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1) Resumen. 

Los canales de potasio sensibles al voltaje han sido extensamente estudiados en 

las células excitables, donde se sabe que participan en la fase de repolarización 

después de un potencial de acción. 

El riñón es el órgano encargado de mantener la composición y el equilibrio 

electrolltico de los fluidos del cuerpo por lo que las células de este órgano 

presentan una actividad de reabsorción y secreción de iones muy alta. 

Recientemente en nuestro laboratorio se identificaron tres canales de ~ sensibles 

al voltaje en los tú bulos colectores de la médula interna del riMn de rata: El Kv1.1 , 

Kv1 .3 y Kv1.6. El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo un estudio sistemático 

por RT-PCR de los canales de potasio sensibles al voltaje que están presentes en 

todo el riñón de la rata. Se identificó el ADNc de los canales Kv1 .2, Kv1.4 y Kv4.3; 

y se confirmó la presencia del Kv1 .7, Kv2.1 y Kv7.1. Estos canales podrían estar 

involucrados en el reciclaje de K+, el cual es necesario para que se lleve a cabo la 

reabsorción del Na + y del CI" en las células de este órgano. 
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2) Introducción. 

Los riñones están localizados en la parte media de la espalda, inmediatamente 

debajo de la caja torácica (la estructura formada por las costillas); tienen forma de 

frijol y cada uno tiene el tamaño aproximado de una mano cerrada. Los riñones 

son una compleja maquinaria de purificación. A diario purifican aproximadamente 

200 litros de sangre para filtrar unos 2 litros de desechos y exceso de agua, los 

cuales se convierten en orina que fluye a la vejiga a través de tubos llamados 

uréteres. 

El riñón junto con los uréteres, la vejiga urinaria y la uretra, constituyen el sistema 

urinario. En el riñón se llevan a cabo gran parte de los procesos que contribuyen a 

la homeostasis de los líquidos y electrolitos, además de ser uno de los órganos 

responsables de mantener la composición de los fluidos corporales en los 

animales superiores. Estas funciones se realizan fundamentalmente mediante tres 

procesos: filtración glomerular, reabsorción y secreción tubular. 
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Flg.1. Componentes principales del 
sistema urinario humano. 
Los riñones se encargan de 
producir la orina a partir del plasma. 
La orina se transporta hacia la 
vejiga a través de los uréteres en 
donde se almacena temporalmente 
antes de ser expulsada hacia el 
exterior a través de la uretra. 



2.1) Moñología del Riñón. 

La cara interna de cada riñón tiene una región en forma de muesca llamada hilio, a 

través de la cual pasan la arteria y la vena renal, los vasos linfáticos, los nervios y 

el uréter, que lleva la orina desde el riñón a la vejiga. Si se practica un corte 

transversal del riñón, las dos regiones principales que pueden verse son la corteza 

externa y la región interna llamada médula. La médula está dividida en numerosas 

masas de tejido de forma cónica llamadas pirámides renales. La base de cada 

pirámide nace en el límite entre la corteza y la médula y termina en la papila que 

penetra en el espacio de la pelvis renal, una prolongación de la parte superior del 

uréter que tiene forma de embudo. El borde externo de la pelvis se divide en 

pequel'ias bolsitas de extremos abiertos llamadas cálices mayores, los cuales se 

extienden por abajo y se dividen en los cálices menores; existen dos o tres cálices 

mayores y ocho a dieciocho cálices menores. Cada cálice menor recolecta orina 

de los túbulos colectores de las pirámides. Desde los cálices mayores, la orina 

drena hacia la pelvis y después hacia el uréter. 

La corteza y las pirámides renales constituyen el parénquima (porción funcional) 

del riñón. Desde el punto de vista estructural, el parénquima de cada riñón está 

formado de aproximadamente 1.3 millones de nefronas, la unidad anatómica 

mínima funcional del riñón, ordenadas de manera paralela y acompal'iadas de una 

red intrincada de vasos sanguíneos. 

Art.rla r.nal 

V.na renal 

Flg.2. Anatomfa del rlMn. 
(modificada de www.abc.net.au/sclence) 

Corteza 
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Cada nefrona es una estructura tubular contorneada cuya pared está formada por 

células epiteliales especializadas. La morfología y función de estas células 

cambia en la medida en la que se constituyen los diferentes segmentos de la 

nefrona. Cada nefrona se constituye de 5 segmentos funcionales muy bien 

definidos: el glomérulo, el tú bulo proximal, el asa de Henle, el túbulo distal y el 

tú bulo colector. 

Glomerulo 
Arteriola 
aferente ----.. 

Arteriola 
eferente ------:l,,_~.A 

2.2) Función renal. 

A .. 
de 

Henle 

Flg.3. Principales componentes de 
la nefrona, rodeada por vasos 
sangufneos. 
(modificada de 
www.anselm.edu/homepage.com) 

El trabajo principal del sistema urinario se realiza en los riñones cuyas funciones 

más importantes son: filtrar el plasma y eliminar sustancias del filtrado según las 

necesidades del organismo. De esta manera se forma la orina, la cual debe ser 

expulsada constantemente del organismo. Además los riñones se consideran 

órganos endocrinos, ya que se encargan de producir hormonas y autacoides como 

la eritropoyetina y las prostaglandinas. 
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Las funciones principales que se llevan a cabo en los riñones son: 

Excreción de los productos metabólicos de desecho y de las sustancias químicas 

extrañas. 

Regulación del equilibrio hídrico y electrolítico. 

Regulación de la osmolaridad de los líquidos corporales y de las concentraciones 

de electrolitos. 

Regulación del equilibrio ácido-base. 

Regulación de la presión arterial. 

Secreción, metabolismo y excreción de hormonas. 

Gluconeogénesis. 

El transporte transepitelial de los íones tales como el Na+, K+, el', e03-, ea2+, W y 

los amínoácídos, es una de las funciones elementales de los riñones, el intestino y 

los pulmones. Este transporte es necesario para mantener la osmolaridad del 

plasma sanguíneo, para transportar sustancias nutritivas como los carbohidratos y 

aminoácidos desde la luz intestinal hacia la sangre, para la secreción de moco en 

las vías respiratorias, etc. Sean cuales fueren los solutos que transportan los 

diversos epitelios, dicho transporte depende, en gran parte, de las proteínas de 

membrana que expresan las células epiteliales. 

2.3) PROTEfNAS DE TRANSPORTE 

Pocas son las moléculas que entran o salen de la célula, o difunden por la 

membrana de los organelos sin la ayuda de proteínas. Incluso el paso de algunas 

moléculas, como el agua o la urea, que pueden difundirse a través de bicapas 

fosfolipídicas, a menudo es acelerado por proteínas de transporte. Existen tres 

clases principales de proteínas de transporte membranales con un alto grado de 

especificidad por la sustancia que transportan. 
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Las bombas impulsadas por ATP. Son ATPasas que usan la energía de la 

hidrólisis del ATP para mover iones a través de la membrana, en contra de un 

potencial eléctrico o de un gradiente químico de concentración. 

Transportadores. Son proteínas que se encargan de mover una gran cantidad de 

iones o moléculas a través de las membranas celulares. Los transportadores fijan 

una sola molécula de sustrato (o muy pocas) a la vez. Después de que se fija esta 

molécula, el transportador sufre un cambio de conformación de manera que solo 

las moléculas de sustrato unidas son transportadas a través de la membrana. 

Canales. Son proteínas que forman un poro en la membrana plasmática a través 

del cual se mueven a gran velocidad iones especificos o moléculas de agua en un 

proceso energeticamente favorable. 

Bomba Impulsada 
porATP 

• 

Interior 

ATP ADP+ p¡ 
(1 - 103 iones/s) 

Flg.4. Protelnas de transporte. 

Canallónico Transportador 

(107-108 iones/s) (102-104 molec/s) 
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2.4) Canales iónicos. 

Los canales iónicos son componentes clave en la actividad de las células vivas, ya 

que permiten el paso selectivo de iones a través de ellos desde un lado de la 

membrana hasta el otro y también ejercen control sobre el movimiento de estos 

iones ya que se pueden cerrar o abrir. Los canales pueden ser monómeros o 

heteromultlmeros. Contienen un poro en el centro que se puede abrir mediante un 

cambio conformacional y de esta manera dejan fluir iones a través de la 

membrana. Los iones pueden llegar a fluir a velocidades superiores a 100 millones 

por segundo. Este movimiento de los iones genera una corriente eléctrica que 

puede ser medida. 

