformacién del ribosoma puede cambiar en ciertas fases durante la
sintesis proteinica (Osawa.,1992).

2.6.1 ESTRATEGIAS PARA EL ANALISIS DE LA EXPRESION DE UN GEN

La determinacion del papel funcional de los canales i6nicos, al igual que
muchas otras proteinas se facilita si se conocen los tejidos y niveles en los cuales se
expresan. Diferentas técnicas relacionadas con el analisis molecular de proteinas y
acidos nucleicos se han desarrollado en los ultimos afios; actualmente existe una
gran cantidad y diversidad de ensayos moleculares. Las metodologias conocidas hoy
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en dia se derivan de las primeras técnicas de hibridacion: “Western blot” para
proteinas, “Southern blot” para ADN y “Northern blot” para ARN. E! Northern blot es
una técnica molecular empleada para identificar y determinar niveles de expresion de
un gen, a través de moléculas de ARN, las cuales se separan de acuerdo a su
tamafio a través de una electroforesis desnaturalizante. El Northern blot surge como
una meodificacion a la técnica de separacion de ADN descrita por Ed Southern en
1975. Las modificaciones empleadas en el Northern blot toman en cuenta las
diferencias fisicas que existen entre las moléculas del ADN y el ARN, principalmente
el hecho de que esta Ultima se constituye por una sola hebra (Alwine.,1977).

Aun cuando la molécula de ARN contiene una sola cadena, esta molécula
presenta interacciones quimicas entre pequefias regiones complementarias de ella
misma, formando pliegues o dobleces en la molécula, los cuales afectan la velocidad
de migracién durante la electroforesis. Para evitar este fendbmeno, las moléculas de
ARN deben ser desdobladas por completo durante la electroforesis, mediante la
adiciédn de agentes desnaturalizantes apropiados (Darling D.,1994).

El ARN es una molécula muy labil ya que las enzimas encargadas de
degradarlo, las ribonucl (ARN. ) son extremadamente estables, y se

localizan en todos los tejidos y células de los organismos vivos, incluyendo la piel.
Las moléculas de ARN son mas propensas a la degradaciéon enzimatica que las
moléculas de ADN, hecho que obliga a utilizar protocolos que eliminen o inactiven las
ARNasas enddgenas y exdgenas durante la obtencion del ARN y en el analisis de
Northern blot (Darling D.,1994). Las moléculas de ARN, previamente separadas
pueden ser transferidas a filtros de nitrocelulosa o a membranas de nylon. Estas
Uitimas resultan ser mas efectivas debido a que proporcionan un fondo mayor
durante la hibridacidon, ademas de que pueden ser reutilizadas en diferentes
ocasiones sin perder sus propiedades (Sambrook.,1989).

Ei1 ARN transferido a los filtros o membranas se puede fijar a temperaturas
elevadas o por luz ultravioleta (“cross-linker”). Para la hibridacién del ARN pueden
emplearse como sondas, moléculas de ADN de doble cadena, de cadena sencilla, de
ARN, oligonucleotidos sintéticos marcados, entre otros (figura 2.11). Un analisis de
Northern blot, al igual que muchas otras técnicas moleculares, presenta un limite de
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sensibilidad, por lo que ia falta de una sefial en la bhibridacion no indica
necesariamente la ausencia definitiva del ARN de interés; asi mismo, aun cuando el
Northern blot nos proporciona una idea sobre la abundancia de un ARN particutar, el
analisis no es cuantitativo, por lo que no debe emplearse en la cuantificacion
absoluta de las distintas especies de ARN (Darling.,1994).
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Figura 2.11 Esquema general de un andlisis Northern Blot. El ARN se desnaturaliza al someterio a
condiciones desnaturalizantes durante la electroforesis. Una vez separado et ARN en sus diferentes
componentes, estos se transfieren a un filtro o membrana y se fijjan e hibridan con una sonda
marcada.

E! marcaje de l|la sonda puede llevarse a cabo de manera radioactiva,
empleando radioisotopos, o mediante técnicas quimioluminiscente utilizando Ila
peroxidasa, o la fosfatasa alcalina. En el marcaje no radiactivo o quimioluminiscente
empleando la fosfatasa alcalina, la generacion de una sefial post hibridacion se pone.
de manifiesto al hacer reaccionar la fosfatasa presente en la sonda, con un sustrato
(1-2 dioxietano) contenido en el reactivo de deteccién (CDP-Star®), generandose con
ello un compuesto intermediario, el cual espontaneamente se divide para formar una
adamantanona y un fluordforo. El fluordforo producido se encuentra en un estado
excitado, lo que le permite emitir energia en forma de luz mientras retorna a su
estado basal (www1.amershambiosciences.com).

La luz emitida por el fluoréforo puede ser determinada inmediatamente, a
diferencia de un ensaye radiactivo, alcanzado un maximo a las 4 h. La emision de Ia
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luz puede continuar durante algunos dias. sin necesidad de realizar pasos
adicionales. Por dltimo, no se requieren de condiciones, equipo, areas, ni
entrenamientos rigurosos para manejar los elementos involucrados en ei marcaje
quimioluminiscente, por lo que resulta ser un método mMAsS seguro y menos
contaminante que el marcaje radiactivo.

- : 2.

Figura 2.12 Reaccion general de la fosfatasa alcalina con un sustrato quimioluminiscente basado en el
1-2 dioxietano.

En base a los antecedentes reportados, el presente trabajo pretende
demostrar la expresion del canal Kvi3 en el rifidn de rata, ya que en la actualidad no
existe referencia alguna que indique la presencia de este tipo de canales en el rifién
de la rata. Para llevar a cabo la comprobacion de ia expresion del canal, es necesario
obtener muestras de ARN de alta calidad.

E! analisis de RT-PCR tiene la capacidad de identificar si el transcrito del canal
Kvia se expresa en el rifdn de la rata, conociendo mediante un analisis de Northern
blot el tamafio aproximado del transcrito expresado. Debido a que los métodos
convencionales empleados en el analisis de Northern blot involucran el manejo de

radiactividad, en este trabajo se pretende conocer las ventaj y desventaj que
presenta el método radiactivo, al comparar los resultados con un andlisis no
radiactivo (quimioluminiscente). Asi mismo se pretende comprobar la presencia det
gen que codifica para el canal Kvy3 en la rata (KCNA3), mediante un analisis de tipo
Dot blot, de manera que al comparar los resultados obtenidos con los tres ensayos
se concluya sobre la presencia del gen que codifica para el canal Kv; 3 en el genoma
de la rata y su expresion en diferentes tejidos (rifién y cerebro).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL.:

Estudiar la expresion del gen KCNA3 que codifica para un canal de
potasio (Kv1.3) en el rién de rata

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

o ldentificar la presencia del transcrito del canal Kv1.3 en el rifidn de rata

o Estandarizacién de las técnicas experimentales involucradas en el
reconocimiento de la expresion del transcrito de interés (extraccion de ARN,
analisis de RT-PCR, de Northemn blot y de Dot blot)

o Comparacion de los resultados obtenidos con las andlisis de Northern blot,
radiactivo y quimioluminiscente
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4. MATERIALES Y METODOS

Este capitulo muestra de manera general la metodologia y los materiales
involucrados en el desarrollo experimental de! presente trabajo. La informacion
detallada correspondiente a los materiales y métodos se incluye en el capitulo

nueve.
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5. RESULTADOS
5.1 OBTENCION DE ARNrora. POR EL METODO DEL TRIZOL

Para la obtencion del ARNy.. se utilizaron 10 ratas macho Wistar, todas
ellas obtenidas en el bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los
animales fueron anestesiados con cloroformo y decapitados, retirando
inmediatamente los drganos de interés. Los drganos se colocaron en un mortero
con N liquido, se les adiciond trizol (1 ml por cada 100 mg de peso) y se
homogenizaron (seccion 9.5A). El ARNa Se obtuvo a partir de los rifiones, del
taibulo colector de la meédula intema, del cerebro y del corazon, siguiendo el
protocolo proporcionado por el proveedor (TRIzol® Life Technologies. Gieco BRL).

La integridad de las muestras del ARNa extraido, se determind por la
presencia de las bandas correspondientes a los ARNs ribosomales (28S y 18S).
La aparicion en el gel desnaturalizante de las bandas correspondientes a los
fragmentos 28S (5035 nucledtidos) y 18S (1869 nucleétidos), ademas del barrido
del ARN de alto peso molecular observado en el gel (figura 5.1), indicaron que las
muestras de ARN estaban en buen estado.

Kb

9.49—> Kb
7.46 —»

4.40 —» 28 S (5.03)
237 —> 18 S (1.86)

1.35 9

0.24 —b

Figura 5.1 Visualizacion de ARNw extraido por el método del trizol en un gel desnaturalizante de
agarosa al 1%. Carril: 1) Marcador ARN “Ladder” 0.24-9.5 Kb (1ug/ulL;GIBCO BRL); 2) 3 ul de ARN
extraido del riién de rata; 3) 3 ul de ARN extraido del cerebro de rata. Los fragmentos
correspondientes a los ARN's 28S y 18S tienen un peso aproximado a los 5.03 y 1.86 kilo bases,
respectivamente,

5.2 OBTENCION DE ADN GENOMICO

La obtencion de ADN gendémico se efectué con el propdsito de obtener un
control, et cual nos indicara la existencia del gen correspondiente al canal Kv1.3
en el genoma de la rata. De acuerdo a lo reportado en la literatura, el gen del
canal se expresa en diferentes tejidos y células de la rata, como
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ios linfocitos (Shieh.,2000); se localiza en el cromosoma 2, posicién 2g34, y posee
3942 pb de las cudles soOlo 1577 pb dan lugar a la region codificante (NCBI,
LocuslLink.,2003). El ADN gendmico se abtuvo a partir de 2 riffiones de rata macho
Wistar. La calidad del ADN gendmico extraido se verificd por su corrimiento en un
gel de agarosa al 1% (figura 5.2) y mediante su cuantificacion espectrofotométrica
(260nm).

En la figura se ilustran las diferentes diluciones realizadas al ADN extraido,
se puede verificar que a pesar de que el ADN se fragmenté durante el proceso de
extraccion, esto no afectd su posterior utilizacidn en el analisis de Dot blot. La
finalidad del cargado de diferentes volimenes de las muestras problema en el gel,
fue encontrar la cantidad minima de ADN visible, ya que en el analisis de Dot blot
se requeria agregar una cantidad moderada de ADN o ARN, evitando con ello la

formacion de manchas de gran tamafio durante su realizacidn.

bp
23.130
. 9.418
AfHing 11 6.557
42381
1,353
1.078
* X174 RF 872

603

Figura 5.2 Visualizacion de ADN gendmico, extraido por el método de Ausubel, en un gel de
agarosa al 1%. Carril: 1) Marcador de peso molecular (PM) A/Hind Ill (2.5 ug; alto PM) y ¢ X174
RF ADN/Hae lli (2.5 ug; bajo PM); 2) 20.75 ug de ADN genémico; 3) 12.45 ug de ADN gendmico;
4) 8.3 ug de ADN genémico: 5) 4.15 ug de ADN gendmico. El ADN genémico presente en todos
los carriles se extrajo a partir del riién de rata.

5.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Mediante ia reaccion de PCR se amplificaron secuencias especificas
correspondientes al canal Kvy3 y a la GAPDH. La amplificacion de estas
secuencias tuvo como objetivo validar las metodologias involucradas durante la
extraccion del ARNw ¥ la reaccion de RT. A su vez, la amplificacion de los
fragmentos de interés nos indico la expresion del canal en diferentes tejidos,
siendo este un control en cuanto al funcionamiento y calidad de los iniciadores

utilizados. TESIS COI\T
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En la reaccion de PCR se utilizaron dos series diferentes de iniciadores
para llevar a cabo la amplificacion de fragmentos del canal Kvis. Los sitios de
iniciacién se localizan en diferentes regiones de la secuencia de aminoacidos del
canal. La primera serie de iniciadores tomé en cuenta la secuencia de
aminoacidos que comprenden las regiones amino terminal y del poro, mientras
que la segunda serie se disefid tomando en cuenta la secuencia de aminoacidos
reconocida por un anticuerpo especifico anti-conejo Kvi;i (Alomone Labs),
localizada entre las regiones del poro y e! extremo carboxilo terminal. La tabla 5.1
muestra las secuencias de los nucledtidos iniciadores utilizados en la
amplificacion de los fragmentos del canal Kvi3 y la GAPDH.

