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ANALISIS FUNCIONAL Y MOLECULAR DE LA REGULACION SEXUAL
DIMORFICA DEL COTRANSPORTADOR RENAL DE Na*:CI' SENSIBLE A
TIAZIDAS

RESUMEN

Introduccién. Se ha propuesto que uno de los sistemas de transporte en el
tubulo renal que podria estar bajo regulacién dimérfica por hormonas sexuales
es el cotransportador de Na*:CI" sensible a tiazidas (CST). Dicha regulacién es
importante de estudiar ya que se han hecho las siguientes observaciones en
relacion con el CST: 1) la actividad del CST regula la reabsorcion renal de calcio,
2) el tratamiento crénico con tiazidas aumenta la masa 6sea y protege contra la
osteoporosis y 3) los defectos hereditarios en el CST se asocian con cambios en
la densidad mineral ésea. Asi, la actividad del CST podria estar asociada con el
desarrollo de osteoporosis, enfermedad particularmente prevalente en la post-
menopausia, en parte por los cambios que sucedan en la actividad del CST
durante la insuficiencia ovarica.

Objetivos. Estudiar las diferencias de respuesta a tiazidas y la expresion del
RNAm y proteina del CST en ratas hembras y machos, asi como el papel de las
gonadas en determinar las diferencias encontradas.

Material y Métodos. Se estudiaron 4 grupos de 10 ratas Wistar cada uno. Dos
de machos y dos de hembras de 250-350 gr. Después de adaptacion a jaula
metabdlica durante 5 dias, en todas las ratas se estudi6 la respuesta, durante
dos horas, a la administracién de una dosis Gnica intraperitoneal del diurético
tiazida bendroflumetiazida (BFTZ). Posteriormente, 10 ratas hembras y 10
machos fueron sometidos a gonadectomia. Cuatro semanas después los 4
grupos fueron expuestos de nuevo a la administracion de BFTZ. De esta
manera, comparamos la respuesta a la BFTZ entre hembras y machos, con o sin
gonadectomia y antes vs después de ésta. Al término del estudio, las ratas
fueron sacrificadas y se obtuvieron los rifiones para extraccion de RNA total u
proteinas. Se determiné la expresu&n del RNAm de CST mediante RT-PCR
semicuantitativa en presencia de [a-*’P]-dCTP, con iniciadores especificos para
amplificar una banda de 204 pb. del CST y otra de 515 pb. del RNAm de la
gliceraldehido 3-fosfatodeshidrogenasa (G3PD) como gen control y de la
proteina de CST mediante analisis de Western Blot con anticuerpos policlonales
dirigidos contra el dominio amino terminal del CST. B-actina fue utilizada como
proteina control.

Resultados. En las ratas normales observamos diferencia significativa en la
respuesta a BFTZ entre hembras y machos. La magnitud de respuesta en
hembras fue mayor que en los machos. Como ejemplo, el incremento en la
excrecion urinaria de sodio en ratas hembras y macho fue de 106 + 48 vs 51 %
26 pEQ/100 g/2 h, respectivamente (p <0.01). Cuatro semanas después de la
gonadectomia los cuatro grupos fueron estudiados nuevamente. En esta ocasion
observamos que la oforectomia redujo significativamente la respuesta a BFTZ,
mientras que la orquiectomia no tuvo ningin efecto, de manera tal que la
magnitud de respuesta a BFTZ en ratas hembras oforectomizadas, en machos



control y en machos orquiectomizados fue similar. El analisis de expresion del
CST mostré que no existe diferencia en la expresion entre hembras y machos a
nivel del RNAm; al nivel de proteina totales las hembras expresan cuatro veces
mas CST que los machos. Sin embargo, esta diferencia no cambié con la
gonadectomia, ya que las ratas oforectomizadas también mostraron expresion
del CST cuatro veces mayor que en los machos normales u orquiectomizados.
Al nivel de proteinas de membrana, las hembras expresan mas CST que los
machos control y gonadectomizados. Esta diferencia cambia con la
gonadectomia ya que en las hembras los niveles de CST en la membrana, se
reducen significativamente.

Conclusiones. Nuestros resultados muestran que existe diferencia en la
respuesta a tiazidas entre hembras y machos, asociada a mayor expresion del
CST en las hembras. Esto sugiere que la regulacion dimorfica del CST por
hormonas sexuales sucede a nivel post-traduccional. La mayor respuesta a
tiazidas en hembras depende de la presencia de los ovarios, pero no asi la
mayor expresion del CST, lo que indica que la regulacién dimérfica del CST
ocurre a varios niveles que incluyen el fisiolégico y el protedmico.



Introduccion

El rifién es un 6rgano cuya funcién principal es la excrecion de sal y agua, lo que le
permite mantener constantes la osmolaridad y la composicién de los liquidos
corporales a pesar de las variaciones en la ingesta de agua y solutos. Se ha observado
que distintos aspectos de la fisiologia y fisiopatologia renal estan influenciados por el
género o por la accién de las hormonas sexuales (1). Por ejemplo las diferencias de
género observadas en la respuesta antidiurética a vasopresina, las cuales se deben
probablemente a la accién de estrégenos (2), los compuestos que actian como
diuréticos unicamente en los machos (3), y/o los efectos de terapia estrogénica en la
excrecion renal de sodio (4) cloro, calcio y amonio (5).

Diferentes trabajos en animales y en humanos indican una asociaciéon entre el
género masculino y una progresion mas rapida de las enfermedades renales. La
hemodinamica glomerular, la proliferacion de células mesangiales y de la matriz
extracelular, asi como la sintesis y liberacién de citocinas, agentes vasoactivos y
factores de crecimiento, son factores involucrados en la progresion de enfermedades
renales en donde las hormonas sexuales ejercen un efecto regulador (6). Este
dimorfismo sexual es mas pronunciado antes de la menopausia, enfatizando asi, el
importante papel de los estrégenos. Las hormonas femeninas, han demostrado ser
vaso-protectoras y producen efectos benéficos en los niveles de colesterol séricos.
Ademas, pueden ejercer potentes acciones antioxidantes, las cuales parecen contribuir
a la proteccién en el género femenino con respecto a las enfermedades renales

cronicas (7).



Lo anterior puede reflejar que ademas de las diferencias en la estructura y
funcién renal determinadas genéticamente entre los sexos, los efectos directos de las
hormonas sexuales mediados por receptores pueden jugar un papel importante en la
determinacién de la susceptibilidad diferencial al dafio renal. Sin embargo, los
mecanismos precisos del efecto del género en las enfermedades renales ain no se
conocen (7).

Experimentalmente también se ha analizado el efecto del género y el de las
hormonas sexuales en diferentes genes, proteinas y sistemas del rifién. A partir de lo
anterior se han observado diferencias en la regulacién génica al nivel transcripcional y
postranscripcional, en presencia tanto de andrégenos como de estrégenos. Por
ejemplo, la expresion del RNAm del gen del angiotensinégeno se induce cuando se
administra 17p-estradiol a ratas ovariectomizadas, sugiriendo una regulacion
estrogénica del sistema renina-angiotensina renal, la cual podria estar relacionada con

ciertas formas de hipertension mediada por estrogenos (8, 9).

Cotransportador de Na*:Cl sensible a tiazidas (CST)

Uno de los sistemas de transporte especificos del rifién que se afecta claramente por el
género es el cotransportador de Na*:CI" sensible a tiazidas o CST, el cual se expresa
en la membrana apical del tibulo contorneado distal; sitio en la nefrona donde se
reabsorbe una parte importante de la sal, que llega del asa de Henle y que constituye el
principal sitio de accién de los diuréticos tipo tiazida, los cuales son de particular
importancia terapéutica en el tratamiento de la hipertensién (10). Estos diuréticos

antihipertensivos como la clortalidona, la hidroclorotiazida, la bendroflumetiazida y la



metolazona, actian inhibiendo el transporte del CST, promoviendo asi la excrecion de
Na® y CI' (11). En el tibulo contorneado distal, el CST constituye la via principal de
reabsorcion de Na y Cl, transportando ~5% del NaCl filtrado del lumen del tabulo renal
a la célula. A partir de la membrana apical, el CST (Fig. 1) transporta al ién CI" en contra
de su gradiente y al in Na* hacia el interior de la célula con una estequiometria 1:1. El
Na'’ se intercambia en la cara basolateral por K*, via la Na*K*ATPasa. El K" que entra
por la cara basolateral es secretado hacia la luz tubular por canales conductives. El CI

que ingresa a la célula

Lumen acoplado al Na’, sale
Basolateral

Tiazidas por canales de Cl'en la
Na*
y - membrana basolateral,
= ca?*
3 hacia el intersticio
2K*

renal.

Figura 1. Fisiologia del transporte de Na* en el tubulo distal. El Na* y el Cl'que
ingresan a la célula a través del CST salen al intersticio renal a través de la
Na’K'ATPasa y de canales de CI, respectivamente

El CST pertenece a la familia de los cotransportadores electroneutros cloro-
catidnicos (CCC) la cual incluye también otros dos receptores de diuréticos, los
cotransportadores de Na':K':2CI' sensibles a bumetanida, CSB1 y CSB2 y el
cotransportador de K*:CI' o KCC, del cual hasta la fecha se han identificado 4
isoformas. Los genes que codifican estas proteinas transmembranales son altamente

homéologos y poseen una topologia membranal comtn (12). Los CCC llevan a cabo una



gran variedad de funciones, entre las que se encuentran la regulacion del volumen
celular, el movimiento vectorial de CI' y cationes a través de diversos epitelios y el
control idnico del medio extra e intra-celular de las neuronas. La gran versatilidad de
funciones de los CCC se reflejada en los diversos tejidos donde se expresan y en su
localizacion celular (13).

El CST se identific6 molecularmente por primera vez, a partir de la vejiga urinaria
del pez conocido como lenguado de invierno (Pseudopleuronectes americanus)
mediante una estrategia de expresién funcional en ovocitos de Xenopus laevis (14). Es
una proteina de membrana de 1023 aminoacidos (aa) en lenguado y 1002 en la rata,
su estructura primaria predice por andlisis de hidropatia, una topologia basica de 3
dominios principales: una regi6n
central hidrofébica con 12 o-
hélices, que probablemente
corresponden a segmentos

transmembrana con un asa

hidrofilica extracelular gucosilada

NH,

entre los segmentos COOH
?b N-glucosil
transmembranales 7 y 8, un
- . . . . Figura 2. Estructura del cotransportador de Na":CI
dominio amino terminal hidrofilico ,ﬁ.,imu.;,,iﬂ,, $

intracelular, relativamente corto de
130 a 270 aa y un dominio carboxilo terminal hidrofilico intracelular largo, de 450
residuos de aminoacidos en el que existen miiltiples sitios para fosforilacion via

proteina cinasa C y A (Fig.2). El peso molecular predicho para la proteina del CST es



de ~110 kD. Sin embargo, en los analisis de western blot con anticuerpo anti CST se
observa una banda de mayor peso molecular (44) lo cual sugiere que la proteina esta
glucosilada. La secuencia de aminoacidos del CSTr incluye 6 secuencias consenso
para N-glucosilacion, dos de las cuales se encuentran presentes en el asa extracelular
en los residuos N404 y N424. La N-glucosilacion es una modificacion post-
transcripcional en la cual una cadena de oligosacaridos se transfiere al péptido recién
sintetizado y se une a residuos de asparagina de una secuencia consenso especifica
de la proteina [Asn-Xaa-Ser/Thr, Xaa # Pro] (91). Diversos estudios indican que la N-
glucosilacién en las proteinas podria estar regulando su 'actividad biolégica y su vida
media, dirigiendo su plegamiento y/o regulando su expresion en la superficie celular
(92). Sin embargo, el impacto funcional de la glucosilacién del CST en el rifidn adn no
se ha demostrado. Hoover y colaboradores (93) mediante técnicas de mutagénesis
dirigida y experimentos de de-glucosilacién, demostraron que el CSTr se glucosila in
vivo en los residuos N404 y N424 del asa extracelular y que estos sitios son
escenciales para su expresion en la membrana, para llevar a cabo el cotransporte de
NaCl y que estan involucrados en la union del ién cloro. En dicho estudio se demostré
también que la glucosilacion del CSTr esta involucrada con la unién al diurético tipo
tiazida. Los cambios en la afinidad a éste diurético; uno de los mas utilizados en el
tratamiento de la hipertensién, poseen claras implicaciones para el desarrollo de
farmacos.

En el humano el gen que codifica para el CST es el Slc12a3 que se localiza en
el cromosoma 16 y esta codificado por 26 exones que abarcan aproximadamente 55 kb

de DNA gendmico (15). Las mutaciones en este gen se han asociado directamente con



el sindrome de Gitelman. Este es una enfermedad autosomica y recesiva, descrita por
primera vez en 1966 por Gitelman, Graham y Welt (16), que se caracteriza
clinicamente por hipotensién arterial, hipocalemia, hipomagnesemia, alcalosis
metabdlica e hipocalciuria y que se presenta usualmente en la segunda década de la
vida (17; 18). En los ultimos afios se han descrito diversas mutaciones en el CST que
originan esta enfermedad. Estas incluyen, mutaciones sin sentido, mutaciones en los
sitios de empalme alternativo, insercién de codones de paro, deleciones, cambios en el
marco de lectura, entre otras. Este sindrome, presenta una variabilidad fenotipica
considerable, por lo que no se ha podido establecer una correlacion entre mutaciones
especificas y un fenotipo en particular. Por otra parte, todas las mutaciones que se han
reportado como causantes del sindrome de Gitelman, alteran un aminoacido
consewa&o a lo largo de la evolucién, generaimente cambiando la carga del residuo
(19). Estos hallazgos clinico-moleculares han incrementado el entendimiento acerca de
este padecimiento asi como de la fisiologia del tibulo distal. Simon y colaboradores
(17) postularen que el sindrome de Gitelman se produce por un transporte defectuoso
de Na* y CI en los productos génicos mutados. Posteriormente, diversos estudios (20,
21) demostraron que muchas de las mutaciones puntuales encontradas en pacientes
con sindrome de Gitelman afectan el procesamiento intracelular de la proteina, lo que
le impide llegar adecuadamente a la membrana celular y funcionar apropiadamente.
Por lo tanto, las manifestaciones de esta enfermedad se deben a la ausencia del CST

en la membrana apical del tibulo distal.