Los canales iónicos consisten en una o más subunidades polipeptldicas con 

segmentos transmembranales. los canales tienen varios componentes 

funcionales. la llamada compuerta de activación que determina si el canal está 

abierto o cerrado, y cada uno de estos estados refleja una conformación diferente 

de las proteinas de membrana. Segundo, los canales pueden responder a uno o 

varios estlmulos (1) cambios en el potencial de membrana, (2) sistemas de 

segundos mensajeros que actúan en el lado citoplasmático o (3) ligandos, tales 

como neurotransmisores, que se unen a la cara extracelular de la proteína de 

membrana. Estas sel'lales regulan transiciones entre los estados abierto y cerrado. 

Un tercer componente funcional de los canales iónicos es el filtro de selectividad el 

cual determina el ion en particular (ej. Na+, K+, Ca2+ ) o las clases de iones (ej. 

aniones o cationes) que tienen acceso al poro del canal. El cuarto componente 

funcional es el mismo poro del canal. Cada vez que el canal asume la 

conformación abierta, éste provee de una vía continua entre los dos lados de la 

membrana, de modo que los iones pueden fluir a través de él por difusión pasiva 

(sin gasto de ATP) antes de que el canal se vuelva a cerrar. Durante cada 

apertura del canal, muchos iones fluyen a través de su poro, usualmente un 

número suficiente como para ser detectado como una pequel'la corriente 

mediante técnicas muy sensibles como el "Patch-clamp·. 
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Canales de sodio. Debido a que la diferencia de potencial electroquímico para el 

sodio generalmente es negativa, el gradiente favorece el movimiento neto del Na+ 

hacia adentro de virtualmente todas las células del cuerpo. De esta manera un 

canal de Na+ abierto actuará como un conducto para la entrada pasiva del Na+. 

Una característica fisiológica de los canales que median la entrada de Na+ es la 

transmisión de información. Los canales de Na+ sensibles al voltaje son 

responsables de la generación del potencial de acción (ej. impulso nervioso) en 

muchas células excitables. Otra característica fisiológica de los canales de Na + 

puede ser encontrada en algunas células epiteliales tales como aquellas de ciertos 

segmentos del túbulo renal e intestino, en este caso los canales de Na + se 

encuentran restringidos a la superficie apical de la célula, donde permiten el paso 

de Na+ hacia dentro de la célula epitelial desde el lumen del tú bulo renal o el 

lumen intestinal. El flujo pasivo es un paso clave en el movimiento de Na + a 

través del epitelio entero, desde ellumen hacia la sangre. 

Canales de calcio. La diferencia de potencial electroquímico para el Ca2
+ también 

es siempre negativa, así que el Ca2
+ tiende a moverse hacia adentro de la célula. 

Cuando los canales de calcio están abiertos, el Ca2+ rápidamente entra a la célula 

a favor de su gradiente electroquímico. El movimiento entrante de Ca2
+ juega un 

papel vital en la señalización transmembranal tanto en las células excitables como 

en las no excitables, así como en la generación del potencial de acción en algunas 

de las células excitables. 

Canales de potasio. El K+ tiende a difundirse hacia afuera de la célula. En 

virtualmente todas las células, los canales de potasio establecen el potencial de 

membrana en el reposo y participan en la fase de la repolarización del potencial 

de membrana después de un potencial de acción en las células excitables, y la 

secreción y reciclaje de potasio en las células no excitables. 
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2.5) Canales de potasio. 

Los canales de potasio han sido observados en virtualmente todos los tipos de 

células pertenecientes a una extensa clasificación filogenética de especies 

incluyendo los procariontes. La gran diversidad de canales de K+ se pueden 

agrupar dentro de muchas clases conservadas de familias de genes (Gutman A. 

Et al. 2003). Actualmente se conocen varias familias de canales de K+, la mayoría 

de ellas está compuesta por múltiples miembros. Una característica universal de 

todas las familias es una secuencia conservada que forma parte del poro y es la 

que le da al canal su selectividad al K+. 

PORO 

Canales4TM 

Canales2TM 
Los canales formados por proteinas de 
dos dominios transmembranales 
incluyen los rectificadores entrantes, los 
canales I(,.TP, y los canales acoplados a 
proteinas G. El extremo amino y 
carboxilo terminal de las proteinas están 
localizados en el citoplasma y la región 
del poro se encuentra entre los dos 
dominíos transmembranales. El canal 
funcional es un tetrámero formado por 
estas subunidades.(modificada de www. 
ipmc.cnrs.fr/) 

A esta clase de canales pertenece la 
familia K2p; contienen 2 subunidades de 2 
dominios transmembranales ligadas una 
tras otra y el canal funcional está formado 
por un dímero de las subunidades de 4 
dominios transmembranales y dos 
segmentos de poro. (Fig. modificada del 
Boron W. 2003) . 

N e 
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Canales 7TM 

". - .: .~ ~~~~D, . ., .: ~~. Canales 6TM 
Incluyen a los canales Kv y los canales de 
K+ activados por calcio de conductancia 
baja e intermedia (Kca). El extremo amino y 
carboxilo terminal de estas proteínas esta 
localizado intracelularmente y la región del 
poro esta localizado entre el quinto y sexto 
dominio transmembranal. El canal funcional 
esta formado por la asociación tetramérica 
de esas subunidades de seis dominios 
transmembranales. 

A este tipo pertenece un canal de 
alta conductancia, Slo, el canal 
funcional es un tetrámero, pero a 
diferencia de otros canales, Slo 
tiene su extremo amino terminal 
localizado extracelularmente. 
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Canales8TM 
Una clase de protelnas que tiene 
un segmento de seis dominios 
transmembranales unido a uno de 
dos dominios transmembranales. El 
canal funcional está formado por la 
asociación de dos subunidades de 
ocho segmentos transmembranales 
con dos regiones de poro. (Choe S. 
2002). 



2.6) Canales de potasio sensibles al voltaje. 

La familia de los canales de potasio sensibles al voltaje (Kv) constituyen la familia 

más grande de canales de potasio. Todos los miembros que integran esta familia 

poseen una serie de características comunes entre ellos. Los canales Kv se 

componen por cuatro subunidades a (son tetrámeros), las cuales cuentan con un 

extremo amino y un extremo carboxilo terminales localizados en el citoplasma. 

Cada subunidad a se compone a su vez de seis dominios transmembranales 

(S1-S6), un sensor de voltaje (S4) y una región de poro transmembranal selectivo 

para el ion ~ (localizado entre los segmentos S5 y S6). 

Fig.5. Topología de la subunidad a de un canal de K+ sensible al voltaje (Kv). La región del poro 
se localiza entre los segmentos transmembranales S5 y S6. El segmento S4 actúa como sensor 
de voltaje (conjunto de aminoácidos cargados positivamente). 
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2.7) Distribución de algunos Kv's en mamíferos. 
Tabla.1 (Modificada de Shleh et al. 2000) 

Subfamilia Integrantes 

Kv1 

Kv2 

Kv3 

Kv4 

Kv7 

Kv 1.1 

Kv 1.2 

Kv 1.3 

Kv 1.4 

Kv 1.5 

Kv 1.6 

Kv 1.7 

Kv 1.10 

Kv 2.1, Kv2.2 

Kv 3.1 
Kv 3.2 
Kv 3.3 
Kv 3.4 

Kv4.1 

Kv 4.2 
Kv 4.3 

Kv 7.1 

Kv 7.2 
Kv 7.3 
Kv 7.4 

Kv 7.5 
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Tejidos en los que 
se expresa. 

Neuronas, corazón, retina, 
islotes pancreáticos, riñón6

. 

Cerebro, corazón, islotes 
pancreáticos. 

Linfocitos, cerebro, pulmón, 
vaso, riñón6

. 

Cerebro, corazón, islotes 
pancreáticos. 

Cerebro, corazón, riñón, pulmón, 
músculo esquelético. 

Cerebro, riñón6
• 

Corazón, islotes pancreáticos. 
Riñón19

• 

Cerebro, aorta, riñón22
• 

Cerebro, corazón, riñón, 
músculo esquelético, retina. 

Cerebro, músculo, linfocito. 
Cerebro. 
Cerebro, hígado. 
Cerebro, músculo esquelético. 

Cerebro, corazón, hígado, riñón, 
pulmón, placenta, páncreas. 

Cerebro 
Corazón, cerebro. 

Corazón, riñón, pulmón, colon, 
placenta. 

Cerebro, neuronas. 
Cerebro, neuronas. 
Oído interno, sistema auditivo 

central, células del pelo. 
Cerebro, músculo esquelético. 



Es importante notar que este tipo de canales ha sido ampliamente estudiado en 

las células excitables tales como las del sistema nervioso y muscular, donde se 

sabe que participan en la repolarización del potencial de membrana. En estas 

células la apertura o activación de los canales de potasio sensibles al voltaje es 

inducida por la despolarización de la membrana celular, la cual promueve un 

cambio en la conformación del sensor de voltaje, permitiendo con ello la apertura 

del canal y, en consecuencia, el flujo de iones a través de la membrana celular. 