Tabla 5.1 SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS CORRESPONDIENTES A LOS
INICIADORES EMPLEADOS EN LA PCR

Iniciadores Region Secuencia Orientacion
inickvy 3 Amino y Poro GAG-THC-TTC-GAC-CG J  Sentido
CAT-GGT-CAC-CCA-GCC-CAC-CAG-AA - Antisentido
GAG-GCA-GAC-GAC-CCC-ACT-TCA- Sentido
inicPCRKv Poro y Carboxilo GGT-TTC-AGC
C-ATC-CTC-GAG-TTA-CAA-ATC-TGT- Antisentido
TTC-CCG-GCT-AGT-GTC
inicGAPDH -- CCT-GCA-CCA-CCA-ACT-GC Sentido
CAA-TGC-CAG-CCC-CAG-CA Antisentido
Las secu de los mu >s se muestran en direccion 5 —= 3. Los iniciadores se disefaron
en cuenta la ia der del ARNm del canal Kvy 3.

En las diferentes reacciones de PCR se empliearon iniciadores especificos
sentido y antisentido (5 y 3' respectivamente; tabla 5.1). Empleando los
iniciadores “inicKv, 3" y utilizando como molde un fragmento del canal Kvia
contenido en el vector pCR® 2.1-TOPO (clona A y B), se lograron amplificar dos
productos de 891 pb y 849 pb, a partir de cada clona. Ademas, se amplificaron
dos fragmentos de tamano similar empleando los mismos iniciadores pero
utilizando como molde un fragmento de ADN obtenido a partir del cerebro y del
rifidn de rata mediante un analisis de RT (figura 5.5), comprobandose de esta
manera la expresion del canal Kv; 3 en tejidos diferentes. Ademas, con base en la
cantidad de ADN, producto de PCR que se visualiza en el gel, podemos observar
que los niveles de expresion del canal Kvi.a en el cerebro son superiores a los
observados en el rirdn de la rata.
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Figura 5.5 Amplificacion de algunos fragmentos de ADN empleando los iniciadores “inicKv, 3". {A)
Fragmentos de Kv, ; amplificados a partir del vector pCR" 2.1-TOPO y del ADN, producto de RT de
rindn de rata. Carril: 1) Marcador bajo PM; 2) Fragmento amplificado de 1a clona A; 3) Fragmento
amplificado de la clona B; 4) Fragmentos del canal Kv,; 3 amplificado a partir del producto de RT del
rindn de rata. (B) Fragmentos del canal Kv, ; amplificados a partir del ADN, producto de RT del
rifGn y cerebro de rata. Carril: 6y 7) Fragmento amplificado del rindn; 8) Fragmento amplificado del
cerebro.

Los inictadores “inicPCRKvV", especificos para el canal Kv,3 se emplearon
exclusivamente en tI"’a amplificaciéon de un fragmento del canal Kvya, a partir del
ADN, producto de RT del rifidn de rata (figura 5.6). El tamafo del fragmento
amplificado fue de aproximadamente 500 pb; sin embargo la cantidad amplificada
es mucho menor a la obtenida con los iniciadores “inicpKv4.3", ya que las bandas
observadas en el gel apenas son visibles. El fragmento de 500 pb se empled
como sonda en la identificacion del transcrito Kvy 3 a partir del rifién de rata, solo
se marco radiactivamente y se empled exclusivamente en el analisis de Northern
blot.

Figura 5.6 Amplificacion de un fragmento del canal Kv, 3, utilizando los iniciadores “inicPCRKV", a
partir del producto RT del rifién de rata. Carril: 1) Marcador bajo PM; 2 y 3) ADN producto de RT a
partir de rifion completo de rata; 4 y 5) ADN producto de RT a partir de médula interna del rifién de
rata.

Como control positivo de la expresion de genes, se amplificod un fragmento
de 459 pb, correspondiente al gen constitutivo de la enzima gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Debido a que se trata de una enzima
constitutiva, la amplificacion se llevo a cabo en los diferentes tejidos (rifion,
cerebro y corazén), utilizando para ello iniciadores especificos (Arrieta.,2000). La
secuencia correcta de los iniciadores se verificé mediante su comparacion con la
base de datos del ARNmM de la GAPDH. El gen que contiene la informacioén la

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

31




enzima se localiza en el cromosoma 10, posicion 10q,12, posee una region de
1233 pb de los cuales solo 1001 pb corresponden a la region codificante (NCBI,

LocuslLink.,2003).
bp
1,353 —»
1,078 —»
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Figura 5.7 Utili ion de los inici; “inicGAPDH" como control positivo en el analisis RT. Carril:
1) Marcador bajo PM; 2) Fragmentos de GAPDH a partir de rifi6én;-3) Fragmentos de GAPDH a
partir de corazon; 4) Fragmento de GAPDH a partir de cerebro.

5.4 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Una vez amplificados los fragmentos de interés, correspondientes al canal
Kvy3 y a la GAPDH, estos se purificaron antes de ser empleados como sondas.
Para ello se empled el estuche comercial, concert gel extraction systems” (GIBCO
BRL).

Durante el desarrollo experimental se realizaron tres series de
purificaciones (figura 5.8), a partir de los productos obtenidos con los iniciadores
“inicKv, 3", “inicPCRKV" e “inicGAPDH" (891, 500 y 459 pb respectivamente). Cada
serie incluyd 90 pl del! producto de PCR del canal Kvy3, asi como 90 ul del
producto de PCR de la GAPDH. Las concentraciones obtenidas al fina! de la
purificacion de los productos de PCR se muestran en ia tabla 5.2.

Tabla 5.2 PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Serie Fuente tniciador Tamanfo Concentracion Marcaje
(1* elusion)

A Clona A inickv, 3 891 pb 50 ng/ul Radiactivo
Rinon inicGAPDH 459 pb 25 ng/ul

B Clona A inicKv, 3 891 pb 25 ng/ut Quimiocluminiscente
Rinén inicGAPDH 459 pb 38 ng/ul

[« Rifon inicPCRKv 500 pb 13 ng/pt Radiactivo
Rinon inicGAPDH 459 pb 38 ng/ud

Para determinar la concentracién de los fragmentos purificados, se colocaron 4 ul de ADN en un
volumen final de 1 ml de H;O destilada. Las lecturas de la ab: ancia se realizaron a 260 nm.
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Figura 5.8 Purificacion de los productos de PCR empleando los iniciadores “inicKv,s™ e
“inicGAPDH". Carril: 1) Marcador bajo PM; 2 y 3) Fragmentos del canal Kv, ; a partir de la clona A
(1" y2"® elusidn respectivamente); 4 y 5) Fragmentos de GAPDH a partir del rifién de rata (1* y2*
elusién). La imagen correspondiente a la amplificacion del canal Kv,3 a partir del TCMI no se
muestra.

Los productos de PCR amplificados con los iniciadores “iniciKvy.3” (891 pb).
se purificaron y secuenciaron para verificar que la secuencia amplificada
correspondiera con la del canal de interés. Los resultados de dicha secuenciacion
fueron introducidos en ia base de datos “"nucleotide-nucleotide BLAST®" (Basic
t_ocal Alignment Search Tool, NCBI).

La informacién proporcionada por la base de datos BLAST indicé que el
fragmento amplificado de 891 pb presentaba una gran similitud con los loci
KCNA3 (“potassium voltage gated channel, member 3", No. de referencia: NM
019270 [gi:9506826]). RATKV3AA (“rat potassium channel-Kv3 gene”, No. de
referencia: M31744 [gi:205104]), v RATRGKS (‘rat voltage-gated potassium
channel protein [RGK5] gene”, No. de referencia: M30312 [gi:206634])
(Swanson..1990).

La secuenciacion de los nucledtidos del fragmento de 891 pb se tradujo a
una secuencia de aminoacidos (DNAstar®) y se compard con la secuencia
reportada de aminoacidos, correspondiente al ARNm del canal Kvys (NCBI,
LocuslLink.,2003). Los resultados indicaron una identidad de! 100 % en los 210
aminoacidos comparados. Los resultados de los alineamientos, tanto de
nucledétidos como de aminoacidos se muestran en la figura 5.9.

A) Alii to de nu i correspondientes al frag 1to do y los
reportados en la base de datos BLAST.
1421 480)
KCNAJ (1578 pb) AT TTCCGTGA TTCCT!
RATKV3AA (1577 pb) TCCGT TCCT GACCC
Frag Kvl.3 (756 pb) A 4
(481 540]
KCNA3 (1578 pb) CTGCCCCGCCGTGACTTCCAGCGCCAGGTGTGGCTGC TCTTCGARTACC! CAGITCS
RATKV3AA (1577 pb) CTGCCCCGECGTGACTTCCAGCGCCAGGTGTGGCTGC TCTTCGARATACCC: VIACAG S TCL

Frag Kvl.3 (758 pb) CTGCCCN-CCGTN--NTTCAAGGCCAGNGG--GNTG-TTTTCGAASACCCSARAPAGTC-
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(541 6001

KCNA3 (1578 phb) Ge T TCCA
RATKV3IAA (1577 pb) Gea
Frag Kv1.3 (758 pb) T TGTCATC

1601 6601
KCNA3 (1578 pb) TG AGAC G
RATKV3IAA (1577 pb) k& TG
Frag Kv1.3 (758 pb} T TG AGACACT: T

1661 7201
KCHA3I (1578 pb} CAGGA TCC!
RATKVIAA (1577 pb) T AACAGC:
Frag Kvi.3 (758 pb) T

1721 7801
KCNA3 (1578 pb} TTCT TCTCCTT
RATKV3AA 11577 pb) TTCTY TT TCTCCTT
Frag kvl.3 (758 pb) TTCT! TTCT TCGTTCTCCTT

1781 840)
KCNA3 (1578 pb) TCTTTGCT
RATKV3IAA (1577 pb) TCTTTCCT TCCAGA cTG
Frag Kvl.3 (758 pb) TCTTTGCT T

taal 900)
KCNA3 (1578 pb) T
RATKV3IAA (1577 ph) TTATTT TGGC
Frag Kvl.3 (756 pb) T TGAGC

1901 960)

KCNA3 (1578 pb)
RATKV3IAR (1577 pb} A
Frag &v1.3 (758 pb)

1961 10207

KCNA3 (1578 pb} GTCTT
RATKV3IAA (1577 pb) T &
Frag Kvi.3 (758 pb) TCT AGACA

11021 1080}
KCNA3 (1578 pb) cTGA TTTCTTCCTTTTCAT
RATKVIAR (1577 pb) TGA, TCATTTTCTTCCTTT
Frag Kv1.3 (758 pb) TGA TTCTTCCTTTTCA'

t1081 11407
KCNA3 (1578 pb) TTTTCT T TCT T
RATKV3AA (1577 pb} TTr T T
Frag Kvl.3 (758 pb} Tr T TCTTCGGG!