Agentes Diuréticos

Los diuréticos constituyen un grupo diverso de compuestos quimicos, que comparten la
habilidad de aumentar la excrecion renal de sodio. Estos agentes son ampliamente
utilizados en la clinica para el tratamiento de la hipertensién, edema pulmonar o
cerebral y otros trastornos caracterizados por la acumulacién de liquido en los
compartimientos intersticiales o extracelulares.

En general, los diuréticos pueden dividirse en 4 grupos: 1) diuréticos osméticos e
inhibidores de la anhidrasa carb6nica como el manitol y la acetazolamida
respectivamente, que acttan en el tibulo proximal;, 2) diuréticos de asa como la
furosemida que inhibe el transporte de sodio en el asa ascendente de Henle; 3) tiazidas
y diuréticos tipo tiazidas que actian en el tibulo distal; y 4) los diuréticos débiles
amiloride y triamterena que actian en el tubulo colector y se utilizan principalmente por

su capacidad para retener potasio.

Tiazidas o diuréticos tipo tiazida

Los diuréticos tipo tiazida, son analogos del 1,2,4-benzotiadiazina-1,1-didxido y
surgieron a partir de modificaciones quimicas de las sulfonamidas, de las que se habia
obéervado producian diuresis y cloruresis. Muchos de los diuréticos tiazidicos
conservan un grupo lateral sulfamil en el anillo bencénico, el cual les confiere cierta
capacidad de inhibicion de la anhidrasa carbénica (Fig. 3). El blanco principal de las
tiazidas empleadas en la medicina, lo constituye el CST, sobre el que ejercen el efecto

de alterar la tasa de transporte de NaCl inhibiéndolo (22). Es debido a lo anterior que el



uso de las tiazidas en la investigacion

..
de este transportador, constituye una ) ;]m Hidroclorotiazida
N
de las herramientas mas poderosas, “
tanto para su identificacion en N _
. . H,NSO, 74 CHy
diferentes organismos o] en ;NL Politiazida
cl CH,SCH,CF,

expresiones heterélogas, como para el
estudio de sus caracteristicas

funcionales (23, 24). Sin embargo, los H,NO,S D Metolazona
sitios especificos de unién a los iones y CH,

al diurético en el CST, aun no se han
! Figura 3. Estructura quimica de algunas tiazidas y

. . diuréticos tipo tiazida. La flecha sefiala el gru
identificado. lateral sulfaﬁ‘ e

Caracteristicas funcionales del CST

Antes de la clonacién del CST a partir de la vejiga urinaria del lenguado de invierno, ya
se habia demostrado la existencia de un transporte de NaCl sensible a tiazidas en el
tubulo distal. Renfro (25;26) y Stokes y colaboradores (27) reportaron previamente la
existencia de este cotransportador en el lenguado. El modelo de la reabsorcién de sal
en la vejiga urinaria de los peces teledsteos es el mismo para el tabulo distal y es por
esto, que a partir del DNA complementario (DNAc) del CST de este pez, el cual se
llamé CSTfl, se generé una sonda de 1.3 kb con la cual se clond el DNAc del CST de
rata (CSTr) a partir de corteza renal (28) y posteriormente su expresion en ovocitos de
Xenopus. A continuacion, se realizé la identificacién del CST de humano (CSTh) (17) y
de raton (CSTm) (29).



En 1975 Robert Kunau y colaboradores fueron los primeros en sugerir que las
tiazidas ejercen su efecto diurético inhibiendo la reabsorcién de sal en el tabulo distal
(30). Posteriormente, Ellison y colaboradores en 1987 mediante estudios de
micropuncion (10), describieron la presencia del CST en el tabulo distal, como el
responsable de la accion de los diuréticos tipo tiazida.

En experimentos de microperfusion in vivo en ratas Sprague-Dawley, Velazquez
y colaboradores (31) demostraron que el transporte de Na* y CI en el tubulo distal es
interdependiente y ocurre en ausencia de K'. El estudio cinético revelé6 una Km de 9
mM para el Na* y de 12 mM para el CI". Estudios recientes han demostrado que la
transfeccion de CSTfl y de CSTr en ovocitos de Xenopus laevis induce la aparicion de
un cotransportador de Na®:CI' con cinética similar a la reportada para los
transportadores endégenos. Este transporte de Na* no depende de la presencia de K*
extracelular y no es sensible a ouabaina, amiloride, acetazolamida o bumetanida (23,
24).

Beaumont y colaboradores (32) realizaron estudios de afinidad con
[*H]metolazona; un diurético tipo tiazida marcado radiactivamente con tritio, en corteza
renal de rata y demostraron que este compuesto se unia a un sitio de alta afinidad en
las membranas plasmaticas con una Km de 4.27 nM. Este sitio de alta afinidad, se
encontraba presente Unicamente en preparaciones de la corteza renal y no en aquellas
de médula renal intema o externa. La unién de [*H]metolazona podia ser alterada
Unicamente con otras tiazidas, con un perfil de afinidad similar a su potencia como
diuréticos clinicos y no con cualquier otro tipo de droga. Debido a estas propiedades de

unién, se consideré que este sitio representaba al transportador de Na*-Cl" sensible a



tiazidas. La localizacion autorradiografica demostré que la unién de [*H]metolazona en
la corteza renal se lleva a cabo especificamente en el tibulo distal (33). Dado que
estas caracteristicas correspondian a lo esperado para el receptor de tiazidas, desde
entonces, varios grupos han utilizado la unién de [*HJmetolazona a la corteza renal para
el analisis de las caracteristicas fisiologicas del CST en el rifion de mamiferos. Sin
embargo, la heterogeneidad entre las especies y la falta de limites distinguibles entre el
tubulo distal y el tabulo conector, han hecho que la localizacién precisa del CST se
dificulte. Técnicas como la inmunoflurescencia y la hibridacién in situ (34, 35), han sido
de gran utilidad en este aspecto. De la misma manera, se han desarrollado ya
anticuerpos contra el extremo amino del CST de rata.

En el tabulo distal, la inhibicion de la funcién del CST a través de una tiazida,
produce disminucién en la reabsorcion de Na* por efecto directo del diurético, pero
también aumento en la reabsorcion de Ca®*, por un efecto indirecto (36). No se conoce
con precision el mecanismo de esta accion indirecta, pero Friedman y colaboradores
(37), han sugerido que las tiazidas bloquean la entrada de Na* y CI' en la membrana
apical, mientras que el Na* continda saliendo en forma activa via la Na":K'-ATPasa en
la membrana basolateral. La concentracion intracelular de CI” disminuye debido al eflujo
continuo de éste a través de canales basolaterales de CI, lo cual resulta en la
hiperpolarizacion de la célula tubular distal hacia el potencial de equilibrio del K_+ que
tiene como consecuencia la apertura de canales catidnicos en la membrana apical, de
los cuales los mas abundantes son los de Ca?* (12). De esta forma, ademas del efecto
natriurético, las tiazidas, producen aumento en la reabsorcién de Ca?*, con la

consecuente disminucién en la excrecién urinaria de Ca?*. Es debido a lo anterior que



se utilizan tiazidas en el tratamiento de la litiasis renal. Ademas, la disminucidn crénica
en la excrecion urinaria de Ca®* en pacientes tratados con este tipo de drogas, podria
explicar el aparente efecto benéfico de las tiazidas en la masa dsea (38, 39). El
mecanismo por el cual las tiazidas estimulan la reabsorcion distal de Ca®* y la relacién

que existe entre la reabsorcion tubular renal de NaCl y de Ca? alin no se conoce.

Regulacion del CST

Al contrario de otros miembros de la familia de los cotransportadores electroneutros,
existe poca informacién directa, sobre la regulacion del cotransporte de NaCl sensible a
tiazidas (12). EI CST controla el transporte electroneutro de NaCl hacia las células del
tubulo distal y debido a que se encuentra restringido a esta region, la informacion que
se obtiene de éste a partir de homogenados de rifibn completo, refleja realmente los
cambios en su abundancia en esta region. Los estudios sobre la regulacion del CST al
principio se vieron limitados debido a tres factores principales: la complejidad
estructural del tabulo distal, la identificacion especifica del sitio de accioén de las tiazidas
y la falta de un marcador radiactivo para el CST (40).

Antes de que se desarrollaran anticuerpos especificos para el CST, su
abundancia era cuantificada generalmente por la unién especifica a la metolazona. En
1992 Fanestil (41) mediante el uso de la *H-metolazona, estudié el nimero de
transportadores bajo diversas condiciones fisiolégicas y fisiopatolégicas, en diversas
especies como rata y conejo. |

La nefrona distal es el sitio de la regulacién fina de la excrecién de los

electrolitos renales. Anatémicamente su definicion toma en cuenta exclusivamente



aquellas porciones tubulares que se originaron a partir del blastema metanéfrico, es
decir, la porcion gruesa del asa ascendente de Henle, el tibulo distal y el tdbulo
colector. Hasta la Gltima parte del siglo XX, morfolégicamente el tibulo distal se definia
con base en las observaciones de la microscopia dptica. Sin embargo, la convencién
actual con base en estudios ultraestructurales, es subdividirlo en 3 segmentos: el tibulo
contorneado distal, el tibulo conector y el inicio del tdbulo colector (42). Actualmente
gracias a las técnicas de la biologia molecular, la definicion puede basarse también en
el tipo celular, asi como en la distribucion y co-expresién apical de diferentes proteinas
de transporte.

A pesar de que estas proteinas y su secuencia basica en el tabulo distal, es la
misma en todas las especies de mamifero estudiadas (rata, ratén, conejo y humano),
en cada una, existen pequenas diferencias en su topologia, originadas probablemente
como una respuesta evolutiva de acuerdo a las condiciones en las que viven. Estos
cambios en los patrones de distribucién podrian ser funcionalmente relevantes, y por
ejemplo verse reflejado en la sensibilidad a las hormonas o en la excrecion final de los
solutos (43).

La transicion fenotipica entre las células del asa de Henle y el tibulo
contorneado distal es muy evidente y ocurre a una distancia variable después de la
macula densa. En contraste, en el rifion de rata y de humano el limite distal del tibulo
distal es mucho menos abruptc;, de tal manera que el tibulo conector se compone de
una mezcla de células que expresan al CST, células que no lo hacen, células
conectoras y células intercaladas, ambas negativas para el CST (44). La transicion

entre el tibulo contorneado distal y el tibulo conector es mas distinguible en el conejo.



Para fines de este estudio, el tibulo distal, puede definirse como la porcién de la
nefrona distal localizada poco después de la macula densa, seguida secuencialmente
por el tubulo conector. Se encuentra conformado por un epitelio homogéneo con
grandes células cuboidales altas, con extensos pliegues de la membrana plasmatica
basolateral, intercalados con abundantes mitocondrias de gran tamafo arregladas
verticalmente. El nicleo y el complejo de Golgi se localizan en la parte superior de la
célula. La superficie apical de la célula presenta algunas microproyecciones, pero no de
longitud suficiente ni tan abundantes como para formar un borde en cepillo (40, 45).

Los cambios en la cantidad de proteina o el RNAm del CST, han sido
observados bajo diferentes condiciones fisiopatolégicas (46, 47, 48). En 1989
Beaumont y colaboradores (49) demostraron que la isquemia renal aguda en ratas,
disminuye la densidad del CST en un 90%, medida con la unién de [*H]metolazona a
membranas de corteza renal. Este efecto es revertido en un 40% con 10 minutos de
reperfusion del rifion. Ellos también demostraron, que el bloqueo de la fosforilacion
oxidativa y la inhibicién del trahsporte de electrones mitocondrial con rotenona,
disminuyen la unién de [*H]metolazona a un valor menor al 20% del original. Esto
sugiere que el CST presenta una regulaciéon aguda y reversible, que es sensible a la
concentracion de oxigeno y que su afinidad por las tiazidas es dependiente de la
produccion intracelular de ATP. Posteriormente Edelstein y colaboradores (50) midieron
la expresion del CST mediante andlisis de western blot, en ratas con isquemia renal por
30 o 45 minutos seguidos de 15 minutos, 6 y 24 horas de reperfusion y demostraron
que la abundancia de la proteina también se reduce en la corteza renal. Wang y

colaboradores (51) analizaron los niveles del RNAm en este mismo modelo y mediante



analisis de Northern blot demostraron que la expresion del RNAm de CST disminuye
después de 30 minutos de isquemia y 24 horas de reperfusion.

Ademas de los estudios llevados a cabo en animales, la regulacion de la funcién
y la expresion del CST, también se ha llevado a cabo en sistemas de expresion
funcional como en ovocitos de Xenopus laevis y en células renales Madin-Darby de
perro (MDCK) (23, 24, 52, 53). Mediante el sistema de ovocitos de Xenopus, se
encontré que la captacién de Na* llevada a cabo por el CSTfl no se veia afectada por la
presencia de AMPc o de GMPc. Mientras que ei ester de forbol PMA, el cual es un
potente activador de la proteina cinasa C (PKC), disminuyd significativamente el
transporte de Na' en ovocitos inyectados con CSTfl (24) o CSTr (52). También
mediante este sistema, de Jong en el 2003, demostré que cuando el CST se localiza en
la membrana plasmatica funcionalmente se encuentra formando homodimeros
altamente glucosilados (53). La expresion del CSTh en las células MDCK, constituyo la
generacion de una linea celular de mamifero que expresaba establemente al CST de
humano. En este estudio, ademas de confirmar el cotransporte de NaCl sensible a
tiazidas, se analizé el papel de diversas rutas de sefalizacién en la regulaciéon de la
localizacion del CST en la membrana y en su actividad. En estas células, el CST se
localizé principalmente en el dominio apical y en su forma glicosilada, en donde llevo a
cabo un transporte de Na’ sensible a tiazidas, el cual incrementd después de un
tratamiento a corto plazo con forskolina. La forskolina promueve la produccién de AMPc
y es probable que este segundo mensajero a través de la PKA, debido al corto tiempo
de respuesta, este involucrado en la activacién de cotransportadores que ya estan en la

membrana o en el trafico de las vesiculas intracelulares que llevan el CSTh hacia la



membrana apical, mas que en el incremento de la transcripcion del gen. De todas las
especies estudiadas, unicamente el CSTh contiene un sitio potencial de fosforilacion
por PKA (54). Lo anterior explica la falta de efecto del AMPc en la captacion de Na* en
ovocitos de Xenopus laevis con CSTfl. Hasta el momento, ain no es claro cudles
hormonas o factores actian a través del AMPc para regular al CST en el tabulo distal

del humano.