En las células no excitables como son las de los epitelios (riñón, intestino, colon, 

pulmones, etc) también se han encontrado este tipo de canales; sin embargo, la 

función que cumplen en estos tejidos esta relacionada con la secreción y el 

reciclaje de potasio. Algunos ejemplos de los epitelios donde se han encontrado 

canales de potasio sensibles al voltaje son los de la córnea (mantienen el balance 

de sal yagua para una función normal de estas células. Wang L. et al 2004), la 

próstata (parecen estar relacionados con la mitogénesis y el cáncer. Ouadid

Ahidouch H. et al 1999), los alvéolos Ouegan un papel importante en la regulación 

del volumen y la composición iónica del fluido alveolar. Lee S. et al 2003), el 

intestino (están involucrados en la restitución rápida de la mucosa cuando hay 

lesiones Rao J. et al 2002), el colon (están involucrados principalmente en el 

reciclaje de potasio, la absorción de sodio y la secreción de cloro Tumheim K. et al 

2002) y el riñón (parecen estar relacionados con la regulación del volumen celular 

y la reabsorción de sodio Escobar L. et al 2004). 
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3) ANTECEDENTES. 

En nuestro laboratorio se registró una corriente de potasio en un cultivo primario 

de los túbulos colectores de la médula interna del riMn de la rata. Recientemente 

se identificaron algunos de los canales de K+ que están presentes en estas células 

por técnicas de RT-PCR. inmunocitoqulmica e inmunofluorescencia: los canales 

Kv1 .1. Kv1.3 y Kv1 .6 (Escobar L. et al 2004). 

El objetivo de esta tesis es el estudio sistemático de la presencia de otros genes 

de la subfamilia Kv1 y del resto de las subfamilias: Kv2. Kv3. Kv4 y Kv? en el ril'\ón 

de la rata por la técnica de RT-PCR. 

15 



4) OBJETIVOS. 

OBJETIVO GENERAL: 

Identificar los genes de las subfamilias Kv1, Kv2, Kv3, Kv4 y Kv? 

en el riñón de rata. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

• Diseñar oligonucleótidos especificos para cada canal Kv1 y 

oligonucleótidos degenerados para la amplificación de 

fragmentos de ADNc de los miembros de las subfamilias Kv2, 

Kv3, Kv4 y Kv? 

• Establecer las condiciones de la RT-PCR para la amplificación 

de los fragmentos de ADNc de cada canal de la subfamilia Kv1 y 

del resto de las subfamilias. 
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5) METODOLOGíA GENERAL. 

A continuación se muestra de manera general la metodología y los materiales 

involucrados en el desarrollo experimental del presente trabajo. Para obtener 

informacíón detallada acerca de los métodos y reactivos utilizados favor de ver el 

apéndice. 

Almacenamiento en 
ultracongelador 

(-70 oC) 

Ratas macho 

~ 
Wistar ~ 

Riñón Cerebro 

~ ~ 
Extracción de ARNToIal 
con cloruro de cesio 

Tratamiento con 
DNasa 1 

Recuperación del 
ARNTotal 

Reaccíón de retrotranscripción 
(RT) 

~ 
Reacción en cadena de la 

polímerasa (PCR) 

~ 
Purificación de fragmentos 

amplificados 

~ 
Análisis por secuencíacíón 
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6) RESULTADOS Y DISCUSiÓN. 

6.1) Obtención de ARNtotal con guanidina y cloruro de cesio. 

Se utilizaron el riñón y el cerebro de la rata para obtener el ARN10tal de estos 

órganos (el método se describe en el apéndice 1). El ARN obtenido fue tratado 

con Dnasa 1 libre de RNasas para evitar contaminación con ADN genómico (el 

ADN de la célula) durante la reacción. La integridad del ARN extraído se 

comprobó con una electroforesis de la muestra (Fig. 6, método apéndice 2). 

Figura 6. 
ARN_ extraldo con guanldlna y cloruro de 
cesio en un gel desnaturallzante de agarosa 
al 1%. M) marcador ARN "Ladder" O.24-9.5Kb 
GIBCO BRL • A) ARN extra Ido de rlMn de rata 
B) ARN extraldo de cerebro de rata. En ambos 
casos se observan las dos bandas 
correspondientes a ARN rlbosomal 28s y 
185. 

Las dos bandas que se observan en el gel corresponden a las de las subunidades 

28S y 18S ribosomal, respectivamente, de las células eucariontes, y son una 

medida de la integridad del ARNtotal después de la extracción. Se observó una 

ligera degradación del ARN pero está en buenas condiciones para ser utilizado. 

Con este ARNtotal se realizó una reacción de retrotranscripción para obtener ADNc 

el cual se usó como templado en la reacción de PCR (apéndice 3). 

6.2) Controles. 

Se realizó una reacción de PCR con el ARN como templado (sin realizar la 

retrotranscripción). En este control no se obtuvo ninguna amplificación, lo que 

indica que el ARN estaba libre de ADN genómico. 
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Todos los controles positivos fueron realizados con ADNc de cerebro de rata . 

Control positivo para los miembros de la subfamilia Kv1. 

872 

603 

310 

Fig.7. Fragmentos correspondientes al extremo 
carboxilo de canales de potasio de la 
subfamilia Kv1 con ADNc de cerebro de rata. 
M) Marcador de peso molecular q,17 4 RF DNAI 
Hae 111 fragments A) Kv1.2 B) Kv1 .4 C) Kv1 .5 
D) Kv1.6 E)Kv1.10 véase apéndice tabla 2. 
Para el canal Kv1.7 no se amplifico ninguna 
banda al igual que para el Kv1.5 (dato no 
mostrado\. 

Solamente con los oligonucle6tidos disel'lados para los canales Kv1.5 y Kv1.7 no 

se obtuvieron las amplificaciónes esperadas de 480 y 576 pb respectivamente a 

pesar de que se varió la temperatura de alineamiento en una rango desde 4goC 

hasta 63°C y la concentración de MgCI2 desde 1 mM hasta 4 mM, por lo que se 

deduce que son los oligonucle6tidos los que no están reaccionando. 

También se observa claramente que hay una mayor intensidad en la banda 

amplificada con respecto al ril'\6n de los canales Kv1.2, Kv1.4 y Kv1.6 esto se 

debe probablemente a que en el cerebro se obtuvo una mayor cantidad de ADNc 

de estos canales (Figs. 7 y 9). 

Control positivo para las subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7. 

872 

603 

318 

Fig.8- Fragmentos correspondientes a las 
subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7. M) Marcador 
de peso molecular q,174 RF DNAI Hae 111 
fragments. A) y B) Bandas correspondientes al 
Kv2, C) y D) Bandas correspondientes al Kv3, 
E) y F) Bandas correspondientes al Kv4, G) y H) 
Bandas correspondientes al Kv7. 
Nota: cada banda con su respectivo par de 
oligonucleótidos (ver apéndice tabla 3). 
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Con el AONc del cerebro se obtuvieron todas las bandas esperadas a excepción 

de las correspondientes a los Kv's 1.5 y 1.7. Esto es una prueba de la efICacia de 

los primers diseñados. 

6.3) Identificación de la subfamilia de canales de potasio sensibles al voltaje 

Kv1 en el riñón de la rata. 

Se realizó un PCR a partir del AONc obtenido del riñón de rata y se amplificaron 

secuencias especificas de los canales Kv1.2. Kv1.4. y Kv1.7. También se probaron 

oligonucle6tidos para los canales KV1.5. y Kvuo. Para llevar a cabo la amplificación 

de estos fragmentos se utilizaron un par de oligonucle6tidos en cada caso. 

dirigidos hacia la región del poro y al extremo carboxilo tenninal para asegurar su 

especificidad ya que ésta es la región que más difiere entre los distintos canales 

Kv1 (apéndice 4.1). 

Para encontrar las condiciones óptimas de amplificación de cada fragmento se 

variaron la temperatura de alineamiento y la concentración de MgCI2. llegándose a 

una temperatura de alineamiento de 50 oC y una concentración de MgCI2 de 

1.5 mM. Para más detalles de las condiciones de reacción ver apéndice 5. 

Posterionnente se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1 % con los 

productos de PCR obtenidos (apéndice 6). 