(1141 1200}
KCNA3 (1578 pb) - | GTCGGTTATGGTGATAT
RATKV3IAA (1577 pb) g GTCGGTTATGGTGATAT
Frag Kvi.3 (758 pb) TA T TGTGGT A7, G=~AATTCCAGCACACT

f1201 12601
KCNA3 (1578 pb) GCACCCAGTGACCATAGGAGGCAAGATTGTGGGCTCTCTTTGTGCCATCGCAGGTGTCTT

RATKV3AAR (1577 pb} GCACCCAGTGACCATAGGAGGCAAGATTGTGGGCTCTCTTTGTGCCATCGCAGGTGTCTT
Frag Kvl.3 (758 pb) GGCGGCCGTTACTAGTGGANCCGAGCTCGGTACCAA

B) Alir to de amir cor al ito amplificado y los canales
reportados. So6lo se muestra la secuencia correspondiente al gan KCNA3, ya que esta es
homologo a las secuencias RATKV3AA y RGKS.

r1e1 240)
KCNA3 (525 aa) GPARGIAIVSVLVILISIVI] TL BQD
Kvi.3 (210 aa) ==ARGIAIVSVLVILISIVI] TL g 1"

1241 300)
KCRA3 (525 aa) FSDPFFVVETLCI. IDIVAIIPYN
Kvl.3 (210 aa} V. LCI. IDIVAIIPYFITLGTELARR
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(301 360)

KCNA3 (525 aa) LATLRVIRLVRVFRIFKL LGOTLKASMRELGLLIFFLFIGVI
Kvi.3 (210 aa) QGNGQOAMSLAILRVIRLVRVFRIFKLSRHSKGLOILGQTLKASMRELGLLIFFLFIGVI
{361 o1
KCNA3 (525 aa} '—FSSAVYFAMDDPSSGFNSXPDAMAVVMTVGYGDHHPVTIGGKXVGSLCAI“GVL
Kv1.3 (210 aa) LEFSSAVYFAEADDPSSGENS I PDAFWHAV VY TM -~ = o - = e e e e e —m

Figura 5.9 Alineamiento del fragmento de 900 pb, amplificado con los iniciadores “inicKv, 3", frente
a secuencias de nt y aminc i pertenecientes a canales Kv, 3. {A) Secuencia de
nucledtidos del producto de PCR alineada con las secuencias de los canales KCNA3 (Gen del
canal Kv,;) y RATKV3AA (Kv, 3 del cerebro de rata); solo se muestra la regidon en donde existe
una gran similitud (B) Secuencia de aminoacidos del produclo de PCR alineada con las
secuencias de los canales KCNA3 (Kv, ;) y RATKV3AA,; el numero lolal de aminoacidos del canal
Kv,;a es de 525. Las secuencias consenso de nucledtid y amir del fragmento kvt1.3 con
mayor homologia se encuentran subrayadas.

5.5 MARCALE DE LAS SONDAS

Las sondas obtenidas a partir de los productos de PCR purificados del
canal Kvy3 (clona A) y la GAPDH (tabla 5.1) se marcaron radiactivamente y por
métodos quimioluminiscentes; mientras que la sonda pcrKv, obtenida a partir del
rindn de rata, solo se marco radiactivamente.

{A) Marcaje quimioluminiscente.- Las sondas marcadas de manera
quimioluminiscente se emplearon unicamente en el analisis de Northern blot. El
marcaje se realizé empleando una fosfatasa alcalina termoestable (AlkPhos
DIRECT). Se emplearon 100 ng del producto de PCR de! cana!l Kv; 3 y la GAPDH.
La eficacia en el marcaje quimioluminiscente se comprobé adicionando el reactivo
CDP-Star®, durante ia deteccién de la sefal (seccién 5.7A).

(B) Marcaje radiactivo.- Las sondas marcadas radiactivamente se
emplearon en ios andlisis de Northern y Dot Blot. El marcaje radiactivo de la
sonda se realizé empleando el estuche comercial “Random Primers DNA Labeling
System®", segun lo indicado en el protocolo proporcionado por el proveedor
(Invitrogen ™ life technologies). El radionucledtido marcado fue citosina dCTP y el
radioisétopo empleado fésforo [a-32P). El porcentaje de incorporacion y el
numero de cuentas se determinaron en un contador de centelleo LS Analyzer
(Beckman Coulter, Inc.).

Se marcaron 20 ng de los productos purificados de PCR, obtenidos a partir
del canal Kvi3y la GAPDH, a los cuales se les agregaron 2 ul del nucledtido [a-
32P) dCTP (10 nCi/ ul). La eficacia en cuanto a la incorporacion de nuclettidos
radiomarcados se comprobd inmediatamente, verificando en un contador de
centelleo el numero de cuentas por minuto (cpm). La cantidad minima de cpm que
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se requirid para llevar a cabo la hibridacion fue de 1 X 10% cpm/ml. Los resultados
obtenidos en el marcaje de las sondas Kvi3 y GAPDH, superaron dicha cantidad
(tabla 5.3) En cada uno de los ensayos Northern blot realizados (radiactivo y no
radiactivo), se empled siempre una sonda problema (Kvi3) ¥y una sonda control
(GAPDH).

Tabla 5.3 INCORPORACION DE [a-32P] dCTP EN LA PREPARACION DE LAS
SONDAS Kv..iy GAPDH.

Sonda (elusion) Tamafo Volumen Total cpm
GAPDH 1° 480 pb 160 ut 5.64X107
GAPDH 2* 150 pt

Kviz1® 900 pb 280 ui 6.52x107
Kvi32® 150 ui
Kviz1® 500 pb 200 ul 3.25X107

En total se realizaron cualro marcajes radiactivos de las sondas problema. En la tabla se reportan
las cpm de tres series de sondas marcadas, ya que no se cuenta con los datos del primer marcaje.
Durante la hibridacidn ambas elusiones, correspondientes a la misma sonda, se mezclaron antes
de ser agregadas al buffer de hibridacién

5.6 ANALISIS DE DOT BLOT

El andlisis de Dot blot se realizd para comprobar que la informaciéon
contenida en el gen KCNA3 (2q34). correspondiente el canal Kv,3 (ADN), se
transcribia (ARNM) en el cerebro y en el riddn de rata. Para ello se fijaron a una
membrana de nylon (Hybond-N+, Amersham) muestras de ADN genémico
obtenidas a partir del riién de rata, y muestras de ARNoia Obtenido a partir del
rifiéon y del cerebro de rata (seccion 9.12).

En este andlisis sélo se realizd una hibridacién radiactiva, empleando como
sonda el producto de PCR de 891 pb purificado a partir del canal Kvq3. Una vez
extraidos y purificados el ADN gendémico y el ARN total, ambos se colocaron
dentro de los cuadrantes previamente marcados sobre la superficie de la
membrana de nylon.

En el caso del ADN se adicionaron alicuotas de 4.15 ug/ul (concentracion
inicial) en el primer cuadrante, 0.51 ug/ul en el segundo cuadrante, 1.03 ug/ul en
el tercer cuadrante y 2.07 ug/ul en el cuarto y ultimo cuadrante (figura 5.8), todas
ellas se desnaturalizaron previamente.
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Las muestras de ARN se diluyeron (30 y 40 ug/ul), se desnaturalizaron y se
colocaron en la spperﬁcie de la membrana. En el caso de las muestras de ARN
proveniéntes del cerebro Unicamente se adicionaron 30 ug en el primer cuadrante
¥ 1 ul de la muestra sin diluir (1.26 ng) en el segundo cuadrante; mientras que
para las muestras provenientes de los rifilones, se colocaron 40 ug de ARN en el
primer cuadrante, 30 ng de ARN en el segundo cuadrante y 6.48 ng en el tercer
cuadrante (figura 5.10).

La membrana empleada en el analisis de Dot blot tuvo un area de 41.48
cm? (1.5 cm? por cuadrante). La hibridacién se realizd en un horno (Shel Lab®) a
una temperatura de 60°C, durante 18 horas y 45 minutos. La autoradiografia se
obtuvo exponiendo la membrana caliente (radiactiva) junto con una pelicula para
diagnastico (X-OMAT® XK-1, Kodak) dentro de un casete, durante 3 dias a -70°C.
Debido a que la imagen obtenida después del primer revelado no fue lo
suficientemente clara para indicarnos un resultado, fue necesario repetir la
hibridacion empleando la misma membrana y aumentando la astringencia durante
fa hibridacién. Para ello la membrana se tuvo que tratar antes de ser reutilizada.
La segunda hibridacion se realizé a una temperatura de 55°C, durante 22 horas.
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.10 B.

ADN
gendmico

ARN
cerebro

ARN
rifdn1

ARN
rifon2

Figura 5.10 Imagen del analisis de Dot blot radiactivo. La hibridacién se llevo a cabo con una alta
astringencia. Fila (a) ADN genémico; cuadrante: a1) 4.15 ug: a2) 0.51 ugl; a3) 1.03 ug ad4) 2.07
ugl. Fila (b) ARN de cerebro; cuadrante: b1) 30 ug: b2) 1.26 ng. Fila (c) ARN de riién serie 1;
cuadrante: c1) 40 ng, c2) 30 ng: ¢3) 6.48 ug. Fila (d) ARN de rinén serie 2; cuadrante: d1) 40 pg.
d2) 30 ug; d3) .85 ug.

5.7 ANALISIS DE NORTHERN BLOT

Todos los materiales empleados en el andlisis de Northern blot se
sometieron a tratamientos para eliminar nucleasas. Las muestras de ARN S€
extrajeron por el método del trizol y se corrieron en un gel de agarosa al 1% para

v 1 TESIS COV
FALA DE ORIGEN




ARN. Las distintas electroforesis se efectuaron bajo condiciones
desnaturalizantes.

(A) Hibridacion y deteccion quimioluminiscente.- Las muestras problema de
ARN se trataron de acuerdo a lo descrito en la preparacion de mezclas
desnaturalizantes para ARN (seccion 9.4). La electroforesis se comié a una
velocidad de 98 mA/V durante 3 horas y 10 minutos. Una vez concluida Ia
electroforesis, el gel se colocd en un transiluminador UV y se fotografid (figura
5.11). Al comprobar la integridad de! ARN, el gel! se lavdé con suficiente HO
DEPC, posteriormente el ARN se hidrolizé parcialmente con una solucion de
NaOH 0.05N y por altimo el gel se sumergié en solucion salina concentrada (SSC)
10X preparado con H20 DEPC. EI ARN hidrolizado parcialmente se transfirid a
una membrana de nyton (Hybond-N+, Amersham), dentro de un recipiente libre de
nucleasas, de acuerdo a lo indicado en la seccion 9.13.

2 3 4 5 6 8 9 10

Kb

=
4.40—" 28 S (5.03 Kb)
2.37—»

18 'S (1.86 Kb)

1.35 —
0.24 —w»

Sonda Kv, s Sonda GAPDH
Figura 5.11 Electroforesis de las muestras de ARN, las cuales se hibridaron con una sonda
quimioluminiscente. Sonda Kv,, de 900pb. Carril: 1 y 11) Marcador RNA Ladder 0.24-9.5 Kb
(1ug/ul); 2) RiNSN serie ) (30 pg); 3 RiNdn serie Il (30 ug): 4) Cerebro serie | (30 ug); 5) Cerebro
serie 1l (30 upg); 6) Corazén (30 pg), 7) Clona A, control positivo (ADN no visible). Muestras
hibridadas con la sonda GAPDH. Carril: 8) Rinén serie Il (30 pug): 9) Cerebro serie | (30 ug); 10)
Cerebro serie It {30 ug).

La transferencia se realizé durante 24 horas, empleando SSC 10X como
fuerza motriz. Al concluir la transferencia, se desprendid la membrana del gel,
marcando previamente la correspondencia de los cariles entre el gel y la
membrana. Por ultimo la membrana se lavé con SSC 6X y se fijé dentro de un
equipo de entrecruzamiento (“cross-linker”) durante 2 minutos. En una sesién

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

posterior se llevo a cabo la hibridacion de lasg

38




quimioluminiscente con el ARN fijado a la membrana. La hibridaciéon se realizé en
un horno (Shel Lab), siguiendo las instrucciones proporcionadas por el proveedor,
a una temperatura de 55°C durante 24 horas y 15 minutos; al finalizar la
membrana se lavé dos veces con el buffer de lavado secundario.

La sefial quimioluminiscente se puso de manifiesto adicionado el reactivo
de deteccion CDP-Star® (40 ul/em?) sobre la membrana (5 minutos a temperatura
ambiente). El exceso de reactivo se retird y la membrana se expuso ji.mto con una
pelicula para diagnéstico (X-OMAT® XK-1, Kodak) dentro de un casete, durante
12 horas, 1 hora 30 minutos y 30 minutos, a temperatura ambiente.