Hasta el momento, no se conocen exactamente las vias de fosforilacién a través
de las cuales sea regulada la funcién del CST. Sin embargo, en el 2003, Yang y Wilson
(55, 56) demostraron que las proteinas cinasas WNK, regulan la actividad del CST. Sus
estudios muestran que cuando el transportador se co-expresa en ovocitos de Xenopus
laevis con la cinasa WNK4, la captacion de Na* disminuye en mas de un 85% cuando
se compara con ovocitos inyectados Unicamente con el CST. Lo que indica, que la
WNK4 es un potente regulador de la actividad del CST. Esto aunado al hecho de que la
WNK4 se expresa también a lo largo del tubulo distal, sugiere que esta cinasa podria
estar participando en la regulacion de la excrecion de sal in vivo. Experimentos
realizados con la proteina verde fluorescente en nuestro laboratorio, demostraron que
el efecto de la WNK4 sobre el CST, esta mediado en gran parte por una reduccién en
la llegada de este cotransportador a la membrana. La coexpresion del CST con WNK4
no interfiere con su procesamiento, es decir, que el mecanismo por el cual la WNK4
regula al CST, no es debido a que afecta su plegamiento, sino que interfiere en el
trafico de la proteina a la membrana (56). La especificidad de esta interaccion se
comprobé en células HEK 293T, en donde al expresar a la WNK4 y al extremo

carboxilo del CST, se demostré que estas proteinas co-inmunoprecipitan, pudiendo



estar formando un complejo en este tipo celular. Estos resultados, muestran una
probable via de sefializacién de cinasas, que podria jugar un papel importante en el

control del volumen del fluido extracelular (55).

Flujo y carga tubular de sodio

En el tibulo distal se reabsorbe el 5% del NaCl del filtrado glomerular y los primeros
estudios sugirieron que tanto la carga tubular de sal, asi como la tasa del flujo que
llegan a éste, controlan directamente la reabsorcion de sodio en este punto de la
nefrona (57). La furosemida (58) y el aumento de Na* en la dieta (59) incrementan la
carga de NaCl e inducen hipertrofia e hiperplasia del tibulo distal, con proliferacion de
la membrana basolateral, aumento en el volumen de las mitocondrias (57), asi como en
la actividad de la Na*:K*-ATPasa basolateral (60) y en el nimero de receptores para
tiazida en la membrana apical (61), lo que incrementa la capacidad de reabsorcion de

Na* (59, 62).

Inhibicion del transporte

Los diuréticos tipo tiazida, son los mas utilizados en el tratamiento de la hipertension.
Estos inhiben la captacion de NaCl hacia el tabulo distal, uniéndose al CST. La
reduccion prolongada de la entrada de sodio en las células, resulta en velocidades de
transporte crénicamente disminuidas y estructuralmente en una disminucion del
epitelio, con una reduccién en la maquinaria dél transporte activo de sal (63). El
tratamiénto con tiazidas en el raton, se asocia claramente con una disminucién del

epitelio del tabulo distal, mientras que el ratén knockout de CST muestra una marcada



hipotrofia del epitelio (64). Sin embargo, en la rata, el tratamiento con metolazona por 3
dias o con hidroclorotiazida induce apoptosis masiva exclusivamente en la primera
porcién del tabulo distal (65). Los diferentes efectos de las tiazidas en el tubulo distal de

ratas y ratones, enfatizan los diferentes tipos de respuesta en cada especie.

Efecto de las hormonas esteroideas

Los cambios en la carga de sal y la velocidad del flujo parecen ser factores suficientes
para regular el transporte de sal en el tibulo distal. Sin embargo, diversos estudios
sugieren la pdsib[e implicacién de la aldosterona en el control de la abundancia del
CST yl/o en la reabsorcion de sal. La hormona mineralocorticoidea aldosterona, regula
la excrecion urinaria de sodio, a través de incrementar la reabsorcién renal de éste ion.
Debido a que el CST controla la entrada de sodio en el tibulo distal, es probable que la
aldosterona regule el transporte de sodio en esta region de la nefrona por medio del
CST. Chen y colaboradores (66) demostraron que la adrenalectomia en la rata
disminuye la densidad del CST y observaron un incremento en la unidén a
[*H]metolazona en homogenados de rifién después de aplicar aldosterona exégena.
Velazquez y colaboradores (67) observaron que la baja actividad en el transporte
electroneutro de sodio, medida in vivo en el tibulo distal de ratas adrenalectomizadas,
puede ser recuperada a niveles normales e incluso incrementada con la administracién
de aldosterona y/o altas dosis de glucocorticoides. En 1998, Kim et al (68), realizaron
un estudio en donde la restriccion de NaCl en la dieta duran_te 10 dias (con el fin de
incrementar los niveles séricos de aldosterona), la infusién de aldosterona por 10 dias,

y/o la administracion oral de un mineralocorticoide sintético durante 7 dias, resultaron



en una sobre-expresion del CST comprobada mediante andlisis de western blot (68).
Los resultados anteriores, demuestran que la densidad y la reabsorcién de Na* y CI" en
el tubulo distal, se encuentra regulada por cambios en la concentracion sérica de ésta
hormona esteroide. El incremento en el transporte y la proteina del CST, después del
tratamiento con furosemida o la restriccién de sodio en la dieta, fue significativamente
menor cuando los receptores de aldosterona fueron bloqueados con espironolactona
(69, 70). Estos resultados son consistentes con la presencia de receptores para
mineralocorticoides y la enzima 11p-hidroxiesteroidea en el tibulo contorneado distal
de rata, conejo y humano (48, 71), necesarios para que las hormonas esteroideas

lleven a cabo su funcion.

Hormonas peptidicas

Se ha demostrado indirectamente la presencia de receptores para hormonas peptidicas
como la calcitonina, la PTH y el péptido sintético isoproterenol, mediante el incremento
en la actividad del AMPc después de la aplicacién de estas hormonas a segmentos de
tubulo distal microdisecados (72) Blakely y colaboradores, reportaron un aumento en la
unién a [*H]metolazona en homogenados de rifién de ratas tratadas con calcitonina
(73).

Independientemente de su efecto en la secrecion adrenal de aldosterona, la
angiotensina Il, la enzima involucrada en el control de la presion sanguinea arterial y la
homeostasis sistémica del sodio, también estimula la reabsorcién de sodio en el tibulo
distal (74). Se ha discutido que la hipertrofia del tuibulo distal inducida por un aumento

en la carga tubular de sal, podria ser debida en parte, a un efecto de la angiotensina II
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(75) En experimentos recientes con ratones knockout del receptor de angiotensina Il
tipo 1 (AT1) se demostr6 que, contrario a lo que sucede en los ratones silvestres, los
knockout carecen de un aumento en la abundancia del CST en respuesta a una dieta
baja en sodio. De tal manera que en el ratén, parte de la adaptacion del tabulo distal a
la baja ingesta de sodio, puede ser mediada por un aumento en los niveles de la
angiotensina 1.

Ecelbarger y colaboradores (76), analizaron el efecto de la hormona vasopresina
en la expresion de diferentes transportadores de sodio en el rifién, en ratas diabéticas y
normales, mediante la infusiéon de un andlogo de la vasopresina a las primeras y
mediante la elevacion de los niveles endégenos de la hormona, restringiendo la ingesta
de agua a las segundas. Por medio del andlisis de western blot, comprobaron que la
abundancia del CST incrementé con la infusion del agonista y no mediante la
restriccion de agua en las ratas normales. La vasopresina posee acciones anti-
diuréticas y anti-natriuréticas en el rifién, sin embargo la presencia de sus receptores
V2 en el tabulo distal, no se ha reportado, por lo que los autores sugieren que el efecto
en el aumento de la expresion del CST, se podria deber a un ajuste en los niveles de
aldosterona en las ratas diabéticas; hormona que se sabe aumenta la expresion del
CST. Otra explicacion es que la sefalizacion en los 2 modelos no sea la misma, ya que
el analogo se une Unicamente a los receptores V2 y en las ratas normales, la
vasopresina enddgena puede actuar también a través de los receptores V1. Sin
embargo no se descarta la posibilidad de que esta hormona pueda incrementar la

abundancia del CST en el tabulo distal.
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Hormonas sexuales

Desde hace tiempo se conoce que los estrégenos pueden reducir la excrecion renal de
sodio (40), sin embargo, el estudio de la regulacién de las hormonas sexuales y el
género sobre la reabsorcion de sodio y cloro en el tiubulo distal, es poco extenso y
comenzo hace poco tiempo.

En 1994 Chen y colaboradores (5) analizaron el efecto del género en la rata,
sobre la expresion y la respuesta del CST mediante la unién con *H-metolazona vy la
administracién del diurético bendroflumetiazida (BFTZ). Utilizaron ratas Sprague-
Dawley macho con o sin orquidectomia y hembras con o sin oforectomia y demostraron
que la densidad del

cotransportador es mayor en
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mientras que en las ratas

. _ Figura 4. Efecto de la gonadectomia en la unién de [SHmetolazona. La
orquidectomizadas, unién del diurético en el grupo control o es mayor en las hembras que en
los machos. Sin embargo, esta diferencia desaparece con la

incrementaba. En cuanto ala  9onadectomia u.

respuesta a la BFTZ, en presencia de ésta, el volumen urinario y la excreciéon de Na*,
CI' y NH,4 increment6 tanto en hembras como en machos, sin embargo, la excrecion fue
mayor en las hembras y disminuyé también la excrecién del Ca®*. Es decir que las

hembras muestran una respuesta significativamente mayor a la administracién de

22



BFTZ. Sin embargo, esta diferencia desaparecioé con la oforectomia. Con este estudio,
Chen y colaboradores (5) demostraron una diferencia de género en la densidad del
CST en el tubulo distal y en la respuesta a tiazidas, es decir una probable regulacion
tanto en la funcion como en la expresién, ya que el incremento en la densidad del
transportador en las hembras correlacioné con una mayor excreciéon de sodio, cloro y
amonio y con la disminucién en la excrecién urinaria de calcio después del tratamiento
con BFTZ. A pesar de que este estudio brinda informaciéon importante sobre la
respuesta a la BFTZ tanto en machos como en hembras, el analisis de densidad del
CST mediante la unién con *H-metolazona provee Unicamente informacién sobre el
numero y no sobre la actividad del cotransportador.

En 1996 Verlander y colaboradores (40) determinaron el efecto de la
ovariectomia y el reemplazo con estrégenos en la localizaciéon utraestructural del CST.
Mediante inmunocitoquimica y utilizando anticuerpos policlonales contra el extremo
amino del CST, demostraron que éste se expresa en la membrana apical del tibulo
distal y en las microproyecciones de ésta. En este sitio, el marcaje fue muy intenso en
rinones de ratas control, mientras que en ratas ovariectomizadas la expresion del CST
se redujo considerablemente asi como en las microproyecciones. Sin embargo si estas
ratas eran tratadas con 17B-estradiol, el marcaje se restituia a niveles normales. De
manera que el género femenino puede estar asociado con una mayor funcion y
expresiéon del CST.

Con dicho estudio, Verlander et al (40) demostraron que los cambios en los
niveles de estrégenos en la rata alteran tanto la complejidad de la membrana apical, asi

como la densidad del CST en el tabulo distal. Sin embargo, el analisis de distribucion y
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de cantidad de proteina tnicamente se llevo a cabo en ratas hembras, por lo que no
podemos saber si este comportamiento del CST, es exclusivo del género femenino o si
también se presenta en los machos. Los mecanismos por los cuales la ovariectomia y
la administracion de 17B-estradiol afectan al CST aln no se han determinado. A pesar
de que se ha propuesto una accion directa de los estrégenos en las células del tibulo
distal, asi como en la transcripcion del CST, ain no se ha reportado la presencia de
receptores estrogénicos en esta regiéon de la nefrona, ni el efecto de éstos en los
niveles de expresion del RNAm del CST.

El efecto de la ovariectomia y los estrégenos en el balance de agua y sal en el
tubulo distal podrian estar relacionados con las diferenﬁias observadas en los estudios
del CST. Clinicamente, esta informacion puede relacionarse al tratamiento con
diuréticos tipo tiazida, particularmente en mujeres post-menopadsicas asi como con los
factores que contribuyen al balance de fluidos. Asi mismo, la reduccién en la expresion
del CST después de la ovariectomia o la menopausia podria estar regulando en parte,
el incremento en la incidencia de osteoporosis en mujeres durante la postmenopausia,

asi como el mantenimiento de la masa 6sea antes de esta etapa.
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Justificacion

- El balance de fluidos en el organismo y la respuesta al tratamiento con diuréticos tipo
tiazida, puede estar relacionado con el efecto del género en el transporte de NaCl en el
tubulo distal.

- La regulacién del CST en el tejido renal mediado por estrogenos y su interaccién con
otras proteinas, podrian ser parte del mecanismo por el cual se presenta un efecto
protector contra el dafio renal, en las mujeres premenopausicas.

- El estudio detallado de la interaccion de los genes en el rifién, asi como el efecto del

género y las hormonas sexuales en su expresién y actividad, permitira aproximarnos al
entendimiento de la fisiologia renal del humano.
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Hipotesis
Si la expresion del CST en el tejido renal de ratas hembra y macho esta influenciada
por el género, entonces la gonadectomia producira un efecto sobre su funcion, a través

de la regulacién del RNAm y/o de los niveles de expresioén de la proteina.
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Objetivo General

e Conocer el efecto del género y la gonadectomia en la funcion y expresion del
cotransportador de Na*:Cl sensible a tiazidas en el rifién de rata.

Objetivos Particulares

e Analizar la respuesta a la administracién del diurético BFTZ en ratas hembra y
macho.

e Estudiar el efecto de la gonadectomia en la respuesta a la BFTZ.
« Determinar y comparar el nivel de expresion del CST en ratas macho y hembra

o Determinar si la gonadectomia afecta el nivel de expresion del gen del CST.
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Metodologia

Modelo experimental

Se estudiaron ratas de la cepa Wistar, especie Ratus norvegicus del Sexo
masculino y femenino, de 250 a 300 g de peso, divididas en cuatro grupos de 10 ratas

cada uno. Los grupos fueron los siguientes:

1) Machos control

2) Hembras control

3) Machos gonadectomizados
4) Hembras gonadectomizadas

Las ratas nacieron y se mantuvieron en todo momento en el bioterio del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, expuestas a periodos de
luz/oscuridad de 12:12 horas, en condiciones constantes de temperatura y humedad
relativa de 18°-19°C y 65%, respectivamente. Todas las ratas tuvieron libre acceso a

agua y comida estandar para rata.