Figura 9. Fragmentos correspondientes Peso 
al extremo carboxllo de canales de Banda esperado 

872 potasio de la subfamllla Kv1. (pb) 

MI Marcador de peso molecular IP174 A 447 
603 RF DNAI Hae 111 fragmenta Al Kv 1.2 B 456 

BI Kv 1.4 CI Kv 1.5 D) Kv 1.6 e 468 
El Kv 1.7 F)Kv 1.10 (nótese que la D 386 

31t banda obtenida no corresponde al peso 
E 576 esperado) véase apéndice tabla 2. 
F 552 
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Purificación y secuenciación de los fragmentos de PRC. 

Los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados a partir del gel con el Kit 

·Concert Gel Extraction Systems" (GrBco BRL ®; apéndice 7). La secuencia se 

obtuvo con el método automatizado AB1 Prism 310, Perkin Elmer. 

Se obtuvieron amplificaciones de los fragmentos de ADNc con los pesos 

esperados para cada uno de los miembros de la subfamilia Kv1 (apéndice tabla 2), 

a excepción del Kv1.1 O ( Fig. 9), cuyo peso se esperaba de 552 pb. El análisis de 

la secuencia que se realizó para cada uno de los fragmentos obtenidos reveló la 

presencia de los canales Kv1.2, Kv1.4 y Kv1.7. 

Hasta la fecha seis miembros de la subfamilia Kv1 han sido localizados en el 

riMn, entre ellos están: Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 en los túbulos colectores de la medula 

interna (Escobar et al.), Kv1.5 y Kv1.7 en el riMn completo (Shieh et al y Kashuba 

et al. Respectivamente) y el Kv1.10 en el conducto colector cortical (Lang et aL). 

En este trabajo se identifican por primera vez la presencia de los dos miembros 

restantes de esta subfamilia el Kv1.2, Yel Kv1.4 y se confirmó la del Kv1.7. 

Secuencias obtenidas (ver apéndice de Secuencias): 

CCCGGATGCCTTCTGGTGGGCAGTCGTCTCCATGACAACTGTAGGCTATGGAGACATGGTT 
CCAACTACCATTGGGGGAAAGATAGTGGGTTCTCTGTGTGCAATTGCAGGTGTGTTAACCA 
TTGCCTTACCAGTCCCTGTCATAGTGTCTAATTTCAACTACTTCTACCACCGGGAGACAGA 
GGGAGAGGAGCAGGCCCAGTACTTGCAAGTGACAAGTTGTCCAAAGATCCCGTCCTCCCC 
TGACCTAAAGAAAAGTAGAAGTGCCTCTACCATAAGTAAGTCTGATTACATGGAGATACA 
GGAGGGAGTAAACAACAGTAATGAGGACTTTAGAGAGGAGAACTTAAAAACAGCCAACT 
GTACCTTGGCTAACACAAACTATGTGAATATTACCAAAATGTTAACTGATGTCTGCTC 
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Kv ... 

GATGCGTTTTGGTGGGCTGTGGTAACCATGACAACTGTGGGCTACGGGGACATGAAGCCC 
ATCACAGTGGGAGGAAAGATTGTGGGGTCCCTGTGTGCCATTGCGGGTGTCTTAACCATTG 
CTTTGCCCGTGCCGGTGATTGTGTCTAACTTTAACTATTTCTACCACAGAGAGACTGAAAA 
CGAAGAACAGACCCAGCTGACCCAAAACGCAGTCAGTTGCCCATACCTACCTTCTAATTTG 
CTCAAGAAATTTCGGAGCTCTACTTCTTCTTCCCTGGGGGACAAGTCAGAGTATCTAGAGA 
TGGAAGAAGGGGTCAAGGAG~ATGTGGAAAGGAAGAGAAGTGTCAGGGAAAGGGG 
GATGACAGCGAGACAGATAAAAACAACTGTTCTAATGCAAAGGCTGTGGAGACTGATGTG 
TGAGGNACCCGATG 

KVI., 

AAA TCTNACNCACACCTGGGGOOGGNTITI'NTGGTGCNACITNTCCCCA TTTTCCAGGCTA 
TNCAGGNCATTCTAAGGGGCGCTGNANATATTGGGGCANAACACTGNGGGANTTGCCATG 
CGAAAGCTANGTCTCCTNATNTTCTTNCTNTTCATTCTGNTTGTGGNCCfC1TITCCAGCGC 
AGTCTANTTNGGGTGAAGGGGCCCNTTTTTTCACCCA TTTAACCANNTTTCTAGAGGNCTT 
TNGGGGGANAANGGCCACCATGACCACGGNNGGNTACGGGGACATGGCACNNGNAACCN 
AGGGNGGCAATA TTNNGGGCTNTTTGGGGGCCA TTGCAAGCTTTNTNACCA TNTNTNTGCC 
GGTGCCTGTNATCGTTTTCCANNTTCACCCNCTTTAACNACCGGGANANANAGGGNGAAG 
AGGCAGGGATGTACANCCATGTGGA 

Por otro lado los fragmentos amplificados con los oligonudeótidos para el KV1.5 y 

el Kvuo fueron purificados y secuenciados. La comparación de estas secuencias 

con el banco de genes fue con el programa NCBI-BLAST. Las secuencias 

obtenidas para éstos fragmentos no mostraron identidad con canales de potasio 

reportados en el banco de genes por lo que no se muestran en este trabajo. 

El hecho de que no se hayan amplificado los fragmentos esperados para el Kv1 .5 

y se puede atribuir a que los oligonudeótidos no están reaccionando. Para el caso 

del Kv1 .1 O se puede atribuir a una baja concentración de ADNc de estos canales 

obtenida durante la retrotranscripción ya que como lo vemos en la figura 8, los 

oligonucleótidos diseñados para este canal si funcionaron en el cerebro. 
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6.4) Identificación de las subfamilias de los canales de potasio dependientes 

de voltaje Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7 en el riñón de la rata. 

Se diseñaron dos pares de oligonucleótidos degenerados especificos para cada 

una de las subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv? (apéndice 4.2). Estos oligonucleótidos 

comprenden la región amino terminal, ya que esta región esta altamente 

conservada entre los miembros de cada subfamilia . 

Se obtuvieron los tamaños de las bandas esperadas para cada una de las 

subfamilias. La temperatura de alineamiento utilizada fue de 49 oC y la [ MgCI2 1 
fue de 1.5 mM. Posteriormente se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 

1% (apéndice 5) con los productos de PCR obtenidos. 

871 

603 

310 

Flg.10- Fragmentos correspondientes a las subfamilias Kv2, 
Kv3, Kv4 y Kv7. M) Marcador de peso molecular CIl174 RF DNAI 
Hae 111 fragments. A) y B) Bandas correspondientes al Kv2, e) y 
D) Bandas correspondientes al Kv3, E) y F) Bandas 
correspondientes al Kv4, G) y H) Bandas correspondientes al 
Kv7 cada una con su respectivo par de oligonucleótidos (ver 
apéndice tabla 3). 

Banda Peso 
esperado 
(pb) 

A 460 
B 560 
e 684 
D 900 
E 450 
F 620 
G 450 
H 910 

Como puede observarse en la figura 10 se obtuvieron varios fragmentos de AONc. 

Para estas subfamilias se esperaba obtener en algunos casos más de una banda, 

ya que los primers utilizados son especificos para la subfamilia pero inespecificos 

para los miembros de cada subfamilia. 

En todos los casos se obtuvieron los fragmentos de AONc esperados para cada 

canal, a excepción del fragmento de 900 pb esperado para el Kv3 (fig. 10-0). 

23 



Los fragmentos obtenidos se purificaron a partir del gel de agarosa utilizando el 

Kit Concert Gel Extraction Systems (GIBCO BRL ~ apéndice 7). La secuencia se 

obtuvo por el método automatizado AB1 Prism 310, Perkin Elmer. 

El análisis de las secuencias mostró la presencia de los canales Kv2.1, Kv4.3 y 

Kv7.1 . de los cuales los canales el Kv2.1(Shieh et al.) y Kv7.1(Vallon V. Et al.) ya 

hablan sido identificados en el riMn, no así el Kv 4.3 cuya presencia en el riñón es 

propuesta por primera vez en este trabajo. 