A Los resultados obtenidos muesgan unicamente las manchas
correspondientes a la sefial emitida por la Bnda de la GAPDH, tanto en rinén
como en cerebro (figura 5.12A), obteniéndose la mejor calidad en cuanto a la
imagen, a los 30 minutos de exposicién dentro del casete. Asi mismo se
comprobd la calidad y especificidad de la sonda del canal Kv, 3, al detectar una
mancha en el carril correspondiente a la clona A (control; figura 5.12 B), a partir
de la cual se obtuvo la sonda, siendo negativa la presencia de alguna senal en las

demas muestras cargadas.

Cerebro Rin6n 11 Cerebro 1)

Figura 5.12 Northern blot quimioluminiscente. El gel a partir del cua) se realizé la transferencia
corresponde a la figura 5.11, tiempo de exposicion 30 minutos. (A) Membrana hibridada con la
sonda Kv; 3 de 900pb, obtenida a partir de la clona A; s6lo se observa la hibridacién de la sonda
problema con la muestra de ADN contenida en la clona A (control). (B} Membrana hibridada con la
sonda GAPDH (sonda control); Rinén serie Il (30 pg): Cerebro serie | (30 ug); Cerebro serie H (30

ng).

(B) Hibridaciéon y deteccion radiactiva.- Las muestras problema de ARN se
trataron de acuerdo a lo descrito en la preparacion de mezclas desnaturalizantes
para ARN (seccidon 9.4). Se realizaron dos electroforesis con diferentes muestras,
ambas se corrieron a una velocidad de 98 mA/V, durante 1 hora y 53 minutos y 1
hora y 32 minutos respectivamente. Una vez concluidas las electroforesis, los
geles se colocaron en un transiluminador de UV y se fotografiaron (figura 5.13).
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Figura 5.13 Electroforesis de las muestras de ARN, las cuales se hibridaron con una sonda
radiactiva. {A) 1* Electroforesis. Carril: 1) Marcador RNA Ladder 0.24-9.5 Kb (1ug/ul); 2) Rinén
serie | (40 ng); 3) RiNon serie | (30 ng); 4) Cerebro (30 ug); 5) Clona A (1 ul); 6) Rindn serie Il (40
1g): 7) Rinon serie 1l (30 ug); 8) Cerebro (30 ug). (B) 2* Electroforesis. Carril: 9) Rin6Nn serie | (30
1g): 10) RiNon serie 1l (30 ug); 11) Cerebro (30 pg); 12) Clona A (1 ul); 13) Marcador RNA Ladder
0.24-9.5 Kb (1pg/ul): 14) Rifdn serie | (30 pg); 15) Rifdn serie 11 (30 ug); 16) Cerebro (30 pg/ul).

Al igual que en el analisis no radiactivo, una vez comprobada la integridad
del ARN, los geles se lavaron con suficiente HO DEPC, el ARN se hidrolizé con
una solucién de NaOH 0.05N, sumergiendo ambos geles SSC 10X, durante 45
minutos. El ARN parcialmente hidrolizado se transfiri® a una membrana de nylon
(Hybond-N+, Amersham), dentro de un recipiente libre de nucleasas (seccién
9.13). La transferencia se realizé durante 16 horas y 32 minutos en el caso de la
1* membrana, y 15 horas 30 minutos en el caso de la 2* membrana, empleando
en ambos casos SSC 10X como fuerza motriz.

Al finalizar la transferencia, las membranas se desprendieron del gel,
marcando previamente la correspondencia de los carriles entre el gel y la
membrana. Por ultimo la membrana se lavé con SSC 6X y se fijo dentro de un
equipo de entrecruzamiento (cross-linker) durante 2 minutos. En una sesion
posterior se llevd a cabo la hibridacion de las sondas marcadas radiactivamente
con el ARN fijado en las membranas. La hibridacién se reatizé en un horno (Shel
Lab®) a una temperatura de 65 °C durante 18 horas y 45 minutos; al finalizar las
membranas se lavaron con una solucién SSC 2X.

Una vez lavadas las membranas con la solucion SSC 2X, estas se
expusieron, por separado junto con una pelicula para diagnéstico (X-OMAT® XK-
1, Kodak) dentro de un casete a una temperatura de -70°C. El tiempo de
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exposicion inicial fue de ocho dias., sin embargo los resultados obtenidos al
revelar las peliculas mostraban un fondo muy elevado y una hibridacién poco
especifica, por lo que se decidid realizar una segunda exposicion a la misma
temperatura, la cual tuvo una duracion de tres dias.

Los resultados obtenidos en la segunda hibridacidn mostraron una mejor
resolucion en las imagenes, sin embargo las peliculas continuaban mostrando
una alta inespecificidad, por lo que se decidi6 realizar una nueva hibridacidn con
las mismas membranas, tratandolas previamente.

La segunda hibridacién se realizé a una temperatura de 65°C, durante 22
horas. Al finalizar las membranas hibridadas se lavaron con una solucién SSC
0.2X y se expusieron a una pelicula para diagnostico durante 5 dias a -70°C
dentro de un casete. Aun cuando los resultados obtenidos fueron mas especificos
que en el primer marcaje, las peliculas continuaron mostrando un fondo elevado,
aunque se pudo observar con mas claridad la hibridacion.

Al igual que en el marcaje quimioluminiscente, solo se logro la hibridacion
de los controles, tanto de la sonda pGAPDH con las muestras de rifion y cerebro,
asi como de la sonda pKv,.3 con la clona A (figura 5.14). No se observo en ningan
caso la hibridacion de la sonda pPCRKv con alguna de las muestras problemas.
La mejor resoluciéon en el revelado de las peliculas se obtuvo, en el caso de las
membranas hibridadas con la sonda pKvy;a a los cinco dias de exposicion,
mientras que para las membranas hibridadas con la sonda pGAPDH a los tres
dias de exposicion, ambos revelados realizados a una temperatura de -70°C.

Clona A Rinon 1) Ringn 1h
8)

Rinon |

Rinon | Cilona A

A)

==

Cerebro Cerebro Cerebro Cerebro

Figura 5.14 Northermn blot radiactivo. Los geles a partir de los cuales se realizé la transferencia,
corresponden a los de la figura 5.13A; (A) Membranas hibridadas con la sonda Kv,; da 900pb




6. ANALISIS DE RESULTADOS

Actualmente se conocen un gran numero de subunidades o de canales Kv
con funciones distintas. Muchas de las subunidades « son productos tnicos de
una superfamilia de genes. LLa expresion diferencial de estos genes en diferentes
tejidos, asi como el co-ensamblaje de las subunidades-a pueden contribuir a una
marcada diversidad funcional de los canales Kvy . (Harte R.,2002). En este estudio
se pretendid demostrar la expresiéon de un canal Kv, 3 en el riflén de la rata.

Para llevar a cabo el estudio de la expresion de genes en diferentes tejidos
(ritdn, TCMI y cerebro), y de acuerdo a uno de ios objetivos planteados en este
estudio, fue muy importante establecer un método reproducible que permitiera
obtener un ARNiaal integro y de alta calidad, ya que al tratarse de una molécula
extremadamente labil, 1a accién de las ribonucleasas sin el tratamiento adecuado

resultaba inminente.

Extraccion del ARNa:

El método del trizol (GiBco BRL) se eligié para lograr las caracteristicas
deseadas en el ARN,a. debido a que su realizaciéon no requiere de periodos
prolongados, ademas de ser un método muy practico, ya que la correcta
realizacion del protocolo asegura la obtencidn de un ARN o libre de moléculas de
ADN y/o de proteinas, sin la necesidad de agregar reactivos o enzimas
adicionales, como las ADNasas (TR!za® Reagent; No Cat: 15596, Insert No:
3796).

Ademas del protocolo de extraccion seleccionado, fue necesario colocar
los organos extraidos en N; liquido, ya que de io contrario la integridad del
ARN. seria seriamente afectada. La combinacién del método de trizol, asi como
el empleo de N: liquido en los érganos recién extraidos, permitieron obtener un
ARNixa con las caracteristicas requeridas. La integridad del ARN extraido se
verifico al correr las muestras en un gel de agarosa al 1% bajo condiciones
desnaturalizantes, observandose en el transiluminador las bandas
correspondientes a los fragmentos de los ARN's ribosomales 28S y 18S. El
ARNu obtenido fue de tamafic homogéneo y la presencia de moléculas de
diferente peso molecular indicd que la extraccion del ARN fue adecuada.
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Expresion del canal (analisis de RT-PCR)

Actualmente se conoce una gran variedad de canales ionicos distribuidos
ampliamente en toda clase de células. La diversidad de estos canales a nivel
molecular puede surgir como resultado de la combinacion de diversos procesos
endégenos y/o exégenos que incluyen: genes multiples responsables de cada una
de las corrientes, ensamblado alternativo de los genes, formacion de
homomuttimeros o© hetermuitimeros y maodificaciones diferenciales post-
traduccionales (Coetzee.,1999), sin embargo el mecanismo responsable de la
expresion diferencial de los genes Kv1.x aun no se ha determinado (Cox.,2001).

La obtencion de un ARNwa integro fue de gran importancia en la
realizacion de este trabajo, ya que a partir de él se demostrd la expresién del gen
del canal Kvy 3 en el cerebro y el rifibn de rata mediante los analisis de RT-PCR
{figura 5.5 B). Asi mismo, el ARN extraido se utilizé en ia identificacién del
transcrito del canal Kvi.3 mediante el ensayo de Northern blot (seccién 5.7).

La expresion del gen correspondiente al canal Kv, a en el rifidn y cerebro se
demostré por el método de RT-PCR, para ello se emplearon iniciadores
disefados a partir de la regién conservada (inicKv, 3) ¥y especifica (inicPCRKv) de
los canales Kv,.a. La comparacion de los iniciadores en el GeneBank (NCBI/Blast)
nos indicé que los fragmentos amplificados corresponden a una region del canal
de potasio Kvi.a.

Los fragmentos amplificados de 891 y 500 pb demuestran que el canal
Kvy3 se expresa constitutivamente en el cerebro de la rata (control), sin embrago
la expresion de este canal en el rifidn no es constante, ya que solo a partir de tres
rinones y utilizando los iniciadores inicKv, a3, fue posible amplificar el fragmento del
canal (figura 5.5 A). En el caso de la expresién del canal Kvya en el tubulo
colector de [a médula interna (TCMI), sélo fue posible amplificar el fragmento de
891 pb en una ocasién (no se muestran los datos).

El fragmento de 891 pb amplificade con los iniciadores inicKvis se
secuencid. Los resultados de la secuenciacion indicaron que de los 891 pb que
integran el fragmento amplificado, 630 pb corresponden al menos a un canal Kvy 3
del linfocito de rata y un canal Kvy.3 del cerebro de rata (2264 pb y 1883 pb,
respectivamente; Douglas.,1990; Swanson., 1990). Estos resultados, ademas de
la amplificacion constante en el cerebro confirman la identidad del fragmento de

43



891 pb. Ademas, la secuencia de nucleétidos fue traducida y comparada con la
secuencia de aminoacidos reportada del gen que codifica para el canal Kv s
(KCNAZ3), obteniéndose resultados similares (figura 5.9 B).

Los resuitados obtenidos con el analisis de RT-PCR no son concluyentes,
debido a que no fueron reproducibles en todos los andlisis realizados. Para
descartar la ausencia del canal o si se traté de un problema de expresion, o bien
de un error en la metodologia, sera necesario realizar un analisis cuantitativo para
determinar la concentracion minima de ARNm detectable.

Control de los andlisis de RT-PCR

Con el propdsito de validar las metodologias implicadas en la extraccion
del ARN y en el andlisis de RT-PCR, se decidio utilizar como control et ARNm de
una enzima constitutiva, presente en todas las células: ia gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Los iniciadores de la GAPDH se disefaron de acuerdo
a las secuencias reportadas por Cerbon y cols. El tamafio del fragmento
amplificado de la enzima GAPDH fue de 459 pb. Ademas, en este trabajo se
incluyé un control adiciona! de la expresién, el analisis de Dot blot. La realizacion
de este ensayo pretendio identificar la presencia del gen KCNA3 en el genoma de
la rata.