Con el fin de analizar la funcion del CST en la excrecidon urinaria de agua y
electrolitos en ambos géneros, se analizé la respuesta a la administracién aguda del
diurético tipo tiazida bendroflumetiazida (BFTZ), el cual especificamente inhibe la
actividad del CST.

Un dia antes de la administracién del diurético, las ratas permanecieron en
jaulas metabdlicas para recolectar la orina de 24 ﬁoras, a partir de la cual se midi6 el
volumen urinario y la excrecién urinaria de Na*, K*, CI' y Ca?". Al término de este

tiempo, los animales fueron inyectados con una dosis de 1 mg/kg de BFTZ por via
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intraperitoneal. La BFTZ fue diluida en dimetilsulféxido (DMSO) al 20%. Durante las
siguientes dos horas, se recolecté la orina nuevamente, a partir de la cual se determind
también, el volumen urinario y la excrecién urinaria de electrolitos. La dosis y tiempo de
respuesta maxima empleadas en los experimentos, se determinaron a partir de
estudios previos de nuestro laboratorio llevados a cabo con ratas macho y BFTZ.

Dos o tres dias después de la primera inyeccion de BFTZ, se llevé a cabo la
gonadectomia (Gx) de los grupos 3 y 4. En el caso de las hembras, la cirugia se realizd
por medio de ovariectomia bilateral y en el caso de los machos por orquidectomia total,
previa anestesia con pentobarbital administrado intraperitonealmente (30 mg/kg).
Después de la cirugia, se dejaron transcurrir tres semanas para que los niveles de las
hormonas sexuales de las ratas gonadectomizadas se encontraran en un nivel por
debajo de los de su grupo control. Una vez transcurrido este tiempo, los 4 grupos
experimentales fueron expuestos de nuevo a la administracion aguda de BFTZ con el
fin de determinar las diferencias en la respuesta al diurético entre hembras y machos

antes y después de la Gx.

Las ratas se sacrificaron al dia siguiente de la segunda administracion de BFTZ,.
Un dia antes, se pesaron y se colocaron en cajas metabélicas sin alimento para llevar a
cabo una recoleccion de orina de 24 h. Se midié el volumen de orina y a partir de ésta,
se determinaron los niveles de creatinina. Las ratas se anestesiaron en camara de éter
y se tomaron muestras de sangre mediante puncién de la vena cava para determinar
los niveles séricos de estradiol y testosterona. Posteriormente, ambos rifiones fueron
extraidos y se separaron en corteza y médula. Ambas regiones del rifion, se

congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento.
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Ya que en el presente estudio se analizd la funcion del CST en la excrecion
urinaria de agua y electrolitos en ambos géneros, fue necesario determinar si la
respuesta a la BFTZ en las ratas hembra, no variaba entre los diferentes dias del ciclo
estral. Para poder determinarlo, se llevé a cabo un estudio piloto, en el cual analizamos
el efecto del estado hormonal sobre la respuesta a la administracion de la BFTZ. Para
realizarlo, se emplearon dos grupos de 10 ratas cada uno. Un grupo fue estudiado en
estro, el dia del ciclo con menor nivel de estradiol circulante, y el otro grupo fue
estudiado en proestro, el dia del ciclo con mayor producciéon de estradiol. El dia del
ciclo fue determinado por medio de frotis vaginal. Con este fin se tomé una muestra de
lavado vaginal mediante una pipeta con solucién salina el cual es sujeto a anadlisis

citolégico en un microscopio 6ptico.

=

De acuerdo a Hafez (77) las
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de estro comparadas con las ratas ratas hembras en proestro y estro. *p<0.01 vs. los
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en proestro, ni antes ni después del

tratamiento con BFTZ. Lo anterior indica que la magnitud de la respuesta al diurético no
es influenciada por cambios ciclicos de las hormonas sexuales ovaricas. Con base en

este antecedente, en el presente estudio las ratas hembra no fueron cicladas.
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Con el fin de comprobar si las diferencias encontradas en las ratas hembra y
macho después de la administracion de BFTZ son especificas para este tipo de
diurético y no el reflejo de algun factor involucrado con su llegada y funcion en el tubulo
distal se analizé también la respuesta a los diuréticos furosemida y amilorida en ratas
hembra y macho. Ambos diuréticos se administraron por inyeccién intraperitoneal en
una dosis Unica de 5 mg/kg y 1 mg/kg, respectivamente. La furosemida inhibe la
reabsorcién apical de sodio en el asa ascendente de Henle, mientras que la amilorida
lo lleva a cabo en el tibulo colector. De esta manera se analizé la reabsorcion de sodio
en la porcién anterior y posterior al TD. El volumen urinario y la excreciéon urinaria de
los principales electrolitos renales se cuantificaron 2 h antes y 2 h después de la

administracion del diurético, de la misma forma que se llevé a cabo con la BFTZ.

Determinaciones bioquimicas

Electrolitos

El Na*, K" y CI urinarios se determinaron mediante el potencial de i6n selectivo
en un analizador de electrolitos NOVA 4 y el Ca®* urinario mediante espectrometria de
absorcién atdmica. Los electrolitos fueron determinados tanto en la orina de 24 horas

como en la de dos horas después de la administracién de BFTZ.

Creatinina

La creatinina se determiné tanto en suero como en orina mediante la técnica de
reaccion de punto final con acido picrico e hidroxido de sodio en un analizador de
creatinina Il de Beckman. Los resultados obtenidos fueron utilizados para calcular la

depuracion de creatinina segun la formula U*V/P en donde U es la concentraciéon

31



urinaria, V el volumen urinario y P la concentracion plasmatica. La depuracion de
creatinina constituye un indice confiable de la filtracion glomerular y se midié con el

objetivo de analizar que la funcién renal en todas las ratas estudiadas fuera normal.

Hormonas sexuales

Los niveles de las hormonas sexuales en los grupos de estudio, se evaluaron
por medio del radio-inmunoensayo ('%l) en fase sélida Coat-a-Count, disefiado para la
determinacion de testosterona y estradiol en muestras de suero heparinizado, sin
necesidad de extraccion. El procedimiento se basa en la utilizacion de tubos de
polipropileno recubiertos con anticuerpos especificos para las hormonas antes
mencionadas. La testosterona y el estradiol marcados con (‘%) compiten con los de
las muestras durante un tiempo determinado por los sitios de unién en los anticuerpos.
A continuacién el tubo se decanta para separar las hormonas sexuales unidas de las
libres y se cuenta en un contador gama. La cantidad de cuentas esta inversamente
relacionada con la cantidad de hormona presente en la muestra. La cantidad presente

en la muestra se determina a partir de una curva de calibracion.

Extracciéon de RNA total a partir de corteza y médula Renal

Con el fin de analizar y cuantificar la expresion del CST en los cuatro grupos
experimentales al nivel molecular se extrajo el RNA total a partir de la médula y la
corteza renal mediante la técnica de homogeneizacién en tiocianato de guanidina y
ultracentrifugacion en un gradiente de cloruro de cesio (Apéndice 1). Una vez aislado el
RNA se determiné su concentracién mediante espectrofotometria de luz ultravioleta a

260 nm con un espectrofotometro Beckman DU640. Mientras que su calidad se
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corrobord mediante electroforesis en gel de agarosa-formaldehido al 1%, (Apéndice 2),
al observar las bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 28s y 18s una

vez tefiido con bromuro de etidio y expuesto a luz ultravioleta.

Amplificacién a partir de RT-PCR semicuantitativa

Para llevar a cabo las reacciones de RT-PCR, las muestras de RNA se trataron
con DNAsa (InvitroGen) (Apéndice 3) para evitar cualquier riesgo de contaminacion.
Los productos de la reaccion se separaron en un gel de agarosa-formaldehido al 1%
para detectar su presencia y calidad mediante tincion en bromuro de etidio bajo una
lampara de luz ultravioleta. Su concentracion después del tratamiento se determiné
mediante espectrofotometria de luz ultravioleta a 260 nm con un espectrofotometro

Beckman DUG640.

Transcripcion reversa (RT)

La transcripcion reversa se llevé a cabo a partir de 2 ug de RNA total de corteza
y/o médula. Antes de comenzar la reaccion, el RNA se desnaturalizé a 65°C durante 10
minutos. La RT se realizé a 37°C durante 60 minutos en un volumen total de 20 pl,
usando 200 U de transcriptasa reversa (MMLV Invitrogen), 100 pmol de hexameros, 0.5
mM de cada nucleétido (ANTP) y 1x de amortiguador RT (Apéndice 4). Al término de la
reaccion las muestras se calentaron a 95°C por 5 minutos para inactivar la enzima y se
diluyeron a un volumen final de 40 pl con agua grado biologia molecular. Una décima
parte de estas muestras se emple6 para la amplificacién del DNA complementario

(DNAc) mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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Ensayos de PCR-semi-cuantitativa

Como en la mayoria de las reacciones enzimaticas la amplificacién de cualquier
gen por PCR exhibe dos fases: una fase exponencial, en donde la cantidad del
producto se incrementa en forma geométrica con relaciéon al nimero de ciclos y una
fase de meseta en donde la cantidad del producto ya no se incrementa en forma
geomeétrica y la reaccion se satura. Entre mas baja es la abundancia del RNAm, mas
grande es la fase exponencial y la fase de meseta se alcanza en un mayor nimero de
ciclos (78).

Debido a lo anterior, para llevar a cabo la semi-cuantificacion con PCR se
determinaron primero las fases exponenciales y de meseta de la cinética de cada
mensaje, con el fin de evitar resultados falsos negativos, ya que si las reacciones se
realizan durante la fase de meseta, las dif_erencias pueden no ser detectadas.

Para realizar la determinacién de ambas fases, las reacciones de PCR para
cada gen, se llevaron a cabo en un volumen final de 200 pl, las cuales se dividieron en
10 reacciones de 20 pl en presencia de [«*?P]-dCTP, para analizar la amplificacion del
producto cada cierto nimero de ciclos de la reacciéon. Al finalizar, 10 pl de cada
reaccion se sometieron a electroforesis en geles de acrilamida al 1%. Posteriormente
las bandas en el gel, correspondientes a los diferentes ciclos de amplificacion llevados
a cabo, fueron visualizadas con bromuro de etidio utilizando luz UV. Cada banda se
corté y se diluyé con liquido de centelleo, para determinar la radiactividad incorporada
en cada reaccién mediante un contador de centelleo B.

La curva de amplificacion de cada gen se obtuvo graficando la incorporacién de

fosforo radiactivo en los productos de PCR en escala logaritmica contra el nimero de
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ciclos correspondiente. De esta manera, se obtiene una gréafica sigmoidea en donde se
observa una fase geométrica (fase exponencial) y una fase de saturacion (fase de
meseta). Con base en estas graficas, se determiné el nimero de ciclos al que se
sometié cada reaccion tanto para la amplificacion del CST como para el gen control.

Para la reaccion de PCR-semicuantitativa se tomé el 10% de las muestras de RT
y se llevo a un volumen final de 20 pl con amortiguador PCR 1x, 0.1 mM de cada
dNTP, 0.2 uCi de [a®P]-dCTP, 10 uM de los iniciadores especificos paré cada gen,
agua grado BM y 1x de Tag DNA polimerasa (InvitroGen) (Apéndice 4).

A partir del cDNA de corteza de rifién de los cuatro grupos experimentales, se
realizd la amplificacion en presencia de iniciadores especificos para el CST, asi como
para el gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PD), el cual fue
empleado como gen control, debido a que su expresion en el rifién es constitutiva. A
partir del cDNA de médula renal, se llevaron a cabo Unicamente reacciones como
controles negativos, ya que la expresion del CST se limita exclusivamente a la corteza.

Las secuencias, tamafio del producto que amplifican, asi como el protocolo

empleado para cada par de iniciadores se muestra en la tabla 1.

Andlisis de western blot (WB) del CST

Extraccion de proteinas totfales

El efecto del género y la gonadectomia en la expresién de la proteina del CST,
se estudié mediante un analisis de WB. Para llevarlo a cabo, se homogeneizaron 0.5 g
de la corteza renal de cada grupo experimental en un amortiguador de homogenado,

adicionado con un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche) (Apéndice 5). El lisado
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resultante, se centrifugé a 4,000 rpm durante 10 min. a 4°C, al termino de los cuales, se
recupero el sobrenadante y se centrifugd de nuevo a la misma velocidad durante 5 min.
Se volvié a colectar el sobrenadante y a partir de éste, se determiné la concentracién
total de proteinas mediante el método de Lowry. Las muestras se guardaron a -80°C
hasta su procesamiento. A continuacién se separaron 75 pg/pl de cada muestra
mediante electroforesis en un gel de acrilamida al 7.5% en condiciones
desnaturalizantes, para después ser transferidas por el método semiseco a una
membrana de PVDF (Amersham) durante 50 min. a 7 V y temperatura ambiente. La
inmunodeteccion se realizé con el kit Immun-Star™ Chemiluminescent Protein detection
Systems de BIO-RAD de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La membrana se
bloque6é con un agente bloqueador al 0.4% en solucién TBS durante una hora y
después se incubod durante toda la noche a 4°C, con el anticuerpo primario anti-CST
(proporcionado por el Dr. Mark Knepper, National Heart, Lung and Blood Institute,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) en una dilucién 1:1,500 en
amortiguador del anticuerpo. Al siguiente dia se realizd una serie de lavados de la
membrana con solucién TTBS (TBS + 0.1% Tween) y se incubd con el anticuerpo
secundario Goat anti-Rabbit-AP (Bio-Rad) 1:2,000 en amortiguador del anticuerpo,
durante una hora a temperatura ambiente. A continuacién la membrana se volvié a
lavar con TTBS y por udltimo se le afadié el agente quimioluminiscente Immun-Star
Substrate (Bio-Rad) para detectar la proteina de interés, exponiendo la membrana a
una placa radiografica. Las bandas en la placa correspondientes al CST (~150 kD),

fueron analizadas densitométricamente con el programa Kodak ID 3.5.
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Extraccion de proteinas de membrana

Con el fin de analizar la fraccién de proteinas presentes en la membrana
plasmatica de las células de la corteza, se obtuvo un homogenado con el tejido de esta
region de los cuatro grupos experimentales (Apéndice 6) y se centrifugd a 5,300 rpm
durante 15 min. a 4° C en centrifuga refrigerada (Eppendorff). A continuacién se
recolecto el sobrenadante y nuevamente se centrifugé a 13,800 rpm durante 30 min. a
4°C. Se volvi6 a recolectar el sobrenadante y por Gltimo se centrifugé a 23,000 rpm en
ultracentrifuga (Sorvall). Se desechd el sobrenadante y el botén obtenido, se
resuspendié en amortiguador de homogenado ya que es en esta fraccion donde se
encuentran las proteinas de membrana. La concentracion de las proteinas se
determiné mediante el método de Lowry y las muestras se guardaron a -20°C hasta su
procesamiento. Las proteinas de membrana se separaron mediante electroforesis y se
transfirieron a membranas de PVDF para detectar la presencia del CST empleando las

mismas condiciones que en el caso de las proteinas totales.