Secuencias obtenidas (ver apéndice de Secuencias): 

KVl.l 

GTANGNGAATCATGNTTCATCGTCCTGTCCACCATCTNTTCTGTCACTCAACACGCTGCCTG 
AGCTGCAGAGCCTAGACGAGTTCGGCCAGAGCACGGATAACCCGCAGCTGGCGCACGTGG 
AGGCGGTGTGCATCGCATGGTTCACCATGGAGTACTTGCTGAGGTTCCTGTCCTCCCCCAA 
GAAATGGAAGTTCTTCAAGGGCCCCCTCAACGCCATTGACCTACTGGCCATCCTGCCCTAC 
TACGTCACCATCTTCCTCACAGAATCCAACAAGAGCGTGCTGCAGTTCCAGAACGTGCGCC 
GCGTGGTCCAGATCTTTCGCATCATGCGCATCCTTCGGATCCTGAAGCTGGCCOGTCACTC 
CACTGGCCTGCAGTCCTTGGGCTTCAax:TGCGCAGAAGCTACAACGAGCTGGGCCTGCTC 
ATCCTCTTCCTCGCGATGGGCA TCATGATCTTCTCCAGCCTGGTCTTTCTTCGCGGAGAAGG 
ATGAGGACGACACCAAGTTCAAAAGCATCCCCGCCTCTTTCT~ 

KV4.3 

ACGGGTGCCTGGGACCTAGGAACTGCCGTGATGGAGAGCGCTACTCCGTGGCTTTCTTCTG 
CCTGGACACTGCGTGTGTCATGATCTTCACGGTGGAGTACCTCCTCCGACTCTTCGCGGCA 
CCCAGCAGGTACCGCTTCATCCGCAGTGTGATGAGCATCATCGACGTGGTGGCCATCATGC 
CCTATTACATTGGGCTGGTCATGACCAACAACGAGGACGTGTCCGGGGCATTTGTCACACT 
CCGGGTCTTCCGCGTCTTCAGGATCTTCAAGTTCTCCCGACATTCCCAGGGCCTACGGATCC 
TAGGCTACACCCTGAAGAGCTGTGCCTCAGAACTAGGCTTTCTTCTCTTCTCCCTCACCATG 
GCCATCATCATCTTTGCCACTGTGATGTTTTATGCTGAGAAGGGCTCCTCCGCCAGCAAGTT 
CACAAGCATCCCTGCGTCCTTTCTGGTACACCATAGTCACCATGACAACACTGGGGTATGG 
AGACATGGTGCCTAAGACAATTGCTGGGAAGATATTTGGCTCCATCTGCTCC 

GTTGATCGCCAGGGAGGTACCTGGAGGCTCCTGGGCTCTGTAGTCTTCATTCACCGCCAGG 
AGCTGTATCACCACCCTGTACATTGGCTTTCTGGGTCTCATCTTCTCCTCCTACTTTGTCTAC 
CTGGCTGAGAAAGATGCAGTGAATGAGTCCGGCCGCATCGAGTTTGGCAGCTACGCAGAT 
GCTCTGTGGTGGGGAGTGGTCACAGTCACCACCATTGGCTACGGGGATAAGGTACCCCAG 
ACATGGGTTGGGAAGACCATCGCCTCCTGTTTCTCTGTCTTCGCCATATCCTTCTTTGCACT 
CCCAGCGGGCATACTTGGCTCTGGGTTTGCACTGAAGGTCCAGCAGAAGCAGAGGCAGAA 
ACACTTCAACCGGCAGATCCCAGCCGCAGCCTA 
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Las secuencias de los fragmentos de ADNc de los canales Kv3 no mostraron 

identidad con canales de potasio por lo que no se muestran. 

Hasta ahora se sabe que en algunos epitelios estos canales están relacionados 

con el reciclaje del K+, la absorción del Na+ y la secreción de el" (Lee S.Y.et al, 

Ouadid-Ahidouch H.et al, Tumheim K. et al, Wang L.et al). Los canales Kv también 

están relacionados indirectamente con la regulación de la [ea2+ ] libre en el citosol, 

ya que establecen la fuerza electroquimica para el flujo del ea2+ a través de la 

membrana (Rao J. et aL). 

En el túbulo proximal el canal Kv1.7 participa en la repolarización de la membrana 

luminal restaurando la fuerza motriz para el transporte electrogénico desolutos 

(Vallan V. Et aL). 

El estudio de estos canales en el ril'lón es un campo relativamente virgen. Ya que 

éste es el órgano por excelencia encargado de filtrar los solutos de la sangre, y 

mantener la composición y el equilibrio electrolltico de los IIquidos del cuerpo, 

podemos especular que los canales de potasio Kv1.2, Kv1.4 y Kv4.3, también 

juegan un papel en el reciclaje de K+ y la reabsorción de Na+ y el" en el rií'lón. 
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7) CONCLUSIONES. 

• Se identificaron por primera vez los genes de los canales de potasio Kv1 .2, 

Kv1.4, y Kv4.3 en el riñón de la rata y se confirmó la presencia del Kv1.7, 

Kv2.1 y Kv7.1 en este mismo órgano. 

8) PERSPECTIVAS DEL PROYECTO. 

• El estudio de la distribución de los canales de potasio Kv en los diferentes 

segmentos del riñón (corteza médula interna y externa). 

• El estudio del papel de cada Kv en el reciclaje del K+ y su relación con la 

reabsorción del Na+ y del er. 
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10) APÉNDICE. 

1) Extracción de ARN con Isotiocianato de guanidina y Cloruro de cesio. 

1.0.- Obtención de los órganos. 

1.01 .- Se anestesia la rata con cloroformo y se procede a la apertura de la cavidad 

abdominal. 

1.02.- Se obtiene el cerebro y los riñones para su procesamiento y se pesan. 

1.1.- Preparar 8 mi de isotiocianato de guanidina 4M (TG) Y 4 mi de CsCI 5.7M por 

cada gramo de tejido. 

1.2.- Transferir 19 de tejido a un tubo de plástico con 8 mi de TG. 

1.3.- Homogeneizar por 15 segundos (seg) a máxima velocidad (3 veces). 

1.4.- Agregar 400,.11 de sarcosil al 10% y mezclar por inversión. 

1.5.- Centrifugar 10 minutos (min) a 12000 rpm a 4°C. 

1.6.- Transferir el sobrenadante a un tubo de ultracentrlfuga con 4 mi de CsCI. 

1.7.- Ultracentrifugar a 32000 rpm 18hrs a 18°C. 

Dia2° 

1.8.-Resuspender el precipitado en 600 J.l1 de agua (hacerlo 2 veces con 300 J.l1) . 

1.9.- Precipitarlos con 0.1 volumen de acetato de sodio pH 5.2 Y con 3 volúmenes 

de etanol al 100% toda la noche. 

Recuperación del ARN. 

1.10.- Centrifugar a 14000 rpm por 30 min a 4°C. 

1.11 .- Retirar el sobrenadante (dejar 100,.11). 

1.12.- Agregar 400 J.l1 de etanol al 70% fria. 

1.13.- Centrifugar 5 min a 14000 rpm. a 4°C. 

1.14.- Retirar el sobrenadante (dejar 100 J.l1). 

1.15.- Centrifugar aprox. a 10 seg a temperatura ambiente. 

1.16.- Retirar todo el sobrenadante y secar a 37°C por 15 min···. 

1.17.- Resuspender cada tubo en 100 J.l1 de agua. 

1.18.- Dejar los tubos a 4°C por 1 hora. 

1.19.- Almacenar el ARN en el ultracongelador a -70°C. 
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*'**Tratamiento con ONasa 1 libre de RNasa. 

1.16.1.- Después de secar, resuspender en 90 l.!! de agua y 10 ~I de buffer de 

transcripción 10X. 

1.16.2.- Agregar 6 ~I de DNAsa 1 libre de RNasa e incubar a 37°C por 15 mino 

1.16.3.- Extraer con fenol-clorofonno agitando por inversión del tubo. 

1.16.4.- Centrifugar a 10000 rpm y tomar la fase superior. 

1.16.5.- Proseguir conforme al punto 1.9. 

2) Electroforesls en gel de agarosa para ARN. 

2.1.- Pesar 0.3 g de agarosa (Iow electroendosmosis). 

2.2.- Agregar 25 mi de H~. 

2.3.- Calentar en el horno de microondas hasta disolver la agarosa. 

2.4.- Agregar 3 mi de MOPS 10X. 

2.5.- Dejar que la temperatura disminuya hasta aproximadamente 35°C. 

2.6.- Adicionar 1.5 mi de fonnaldehldo. 

2.7.- Vaciar la solución en el molde para gel y dejar solidificar. 

2.8.- Agregar buffer MOPS 1 X a la cámara de electroforesis. 

2.1.-Mezcla de reacción para cargar el ARN en el Gel. 

2.1.1.- En un tubo de 1.5ml añadir: 

51.!! de fonnamida. 
1~1 de MOPS 10x. 
2!l1 de fonnaldehído. 
0.16!l1 de EtBr. 
1!l1 deARN. 

2.1.2.- Calentar por 10 mino A 65°C Y cargar la mezda en el gel. 

2.1 .3.- Correr a 90V. 
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3) Reacción de retrotranscripción. 