Analisis de Dot blot

Para llevar a cabo el andlisis de Dot blot, se colocaron diluciones de
ARNiai, Obtenido a partir de diferentes tejidos (cerebro y rifén), sobre la
superficie de una membrana de nylon. Adicionalmente se colocaron diluciones
decrecientes de ADN gendmico, con el fin de corroborar que la informacion
contenida en él se transcribiera. De esta manera el ADN genémico funciond
ademas como un control para validar la hibridacion de las sondas problema.

En el anadlisis de Dot blot, sélo se empled la sonda obtenida a partir de la
clona A, contenida en el vector pCR" 2.1-TOPO (891 pb). La hibsidacién de la
sonda con el ADN gendmico nos indicd que la sonda problema (Kvi.3) identificod
una secuencia complementaria; Ia cual no corresponde necesariamente a la
informaciéon que se transcribe en el cerebro y riftén.

Los resultados obtenidos en el analisis de Dot blot indicaron que la sonda
problema fue capaz de identificar una regién homéloga en el ADN gendmico, asi
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como el transcrito del canal Kvia en el rindn y cerebro de la rata, lo que
demuestra que el marcaje fue correcto. Los hallazgos obtenidos mediante el
analisis de RT-PCR y de Dot blot confirman ia expresiéon del gen del canal Kvyj en
el cerebro y en el rifién de rata.

Analisis de Northern blot

Los genes Kv1.x se expresan diferencialmente en las ratas Wistar. La
expresién diferencial de los genes que codifican para los canales de K*
dependientes de voitaje (Kv), asi como el co-ensamblaje de las subunidades-a,
contribuyen a una marcada diversidad funcional de estos canales. Actualmente se
conocen un gran numero de subunidades a de canales Kv con funciones distintas
(Cox.,2001), sin embargo no existen referencias que indiquen la funcionalidad de
estos canales en las células no excitables. E! proposito de realizar un analisis de
Northern blot fue conocer el tamafoc aproximado y la integridad del transcrito del
canal Kv, 3.

Para llevar a cabo el andlisis de Northern blot fue necesario separar las
muestras de ARN mediante una electroforesis. Durante la electroforesis fue
necesario recircular constantemente el buffer MOPS 1X, evitando con esto que él
buffer se calentara y causara la degradacidon de las muestras. Aun cuando el gel
empleado fue preparado para muestras de ARN y las condiciones bajo las cuales
se corrid la electroforesis fueron desnaturalizantes, estos detalies no afectaron la
integridad dei ADN control contenido en el vector, ya que como se puede observar
en el carril 7 de la figura 5.12 A, se llevo a cabo la hibridacién entre !la sonda
problema y un fragmento del canal Kv, 3 contenido en i{a clona A. Esta hibridacién
era necesariamente obligatoria, ya que la sonda problema (Kv,.3) fue obtenida a
partir de la clona A.

Otro de los objetivos planteados en este estudio consistié en comparar dos
técnicas involucradas en el marcaje de las sondas. Para ello se realizé6 un marcaje
radiactivo (*P) y un marcaje quimioluminiscente (kit AikPhos) de las sondas. En el
analisis de Northern blot se utilizaron tres sondas diferentes, todas ellas
constituidas por ADNCc.

Al igual que en la obtencion de un ARN de calidad, la transferencia de este
a la membrana de nylon fue de gran importancia en ia obtenciéon de resultados
confiables. Todos los materiales y reactivos involucrados en la transferencia del
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ARN fueron tratados conforme a lo descrito en el apéndice de protocolos. Antes
de llevar a cabo la transferencia del ARN, fue necesario separar sus componentes
a traves de una electroforesis desnaturalizante.

Durante la transferencia del ARN, fue muy importante asegurarse que el
papel utilizado en el sistema de transferencia no se humedeciera completamente,
ya que esto disminuia considerablemente la velocidad con la cual el ARN se
transferia a la membrana. Ademas, fue muy importante rodear los bordes del gel
con suficiente papel de cera (parafilm) ya que si el papel entraban en contacto con
el gel o con la SSC, esta solucidn se absorberia rapidamente sin pasar a través
del gel, llegando incluso a agotarse, desapareciendo con ello la fuerza motriz
necesaria para realizar la transferencia

Al finalizar la transferencia se verificé la integridad del ARN. Ain cuando
las bandas correspondientes a los fragmentos 28 S y 18 S no indicaron la
integridad mas adecuada del ARN, las muestras se consideraron aceptables para
emplearse en la identificacién de los transcritos de interés.

Marcaje de las sondas

En la realizacion de los andlisis de Northern blot y de Dot blot se emplearon
tres ondas diferentes. Dos de las sondas tuvieron como objetivo identificar el
transcrito del canal Kv,.3, mientras que la tercera validé la integridad del ARN, su
transferencia a una membrana de nylon, ademas de servir como control positivo
de la expresion.

La comparacion de las técnicas radiactiva y no radiactiva, en lo que
respecta al tiempo de realizacion, indican que el marcaje quimioluminiscente
resultd ser mas rapido que el marcaje radiactivo, ya que se requiri6 de
aproximadamente 1 hora para su realizacion, mientras que el marcaje radiactivo
tuvo una duracidn de aproximadamente 2 horas. En cuanto al empleo de
materiales o equipos especiales, en el marcaje quimioluminiscente no se requirié
el uso de un contador de radiactividad (contador Gaiger), o de una camisa de
plomo para el transporte de muestras, ambos necesarios en el marcaje radiactivo.
Ademas, durante la realizacién de este ultimo fue necesario trabajar en un sitio
asignado exclusivamente para el manejo de muestras radiactivas, detras de una
pantalla de acrilico.
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Al finalizar el marcaje radiactivo, fue necesario conocer la eficacia en
cuanto a la incorporacion de nucledtidos marcados, accidén que no se realizé en el
marcaje quimioluminiscente. Este paso proporciond informacién sobre la
eficiencia en el marcaje de la sonda, pero implicé el uso de un contador de
centello para determinar et nimero de nucleétidos marcados incorporados.

Una vez marcadas las sondas, estas podian ser conservadas por algunos
dias, segun fuera su uso. La estabilidad de las sondas quimiocluminiscentes fue de
hasta 3 meses a -20°C almacenadas en glicerol (50% v/v), mientras que la
estabilidad de las sondas radiactivas dependid del numero de nucledtidos
incorporados (cpm), pudiéndose almacenar maximo 2 semanas a -20°C, dentro
de una camisa de plomo.

Ventajas y desventajas en el marcaje de las sondas

Con base en las observaciones citadas en los apartados anteriores y
agregandoseles el hecho de que el manejo de muestras radiactivas involucra una
licencia especial, asi como una capacitacion del personal que labora con ella,
ademas de representar un riesgo latente para la salud y el medio ambiente, se
concluye que el método quimioluminiscente resultd la mejor opcién para llevar a
cabo el marcaje de las sondas; esto sin tomar en cuenta los resultados que se
obtienen durante la hibridacion e identificacién de las muestras problema.

Controles en el analisis de Northern blot

Para validar los resuitados obtenidos en el analisis de Norhern blot no
radiactivo, fue necesario emplear dos controles internos. Uno de ellos consistio en
correr una muestra del vector pCR? 2.1-TOPO (clona A), en el cual se localizaba
el fragmento del canal Kv,i, previamente secuenciado y amplificado con los
iniciadores inicKvi.a (ver secciones 54 y 5.5). Este control validé la calidad,
funcion y especificidad de la sonda.

El segundo control empleado en los analisis fue la enzima GAPDH. Los
resuitados obtenidos en el analisis de Northern blot después de agregar el
reactivo quimioluminiscente (figura 5.12 B) muestran la presencia de una mancha
en cada carril, correspondiente a la hibridacién entre la sonda GAPDH y las
muestras de ARN de cerebro y rifién de rata.

a7



En el analisis de Northern blot radiactivo, la clona A sirvié también como un
control para validar la calidad, funcion y especificad de las sondas. Lo anterior
demuestra que la sonda problema no tuvo la capacidad de identificar el transcrito
del canal Kvya en el rifidn y cerebro de rata, sin embargo si reconocid un
fragmento del canal Kvi3 contenido en la clona A, a partir del cual se obtuvo la
sonda (control).

tnterpretaciéon del analisis de Northern blot

En el andlisis de Northern blot quimioluminiscente se realizaron dos
exposiciones de la membrana dentro de un casete. Debido a que la primera
exposicion fue bastante prolongada (1TH y 30 min), obteniéndose un fondo muy
elevado en la peliculas, fue necesario realizar una exposicion adicional (30 min.),
en ella se aprecian perfectamente las manchas correspondientes a la hibridacion
entre la GAPDH y los ARN's problema (figura 5.12 B). A pesar de que la
temperatura a la cual se realizd la hibridacion fue baja (55°C), no se observan
hibridaciones inespecificas entre la sonda y otros ARN's.

Los tamaiios (pares de base) de las manchas observadas en los carriles
del cerebro y del rifidn son ligeramente distintos. Esto no indica que se trate de
dos transcritos diferentes, sino mas bien de una diferencia en e! nimero de bases
que componen los transcritos de uno y otro tejido. Hay que tomar en cuenta que
en el andlisis de Norhern blot, el tamaiio de la sonda es siempre el mismo y lo que
varia es el nitmero de bases del fragmento identificado, siendo en este caso
ligeramente mayor el niumero de bases identificadas en el ARN obtenido del rifton
de rata.

En el andlisis de Northern blot radiactivo se llevaron a cabo dos
hibridaciones. Los resultados obtenidos durante la primera hibridacién no
proporcionaron informacion suficiente para ser interpretados, por lo que fue
necesario realizar una nueva hibridacién empleando las mismas moléculas de
ARN fijadas a la membrana. Al llevar a cabo la segunda hibridacién se comprobé
que los lavados realizados con una astringencia mayor disminuyeron el problema
de la hibridacion inespecifica, sin embargo, no fueron suficientes para identificar
los transcritos del canal Kv, 3 (figura 5.14).
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En el caso de las membranas hibridadas con la sonda Kv,3 de 891 pb, se
observo que los resuiltados mas claros se obtuvieron al realizar una segunda
exposicion (figura 5.14). En la pelicula se distingue la presencia de dos manchas
de diferente tamafio en cada uno de los carriles en donde se colocaron las
muestras de ARN, estas manchas coinciden con los fragmentos 28 S y 18S de los
ARN's ribosomales, lo cusl nos indica una hibridacion inespecifica debida a la
baja astringencia con la que se realizaron los lavados. La intensidad de las
manchas fue muy tenue e inferior a la alcanzada por la hibridacion entre Ia sonda
problema y ia clona A.

Con lo que respecta a los resuitados obtenidos al hibridar las sondas
control (GAPDH) con los transcritos del rifién y del cerebro de rata, estos fueron
satisfactorios. Al igual que en el anadlisis no radiactivo, se observa una diferencia
en el tamanio de 10s transcritos de la GAPDH localizados en el rifidn y cerebro de
rata; siendo ligeramente mayor el numero de bases de los transcritos identificados
en el rindn. Este hecho coincide con los resultados del analisis quimioluminiscente
y valida la calidad de! ARN, asi como los procesos involucrados en la obtencién y
marcaje de las sondas. Los resultados obtenidos en la segunda hibridacion nos
muestran una imagen mas clara en donde disminuye la inespecificidad en la
union, aunque se continUa apreciando ligeramente la hibridacion de la sonda con
ios fragmentos 18 S y 28 S (figura 5.14). No obstante, se puede observar en cada
carril la presencia de una mancha de gran intensidad, localizada por debajo del
fragmento 188S, la cual corresponde al transcrito de la enzima GAPDH.