Tanto para las proteinas totales como para las de membrana, se empleé la
proteina B-actina como proteina control. Esta se detecté a partir de las mismas
membranas en las que se llevé a cabo la deteccién del CST, pero con la parte de la
membrana correspondiente a su peso molecular (45 kD). Para llevar a cabo este
analisis de WB (Apéndice 8), la membrana se incubé durante toda la noche con el
anticuerpo primario anti-actina (Santa Cruz Biotechnology) en una dilucién 1:2,500 a
4°C. Al dia siguiente se incubodcon el anticuerpo secundario Donkey anti-goat IgG-
HRP (Santa Cruz Biotechnology) 1:1500 en amortiguador del anticuerpo, para llevar a

cabo su deteccion mediante el revelador quimioluminiscente ECL Western blotting
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detection system (Amersham) y la auto-radiografia de la membrana. Las bandas en la

placa correspondientes a la R-actina fueron analizadas densitométricamente con el

programa Kodak ID 3.5.

Tabla 1. Protocolos de amplificacion para CST y G3PD por RT-PCR semicuantitativa.

Gen cDNA Corteza cDNA Médula Secuencia Tamaiio del
renal renal fragmento
1) 94°C 4 min 1) 94°C 4 min
2) 94°C 4 min 2) 94°C 4 min
3) 57°C 1 min 3) 57°C1min |5 ACT CGT TCC
CST 4) 72°C 1 min| 4) 72°C 1 min|TCAAGCAGG 3’ 332 pb
30 seg 30 seg )
5) 20 ciclos 5) 20ciclos |3 CCG ACT TGA
6) 72°C 5 min 6) 72°C 5 min CCTTGCCATTS
7) 4°Co 7) 4°Cx
1) 94°C 4 min 1) 94°C 4 min
2) 94°C 4 min 2) 94°C 4 min
3) 56°C 1 min 3) 56°C1min |5 GTA GCC ATA
G3PD 4) 72°C 1 min| 4) 72°C 1 min|TTCATTGTCATA3 | 515pp
30 seg 30 seg .
5) 17 ciclos 5) 17 ciclos 3" AAT GCA TCC
6) 72°C 10 min 6) 72°C 10 min TGC ACCACC AAS
7) 4°C « 7) 4°Cx

Analisis Estadistico

El andlisis de la respuesta a la BFTZ se llevé a cabo en la siguiente forma: la

excrecién urinaria de 24 horas tanto de volumen como de electrolitos antes de la

administracion de la BFTZ, fue dividida entre 12 con el fin de obtener un valor promedio

para un periodo de dos horas. Este valor posteriormente fue comparado con los

38




obtenidos en la recoleccion de orina obtenida dos horas después de la administracion
del diurético. .

El analisis de expresion del RNAm del CST y su proteina se llevé a cabo
mediante la determinacion del cociente entre CST y G3PD y CST y actina,
respectivamente.

El nivel de p< 0.05 de dos colas fue tomado como significativo y los resultados
se presentan como la media + el error estandar (+ SE). La significancia estadistica
entre machos y hembras para los experimentos iniciales con BFTZ fue determinada
mediante una prueba t de student no pareada, mientras que las diferencias entre los 4
grupos fueron analizadas con la prueba paramétrica de ANOVA de una sola via con la

correccion de Student-Neumann-Kuels.
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RESULTADOS

Efecto del género y la gonadectomia en la respuesta a la BFTZ

Efecto del género sobre la respuesta al tratamiento con BFTZ

Con el fin de comprobar el efecto del género sobre la actividad del CST, se analizo
la respuesta de las ratas hembra y macho a una dosis Unica del diurético BFTZ,
cuantificando el volumen urinario y la excrecién urinaria de sodio (Na®), cloro (CI)
y calcio (Ca®). A lo largo del experimento la ingesta de sal fue la misma para
todos los grupos (20 g/dia de comida standard para rata). Mientras que el peso
corporal entre hembras y machos al inicio del estudio fue semejante: 245 + 10.7
vs. 265 + 8.9 g, p = NS, respectivamente. En la tabla 1 se presentan los valores de
los parametros evaluados, obtenidos antes y después de la administracion del
diurético en los grupos estudiados. El valor pre-BFTZ se obtuvo dividiendo la
excrecién urinaria y de electrolitos de 24 h, entre 12, con el fin de obtener los

valores promedio de un periodo de 2 h.

Tabla 1. Volumen urinario y excrecion urinaria de electrolitos en ratas hembra y
macho, 2 h antes y 2 h después de la administracién intraperitoneal de BFTZ

Hembras Machos
Pre-BFTZ Post-BFTZ Pre-BFTZ Post-BFTZ
(1 mg/kg) (1 mg/kg)
Volumen (ul/100 g/2h) 342+ 24 943 $53* 331+ 21 723 £ 48*
Sodio (HEq/100 g/2h) 50.8 +3.21 157 + 8.04* 4891234 100 £ 4.74*
Cloro (HEq/100 g/2h) 92.3+5.77 243 £ 11* 92.2+5.37 160 + 10.6*
Calcio (pg/100 g/2h) 21,622 + 3572 | 38,235 + 4992* | 24,987 + 3432 | 28,138 + 2686*
Potasio (WEq/100 g/2h) | 73.5%5.12 128 + 6.55* 95+ 8.03 96 + 6.44

* p<0.05 vs el valor de pre- BFTZ
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La figura 5 muestra las graficas obtenidas a partir de los datos de la tabla 1. Se
presentan los valores basales del volumen urinario (5A) y de la excrecion urinaria
de los electrolitos Na* (5B), CI' (5C) y Ca?®* (5D), obtenidos antes y después de la
administracion del diurético. Como puede observarse, el efecto de la
administracion de BFTZ, produjo un aumento sobre el volumen urinario y sobre la
excrecion de los electrolitos tanto en hembras como en machos. Sin embargo, a
pesar de que los valores al inicio del estudio fueron similares en ambos géneros,

la magnitud de la respuesta al tratamiento con BFTZ fue mayor en las hembras.
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Figura 5. Efecto de la BFTZ en el volumen urinario (A) y la excrecién urinaria de Na* (B), CI (C)
y Ca** (D). Se presentan los valores antes y 2 h después de la administracion de la tiazida, en
ratas hembras (circulos negros) y ratas macho (circulos blancos). *p<0.01 vs. ratas hembra

41



En la figura 5A se presenta el volumen urinario en pl/100 g/2h, donde puede
observarse que en ambos grupos se presentd un efecto diurético significativo
después de la BFTZ. Sin embargo, a pesar de que el volumen urinario fue similar
al inicio, la diuresis fue mayor en las hembras que en los machos. En el caso de
los electrolitos Na* y CI' (5B y C, respectivamente) su excrecién urinaria,
expresada en pEq/100 g/2h, antes y después del diurético tuvo un comportamiento
similar. Tanto en hembras como en machos, los valores iniciales de excrecion
fueron similares y el aumento en la excrecion de ambos iones después del
tratamiento fue significativo. Sin embargo, al comparar los valores finales de
respuesta a la BFTZ, se observa que estos son significativamente mayores en las
hembras que en los machos. La figura 5D muestra la excrecién urinaria de Ca** en
pg/100 g/2h, en donde se puede observar que a pesar de que los valores basales
son nuevamente semejantes entre los grupos, unicamente en las hembras el
tratamiento con BFTZ, produjo un incremento significativo en la excrecion de éste
ion.

A partir de nuestros resultades, podemos concluir que la administracion del
diurético BFTZ produjo un aumento en el volumen urinario y en la eliminacion de
los iones sodio y cloro en el rifion de ratas hembras y machos control, asi como
aumento6 la excrecion urinaria del idén calcio en las hembras. Sin embargo, la
magnitud de esta respuesta fue significativamente mayor en las hembras que en
los machos. Lo anterior podria sugerir dos cosas: que en el rifion de las ratas
hembra la expresioén del CST es mayor que en el de los machos ya que si la
reabsorcién de NaCl en el tabulo distal fuera la misma en ambos géneros, los

valores de excrecion después de la inyeccion de BFTZ serian similares, y/o que la
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llegada del diurético a su sitio de accion en el rifién, es afectada por algln factor

en los machos y la respuesta observada, no es especifica de la funcién del CST.

Respuesta a los diuréticos Furosemida y Amilorida

Como se menciona en el parrafo anterior, existen diferentes factores fisiolégicos
que pueden modificar tanto la eficiencia de llegada de los diuréticos asi como su
efecto. Estos factores incluyen la absorcion peritoneal, la unién a la albumina, la
tasa de filtracion glomerular y la tasa de secrecion tubular. Con el fin de comprobar
que la mayor magnitud de respuesta observada en las ratas hembras, después del
tratamiento con BFTZ es especifica para este diurético, se analiz6 la respuesta en
ambos géneros a la administracion de dos diuréticos distintos: uno, el diurético de
asa furosemida y el otro, el inhibidor de la reabsorcion de Na® en el tibulo colector,
amilorida. En la figura 6, se muestra el delta en la excrecién urinaria de sodio en

ratas hembras y machos, después de la inyeccion de una dosis Unica de cada

diurético.
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Como puede observarse, la respuesta a estos agentes fue similar tanto en
hembras como en machos. De manera que el incremento en la respuesta a la
BFTZ en las hembras, es unico y especifico para este tipo de diurético y por lo

tanto, un reflejo de la actividad del CST en el tibulo renal.

Efecto de la gonadectomia sobre la respuesta renal a la BFTZ

Ya que los resultados anteriores sugieren que efectivamente existe un efecto del
género en la respuesta renal al tratamiento con BFTZ, decidimos analizar si este
efecto es debido a la presencia de génadas, es decir, si existe un efecto directo de
éstas, sobre la expresion y/o actividad del CST. Para llevar a cabo lo anterior, se
realizé la gonadectomia de un grupo de ratas hembras y un grupo de ratas
machos, en los cuales se evalué nuevamente la respuesta a la administracion de
BFTZ. Como grupos controles se emplearon ratas hembra y macho sin

gonadectomia y de la misma edad.

Hormonas sexuales

La figura 7 nos muestra los niveles de las hormonas sexuales en los cuatro
grupos experimentales al término del estudio. Las hormonas se midieron a partir
de una muestra de sangre 21 dias después de la gonadectomia. Como puede
observarse, los niveles séricos de 17-f estradiol en las hembras se redujeron
significativamente en las ratas oforectomizadas, cuando se compararon con los de
las hembras control. Lo mismo sucedié con los niveles séricos de testosterona, los

cuales en las ratas macho orquidectomizadas disminuyeron significativamente al
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compararlos con el grupo control. La reduccion significativa en los niveles de
ambas hormonas sexuales en los grupos experimentales nos demuestra que la

gonadectomia, se llevo a cabo correctamente en estas ratas.

90 -
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Figura 7. Niveles séricos de las hormonas sexuales. La cuantificacién se llevé a cabo en ratas
hembras control (H), hembras con gonadectomia (HGx), machos control (M) y machos con
gonadectomia (MGx), 3 semanas después de la cirugia. *p< 0.05 vs. el grupo control

Peso corporal

La figura 8 muestra la ganancia de peso corporal en gramos de los cuatro grupos
experimentales registrada al inicio y al término del estudio. Los pesos corporales
de ambos grupos de hembras se mantuvieron siempre por debajo de los de los
machos. Sin embargo, los 4 grupos mostraron ganancia de peso a lo largo del
estudio. El grupo de hembras con gonadectomia, adquiri6 mayor peso que su

grupo control. Siendo esta diferencia estadisticamente significativa. Por el
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contrario, en las ratas macho la ganancia de peso corporal fue significativamente

menor para aquellos con orquidectomia que para los del grupo control.
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Figura 8. Cambio en el peso corporal. Diferencias de peso observadas a lo largo del estudio en
los cuatro grupos experimentales. (Gx) gonadectomia. *p< 0.05 vs. Hembras ** p< 0.05 vs.
Machos

Depuracién de creatinina

A continuacién se presenta el andlisis de depuracién de creatinina en las ratas
hembra y macho con y sin gonadectomia, corregida por el peso corporal. La
concentracién de este producto de degradacion en suero y en orina se midié con
el fin de evaluar la funcion renal en las ratas y analizar el efecto de la
gonadectomia sobre ésta. Como puede observarse en la figura 9 no se
encontraron diferencias significativas entre los géneros, ni entre los grupos con y

sin gonadectomia. Debido a que observamos diferencias significativas en el peso
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de los animales, la depuracién de creatinina fue corregida por el peso corporal Por
lo tanto los valores de este parametro se presentan en ml/min/100 g de peso. Los
resultados anteriores demuestran que la deficiencia de hormonas sexuales no
maodifico la funcién renal en los grupos experimentales. Por lo tanto, las diferencias
observadas en la respuesta a la BFTZ, tampoco son debidas a una deficiencia en

la funcién renal.
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Figura 9. Depuracion de creatinina. Los niveles de creatinina se determinaron a partir del suero
sanguineo, sin encontrar diferencias significativas en los grupos con y sin gonadectomia, ni
entre éstos.

Una vez que comprobamos que no habia produccién de hormonas sexuales en los
grupos gonadectomizados y que estos presentaban una funcién renal normal, se
analizod el efecto del diurético BFTZ en el volumen de excrecién urinaria y en la
excrecion de los principales electrolitos renales. En la tabla 2, se presentan los

valores calculados a partir de una muestra de orina de cada grupo de ratas,
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recolectada antes y 2 h después de la administracion intraperitoneal de 1 mg/kg de

BFTZ.

Tabla 2. Volumen de excrecidn urinaria y de electrolitos en ratas hembra y macho
con y sin gonadectomia, antes y después del tratamiento con BFTZ.