3.1.-lncubar una alícuota de 10 !JI de ARN extraído a 65°C por 10 mino 

3.2.- Enfriar a 4°C durante 5 mino 

3.3.- Preparar la mezcla de reacción siguiente: 

Reactivo Volumen por reacción (111) 
Buffer RT 5X (Tris HCI1OOmM, KCI 5OOmM, pH 8.3) 4 
dNTP's (dATP, dTTP, dCTP,dGTP 10l1M, pH 7.0) 2 
DTI (0.1 M) GIBCO BRl 2 
Hexámeros (1 OOpmoles) Rache 1 
RT-Pol (200 U/ml) GIBCO BRl 1 

3.4.- Agregar la mezcla preparada al tubo con el ARN precalentado y enfriado. 

3.5.- Incubar a 37°C por 1 h Y después a 95°C por 5 mino 

3.6.- Enfriar a 4°C. 

3.7.- Adicionar 20 !JI de H20-DEPC (este paso es opcional). 

3.8.- Almacenar el producto de la reacción a -20°C (máximo 1 semana). 

4) Diseño de oligonucleótidos. 

4.1.- Oligonucleótidos de la subfamilia Kv1. 

4.1.1.- Se buscaron las secuencias reportadas en el banco de genes de cada uno 

de los miembros de las subfamilias. 

4.1.2.- Se alinearon dichas secuencias utilizando el programa MultAlin4
• 

4.1.3.- A partir de la región del carboxilo terminal se tomaron fragmentos 

conservados de aproximadamente 30 pb Y se mandaron a sintetizar 

(Accesolab ). 

La secuencia de los oligonucle6tidos utilizados y de los pesos esperados en cada 

caso se enlistan a continuación. 

33 



Tabla 2. 
Canal Secuencia Sentido Peso 

esperado 

JJ!!!l 
KvJ.2 S' GAT GAG CGA GAT TCC CAG TIC CCC AGC ATC3' Sentido 447 

S'CAT CCT CGA GTC AGA CAT CAG TIA ACA TTT TGG TAA T3 ' Antisentido 

Kvl.4 5'GAA CCT ACC ACC CA T TIC CAA AGC A TI CCA 3' Sentido 456 
S'CAT CGG TAC CTC ACA CAT CAG TCT CCA CAG CCT TTGC3' Antisentido 

KVI.5 5'AAT CAG GGG TCG CAA CTC TCC AGT ATC CCG 3' Sentido 468 
S'CAT CCT CGA GTI ACA AA T CTG TTT CCC GGC TAG TGTc3' Antisentido 

Kvu 5'GTI GAC TCG CTC TIC CCT AGC ATC CCA GAU' Sentido 386 
S'CAT CCT CGA GTC AAA CCT CGG TGA GCA TCC TTT TCTC3 ' Antisentido 

Kvl.7 S'GGT GTG GGC CAG CCG GCT Aro TCC CTG GCC3' Sentido 576 
S'CATCCAGCTGTCACACCTCAGTCACCA TGTGTITCCC3' Antisentido 

Kvl.1o 5'CCG AGT GCC CAA CAG AAC Aro TCC CTG GCC3' Sentido 552 
S'CAT CCT CGA GTC ATI TCC TAG ACT TCT CTG TGG AACA] ' Antisentido 

4.2.- Ollgonucleótldos de las subfamlllas Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7. 

4.2.1.- Se buscaron secuencias reportadas en el banco de genes de cada uno 

de los miembros de las subfamilias. 

4.2.2.- Se alinearon dichas secuencias utilizando el programa MultAlin4• 

4.2.3.- A partir de la región del extremo amino terminal se tomaron fragmentos 

conservados entre los miembros de cada familia de aproximadamente 

20 pb Y se mandaron a sintetizar. 

430 450 - - 500 510 
• I I I • I I I • 

".,3.1 CCCGC6C6CTGIIC---GA6TTCTTCTTCGACCGCCACCC6GGCGTCTTCGCTCRCRTCCTGARCTATTRCCGCM:CGGCAR6CTftCRC' 
1(.,3.3 Ccc&GGCRC&GIIC---6RGTTCTTCTTTGN:CGTCRCCCGGGCGTCTTC6CCTRC&TIiCTCRN:TIICTACCGCACCGGCRAGClliCAC' 
kv3 .... CWCQi* .... a:TGTGR6TTCTTCTTTGATCG6CRCCC6GGTGTTTTTGCCTRTGTGCTCRRCTACTRCCGCM:&GGCRfMiCT&CRT· 
k.,3.2 CCCTA ¡ í'GI (G(GAATTCTTCTTCGRTCGCCACCCRGGRGTCTTCGCCTAT6TGCTCRACTACTACCGCfICGGGCRAGCT6COC' 

eon..n.u. Ccc.eGca.&.c.a .GAcTTCTTCTT cGAt.CIicCACCCwGG. liTe TT cGCct.At.cT tIC 1 cAACTAc TRCCGCfIC~AAGCT eCAe' 

ky3.1 
kv3.3 
1C.,3 •• 
1(.,3.2 

C-

560 570 580 590 &00 &10 &20 630 640 

~~'~~~~'~~~~'~~~'~~~~'~~~ª'~~~'~~~§'~~~~'~~ 
kY3.1§i~ 1C.,3. 3 
ICv3 .... ".,3.2 

C-

CTGCTGCTGGRT6R 
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T bl 3 S a a 
Subra-
milia 

KVl 

KVJ 

Kv. 

Kv, 

R=AoG 

M=AoC 

• d 1 r ecuencla e os o Igonuc leó 'd ti os smtet izad os y pesos espera 
Secuencia Sentido 

5' TCC AGA TCT TIC GMA TCA TGC 3' Sentido 
5' GTICAT RGA MAC GAT GCT 3' Antisentido 

5' TGG CSG CMA AGA TCC TG 3' Sentido 
5' TGA TGG TAG CCC ACC A 3' Antisentido 

5' TCC A TY ACM ACC TTY TG 3' Sentido 
5' ATGGTY AGCACWCCAGCCA3' Antisentido 

5' GTG GAR SCC TGC TGC TGG ATG AC 3' Sentido 
5' CAC AGC CCA CCA GAA RCC RA T GGG 3' Antisentido 

5' TGG MGG GCC TTY GAG AA 3' Sentido 
5' AGT TCT GAS GCA CAG CTC TI 3' Antisentido 

5' TIC TAC TAY GTG ACM GGS TIC TIC AT 3' Sentido 
5' GAC KCC GCT y AG KGA GCA GAT 3' 
5' TCC GCT TCC TKC AGA TCC TGC G 3' 

5' GCA GYG TGG ATG AGT 3' 

5' ACC TGG ARG CTC CTG GGC TC 3' 
5'TACTGCTCRATKACA TCT3' 

W=AoT 

Y=CoT 

Antisentido 
Sentido 

Antisentido 

Sentido 
Antisentido 

K=GoT 

S=GoC 

d os. 
Peso 

aproximado 
(pb) 

460 

560 

684 

900 

450 

620 

450 

910 

Los números de acceso de NCBI para las secuencias de los canales Kv utilizadas 

son: Kv1,2 (M74449), Kv1.4 (P15385), Kv1 .5 (Q61762), Kv2,1 (X16476), Kv2.2 

(M77 482), Kv3,1 (M68880), Kv3.2 (M59211), Kv3.3 (X62841), Kv3.4 (M84210), 

Kv4,3 (AB003587.1), Kv4.1 (NM_008423.1), Kv4.2 (NM_019697.2), Kv7.1 

(AJ133685), Kv7, 5 (AF263836), Kv7.4 (XM_143960), Kv7.3 (NM_152923.1) y 

Kv7.2 (AF087454). 

5) Reacción en cadena de la polimerasa (peR). 

5.1 .- Se establecieron las condiciones óptimas variando la temperatura de 

alineamiento y la concentración de MgCb 

35 



5.2.- Preparar la mezcla de reacción para PCR. 

Reactivo Volumen por reacción J.I.lIl. 
H20 GradoB.M 34.0 
Buffer 10X (Tris HCI100mM, KCI 500 mM, pH 8.3) 5.0 
dNTp·s (dATP, dTTP, dCTP,dGTP 10 Mm, pH 7.01 1.0 
MaCh ~25 mM~ GIBCO BRL 1.5 JQ.uede variad. 
Oligo 1 10 pM 2.0 
0lig02 10 pM 2.0 
ADN templado 5O~ 4.0 Jl>t!ede variaú. 
TaQ-PoI 5utlll 0.5 

En caso de que se formen burbujas en el tubito al momento de preparar la 

reacción, este se puede centrifugar brevemente. 