Comparacion de las técnicas utilizadas

Los resultados obtenidos con el andlisis de Northern blot no coinciden con
los alcanzados en la amplificacidon, secuenciacidn y analisis de Dot blot. En las
peliculas, producto del analisis de Norhern blot no radiactivo (figura 5.12 A), se
puede observar que ni en el cerebro, ni en el rifién fue posibie detectar una sefal
que nos indicara la presencia de un ARNm compiementario a la secuencia de ia
sonda marcada. En la hibridacion radiactiva tampoco fue posible detectar los
transcritos de! cana! Kv;a en el rifidn y en el cerebro de rata, sin embargo en
ambos andlisis si se d to el transcrito de la GAPDH, hecho que valida los
resultados de este analisis, los cuales no coinciden con los obtenidos en la

amplificacion, secuenciacion y analisis de Dot blot.

49



Al comparar los resultados obtenidos con ambos analisis de Northern blot
(radiactivo y quianioluminiscente), se concluye que ninguno de los dos fue io
suficientemente sensible para llevar a cabo la identificacion de los transcritos,
cuya expresion en algunos tejidos es limitada, como en el caso del canal Kvi 3.

Esta conclusion se basa en el hecho de que los controles involucrados en
el andlisis funcionaron perfectamente: la sonda problema de 891 pb hibridd con el
vector pCR?® 2.1-TOPO (clona A), el cual contenia un fragmento del canal Kv;3 a
partir del cual fue preparada; la sonda GAPDH hibridé con los transcritos de Ia
enzima presentes en rindn y cerebro de la rata, ademas de que se identificéd la
presencia del gen que codifica para el canal Kvii en el ADN gendmico, asi como
el ARNm no desnaturalizado en el ensayo de Dot blot. A lo anterior se le agregan
los resultados obtenidos con la amplificacion del canal, empleando iniciadores
especificos, cuyo fragmento obtenido fue purificado y secuenciado, indicando que
se trataba de una fraccion del canal Kv, 3 (figura 5.9).

Finaimente al lilevar a cabo la comparacion de ambas metodologias
implicadas en el analisis de Northern blot, se encontrdé que el analisis
quimioluminiscente fue la mejor opcidn tanto en el marcaje de las sondas, como
en la obtencidn de una sefial confiable y especifica, ya que a diferencia del
analisis radiactivo, no fue necesario realizar hibridaciones secundarias variando la
astringencia, con el fin de disminuir la hibridacion inespecifica de las sondas.

Ademas de lo citado anteriormente y tomando en cuenta !os aspectos de
seguridad, de salud, de ecologia, de materiales y de capacitacion, hacen que el
analisis quimioluminiscente empleando el kit AlkPhos sea una buena alternativa
para llevar a cabo el marcaje de las sondas, sin la necesidad de manejar
radioisotopos. Aun cuando el marcaje quimiocluminiscente resulta ser la mejor
opcidn para el marcaje de las sondas, en este trabajo no fue posible identificar por
ninguno de los andlisis de Northern blot (radiactivo y quimioluminiscente), ia
presencia de los transcritos del canal Kvy.3 ni en el rifidn y ni en el cerebro de la
rata.

Estos resultados parecen no ser claros, ya que la expresion del canal en
diferentes tejidos (rifion y cerebro) se demostrd (analisis de RT-PCR) en este
trabajo. La expresién del canal Kv, ;3 en cerebro no es sorprendente pues en él se
encuentran una gran cantidad de células excitables, por lo que la presencia de un
gran namero de transcritos es comuin en este 6érgano, sin embargo la expresion
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de este canal en el rifdn es un hallazgo novedoso e importante, aun cuando se
desconoce el papel especifico de los canales dependientes de voltaje en las
ceélulas endoteliales (Harte R.,2002, Cox..2001). Se han sugerido algunas
funciones de los canales Kv en céiulas epiteliales, de las cuales la regulacién del
volumen celular, y la reabsorcién de sodio trans-epitelial parecen ser la mas

importante (Yao.,1996; Sperelakis.,1995).
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7. CONCLUSIONES

Se lograron establecer las condiciones experimentales de los andlisis de
Northern. y de Dot blot, por dos metodologias: radiactiva vy
quimioluminiscente.

El énélisis de Northern blot resultdé ser un método poco sensible en la

Ideh‘iiﬁéécién del transcrito del canal Kvi 3 en el rifdon y cerebro de rata. Aun

asl.'la a‘l'.llsencia de un resultado positivo en los analisis de Northern blot, no
: nds indica ta inexistencia del transcrito del canal Kvq.a.

El andlisis Dot blot proporciond informacién sobre ia presencia del gen del
" canal Kvyy los transcritos obtenidos a partir de este.

La combinacion de tres protocolos moleculares (PCR, Northern blot y Dot
blot), resulto ser de gran importancia en la interpretacion de los resultados
obtenidos.

El marcaje radiactivo de las sondas, resulté ser un método complicado,
laborioso y sobre todo riesgoso para la salud. La calidad de los resultados
obtenidos fue similar a la del marcaje quimioluminiscente.

El marcaje quimioluminiscente de las sondas, utilizando el juego AlkPhos®
fue un método practico, rapido e inocuo, por lo tanto resulta ser una buena
alternativa para llevar a cabo hibridaciones de tipo Northern blot en la
identificacién de muestras problema, aun cuando la sensibilidad de la
técnica no siempre es la mas adecuada.
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9. APENDICE DE PROTOCOLOS

9.1 TRATAMIENTO PARA ELIMINAR NUCLEASAS DE RECIPIENTES EMPLEADOS
EN EL MANEJO DE MUESTRAS QUE CONTIENEN ARN

Lavar los recipientes con suficiente solucién detergente (Extrane®).
Enjuagar perfectamente.

Secar con etanol al 96%.

Cubrir los recipientes con Hz0: al 3% (10 minutos a temp. ambiente).
Enjuagar con suficiente H>2O-DEPC.

9.2 GEL DE AGAROSA AL 1% PARA MUESTRAS DE ADN

Pesar 0.3 g de agarosa LE (low electroendosmosis).

Agregar 30 ml de buffer TBE 1X.

Calentar en microondas hasta que la agarosa se disuelva.

Vaciar en un tubo de plastico.

Adicionar entre 1.0 y 1.4 ul de bromuro de etidio (10 pg /ul) y mezclar.
Vaciar la solucién en la camara de electroforesis.

Permitir que solidifique a temperatura ambiente.

Correr electroforesis con Buffer TBE 1X.

9.3 GEL. DE AGAROSA AL 1% PARA MUESTRAS DE ARN

Pesar 0.3 g de agarosa LE.

Agregar 25 ml de H>O-DEPC.

Calentar en microondas hasta que la agarosa se disuelva.

Adicionar HoO-DEPC cbp alcanzar 25 mi.

Agregar 3 ml de MOPS 10X, o bien 6 ml de MOPS 5X.

Permitir que la temperatura disminuya hasta los 35°C aproximadamente.
Adicionar 1.5 m! de formaldehido.

Vaciar la solucion en la camara de electroforesis.

Permitir que el gel solidifique a temperatura ambiente.

Correr la electroforesis con Buffer MOPS 1X.

9.4 MEZCLA DESNATURALIZANTE PARA MUESTRAS DE ARN

NOTA: Por cada 3 puL de ARN, se emplean 9.16 uL del mix desnaturalizante (reaccién 1X)
Volumen (reaccion 1X)

Formamida 50
MOPS 10X 1.0u
Formaldehlido 20 ut
GLB 1.0 pl
Bret 0.16 i
Volumen Total 9.16 ul
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9.5 AISLAMIENTO DE ARN POR EL METODO DEL TRIZOL (GiscoO BRL?®)
A. Homogenizacién de tejidos

Colocar de inmediato los 6rganos extraidos en una solucion fria gque contenga
inhibidores de nucleasas, o bien en nitrégeno liquido.

Pesar los drganos de interés.

Adicionar 1 ml de trizol por cada 50-100 mg de tejido u érganos pesados,
colocandolos de inmediato en un bafo de hielo.

Homogenizar brevemente la mezcla con ayuda de un homogenizador
{Polytron). sumergiéndola en un bafio de hielo cada 5 segundos.

Repetir esta operacién cuantas veces sea necesario, hasta que los édrganos o
tejidos queden perfectamente homogenizados .

Dispensar los érganos o tejidos homogenizados en alicuotas adecuadas
Almacenar las alicuotas a -70°C (REVCO).

B. Obtencion del material genético

Remover el material insoluble del homogenizado, centrifugandolo a no mas de
12000 g durante 10 minutos a una temperatura de entre 2-8°C.

Transferir el sobrenadante obtenido a un tubo limpio y estéril.

Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Adicionar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de trizol empleado en ia
homogenizacién.

Agitar con ta mano los tubos durante 15 segundos.

Incubar de 2 a 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12000 g durante 15 minutos a una temperatura de entre 2-8°C.

Al final de la centrifugacion se obtienen tres fases, transferir la fase acuosa a
un tubo limpio y esteril.

Precipitar el ARN obtenido (fase acuosa), adicionando 0.5 ml de alcohol
isopropilico por cada ml de trizol empleado en la homogenizacion.

Agitar en un vortex suavemente y de manera casi inmediata.

Incubar las muestras a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a una temperatura de entre 2-8°C, al
final de la centrifugacién se obtiene un precipitado gelatinoso semitransparente
(ARN).

Eliminar el sobrenadante obtenido, procurando que el ARN no se desprenda de
las paredes del tubo.

Lavar el ARN precipitado con etanol at 75% (grado molecular) en H20O-DEPC,
adicionando al menos 1 ml por cada m! de TRIizol empleado en |a
homogenizacién. -

Agitar en un vortex suavemente y de manera casi inmediata.

Centrifugar a 7500 g durante 5 minutos a una temperatura de entre 2-8°C.
Eliminar el sobrenadante obtenido, procurando que el ARN no se desprenda de
las paredes del tubo.

Permitir que el ARN seque a temperatura ambiente, aproximadamente durante
10-15 minutos.
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C. Resuspension del material genético

Resuspender el ARN en 30-40 uL de H,O-DEPC.
Pipetear varias veces el ARN disuelto, hasta obtener una suspension completa

del ARN .

Si el ARN no se emplea de inmediato, dispensario en alicuotas adecuadas,
almacenandolas a -70°C maximo 3 meses.

Si el ARN se emplea de inmediato, incubario durante 10 minutos a una
temperatura de entre 55-60°C.

Tomar 5 nL del ARN resuspendido y correrios en un gel de agarosa al 1%.
Tomar 2 uL mas para llevar a cabo su cuantificacién espectrofotomeétrica.
Verificar ila cantidad e integridad del ARN obtenido.

9.6 AISLAMIENTO DE ADN GENOMICO (Ausubel., 1995)

Reactivos: Componentes:
Buffer de digestidn Tris-HCI [pH 8.0]. EDTA 1mM [pH 8.0]
Mezcla fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24: 1)

Acetato de amonio 7.5 M Acetato de amonio, H,O
Buffer TE, pH 8.0 Tris-HCI 10mM [pH 8.0), EDTA.1.0 mM[pH 8.0]

Nitrégeno liquido N2 (-70°C)
Etanol al 70% y 100% CH;CH,OH

Colocar inmediatamente los érganos extraidos en nitrégeno liquido.

Moler entre 0.2 g y 1 g de tejido, con ayuda de un pistilo y mortero.

Resuspender el tejido molido en el buffer de digestion (1.2 mi por cada 0.1g).
Colocar la mezcla en un tubo de polipropileno de 1.5 mk.

Incubar las muestras en un barfio con agitacidén a 50°C entre 12 y 18 horas.
Extraer el ADN con un volumen equivalente de la mezcla fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico (25:34:1).

Centrifugar a 1700 g durante 10 minutos (si las fases de separacién no son
apreciables, adicionar otro volumen equivalente de buffer de digestion, sin
proteinasa K, repitiendo la centrifugacion).

Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo.

Adicionar ¥z volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2 volumenes de etanol al
100%.

Centrifugar a 1700 x g durante 2 minutos.