Hembras Ctrl Hembras Gx
Pre-BFTZ | Post-BFTZ | Pre-BFTZ | Post-BFTZ
Volumen (/100 g/2h) 340 £ 191 888 £330 344 £ 153 579 £ 257*
Sodio (uEq/100 g/2h) 37+ 116 138 £ 33.8 41+ 6.6 94 +33.1*
Cloro (HEq/100 g/2h) 70+ 194 197432.6 78 £16.5 137 £39.3*
Calcio (pg/100 g/2h) 28+20 47 £275 12+5.9 14 £ 5.4*
Potasio (UEq/100 g/2h) 67 £22 97 £25.7 67 £20 59 + 18.9*
* p<0.05 vs el valor de post- BFTZ en hembras ctrl.
Machos Ctrl Machos Gx
Pre-BFTZ | Post-BFTZ | Pre-BFTZ | Post-BFTZ
Volumen (ul/100g/2h) 199+79.2 | 405+286.2 | 197 £30.0 | 404 £ 142.9
Sodio (HEq/100 g/2h) 30+10.5 83 +39.0 35+5.2 91+26.9
Cloro (WEq/100 g/2h) 52+15.3 136 £61.5 58+5.5 124 £ 39.0
Calcio (4g/100 g/2h) 7+28 11+5.1 14 +8.3 23 £23.3
Potasio (HEq/100 g/2h) 51+18.7 72+ 35.0 53+6.1 63 £23.3
p=NS

A continuacién, en la figura 10 se muestran las graficas obtenidas a partir del delta

en la respuesta al diurético, es decir, el valor obtenido después de la inyeccién de

BFTZ, menos el valor basal, en el volumen urinario (9A) y la excrecion de los
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electrolitos Na* (9B), CI' (9C) y Ca?" (9D). En estas graficas, se presentan en

barras blancas y negras, los grupos de hembras y machos controles,

respectivamente y en las barras con rayas los grupos de hembras y machos

gonadectomizados.
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Figura 10. Delta del cambio en el volumen urinario (A) y la excrecién de sodio (B), cloro (C)
y calcio (D) en ratas hembras (barras blancas) y machos (barras negras) intactas y en ratas
gonadectomizadas (barras con rayas) dos horas antes vs. dos horas después de la
administracién de BFTZ. *p<0.01 vs. ratas hembras control. N=6 ratas por barra.
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De manera general, puede observarse que en esta serie de experimentos, la
gonadectomia reduce la respuesta al tratamiento con BFTZ dnicamente en las
hembras, mientras que en los machos, la ausencia de génadas no produce ningtn
efecto significativo en la respuesta al diurético. El delta obtenido en el volumen
urinario y la excrecion urinaria de Na*, CI' y Ca®* en el grupo de las hembras
ovariectomizadas fue significativamente menor que el que se obtuvo para las
hembras control. Es decir que la ausencia de génadas en las hembras disminuyo
significativamente la magnitud de respuesta a la BFTZ. Por el contrario, los deltas
observados para estos parametros en los grupos de machos control y
orquidectomizados, fueron similares. Es decir que la ausencia de génadas en los
machos, no produce ningln efecto en la respuesta a la BFTZ. Es interesante
notar, que los deltas de respuesta en las hembras gonadectomizadas, alcanzan
valores similares a los que se observan en los machos control vy
gonadectomizados. Los resultados anteriores indican que el efecto de la BFTZ en
la diuresis y en el aumento de la excrecion urinaria de los electrolitos en la rata,
esta directamente relacionado con el género, lo cual sugiere que la expresion y/o

actividad del CST podria estar regulada por las hormonas sexuales femeninas.

PCR Semicuantitativa

Determinacién de la fase exponencial

Con el fin de analizar la expresion génica del CST en los 4 grupos de ratas, se
llevd a cabo un analisis de PCR semicuantitativa a partir del DNAc de la corteza

renal de cada rata. Para poder llevar a cabo esta técnica, es necesario determinar
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la fase exponencial de.la reaccién de cada gen que se busca amplificar (78). La
fase exponencial para los iniciadores del CST y el G3PD se determiné como se
describi6 en la metodologia. En la figura 11 se muestran las cinéticas de
amplificacion de cada gen en la corteza renal de rata, en las que se graficé en
escala logaritmica las cuentas por minuto de la incorporacién de fésforo radiactivo
en los productos de PCR obtenidos a partir del gel, contra el niimero de ciclos de
cada reaccion. En el inserto de las gréficas, se observa una foto del gel con las
bandas correspondientes a los ciclos de amplificacién de cada cinética. Como se
puede observar cada grafica presenta una fase exponencial y una fase de
saturaciéon. Con base en estas cinéticas, el nimero de ciclos determinado para
llevar a cabo la amplificacion del CST y del G3PD a pértir del cDNA de corteza
renal fueron 20 y 17, respectivamente.

CST G3PD
10000, 1000 1
-t et el e e Tl
10 12 1416 18 20 2224 26 28 2!210‘2 14 16 18 20
=
o 1000
10001 o
v v — 100 T T T T T T T Y
B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 68 B 10 12 14 18 18 20 22 24
No. de ciclos No. de ciclos

Figura 11. Cinéticas de amplificacién en corteza renal. La determinacion de la fase exponencial
de cada gen se llevo a cabo mediante PCR semicuantitativa con un par de iniciadores
especificos.
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Expresion génica del CST

Una vez que se determind la fase exponencial para ambos mensajes (CST y
G3PD), se analizaron los niveles de expresion del RNAm del CST en la corteza
renal de los cuatro grupos experimentales mediante RT-PCR semicuantitativa (fig.
12). Los resultados en la grafica se presentan como el promedio de la expresion
del CST entre el promedio de la expresion del gen control (G3PD) y corresponden
a los datos obtenidos a partir de las cuentas de la incorporacién de [a**P}-dCTP en
la reacciéon de PCR para cada gen y a partir de muestras individuales de rata por

rata.
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Figura 12. Efecto de la gonadectomia en los niveles de RNAm de CST en el riién. CST se
amplifico mediante PCR semi-cuantitativa a partir de cDNA de corteza renal, de ratas hembras
(H) y machos (M) con y sin gonadectomia (HGx y MGx), respectivamente.

Como puede observarse en la figura 12, en la expresion basal del RNAm del

transportador de Na*:Cl', no hubo diferencias significativas entre el grupo de las
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hembras control cuando se comparan con el de los machos control. Por otra parte,
el analisis de la exprésién del CST 4 semanas después de la gonadectomia,
demuestra que ésta no produce ningun efecto significativo en su expresion en las
ratas de ambos géneros. El hecho de no observar diferencias significativas en la
expresion entre los grupos control, difiere con lo que se ha reportado en otros
estudios (5, 40), en donde la cantidad de CST es mayor en las ratas hembras que
en los machos.. Asi mismo, el efecto de la gonadectomia sobre la transcripcién del
CST en el caso de las hembras, difiere con los resultados obtenidos por Chen (5),
en los que mediante la unién a metolazona radioactiva, demostré que la afinidad
de ésta por el CST disminuia significativamente después de la gonadectomia. Sin
embargo, es necesario tomar en cuenta que en los estudios antes mencionados lo
que se cuantificé no fue la expresion del RNAm del CST, sino su expresion en la
membrana y la unién a ’H-metolazona, Debido a lo anterior, el hecho de que la
expresion del RNAm del transportador no cambie significativamente entre los
grupos estudiados, sugiere que la diferencia en la respuesta a la BFTZ entre los
géneros antes y después de la gonadectomia, no se debe a la regulacién de la
transcripcion del gen, sino probablemente a un efecto sobre la traduccion de la

proteina.

Analisis de western blot

Expresion del CST en proteinas totales de Rifién

La figura 13 muestra el analisis de western blot que se llev6 a cabo con muestras

de un homogenado de proteinas totales de rifidn, en donde se compara el nivel de
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expresion del CST en los cuatro grupos experimentales. En la parte superior de la
figura, la banda que corresponde al CST se localiza aproximadamente en un
tamafio de 125 k Da y corresponde a la forma glicosilada y activa de la proteina.
Mientras que la que se encuentra por debajo de ésta, representa su forma no
glicosilada. Para llevar a cabo la cuantificacién de la abundancia del CST, la
banda que se tomo en cuenta fue la de 125k Da. El valor densitométrico de esta
banda, fue corregido por el obtenido para la proteina g-actina a partir de la misma
muestra. En la parte inferior de la figura 13 se presenta la grafica del analisis
densitométrico del western blot, en donde puede observarse que la expresién del
CST en las proteinas totales del rifién de rata es significativamente mayor en las
hembras control que en los machos control. Por olré parte a pesar de que en los
grupos con gonadectomia la
diferencia de expresion entre

géneros se mantuvo, la

abundancia de la proteina no se
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Figura 13. Efecto del género y la
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mismo género.

Expresion del CST en las proteinas de membrana de corteza renal
Con el fin de analizar de forma directa la expresion del CST en nuestros modelos

experimentales, se llevé a cabo un anélisis de western blot con proteinas de

membrana de la corteza renal. En la figura 14 podemos observar el efecto del

género en la expresion del CST, en donde nuevamente su abundancia es

significativamente mayor en las ratas hembras control que en las ratas macho
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control. Esta diferencia |Ia
encontramos también en el
western blot de las proteinas
totales. Por otra parte, como
puede observarse tanto en el
western blot como en la grafica
del andlisis densitométrico, al
nivel de las proteinas de
membrana si enconframos un

efecto de la gonadectomia en la

Figura 14. Expresion del CST en
proteinas de membrana de ratas hembra
y macho con y sin gonadectomia (Gx).
En la parte superior se muestra el
andlisis de westem blot a partir de 75 pg

de proteinas de membrana de corteza renal de diferentes ratas y en la parte inferior el analisis
densitométrico de las bandas comrespondientes al CST (~125 kD) *p<0.01 vs. los otros grupos.
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expresion del CST en el caso de las ratas hembras, en donde la cantidad de CST
en la membrana, se reduce significativamente en ausencia de hormonas sexuales.
La abundancia del transportador en el caso de los machos, se mantiene sin
cambios significativos en el grupo gonadectomizado. Esta diferencia en la
expresion del CST en las proteinas de membrana del rifién de las ratas hembras,
nos muestra que efectivamente existe un efecto del género y la gonadectomia en
la regulacion de la expresion del CST en la membrana apical del tibulo distal.

El hecho de que esta diferencia no se observara en el analisis de las proteinas
totales de las hembras, nos habla de que probablemente esta regulacién se

presenta a nivel post-traduccional.
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Discusion

La expresion del CST en el tibulo contorneado distal en el rifién de los mamiferos, es
esencial para la reabsorcién de una fraccion importante de NaCl en esta porcion de la
nefrona (66). Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que tanto la
funcién como la expresion del CST en el rifién de la rata, estan influenciados por el
género y la gonadectomia. La respuesta a la administracién del diurético BFTZ, que
bloquea especificamente al CST, fue significativamente mayor en las hembras que en
los machos. El tratamiento con furosemida y amilorida, demostré que esta respuesta es
especifica del CST y no esta relacionada con la llegada de la tiazida a su sitio de
accion. Desde que son administrados, estos diuréticos siguen basicamente la misma
via de llegada al rifién: absorcion intraperitoneal, unién a la albumina y transporte del
intersticio renal a la luz del tabulo, a través de la secreciéon del tibulo proximal. Sin
embargo, después del tratamiento con furosemida y amilorida, la inhibicién del
transporte de sodio en el asa de Henle y el tibulo colector, no se vio afectado por el
género, como fue el caso para la tiazida. Estos resultados sugirieron que la mayor
respuesta a la BFTZ en las ratas hembras, no tenia que ver con la llegada del diurético
a su sitio de accién, si no que era el resultado de una mayor expresion y/o actividad del
CST. En apoyo a los resultados anteriores, observamos que en las ratas
gonadectomizadas, la respuesta al diurético en las hembras, se redujo
significativamente alcanzando los niveles de volumen urinario y excrecion de
electrolitos observados en las ratas macho control. Es decir que la mayor respuesta a
la BFTZ observada en las hembras control, desaparece en ausencia de las génadas.

Por otra parte, la orquiectomia en los machos, no produjo cambios aparentes en la
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diuresis y excrecion de iones producidos por el diurético. Por lo que podemos concluir
que la ausencia de gonadas en la rata macho, no afecta la respuesta a la BFTZ y
probablemente tampoco la abundancia del CST y/o su actividad.

El hecho de que la magnitud de respuesta a la BFTZ en las ratas
gonadectomizadas, se redujera significativamente en nuestro analisis, no estuvo
relacionado con la funcién renal. La depuracién de creatinina analizada en los cuatro
grupos fue similar (Fig. 9), lo que demuestra que los cambios observados, tanto en los
grupos control como en los gonadectomizados, son producto de un efecto en la
reabsorciéon tubular y no en la filtracion glomerular. De esta manera, nuestros
resultados fisioldgicos indican claramente que las hembras responden con mas
intensidad a las tiazidas y que esta respuesta en la rata, se encuentra regulada por la
presencia de los ovarios.