5.3.- Introducir el tubo de reacción en el termociclador con las temperaturas de 

incubación previamente programadas. 

Establecimiento de las condiciones de reacción para peR. 

5.3.1.- Se realizan una serie de reacciones de PCR en las que únicamente se 

varía la temperatura de alineamiento, en un intervalo de 49 oC a 63°C con 

incrementos de ~C. 

5.3.2.- Se realiza una serie de reacciones variando en cada una la concentración 

de MgCI2 en un intervalo de 1 mM a 4 mM con incrementos de 0.5 mM. 

(se utiliza la T de alineamiento óptima obtenida en el inciso 5.3.1). 
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En general el protocolo de tiempos y temperaturas utilizado para el PCR fue: 

Temperatura de: 

Desnaturalización 

Alineamiento 

Extensión 

94°C ~ 1min 

49 a 63 oC ~ 1 min 

72°C ~ 1min 

72°C ~ 10min 

4°C~ <f:. 

6) Electroforesls en gel de agarosa para ADN. 

6.1.- Pesar 0.3 g de agarosa LE. 

6.2.- Agregar 30 mi de buffer TBE 1 X. 

6.3.- Calentar en el horno de microondas hasta disolver la agarosa. 

6.4.- Agregar 1.4 ~I de bromuro de etidio (10 ~g/~I). 

6.5.- Vaciar la solución en el molde para el gel y dejar enfriar. 

6.6.- Agregar buffer TBE 1X a la cámara de electroforesis. 

6.7.- Cargar la muestra en el gel y someterlo a 90 volts. 

6.8.- Revelar el gel exponiéndolo a luz U.V. 

7) Purlficacl6n de los productos de PCR (concert gel extraction systems, 

GlBCO BRL e). 

Reactivos Componentes 
Buffer de solubilización del gel L 1 Perclorato de sodio concentrado, acetato de 

sodio, solubilizador TBE 
Buffer de lavado L2 Cloruro de sodio, EOTA V tris-HCI 
Agua B.M. Tris-HCI 10 mM [pH 81, EOTA 0.1 mM 
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7.1.- Precalentar el agua a 65-70°C. 

7.2.- Equilibrar un terrnoblock a 50°C. 

7.3.- Cargar las muestra de AON a purificar en un gel de agarosa al 1 % Y realizar 

la electroforesis. 

7.4.- Revelar el gel exponiéndolo en luz U.Vy cortar la banda que contiene el 

fragmento de AON que se quiere. 

7.5.- Pesar el fragmento de gel y poner1o en un tubo eppendorf de 1.5 mI. 

7.6.- Agregar 300 ~I de buffer de soIubilización L 1 por cada 10 mg de gel. 

7.7.-lncubar a 50°C por al menos 15 min o hasta que se solubilize el gel agitando 

cada mino 

7.8.- Una vez solubilizado el gel dejar incubar 5 mino más. 

7.9.- Colocar la columna en un tubo para lavado de 2 mI. 

7.10.- Colocar máximo 500 ~I del gel soIubilizado en una columna. 

7.11.- Centrifugar a 12000 rpm. durante 1 min y descartar el volumen eluido. 

Lavado opcional. 

7.12.- Colocar de nuevo la columna en el tubo de lavado. 

7.13.- Agregar 500 ~I de buffer de solubilización L 1 en la columna. 

7.14.- Incubar 1 min a temperatura ambiente. 

7.15.- Centrifugar a 12000 rpm durante 1 mino 

7.16.- Descartar el volumen eluido. 

Lavado. 

7.17.- Colocar una vez más la columna en el tubo de lavado. 

7.18.- Agregar 700 ~I de buffer de lavado L2 (con etanol) a la columna. 

7.19.- Incubar 5 min a temperatura ambiente. 

7.20.- Centrifugar a 12000 rpm durante 1 mino 

7.21.- Descartar el volumen eluido. 

7.22.- Centrifugar 1 min más para eliminar el buffer de lavado L2 residual. 
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7.23.- Colocar las columnas en un tubo para recuperación de 1.5 mI. 

7.24.- Adicionar 50 ¡JI de agua precalentada, justo en el centro de la columna. 

7.25.- Incubar 5 mino a temperatura ambiente. 

7.26.- Centrifugar a 12000 rpm por 2 mino 

7.27.- Verificar la purificación realizando una electroforesis en gel de agarosa . 

APÉNDICE DE SECUENCIAS. 
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Mode13100 

ABI~ PRISM-

KV1-2_Poro1-2.ab1 
Veraion 3.7 Noe Bahena 
Basecaller-3100SR.bep 9102 
BC 1.3.0.0 Cap 11 

Slgnal G:2177 A:1886 T:1255 C:926 
OT3100POP6{BD}v2.mob 
demo_3100 
Polnta 643 to 5750 Pk 1 Loe: 556 

Page 1 of 1 
Fri, Jan 23, 2004 6:21 PM 
Fri, Jan 23,2004 1:51 PM 

Spacing: 11.50{11.50} 

CCCGG NG CcrT CI'GGTGGG C1\GT CGT cr COOG lO'.ACTGTAGG C'J7.\TGG /G JlD\TGG TTCO\AC'I1ICOITTGGGGGAAJIG ATI\G TGGG TTCTCTGTGT GCM T TGCI'GG TGT GT 'I1I'ICIJ"T1 
10 20 30 40 50 60 7 0 80 90 100 llO 120 

.~ 
:'GC CTT lCC1\G TCCCTGTC1\TA GTGTC'l1\A TTTC1\ACTACTTCTACC1\C CGGG JlGlCJlG IGGGAGJlGGAGCAGGCCCAGTACTTGCAAGTGACAAG TTGT CCAAAG ro: CCCGTCCTCCCCT GlCC 

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 

I 
I 

TAAAG AAAAGTAGAAGTGC CTCTlCCAT AAGTAAGTCTGATTACATGG AGATACAGGAGGGAG'I1IAACAACAGTAATGAGGlC TTTAG AGAGG AG AACTTAAAAAC1\GCC1\ACTGT ACC TTGG C 
250 260 270 280 290 300 310 32 0 330 340 350 360 370 

~ 

TAACAC1\AACTATGTGAATATTACC1\AAATGTTAACTGZ\1GTCTGCl'C~AN'l'GGNlNm 
380 390 400 410 420 430 

---<2"n"'S' 



Mode13100 

ABI¿ 
PRISM-

DNA1-4_1-4PoroUP.ab1 
Verslon 3.7 Noe Bahena 
Basecaller-3100SR.bcp 9103 
BC 1.3.0.0 Cap 13 

Slgnal G:1337 A:606 T:394 C:276 
OT3100POP6{BD}v2.mob 
demo_3100 
Polnta 655 to 5900 Pk 1 Loe: 585 

Page 1 of 1 
Fr!, Jan 23, 2004 6:19 PM 
Fr!, Jan 23, 2004 1 :51 PM 

Spacing: 11 .50{11 .50} 

G ATG CGTTT TGG T GGG CTGTGG 'lN\C CJ\TG ~AACTGT GGG C'lACGGGG JíATG Aro CCCJ\T C1\ClG TGGGAGG AAro ATTGTGGGGTCCC TGTG TGCCATTGC GGG T GTCTTAACC1\TTGC 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

~~ 
:TTTGC CCGTGC CGG TGAT TGTG T C'lN\C T TTAAC'lA T TTCTACCACAGAG AG ACT G AAA~ GAlG ~AGACCC1\GCTGAC CCAAA~GCAGT C1\G T TGC C C1\ TAC CTACC1' T C'lN\T T T GC TO 

130 140 150 160 170 18 0 190 200 210 220 230 240 

I 
i 

IAGAAATT TC GGAG CT CT~ TT CT TCTT CCC TGG GGG ACAAG TC1\G AG 'lA TC TAG AG ATGGAAGAAGGGGTCAAGGAGT CTTTAT G TGGAAAGGAAG AGAAG l' GT C1\GGG AAAGGGGG AT G AC'\ G' 
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 3 50 360 370 

:GAG ~AG A'lAAAAACAAC TGTTCTMTGCMAGGCTGTGGAG~TGATGTGTG!GGNACC CG A~ 
380 390 400 41 0 420 43 0 440 

..cxai\ 



ABI~ PRISM-

Mode13100 KV1-7 _1-7poroUP.ab1 
Version 3.7 Noe Bahena 
Basecaller-3100SR.bcp 9134r 
BC 1.3.0.0 Cap 1 

Slgnal G:558 A:250 T:224 C:163 
DT3100POP6(BD}v2.mob 
demo_3100 
PoInta 514 lo 7250 Pk 1 Loe: 514 

Page 1 of 1 
Fri, Feb 06, 2004 2:03 PM 

Tue, Feb 03, 2004 5:29 PM 
Spacing: 11 .91 {11 .91} 

¡, 1\ (~( e t A (1 , H e 
AA A 'lCTNI'CN:AOI CCTG GffiGGCINr TT T N T GG T GCN\C TTNr CCCCffi'T T'r:O\GGCT~ O\GOC]:(I' TC TAIG GG<m::TGNAN AI'ATT GGGG ClNVCAC TGNGG@N TIG CATG CG AA i1 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11 0 120 

~ 
-¡ c. ( t1 e T 11 e -r G, ie e ,. 