Lavar con etanol al 70% y secar a temperatura ambiente.

Resuspender en buffer TE (1 mg/mt).

Eliminar el ARN residual adicionando SDS al 1% y ARNasas libres de ADNasas
(1mg/mi).

Incubar a 372C durante 1 hora.

Extraer de nueva cuenta el ADN.

El ADN extraido se puede almacenar hasta un afio a -20°C.
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9.7 REACCION DE LA TRANSCRIPTASA REVERSA (RT)

Diluir 5 ug de ARNjoiat €n 10 b de H20O-DEPC (0.5ug / nl).
incubar la reaccién a 65°C durante 10 minutos.
Inmediatamente enfriar a 4°C durante 5 minutos.
Preparar la mezcla para la reaccion de RT:

Reactivos: Volumen (Reaccion 1X)
Buffer RT 5X (Tris-HCI 100 mM, KC1 500 mM, pH 8.3) 4 ul
dNTPs (dATP, dTTP. dGTP, dCTP 10mM, pH 7.0) 2 nt
DTT (0.1 M) Giaco BRL 2 ul
H (100pmoles) Roche 1 ul
RT-Pot (200 U/mi) Gisaco BRL 1 ut

Agregar 10 pl de ta mezcla de la reaccion de RT a los tubos que contienen el
ARN precalentado y enfriado.

Incubar la reaccién a 37°C durante 1 hora.

Inmediatamente incubar a 95°C durante 5 minutos.

Enfriar a 4°C

Adicionar a cada tubo 20 pl de H2O-DEPC (opcional).

El producto de la reaccion de RT puede ser almacenado a -20°C, maximo 1
semana.

9.8 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Establecer las condiciones necesarias para llevar a cabo la amplificacion de los
fragmentos de interés.

Preparar la mezcla de la reaccion de PCR (emplear al momento de su
preparacion):

Reactivos: Volumen (Reaccion 1X)
H20 340
Buffer 10X (Tris-HC1 100 mM, KCI 500 mM, pH 8.3) 5.0 pl
dNTP's (dATP, dTTP. dGTP, dCTP 10mM, pH 7.0) 1.0 ul
MgCl (25mM) Gisco BRL 1.5 ut
Taq-Pol (5 U/ul) Gisco BRL 0.5 wl
Ini 2.0 ml
2.0 ni
(50 ng) 4.0 mt

Agregar la cantidad requerida de ADN .

Centrifugar brevemente en una microfuga

Incubar la reaccidn a las temperaturas seleccionadas.

Si los productos de ia reaccién PCR no son utilizados inmediatamente, pueden
ser almacenados a —20°C hasta por un mes.
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A)

94°C:5" I 94°C:0.3" 72°C:0.3" : 72°C:0.3"
57°C.0.3"

4°Clcc

B)

94°C:5" ' 84*C:1° 72°C:0.5’ | 72°C:10°
54°C:1°
4°*Cloc

Figura 9.2 (A) Rampa de temperatura de la PCR disefiada para amplificar un fragmento de 891 pb,
empleando los iniciadores “inicKv, 3" e “inicGAPDH". (B) Rampa de temperatura de la PCR
disefiada para amplificar un fragmento de 500 pb, empleando los iniciadores pPCRKv y pGAPDH.
En ambos casos, la reaccion consté de 30 ciclos.

9.9 PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS PCR (Concert gel extraction systems,
Gisco BRL?®)

Reactivos: Componentes:

Buffer de solubilizacion det gel L1 Perclorato de sodio concentrado, acetato de
sodio, Solubilizador TBE

Buffer de lavado L2 Cloruro de sodio, EDTA y Tris-HCI

Buffer TE Tris-HC) 10mM [pH 8.0}, EDTA 0.1 mM

Precalentar una alicuota del buffer TE a 65-70°C.

Equiilibrar un bafo maria o termoblock a 50°C.

Cargar las muestras de ADN a purificar en un gel de agarosa al 1%. .

Correr la electroforesis.

Verificar las bandas de interés en un transiluminador de UV.

Cortar el area del gel que contiene los fragmentos de ADN, empleando para ello
una navaja limpia.

Pesar las rebanadas de gel.

Para geles de agarosa menores al 2%, colocar 400 mg de gel en un tubo de
polipropileno de 1.5 ml.

Adicionar 300 uL de Buffer de Solubilizacién L1 por cada 10 mg de gel.
Solubilizar las rebanadas del gel, incubandolas a 50°C por 15 minutos.

Mezclar en un vortex cada 3 minutos, asegurando fa completa disolucion del gel.
Una vez disuelto el gel, incubar la reaccion 5 minutos adicionales a S0°C.
Colocar la(s) columna(s) en un tubo para lavado de 2 ml.
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Colocar maximo 500 ul del gel soiubilizado en una columna (transferir todo el
volumen del gei solubilizado a través de una columna danica).

Centrifugar a 12000 rpm durante 1 minuto.

Descartar el volumen eluido.

Lavado opcional: colocar la(s) columna(s) nuevamente en el tubo de lavado.
Adicionar 500 pl de Buffer de Solubilizacién L1 en la columna

Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12000 rpm durante 1 minuto.

Descartar el volumen eluido.

Colocar la(s) columna(s) nuevamente en el tubo de lavado.

Adicionar 700 ul Buffer de Lavado L2 (con etanol) a la columna.

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12000 rpm durante 1 minuto.

Descartar el volumen eluido.

Centrifugar 1 minuto adicional para eliminar el Buffer de Lavado L2 residual.

Colocar la(s) columna(s) en un tubo para recuperacion de 1.5 ml.

Adicionar 50 ul del Buffer TE precalentado, justo en el centro de la columna.
incubar 5§ minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12000 rpm durante 2 minutos (12 elusion). en este paso el buffer
TE puede ser remplazado por H>O destilada estéril si se requieren obtener
muestras libres de sales.

Repetir los cuatro pasos anteriores si se requirieran elusiones adicionales

Verificar la integridad del ADN purificado a través de una electroforesis.
Cuantificar ambas extracciones con el fin de conocer su concentracion.
Las elusiones obtenidas pueden ser almacenadas a —20°C, maximo 3 meses.

9.10 MARCAJE QUIMIOLUMISCENTE DE LAS SONDAS (AlkPhos DIRECT,
Amersham pharmacia biotech)

Reactivos: Componentes:

Reactivo de marcaje Azida de sodio 0.1% (p/v)

Solucion de entrecruzamiento Contiene 4.7% (p/v) de formaldehido
Buffer de reaccion No indicados

Agua HO

NOTA: Antes de iniciar con el protocolo, se debe equilibrar un bafio maria o termoblock a
ebullicion. Preparar un bafio con hielos, en el cual permaneceran los reactivos mientras
no sean utilizados. La reaccién de marcaje de la sonda puede ser escalada,
incrementando proporcionalmente el volumen de todos los componentes de la reaccion de
marcaje.



Dituir 20 pl de la Solucion de Entrecruzamiento con 80 ul del H>O proporcionada
por el fabricante (concentracién de trabajo).

Diluir el ADN (o ARN) a marcar, a una concentracion de 10 ng/ul, empleando
para ello H>O (la concentracién de sales en las muestras de acidos nucieicos
debera ser lo mas baja posible y jamas exceder una concentracién SOmm).
Colocar 10 ul del ADN (o ARN) diluido en un tubo de microfuga

Desnaturalizar las muestras por calentamiento en un bafio maria a ebullicion
durante 5 minutos.

Enfriar inmediatamente el ADN (o ARN), colocandolo en un bafo de hielo
durante 5 minutos, centrifugar brevemente

Adicionar al ADN, 10 pl del buffer de reaccion, mezclar brevemente.

Adicionar 2ul del reactivo del reactivo de marcaje, mezclar brevemente.
Adicionar 10 ul de la solucién de entrecruzamiento (concentraciéon de trabajo).
Centrifugar brevemente.

Incubar la reaccion a 37°C durante 30 minutos.

La sonda recién marcada puede permanecer en hielo hasta por dos horas, o
bien puede ser almacenada hasta por seis meses a -30°C, siempre y cuando se
le agregue glicerol (50% v/v).

9.11 MARCAJE RADIACTIVO DE LAS SONDAS (Random primers ADN labeling
system, Invitrogen)

Reactivos: Componentes:

Mezcla de iniciadores al azar HEPES 0.67 M, Tris-HC! 0.17 M, MgCl; 17 mM, 2-
y regulador (Random Buffer) mercaptoetanol 33 mM, BSA 1.33 mg/ml, Hexameros 18
©OD 260 U/mI, [pH 6.8)

dATP dATP 0.5 mM en Tris1 mM

dcTe [«-32P] dCTP (10 uCl/ uL)

dGTP dATP 0.5 mM en Tris 1 mM

daTTP dATP 0.5 mM en Tris1 mM

Fragmentos de Klenow Fragmentos de Klenow en buffer de fosfato de potasio 50
(ADNpol §) 3 U/l mM [pH 7.0). KCI 100 mM, DTT 1 mM , 50% (v/v) glycerof

Buffer de paro EDTA 0.5 M [pH 8.0]

Agua H0

NOTA: Extremar precauciones. Contar con un detector (gaiger) y un recipiente designado
para conservar los desechos radioactivos. Utilizar pipetas, puntas, bata, guantes y lentes
de seguridad, designados exclusivamente para este uso. Trabajar atras de una pantalla
de acrilico. El transporte de muestras radiactivas debera reatizarse dentro de una camisa
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de plomo. Los reactivos deberan permanecer en un bafio de hielo mientras sean
utilizados.

Disolver 20 ng de ADN en un volumen de 5-20 ml de agua.

Sellar el tubo con papel parafilm.

Desnaturalizar las muestras por calentamiento en un bafio maria a ebullicion
durante 5 minutos.

Enfriar inmediatamente el ADN (o ARN) en un bafio de hielo durante § minutos.
Colocar cada uno de los siguientes reactivos en las paredes del tubo:

dATP 1.0 ul
dGTP 1.0
dTTP 1.0l
Random Buffer 7.5 ul
HZ0 24.5 ut
[«¢-32P]) dCTP (10 uCi/ pL) 20

Adicionar 1 ul de Klenow., mezclar y centrifugar brevemente.

Incubar fa reaccién a 28°C durante toda la noche (O/N).

Adicionar 5 ul de 0.5 M EDTA, pH 8.0 (buffer de paro).

Tomar 1 ul de la sonda recién marcada y colocario sobre un trozo de papel.
Transferir la reaccién a una columna Sephadex G50, ensamblada previamente.
Colocar la columna en un tubo para microfuga.

Eluir la sonda a través de la columna, centrifugando a 3 K durante 3 minutos.
Colocar 1 ul de la sonda recién marcada sobre un trozo de papel.

Determinar la incorporacion de los nucledtidos marcados, antes y después de
eluir las sondas, en un contador de centelleo (cuentas por minuto).

Las sondas deberan emplearse de inmediato, el tiempo de almacenamiento
maximo es de 1 semana, ya que después de este periodo los valores cpm
disminuyen considerablemente.

9.12 ANALISIS DE DOT 8LOT

NOTA: Las membranas deben remojarse en H;O destilada estéril 0 SSC 10 X antes de
ser utilizadas.

A. MUESTRAS DE ADN

Cortar la membrana de acuerdo al namero de muestras problema, marcando con
un lapiz las casillas correspondientes (1.5 cm? por muestra).

Tomar 2 pl del ADN problema, y colocarios en 8ul de H20 destilada (D1, Ci).
Tomar 5 pl de la D1, y colocarios en 5 pl de H2O destilada (D2, Co.s).

Tomar 5 pl de la D2, y colocarlos en 5 pl de H20 destilada (D2, Co.2s).

Tomar § pl de la D1, y colocarios en 5 ul de H20 destilada (D2, Co.125).
Desnaturalizar el ADN por calentamiento a ebullicién durante 10 minutos.
Inmediatamente enfriar el ADN, colocandolo 3 minutos en un bafo de hielo.
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Colocar las muestras de ADN en cada una de las casillas (maximo 50 pg / cm?)
marcadas en la membrana.
Fijar el ADN contenido en la membrana por exposicién a luz UV (cross-linker).