Con el fin de corroborar los resultados fisiologicos con la regulacién del CST,
evaluamos la expresion del gen al nivel del RNAm y de la proteina. En el analisis del
RNAm de la corteza renal de los cuatro grupos experimentales (Fig. 12), no
encontramos diferencias significativas en la expresion del CST, entre ninguno de los
grupos. Es decir que a pesar de lo observado en la respuesta a la BFTZ, el nivel de
expresion del RNAm del CST no es diferente entre ambos sexos, ni tampoco se afecta
con la gonadectomia. Lo anterior nos sugiere que la respuesta a la tiazidas en las ratas
hembras, no es debida a la regulacién de las hormonas sexuales sobre el gen
SLC12A3, pero si a un efecto de éstas al nivel postraduccional. La regulacién del CST,
se ha estudiado extensamente en sistemas de expresion heterdloga, sin embargo,

existe relativamente poca informacién sobre su regulacion en el rifién. Entre estos
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estudios, se encuentran los de la regulacién de su expresiéon a través de la hormona
esteroidea aldosterona ('?9. 66), en los cuales se observd una sobre expresion del
transportador en presencia del mineralocorticoide, efecto que se reprodujo con una
dieta baja en sal y la administracion de furosemida (70). Sin embargo, el aumento en la
abundancia del CST no fue debido a un efecto directo de la aldosterona sobre el RNAm
del CST en la corteza renal (80, 81). Estas evidencias sugieren, que al igual que en
nuestro modelo, la regulacién del CST por la hormona, no esta relacionada con la
transcripcion del gen. Tomando en cuenta los resultados anteriores, los cambios
observados en la expresion de la proteina mediante los analisis de WB, fueron de gran
importancia, ya que pudimos comprobar que las hormonas sexuales femeninas afectan
la expresién y actividad del CST en la corteza renal, regulando su presencia en la
membrana plasmatica y no a través de incrementar la transcripcion del gen o los
niveles totales de la proteina. Cuando analizamos la expresion del CST en las
proteinas totales (Fig 13), encontramos una ligera diferencia en la abundancia del
transportador entre las hembras y los machos control, sin embargo, esta diferencia no
fue significativa. Asi mismo, observamos que la gonadectomia no produjo cambios
aparentes en la expresion de la proteina. Sin embargo, cuando se analizé Gnicamente
la fraccién correspondiente a las proteinas de membrana de la corteza renal (Fig 14),
encontramos una clara diferencia en la expresion del CST en las hembras, cuando se
compardé con los machos y con las hembras gonadectomizadas. La expresion del CST
en las membranas de las hembras control es mayor que en las de los machos control y
esta expresion se redujo significativamente en las hembras con gonadectomia,

mientras que en los machos orquiectomizados, la expresion no cambi6. Estos
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resultados, concuerdan con los datos fisiolégicos de las figuras 5 y 10 en donde se
analizo la respuesta a la administracion de la BFTZ. Es decir, que la mayor respuesta al
diurético observada en las ratas hembras, corresponde a una mayor expresion del CST
en la membrana, mientras que la reduccion en la respuesta después de la
ovariectomia, esta relacionada con una disminucibn en la abundancia del
cotransportador en la membrana, con niveles de expresion similares a los observados
en las ratas macho.

Nuestros resultados tanto fisiolégicos como moleculares, son similares a los
obtenidos en los estudios de Chen (5) y Verlander (40). En el analisis de Chen sobre el
efecto del género en la densidad y la respuesta del CST, se demuestra un dimorfismo
sexual en la densidad del transportador cuantificada mediante unién a la
(*H)metolazona y en la respuesta a la administracién de BFTZ. Chen propone que la
mayor densidad del transportador en los rifiones de las ratas hembras, se refleja
funcionalmente en el aumento en la excrecién urinaria de Na*, CI', y NH,, después de la
administracion de la BFTZ. Asi mismo, esta diferencia resulta minimizada después de
la gonadectomia. Por otra parte en el estudio de Verlander, se determiné mediante
inmunocitoquimica el efecto de la ovariectomia y el reemplazo estrogénico en la
localizacion del CST. Este trabajo demostré que la ausencia de estrégenos disminuye
la expresion del CST en la membrana apical del tibulo distal cuando se compara con
las ratas control. Mientras que la administracion de 178-estradiol recuperé los niveles
de expresién del CST en la membrana apical en ratas ovariectomizadas.

El presente estudio y los antecedentes de los trabajos de Chen y Verlander nos

brindan evidencia suficiente para establecer que las diferencias en la respuesta a las
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tiazidas entre hembras y machos, son debidas a una regulacién post-traduccional del
CST, en la cual las hdrmonas sexuales femeninas afectan la actividad de este
cotransportador regulando su presencia en la membrana plasmatica. Lo anterior
sugiere un mecanismo por el cual, las hormonas sexuales podrian estar regulando el
transporte de sodio en el tabulo distal.

Se conoce relativamente poco sobre la regulacién del transporte de NaCl en el
tabulo distal por las hormonas sexuales esteroideas. Aunque aparentemente los
estrogenos ejercen un efecto directo en el CST, la presencia de receptores para estas
hormonas en el tdbulo distal, no se ha identificado todavia (71). Asi mismo, el analisis
del promotor del gen que codifica para el CST, revel6 la ausencia de elementos
reguladores por estrégenos (82, 83), lo cual podria explicar la falta de aumento en la
transcripcion del RNAm entre hembras y machos. Estas observaciones, nos sugieren
que las aociongs de los estrégenos en el tibulo distal, podrian estarse llevando a cabo
a través de mecanismos no genémicos.

Recientemente, se llevo a cabo la identificacion de una familia de receptores de
membrana para progesterona (mPR) en diferentes especies de vertebrados, entre
ellos, el humano, el raton y el cerdo (84). Los mPRs se pueden clasificar en tres
subtipos: a B y y. Estos transcritos en el humano, se localizan en tejidos especificos
que se identifican como blanco de acciones no genémicas de la progesterona en los
mamiferos. Su estructura y las evidencias farmacolégicas y biolégicas, predicen que se
trata de receptores acoplados a proteinas G. En particular, la isoforma y es muy
abundante en el rifién (85) y en tejidos regulados por la aldosterona (pulmén, colon y

glandula adrenal). Estas observaciones sugieren que la progesterona, podria tener una
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serie de efectos no genémicos en el rifién, entre los que se incluirian los relacionados
con la regulacién por mineralocorticoides, brindando una posible explicacién de como
los esteroides actian sobre la superficie celular, causando respuestas intracelulares,
no mediadas a través de mecanismos clasicos.

La ausencia de génadas tanto en la rata hembra como en el macho, depleta los
niveles séricos de las hormonas sexuales, tal y como se muestra en la figura 7. Sin
embargo, existe produccion de éstas en tejidos no reproductivos, como en la corteza
suprarrenal. Esta produccién es minima e insignificante, si se compara con la
produccién de testosterona y estradiol en los testiculos y en los ovarios,
respectivamente (86). De manera que la respuesta a la BFTZ y la distribucién del CST
en la membrana, se pueden atribuir parcialmente a la ausencia o presencia de
hormonas sexuales. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta también, que los
niveles de algunos de los esteroides sexuales producidos fuera de las génadas, se
afectan con la gonadectomia. Asi mismo, se sabe también que los estrogenos
incrementan los niveles circulantes de ciertas hormonas, como la renina (8), la
angiotensina Il (9, 87), los glucocorticoides (88, 89) y calcitonina (90), las cuales a
través de sus receptores en el rifidn podrian estar mediando el efecto de los estrogenos
sobre el CST.

Los mecanismos por los cuales la ovariectomia y/o las hormonas sexuales,
controlan la abundancia del CST aln necesitan determinarse y no se analizaron en
este estudio. Sera necesario llevar a cabo estudios posteriores con el fin de definir la

hormona sexual y/o ovarica responsable de la regulacién del CST entre los géneros.
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Sin embargo, es evidente que existe una regulacion fisiolégica muy importante en el
tubulo distal, en la cual el CST es blanco de diferentes objetivos.

El hecho de que los estrogenos sobre-regulen la expresion del CST en el tabulo
distal, esta probablemente relacionado con la capacidad de reabsorcién de NaCl,
importante para el control de la presién sanguinea y el volumen del fluido extracelular,
asi como con los supuestos efectos benéficos de los estrogenos y la terapia de
reemplazamiento estrégenico, en la prevencién del desarrollo de hipertension y el
retraso en la progresion del dafio renal en el género femenino. Asi mismo, las ligeras
variaciones en el CST y en los mecanismos de regulacion que lo controlan, en la
respuesta a la terapia con diuréticos, pueden afectar la homeostasis del calcio
contribuyendo en diferentes desordenes metabdlicos de este idén tales como la
nefrolitiasis y la osteoporosis.

En resumen, en el presente estudio demostramos que al nivel fisiolégico y
molecular, la ac:'tividad y expresion del CST, esta regulada por el género.
Probablemente este control, se presente al nivel postraduccional y regulado por

hormonas sexuales femeninas.
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Conclusiones

+ La respuesta al tratamiento con BFTZ fue mayor en las ratas hembras que en
los machos.

* La ovariectomia minimizé la diferencia en la respuesta al diurético, mientras
que en los machos la gonadectomia no produjo cambios.

* No se encontraron diferencias en los niveles de RNAm del CST entre las
ratas hembra y macho con y sin gonadectomia.

o La expresion del CST en la membrana plasmatica de las células de la

corteza renal, esta regulada por el género y la ausencia de génadas.



Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, los estudios a

realizar posteriormente con el fin de complementar nuestras observaciones,

incluyen:

1. Llevar a cabo un modelo de ratas hembras con y sin gonadectomia con
reemplazo estrégenico en el grupo gonadectomizado y evaluar la expresion
del CST mediante western blot de proteinas de membrana.

2. Tratar de identificar el mecanismo por el cual la expresion del CST se reduce
en la membrana celular de las ratas hembras gonadectomizadas. Ya que en
este proceso pueden estar involucrados diferentes mecanismos de
regulacion tales como el transporte intravesicular del CST, sera necesario
emplear técnicas experimentales diferentes a las utilizadas en el presente

estudio para identificarlos.
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) APENDICE 1
EXTRACCION DE RNA CON GUANIDINA Y CsCl

Dia1

1. Preparar 8 ml de tiocianato de guanidina y 4 ml de cloruro de cesio (CsCl) por cada 0.5-1.0
g de tejido.

Transferir de 0.5 a 1.0 g de tejido congelado a un tubo de plastico de 50 ml nuevo que
contenga 8 ml de isotiocianato de guanidina.

Homogenizar 15 seg x 4 a 30,000 rpm.

Agregar 400 pl de Sarcosil al 10%, mezclar con cuidado.

Centrifugar 15 min a 11,500 rpm a 4°C.

Transferir el sobrenadante a un tubo de ultracentrifuga en el que previamente se colocaron
4 mi de CsCl.

Ultracentrifugar a 29,000 rpm durante 18 h a 18°C.

oohkw N

N

Dia 2

8. Vaciar el sobrenadante con cuidado y cortar el tubo para obtener el botén.

9. Lavar el botén con 300 pl de agua para eliminar basura.

10. Resuspender el precipitado con 600 pl de agua (hacerlo con 300 pl x 2). Mezclar bien con la
pipeta, transferirlo a un tubo eppendorf etiquetado y luego agitar en vortex.

11. Dejar resuspendiendo minimo 1 hora, agitando en vortex cada 15 min.

12. Tomar 20 pl de RNA + 480 pl de agua para espectrofotometria.

13. Separar los 600 pl en dos tubos de 1.5 ml (300 pl por tubo) y precipitarlos con 0.1
volimenes (30 pl) de acetato de sodio a pH 5.2 y con 3 volumenes (990 pl) de etanol al
100%.

14. Guardar a -20°C.

Dia 3

15. Centrifugar 30 min a 12,000 rpm a 4°C.

16. Quitar el sobrenadante y lavar con etanol al 70% (900 pl).

17. Centrifugar 5 min a 12,000 rpm a 4°C.

18. Sacar el etanol (-100 pl).

19. Centrifugar 30 seg a 12,000 rpm a 4°C.

20. Sacar todo el etanol.

21. Secar la muestra por 2 min.

22. Resuspender en 100-300 pl de agua.

23. Guardar a —80°C.

24 Tomar 2 pl de RNA + 498 pl de agua para espectrofotometria. Correr un gel de agarosa al
1% formaldehido para evaluar la calidad del RNA.
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SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE RNA

Isotiocianato de Guanidina (8 ml x muestra)

4.0 M isotiocianato de guanidina: 3.78 g

25.0 mM citrato de sodio: 200 pl de citrato de sodio 1.0 M, pH 7.0

Llevar el volumen a 8 ml con agua BM x muestra

Calentar para disolver (~40°C). Enfriar en hielo.

0.7% p-mercaptoetanol: 56 pl x muestra (se agrega hasta que la guanidina esté fria y lista
para ser usada)

¢ Esterilizar por filtracion

Cloruro de Cesio (4 ml x muestra)

57MCsCl: 3.83g

25.0 mM acetato de sodio: 33.3 pl de 3 M acetato de sodio, pH 5.2
Llevar el volumen a 4 ml. con agua BM

Esterilizar por filtracion
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APENDICE 2
GEL DE AGAROSA AL 1% FORMALDEHIDO PARA RNA

Gel

Por cada 30 ml de gel:
Pesar 0.3 gr de agarosa
Llevar a 30 ml con agua destilada

Mezclar la agarosa con el agua destilada en un matraz, disolver calentandolo en un horno de
microondas dos tiempos de 30 seg (agitar entre los tiempos).

Anadir 3 ml de MOPS 10x

Esperar a que la temperatura baje a 50° C, y afiadir 1.5 ml de formaldehido

Mezclar muy bien y vaciar en la caja.
Dejarlo polimerizar cuando menos 15 minutos.

Amortiguador de Carga

Por cada muestra de RNA:

5 pl formamida

1 pl MOPS 10x

2 pl formaldehido

1 ul gel loading (Sigma)

0.16 bromuro de etidio (10 mg/ml)

Mezclar 8.1 pl de amortiguador de carga, con ~2 pyg de RNA y si es necesario, completar 10 pl
con agua destilada.

Calentar las muestras con el amortiguador a 65°C por 10 minutos.

Cargar las muestras en el gel sumergido en MOPS 1x.

Correr el gel a 70 V durante 1.5 h.

Para desteiiir el gel se enjuaga en agua durante 10 minutos.

MOPS 10x (1 litro)

41.86 g MOPS

6.8 g acetato de sodio

20mlEDTAO05M

pH 7.0 con NaOH 10 N
Esterilizar por filtracion
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APENDICE 3
TRATAMIENTO CON DNAsa

1.- Calcular a partir de las muestras de RNAtot, lo necesario para tomar 100 pg, ponerlos en un
tubo eppendorf y marcarlo.

2.- Agregar 0.1 veces el volumen de RNA del amortiguador de DNAsa.
3.- Agregar 5 pl de DNAsa (Invitrogen).
4 .- Incubar la muestra a temperatura ambiente, durante 15 min.

5.- Detener la reaccion, agregando 0.1 veces el volumen de RNA de EDTA y calentar a 65°C,
10 min.

6.- Tomar 2 pl de RNA + 498 pl de agua para espectrofotometria. Correr un gel de agarosa al
1% formaldehido para evaluar la calidad del RNA.
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APENDICE 4
ANALISIS DE RT-PCR

Transcripcion reversa

- Tomar 2.5 ug/pl de RNAtot y llevarlos a 11 pl con agua grado biologia molecular (BM).
- Calentar el RNA +H;0O (BM) a 65°C por 10 min.