;C TAN:; TC TCCT N\TNTT CTT N:T NI-!' OO1a:NT1GTGG N: CTCTTTT COIGCG ClGTCT ANTTNGGGIGMGG GGCCCNrTTTTT CACC OITT'1I\ AccANNTTT CT l\GAGGN::'!' 'l"!, N3GGG ( 
13 0 140 1 50 160 17 0 180 190 200 210 220 230 240 25 C 

. 
16 ... _ ~ ,.,. ,. 4' X xx 

!J r ; ; :;; ,., fl c.. - G, T..G c.- -&--------=-r,....---------------~---

;>'TCGTTTTCJJ\WTTCACCC N: TTTAACN\CCGGGANANANI'.GGGNGAAG lGGCAGGG ATG TACAN: OITGTGG lCACACANCCCTGGGG TACACTGG lGGG OIGGGCCAA TGGGGG TCTGG'c GG A 
380 390 400 4 10 420 430 440 450 460 47 0 480 4 90 50 

e, 
CT CTGAGGTNa: TG NCTCCTTCC ACCAC TNrGGGCWNTTC TG3G AAACACATffiTGFC TGAGGTGTGAANtiNrGt;>.T~ 
O 510 520 5 30 540 550 560 570 58 0 590 

~ 



K"l# I 
Mode13100 Ku2_2up641 .ab1 

ABI~ 
PRISM-

Version 3.7 Noe Bahena 
Basecaller-31 ooPOP6SF1 0357 
BC 1.5.0.0 Cap 14 

Slgnal 0 :1060 A:684 T:636 C:889 
OT31OOPOP6{BDv3}v1.mob 
3100 
Polnta 616 to 6750 Pk 1 Loe: 618 

Page 1 of 1 
Tue, Jun 22, 2004 9:28 AM 
Mon, Jun 21 , 2004 4:47 PM 

Spaclng: 11 .38{11 .38} 

GT~TCZ\TCG TC 'IG TCaccATCrN rTC 'IG TClCTCMCACGC TGCC TG AGCTG: AGAGCCTlG ACGAGT TC GG CCAG lGCACGG ATMCCC GCAGCTGGCG C¡'.CG TGG ¡,GG CGG T 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 

~ 
:; T GC ATCG CATGG T TClC CA TGG AG TACT TG CT G lG G TT CCTGT CC TCCCCCM G AAPIT GGAAGT TCT TCAAGGGCC CCCTCAAC GC CAT TG ACCTACTGGC C ATCC T GC CC T lC T.t\CG TC iC CA 1 
30 140 150 160 17 0 180 190 200 2 10 220 230 240 250 

'CT TCCTClC AG MTCCAlCMG AGCG TGC TGClG TTC CAGAlC GTGCGCC GCG TG GTCC lG ATCTTTCGCATCA'IG CGCATCCTTCGG ATCCTG M GC TGGCCCG TCJe TCC.l\C TGGCCTGCFG ' 
260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 3, 

I i . . -

lCC T TGGGC TTCACCC TGCGC AGAlGC TACAACGAGC TGGG CCTGCTCA TCCTCT TCCTCG CG A'IG GG CA TCA TG ATCT TCTCCAGC C1GGTC TITC TTCGC GG AGA.I\GG ATG1CG lCGf\C "'CC A 
lO 390 400 41 0 420 430 4 40 450 460 4 70 480 49 0 500 

AG TTCAAMGCATCCCCGCCTCTTTCI03GGGG3NTNrA CN'I.TCM~ 
510 520 5 30 5 40 550 560 



Kv LI.") 

ABI#... 
PRISM· 

Mode13100 Kv4_ 4up898.ab1 
Version 3.7 Noe Bahena 
Basecaller-3100P0P6SJ;10371 
BC 1.5.0.0 Cap 13 

Signal G:463 A:389 T:402 C:447 
0T3100POP6{BDv3}v1 .mob 
3100 
PoInts 630 lo 6900 Pk 1 Loe: 620 

Page 1 of 1 
Fri, Jun 25, 2004 10:59 AM 
Thu, Jun 24, 2004 5:34 PM 

Spacing: 10.89{10.89} 

CIQ03G'ITCOR;TGN\.TGN~GGNi'1NNr'Il'CG~GGGlGCC TG G G ACcrAGG AAC'IGC CGTGAl'GG AG AGCGCTACTCa:; T GG CT TTC TTCTGC CTGG i\U,C TG ( 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11 0 120 130 

~~~~~ 
::G TG'IG TCAT GAT CTTC I'CGG TGG AGTI\CCTCCTC CG ACTCTT CGCGGCACCCAGCAGGT I'CCGCTTCATCCGC lGTGTGro'GAGCATCATC GI'CG TGG TGG CC.'(]'CATGCa: T.o. 1'1';,0'. TTGGCC' 

140 150 160 170 180 190 200 210 220 23 0 2 40 :'5') 

'IGG TCATG ACCAACAACG AGG K GTG TCC GGGG C.Z\1'TTGTCKK TCCGGG TCTTCCGCGTCTTClGG ATCTTCAAGTTCTCCCGACATTCC CAGGG CC TACGG ATCC TfGG C Ti'CilCCC1G AFG 
260 270 280 290 30 0 310 320 330 340 35 0 360 37 0 380 

~~ 
lGC TGTGCC Tc.zG AACTAGGC TTTCTTCTCTTCTCCCTCI'CCATGGCCATCATCATCTTTGCCI'CTG 'IG A'IG TTTTATGCTG AGAAGGGCTCCTCCGCC AG C.l\ i'G TTC."C M GC ~.TCCC TG CG 1{ 

390 400 410 420 43 0 440 450 460 470 480 4 ~ J 500 

~ 
::T T TCTGG T !'CACCA TAG TCI'CCA TG ACJ\AC .o.CTGGGG T/I.TGGAG I'C .Z\TGG TGC CT.Z\AG A CAZ\T TG CTGGGAAGATro'TTGGCTCCATCTGCT~WGGG;\GTCI'.NW 

51 0 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 

~~~ -==<=o.--c<\ 



Kv 'ft \ 

ABI~ PRISM-

Model31oo Kv7Jup710.ab1 
Verslon 3.7 Noe Bahena 
Basecaller-31ooPOP6Sf;9973 
BC 1.5.0.0 Cap 8 

Signel G:2728 A:1399 T:1469 C:1803 
DT3100POP6{BDv3}v1 .mob 
3100 
Polnta 575 lo 5100 Pk 1 Loe: 537 

Page 1 of 1 
FrI, Apr 30, 2004 10:23 AM 
Thu, Apr 29, 2004 5:49 PM 

Spacing: 10.78{10.78} 

G:NG T13 AlC IJXlGGG AGG "Iro:: 1GG ¡ GGC ro:: 1GGG C TC1G TlG TC TTCATTCI'CCGCCAGG lGCTGATCACCACCC TG TI'CAT TGG CTTTCT GGG TC TCl\1'C TTCTC CTCCT!C TTTGTCTI'.Ce 
10 20 30 40 50 60 7 0 80 90 10 0 11 0 120 

_A 

:TGG CTG lGAAAGATGCAGTGAATGAGTCCGG CC GCA TCG lGTT1G GC AGC TACGCAGATGC TCTG TGG TGGGGAGTGG TCACAG TCACCACCATTGG CTI'CGG GG ATAlG GTI'CCCC l'G l\0,1G 
130 14 0 150 160 170 180 190 200 2 10 2 2 0 2 30 2~O 250 

GG TTGGG AAGI'C CA TCGC C TCCTG TT TC TC TGTCT TC GCCATA TCCTTCT T1G CI'C TCCC lG CGGG CAT I'C TTGG CTCTGGGTT 1G CAC1G AAGG TC CAGC AGAAGC AGAGG C/G IVV,CI\C TTCA 
260 270 280 290 300 310 320 330 3 4 0 350 360 370 

m 
ACCGGClG ATCCCAGCCGCAG:CT ~r 'nN:~.l'CrG~ 

3 80 3 90 40 0 41 0 42 0 
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