B. MUESTRAS DE ARN

Cortar la membrana de acuerdo al nemero de muestras problema, marcando con
un lapiz las casillas correspondientes (1.5 cm? por muestra).

Diluir el ARN a una concentracion de entre 30 y 40 ug.

Preparar una mezcla desnaturalizante para muestras de ARN (seccién 9.4).
Desnaturalizar las muestras por calentamiento a 65°C durante 15 minutos.
Inmediatamente enfriar el ARN, colocandolo 3 minutos en un bafio de hielo.
Colocar las muestras de ARN en cada una de las casillas (maximo 40 ug / cm?),
marcadas en la membrana.

Fijar el ARN contenido en la membrana por exposicion a luz UV (equipo de
entrecruzamiento).

9.13 ANALISIS DE NORTHERN BLOT (TRANSFERENCIA)

Reactivos: Componentes:
MOPS 10X y 1X MOPS 02 M ([pH 7.0], CH;COONa
0.08 M, EDTA0.01 M
HO-DEPC H2O destilada, Dietilpirocarbonato (DEPC)
SSC 10X NaCl, CgHsNa;O~-2 Hz0
NaOH 0.05N NaOH, H.O-DEPC

NOTA: Asegurarse de que todos los materiales involucrados en este protocolo, se
encuentren perfectamente libres de nucleasas. Las soluciones involucradas deberan
contener inhibidores de nucleasas

Preparar una mezcla desnaturalizante para ARN (ver seccion 4.6, tabla 4.2).
Adicionar el ARN problema: 1.0 ul de guia para ARN y entre 10 y 30 ng de ARN
problema

Calentar la mezcla de reaccion durante 10 minutos a 65°C, e inmediatamente
colocaria en un bafio de hielo durante 3 minutos.

Cargar las muestras en un gel de agarosa al 1% para ARN, procurando que
quede un carril libre entre la guia y el ARN problema.

Correr la electroforesis en una campana de extraccién, a una velocidad de 5 — 7
V/cm (el voltaje total no debera exceder los 200 V).

Una vez concluida la electroforesis, colocar brevemente el gel en un
transiluminador UV.

Alinear una regla para UV a un costado del gel (el cero debera ubicarse a la
altura de los pozos).
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Fotografiar el ge! procurando que la exposicién de este a la luz UV sea minima.
Eliminar el exceso de formaldehido, colocando el gel dentro de un recipiente que
contenga suficiente HO-DEPC.

Lavar el gel durante 5 minutos con agitacion.

Transferir el gel a un recipiente que contenga NaOH 0.05 N, remojario 20 min. a
temperatura ambiente (hidrélisis parcial del ARN).

Eliminar el exceso de NaOH colocando el gel dentro de un recipiente que
contenga suficiente H.O-DEPC, iavar durante 5 minutos con agitacion.

Transferir el gel a un recipiente que contenga suficiente SSC 10X.

Remojar el gel durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el exceso de SSC, colocando el gel dentro de un recipiente que
contenga suficiente H,O-DEPC, lavar durante 5 minutos con agitacion.

Cortar un trozo de papel Whatman 3MM, este debera ser aproximadamente 3 cm
mas ancho y largo que el gel y debera cubrir el puente por completo.

Humedecer el papel Whatmann 3MM en SSC 20X.

Colocar el puente y papel Whatman 3MM en el recipiente de transferencia.
Agregar suficiente volumen de la solucidn SSC 20X, de manera que el papel
Whatman colocado sobre el puente alcance a humedecerse.

Eliminar con ayuda de un rodillo (pipeta), las burbujas que se lleguen a formar,
entre el puente y el papel Whatman 3MM.

Cortar la esquina inferior del gel e invertirlo (identificacion de los carriles),
colocandolo encima del papel Whatman 3MM, localizado encima det puente.
Cortar la membrana de nylon del mismo tamario que el gel.

Con ayuda de unas pinzas colocar la membrana perfectamente alineada encima
del gel.

Eliminar con ayuda de un rodillo {pipeta), {as burbujas que se lleguen a formar.
Rodear con papel parafilm el papel 3MM que no alcanzé a ser cubierto por el
gel:

Papel
Parafim

Cortar 2 piezas de papel Whatman 3MM del mismo tamafio del gel,
humedeciéndolas en SSC 2X.
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Colocar una pila de servitoallas (aproximadamente 10 cm de altura) sobre los
papeles Whatman 3 MM.

Colocar una placa de vidrio o plastico (alrededor de 500 g) encima de la pila de
servitoallas:

Peso (500g) ————»

Papel Whatm == Soporte

ape atman ===
3MM E==3e——————————— Servitoallas
T
Membrana @—1f - > I Gel
Py E E |<_ Papel Whatman
uente -— MM
— SSC 20X

Transferir el ARN a temperatura ambiente alrededor de 6 a 18 horas.

Verificar cada hora que las servitoallas no se encuentren hiimedas, si este fuera
el caso sera necesario remplazarlas por servitoallas secas.

Una vez finalizada la transferencia, retirar las servitoallas junto con los papeles
Whatman 3MM que se encuentran sobre la membrana.

Voltear el gel junto con la membrana, sin separarlos, colocando el gel encima de
un papel Whatman 3MM seco.

Marcar cuidadosamente con ayuda de un lapiz, o bien con una pluma de punta
redonda, el lugar que corresponde a cada uno de los pozos del gel sobre la
membrana.

Despegar la membrana del gel, desechando este ultimo.

Lavara la membrana con suficiente SSC 6X durante 5 min.

Permitir que la membrana seque a temperatura ambiente, colocandola encima
de un servitoalla limpia, minimo durante 30 min.

Fijar el ARN contenido en la membrana por exposicion a luz UV2s4 nm (equipo de
entrecruzamiento) durante 2 min.

Si la membrana no es empleada de inmediato, esta puede ser almacenada hasta
por 1 mes a temperatura ambiente, dentro de papel aluminio.

9.14 HIBRIDACION QUIMIOLUMINISCENTE

. TESIS (rw |
Rascivos: companeries: | GATT A DE GitIGEN |

Reactivo de bloqueo No i dos
Buffer de hibridacion Urea 12% (p/v)
Buffer de lavado primario Urea, SDS, Fosfato de sodio 0.5 M (pH 7.0), NaCl,

MgCl; 1.0 M, Reactivo de bloqueo
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Buffer de lavado secundario Tris base, NaCl y MgCl; 1m

Buffer de hibridacion NaCl concentracion final 0.5 M, Reactivo de bloqueo
(solucion de trabajo) 4% concentracion final

NOTA: Trabajar a las temperaturas indicadas, pequefias variaciones podrian afectar los
resultados. La astringencia se controla variando la temperatura de hibridacion.

En un_tubo colocar el volumen requerido de buffer de hibridacion (0.25 - 0.125
ml/cm? de membrana).

Precalentar el buffer de hibridacién a 55°C.

Colocar las membranas dentro del buffer de hibridacion.

Pre-hibridar por al menos 15 minutos a $5°C en un horno de hibridacion.

Es esencial que las membranas se muevan libremente.

Adicionar la sonda marcada al buffer pre-hibridado (5-10 ng de sonda/mt de
buffer de hibridacion).

Mezclar cuidadosamente (la sonda quimioluminiscente no debe ser
desnaturalizada antes de ser utilizada).

Hibridar a §5°C durante toda la noche en un horno de hibridacién.

Precalentar a 55°C el buffer de lavado primario (2-5 ml / cm? de membrana).
Transferir cuidadosamente las membranas al buffer de lavado primario.
Lavar las membranas durante 10 minutos a 55°C.

Efectuar un lavado adicional con buffer de lavado primario (nuevo).

Lavar las membranas durante 10 minutos a 55°C.

Transferir las membranas a un contenedor limpio.

Adicionaries buffer de lavado secundario en exceso.

Lavar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Efectuar un lavado adicional con buffer de lavado secundario (nuevo)

Lavar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Si la deteccidn no es inmediata, las membranas pueden permanecer en este
buffer maximo 30 minutos a temperatura ambiente antes de ser reveladas.

9.15 HIBRIDACION RADIACTIVA

Reactivos: Componentes:
Buffer formamida de SSC 65X, Solucion Denhardt 5X, Formamida al 50% -
prehibridacién / hibridacion (p/v), SDS al 1% (p/v), ADN esperma de saimén
SSC 2X, 0.2X y0.1X al 1% NaCi, CeHsNayO-2 HO, SDS

en SDS (p/v)
NOTA: Trabajar a las temperaturas indicadas, ya que pequefas variaciones podrian

afectar los resultados. La astringencia puede ser controlada variando la temperatura de
hibridacién y la concentracién de SSC. Extremar las precauciones.
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Colocar la membrana dentro de un tubo de hibridacion.

Agregar la cantidad requerida de buffer formamida (1 ml/ 1x10° cpm).
Pre-hibridar la sonda a §5-60°C durante toda la noche.

Desnaturalizar la sonda por calentamiento a ebullicion durante 10 minutos.
Adicionar la sonda marcada al buffer pre-hibridado (1x10° cpm /mL de buffer
formamida), mezclar cuidadosamente.

Hibridar a 55-60°C durante toda la noche en un horno de hibridacion.

Eliminar el buffer de hibridacion y lavar las sondas con una solucién SSC 2X,
0.2X, 1X en SDS al 1% (segun sea la astringencia requerida).

Envolver las membranas en papel Saran Wrap®, eliminando cuidadosamente las
burbujas que se lleguen a formar entre la membrana y el papel.

9.16 GENERACION DE LA SENAL QUIMIOLUMINISCENTE (CDP-Star®)

Reactivos: Componentes:
Reactivo de deteccion Solucidn de 2-cloro-5-(4 metoxispiro (1,2 dioxi o-
CDP-Star 3,2'-(5'-cloro)-triciclo[3,3,1,1>7] decanol-4 il) fenil

fosfato disddica < 15% (p/v)

NOTA: Emplear guantes libres de polvo, o bien lavarlos con suficiente agua o alcohol
antes de ser utilizados. Dispensar el reactivo de deteccién en alicuotas adecuadas.

Eliminar el buffer de lavado secundario.

Colocar la membrana sobre una superficie lisa, limpia y no absorbente. No
permitir que las membranas sequen completamente.

Adicionar el reactivo de deteccion sobre las membranas (30-40 ul / cm? de
membrana).

Incubar la reaccién durante 2-5 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el exceso del reactivo de deteccion, escurriendo las membranas a
través de una superficie no absorbente.

Envolver las membranas en papel Saran Wrap®, eliminando cuidadosamente las
burbujas que se lleguen a formar entre la membrana y el papel.

La sefial quimioluminiscente generada al agregar el reactivo de deteccion puede
observarse en tan solo unos minutos y su duracién puede ser de hasta 5 dias.

9.17 AUTORADIOGRAFIA

NOTA: Para experimentos iniclales se recomienda exponer la pelicula durante 1 hora, sin
embargo el tiempo de exposicion puede variar. La sefal quimioluminiscente dura algunos
dias, alcanzando su punto mas alto unas horas después de que se le adiciona el reactivo
de deteccion.

Colocar las membranas envueltas en papel Saran Wrap dentro de un casete, el
lado que contiene el ARN debe quedar frente a la pelicula de diagnéstico.
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Apagar las luces del cuarto y colocar la pelicula de diagndstico encima de la
membrana.

Cerrar el casete y exponer el tiempo que sea necesario (membranas
quimiolumuniscentes desde algunos minutos hasta cinco dias; membranas
radiactivas desde 24 horas, hasta 1 semana). Las membranas radiactivas
pueden revelarse en menor tiempo, exponiéndolas a -70°C.

Retirar la pelicula del casete y revelarla.

Si los resultados no son los esperados, se pueden realizar exposiciones
subsecuentes (tiempos de exposicidn prolongados incrementan el fondo).
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