RT Mix (x muestra) RT + RT-
Amortiguador RT 4 pl 11 yl RNA 11 pl RNA
ddNTPs* 1l 8 pl RT mix 8 pl RT mix
DTT*0.1M 2ul 1 pl transcriptasa 1 pl agua BM
Hexameros 1l reversa

8 ul 20 pl de volumen total

Incubar 1 ha 37°C

*ddNTPs: 2',3' —-Dideoxyribonucleosido 5’ —trifosfato.
**DTT: ditiotreitol.

Al final de la reaccion, se agregan 20 ul de agua BM a cada tubo.

PCR semi-cuantitativa

PCR Mix PCR+ PCR:
Agua BM 10.7 i 14 pl PCR mix 14 pl PCR mix
Amortiguador PCR 2.0 pl 2 pl primers 2 pl primers
MgCl; 0.6 pl 4 pl RT+ 4 pl RT-
dNTP's 0.3l
[a*®P]-dCTP 0.2l
Tagq pol 0.2 yl
14 pl 20 pl vol. final 20 pl vol. final

Las reacciones se colocan en un termociclador y son sometidas a un programa de acuerdo a la
temperatura de anidacion de los iniciadores y caracteristicas de la enzima.
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~ APENDICE 5
ANALISIS DE WESTERN BLOT

1) Homogenizado del tejido

- Se homogeniza 3 veces, 1 g del tejido con 4 ml del amortiguador de homogenizado con
intervalos de 30 seg. entre éstas.

Amortiguador de Homogenado
Reactivo |Solucién final |Para 500 ml|Para 50 ml

Sacarosa 250 mM 4239 423g
EDTA pH 8 5mM 250 pl 25 yl
Tris-HCI pH 6.9 1mM 25ml 250 pl

Tris 5.0 mM 50 ml pH 6.9

Tris 6.055g
HCI 3.5 mi

- Diluir una pastilla de coktail de inhibidores de proteasas Complete (Roche). Las tabletas
Complete, inhiben una gran variedad de serin, cistein y metaloproteasas asi como calpainas
(ej. pronasa, termolisina, quimotripsina, tripsina, papaina)

1 tableta en 2 ml de agua destilada y agregar 400 pl por cada ml. de amortiguador.

- El amortiguador se guarda a 4°C.

- El homogenizado se centrifuga a 6,000 rpm durante 4 min a 4°C.

-Se separa el sobrenadante y se conserva ya que esta es la porcion que contiene a las
proteinas del tejido.

2) Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Lowry.

- Tomar 3 pl del homogenizado y agregarles 42 pl de solucién salina.

- Para llevar a cabo la determinacion, se emplean los reactivos Bio-Rad. D¢ Protein Assay
-Tomar 10 pl de la muestra o de la solucion estandar y agregar 50 pl de la solucién A y 400 pl
de la solucion B.

- También es necesario preparar un blanco, con 10 pl de solucién salina y los reactivos Ay B.
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- Después de agregar los reactivos, esperar 15 a T.A.

- Leer las muestras a 750 nm. Primero se leen los estandares en una curva de calibracion y
después las muestras problema.

- Las lecturas obtenidas, deben de multiplicarse por el factor de dilucion.

3) Separacion de proteinas en gel de poliacrilamida

- La separacion se lleva a cabo en las cajas para electroforesis de BioRad. Al vidrio pequerio se
le hace una marca a 5 cm del borde para indicar hasta donde se colocara la mezcla del gel
separador.

- Se montan los vidrios y con una pipeta, se agrega el gel de separacién hasta la marca de los
5cm.

Gel de separacion al 7.5%

No. de geles 1 2
Agua destilada 5.05 ml{10.1 ml
Acrilamida/ Bis Acrilamida (29:1) (2.25 ml| 4.5 ml
Tris 1.5M; pH 8.8 25ml | 5.0ml
SDS 10% 100 pi | 200 i
APS 10% 100 pi | 200 i
TEMED 6pl | 124

- En caso de que queden burbujas en la parte superior del gei, agregar lentamente agua con
una pizeta. El agua no se mezcla con el gel y elimina las burbujas.

- Esperar minimo 20 min a que el gel polimerize.

- Eliminar el agua que se agrego, insertando una sanita entre los vidrios.

-Agregar el gel de concentracion con una pipeta e insertar el peine.
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Gel de concentracion
No. de geles 1 2
Agua destilada 28ml|56ml
Acrilamida/ Bis Acrilamida (29:1) | 600 pi [ 1.2 ml
Tris 1.0 M; pH 6.8 500 pi |1.0 mi
SDS 10% 40 pl | 80 i
APS 10% 40 pl | 80 i
TEMED 6ul |12

4) Preparacion de la muestra

- Las muestras se preparan de manera que todas tengan el mismo volumen.

- A partir de las lecturas de la concentracién de proteinas, se calcula la cantidad de proteina
que se va a cargar (de 20 a 200 pg) y se lleva a 10 pl con solucién fisiolégica.

- Agregar 10 pl de amortiguador de carga a cada muestra.

Amortiguador de Carga 2x
Volumen (ml) 50 25
SDS 6% 3g | 159
Glicerol 15% 6ml | 3ml
Tris 150 mM 091g| 0459
Azul de bromofenol 0.3% pH 7.6| 0.15 |0.075g
B - mercaptoetanol iml [ 0.5ml

- Las muestras se calientan 5 min a 94°C y se dejan a 37°C hasta que se carguen en el gel.
- El gel se corre a 50 V, en amortiguador de corrida 1X, hasta que las muestras pasen el gel de
concentracion y a 100 V en el gel de separacion, el tiempo necesario de acuerdo al peso

molecular de la proteina problema.
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Amortiguador de corrida 5x pH 8.3*
Volumen 11t

Tris 151¢g
Glicina 949

SDS 10% 50 ml
Agua destilada Hasta 1 it

*Ajustar el pH 2 8.3

5) Teiiido y desteiiido del gel

- Para observar la separacion de las proteinas en el gel de poliacrilamida, éste se tifie en una
solucion de azul de Coomasie por 30 min.

- Posteriormente el gel se destifie en la solucién de destefiido durante 30 min. recambiando
esta solucién 2 o tres veces, hasta eliminar el exceso de colorante.

- Los procesos de tefiido y destefiido, se realizan en agitacion.

Azul de Coomasie Solucién de Destefiido
Volumen 100 mi Volamen i
Metanol 45 mi
Agua destilada 45 ml Metanol 450 ml
Acido acético 10 ml Agua destilada | 450 ml
Azul de coomasie 0.25%( 0.25 g Acido acético | 100 mi

- Para conservar el gel una vez destefiido, se puede secar: colocarlo sobre papel filtro, taparlo
con kleen pack y calentarlo 30 min con vacié en el speed vac a 70 °C.

- Una vez que se corroboré con el gel, que la cantidad de proteinas es la misma en todas las
muestras, se puede proceder a la transferencia de proteinas.
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6) Transferencia de proteinas

- Hacer el gel de separacion de proteinas y correrlo.

- Después de la electroforesis, el gel de concentracién se retira y se desecha, mientras que el
de separacion, sin teiiir, se emplea para la transferencia de las proteinas a una membrana de
difloruro de polivinilo (PVDF).

- Si se utiliza el “trans-blot” de Bio-Rad para la transferencia, se requiere: 2 papeles filtro
gruesos y 1 membrana, cortados de acuerdo al tamario del gel.

- Colocar el gel y los papeles filtro en amortiguador de transferencia 1x durante 20 min. Por ofra
parte, mojar la membrana con metanol por 15 seg, enjuagarla con agua destilada 5 min y
después ponerla también 20 min. en el amortiguador de transferencia.

- El orden de la transferencia en el “trans-blot” es el siguiente: papel filtro/ membrana / gel /
papel filtro. Es importante sacar las burbujas de aire entre cada capa, pasando por encima una
pipeta Pasteur o una pipeta de plastico.

- El voltaje utilizado es de 7 V durante 50 min. El tiempo es proporcional al tamano de la
proteina; a mayor peso, mayor tiempo.

Amortiguador de transferencia pH 8.3*
Volumen 1it

Tris 58g
Glicina 29¢g

SDS 0.37g
Metanol 200 ml
Agua destilada Hasta 1 It

*AjustarelpH a 8.3

- Una vez transcurrido el tiempo, se saca el gel y se tifie y destiie como se describié
anteriormente, para verificar que toda las proteinas se hayan transferido. También puede
secarse en el speed-vac.
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- La membrana se coloca en una sanita hasta que este completamente seca. Si no se va a
utilizar inmediatamente, y se guarda a 4°C entre papel filtro o entre el papel de la membrana. Si
se va a utilizar inmediatamente, proceder con los siguientes pasos.

7) Identificacion de la proteina

Blogueado
- Preparar agente bloqueador al 0.4%: pesar 0.2 gr. de “blotting grade blocker" de Bio Rad y

anadirlos a 50 ml de TBS

- El agente bloqueador se puede guardar a 4°C.

- Mojar la membrana con metanol por 15 seg hasta que se vea uniforme.

- Lavar con TBS 10 min, con agitacion fuerte en un pequefio recipiente de plastico. Tirar el TBS
y volver a lavar con las mismas condiciones.

- A continuacion, tirar el TBS y agregar el agente bloqueador.

- La membrana se deja bloqueando durante 1 h a temperatura ambiente en un agitador orbital.

Incubacién
- Una vez transcurrido este tiempo, la membrana se transfiere a otro recipiente con el solucion

TBS-T y se lava por 10 min con agitacion fuerte.

- Preparar el amortiguador del anticuerpo: agregar 0.2 gr. de “blotting grade blocker” de Bio Rad
en 200 ml de TBS-T

- Preparar la solucién del anticuerpo primario: disolver el anticuerpo en cierta concentraciéon en
el amortiguador del anticuerpo.

- Dejar incubando la membrana con el anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche, con
agitacion, a una velocidad en que la membrana se baiie continuamente.

Lavados
- Lavar la membrana con TBS-T de la siguiente forma:

l.- 3 lavados de 10 min, c/u con agitacion fuerte. Cambiar la solucion entre cada lavado.
- Incubar la membrana con el anticuerpo secundario durante 1 h. a temperatura ambiente en
agitacion orbital. El anticuerpo secundario se disuelve en amortiguador del anticuerpo en una
concentracion determinada.

Il.- 4 lavados de 10 min. c/u con agitacion muy fuerte. Cambiar la solucién entre cada
lavado.
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TBS 10x pH 7.6*

Volumen 1L

TBS-T 1x
Tris base 242g Volumen 1L
NZC' 899 TBS 10x 999 ml
o om Tween 20| 1 mi
Agua destilada |Hasta 1 L

* Revisar el pH.

Revelado
- Sacar la membrana de la solucién y colocarla encima de Kleen-pack o de un vidrio.

- Anadir el agente quimioluminiscente Immun-Star Substrate (Bio-Rad), cubriendo la
membrana. Dejarlo actuar por 5 min.

- Secar la membrana con sanitas y revelarla exponiéndola a una placa radiografica
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_ APENDICE 6
EXTRACCION DE PROTEINAS DE MEMBRANA

Preparacion de amortiguador de homogenado

EDTA 1 mM
Hepes 10 mM
TRIS 10 mM
Sacarosa 0.25 M

Preparar un stock de EDTA 0.5 M (100 ml)
Pesar 18.61 g de EDTA+ 2 g de NaOH y aforar a 100 ml con agua destilada.

Para preparar el amortiguador de homogenado, tomar 0.5 ml de la solucién de
EDTA 0.5 M, pesar 0.5958 g de HEPES y 0.3029 de TRIS. Agregar 125ml de agua
destilada y ajustar el pH a 7.2 con NaOH 2 N y agregar 21.39 g de sacarosa, agitar y
aforar a 250 ml con agua destilada.

Alicuotar en tubos de 50 ml y congelar a -20°C

Para usar el amortiguador por cada 40 ml de este adicionar 1 pastilla de cocktail de
inhibidores de proteasas Complete (Roche)

Pesar el tejido que estara previamente congelado y adicionar amortiguador de
homogenado (9 ml /gr de tejido)

Homogenizar el tejido y centrifugar a 5,300 rpm en la centrifuga refrigerada eppendorff
por 15 minutos, colectar el sobrenadante y centrifugario a 13,800rpm durante 30
minutos

Nota es importante guardar cada uno de los botones
El sobrenadante obtenido colectarlo y centrifugario a 23,000 rpm durante 45 min. En la
ultra centrifuga en los tubos adecuados.

El boton obtenido resuspenderlo en amortiguador de homogenado en una relacion 1:3
con el botdon. Aqui es donde se encuentran las proteinas de membrana.

Determinar la concentracién como se indica en el paso nimero 2 del apéndice 5 y
congelar el resto para su posterior uso.

De aqui en adelante, seguir los pasos del apéndice 5, a partir del paso no. 3
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APENDICE 7
WESTERN BLOT PARA R ACTINA

Se realiza igual que el apéndice 5, hasta el paso nimero 6, posteriormente la identificacion de
la i} actina se lleva a cabo de la siguiente manera:

Amortiguador de Lavado WB 10X TBS

Tris Base 242g

NaCl 80.0g

HCI IM 38.0 ml 6 12 ml del concentrado
Aforara 1L ajustarelpHa 7.6

Para el TBS-t

Agregar 100 ml del 10X mas 0.9 mi de tween (Sigma) y aforar a 1 litro con agua destilada.

Solucion de Bloqueo.
Pesar 0.2 g de agente bloqueador BIO-RAD en 50 ml de amortiguador de lavado 1X.

Solucién de Anticuerpos
Pesar 0.1 g de agente bloqueador BIO-RAD en 50 ml de amortiguador de lavado 1X.

Sumergir la membrana 10" en metanol

Lavar con agua destilada 5 minutos

Sumergir la membrana 10" en metanol

Lavar con agua destilada 5 minutos

Agregar la solucién de bloqueo a la membrana y dejar durante 1 hora con agitacién fuerte.
Lavar con TBS-t dos veces 1 minuto agitacion

Lavar con TBS-t dos veces cada 5 minutos agitacion

Incubar anticuerpo primario 1:2,500 a 4°C toda la noche con agitacion

Lavar con TBS-t dos veces 1 minuto

Lavar con TBS-t tres veces cada 10 minutos

Incubar anticuerpo secundario 1:5000 1 hora a temperatura ambiente con agitacion

Lavar con TBS-t dos veces 1 minuto

Lavar con TBS-t cuatro veces cada 10 minutos

Secar ligeramente y revelar

Preparar 1 ml soln A +25 pl sin B del revelador quimioluminiscente ECL Western blotting
detection system (Amersham)
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