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l. ABREVIATURAS

ADH: Hormona antidiurética

Br- : Bromuro

CaC: Canal dependiente de Ca?* intracelular

CC: Conducto colector

CCD: Tubulo contorneado distal

CFTR: Canal de la fibrosis cistica

ClI: Cloruro

CIC-K1: Canal de cloruro especifico del rifion de tipo 1
CIC-K2: Canal de cloruro especifico del rifién de tipo 2
CP: Cultivo primario

CR: Corteza renal

DIDS: Sal disddica del acido 4,4’ -diisotiocianatostilbeno-2,2-disulfénico
HCN: Canal catiénico activado por hiperpolarizacion y modulados por nucleétidos
ciclicos

HCO3-: Bicarbonato

I loduro

IMCD: Conducto colector de la médula interna

EM: Médula externa renal

IM: Médula interna renal

NaCl: Cloruro de sodio

NOs" Nitrato

PCT: Tabulo contorneado proximal

tAHL: Porcién ascendente delgada del asa de Henle
TAHL: Porcion ascendente gruesa del asa de Henle

tDHL: Porcion descendente delgada del asa de Henle



l. RESUMEN

En mamiferos, el rindn controla finamente el balance corporal de agua. Mientras
que la dilucién urinaria ocurre mediante un mecanismo bien entendido, el que media
la concentracion urinaria conserva aun varias interrogantes, en particular el de la
meédula interna. Cuando el rifidn pasa agudamente de una fase de diuresis a una de
antidiuresis, la osmolaridad del liquido intersticial de la médula interna aumenta
gracias al transporte de NaCl desde la porcion ascendente delgada del asa de Henle
(tAHL). Para que este aumento en la osmolaridad intersticial pueda impulsar la
reabsorcion de agua en el conducto colector de la médula interna (IMCD), la
osmolaridad en las células del IMCD tiene que aumentar. Sugerimos que esto
ocurre gracias al transporte de NaCl del intersticio al conducto colector, mediado
por canales i6nicos localizados en la membrana basolateral de las células de cultivo
primario de IMCD. Los canales involucrados serian canales HCN para el Na*y CIC-
K para el CI, el objetivo del presente trabajo fue identificar a la proteina del canal
anionico CIC-Kx que se expresa en la membrana basolateral de las células del
conducto colector de médula interna renal de rata no descrito previamente. Se
identificaron dos proteina por Western blot con un peso alrededor de los 75KDa en
IMCD que fueron secuenciadas. Se logré obtener el 34% de la secuencia de
péptidos con identidad del 100% con CIC-K1 y un 5% con CIC-K2. Se concluye la
existencia de un canal CIC-K (CIC-Kx) ubicado en la membrana basolateral de las
células de IMCD, que muestra una conductividad similar a ClI-y a HCOs  y que

podria participar en el mecanismo de concentracion urinaria.



Il. ABSTRACT

In mammals, the kidney controls finely the body waters balance. As urinary dilution
occurs by means a well understood mechanism, the one that mediates urinary
concentration still keeps many questions, specially the inner medulla one. When the
kidney goes sharply from a diuresis stage to an anti-diuresis phase, inner medulla
interstitial fluid osmolality increases by means of NaCl transportation from the thin
ascending portion of the Henle loop (tAHL). For this interstitial osmolality increase to
be able to boost water reabsorption in the inner medulla collector duct (IMCD), the
osmolality in the IMCD cells has to raise. It is suggested that this happens due to
NacCl transportation from interstice to cells, mediated by ionic channels located in the
IMCD cells basolateral membrane. Those involved channels shall be HCN channels
for Na* and CIC-K channels for ClI-, the objective of the present work was to identify
the anionic (CIC-Kx) channel protein expressed in the basolateral membrane from
the inner rats renal medulla collector duct cells not previously described. In IMCD,
two proteins having a weight around 75KDa were identified by Western blot and
sequenced as well. It was able to obtain 34% of peptides sequence with an 100%
identity with CIC-K1 and a 5% with CIC-K2. It is concluded the existence of a CIC-K
(CIC-Kx) channel located in the IMCD cells basolateral membrane, showing a similar
conductivity to CI- and to HCO3s as well, being able to participate in the urinary

concentration mechanism.



II. INTRODUCCION

El rifidbn es un organo que interviene en la regulacion de numerosos funciones
vitales. Al hacer un corte transversal podemos dividirlo en dos regiones principales,
la corteza (CR) renal (capa exterior), y la médula renal (capa interna) que se divide
en médula externa (ME) y médula interna (IM). Cada uno de los rifiones contiene
cerca de 1 millén de diminutas unidades funcionales llamadas nefronas. El extremo
receptor de la nefrona es una protuberancia denominada cdpsula de Bowman. En
el otro extremo de la nefrona se encuentra el conducto colector (CC) el cual
transporta la orina hacia la pelvis renal.

La cpsula de Bowman envuelve una bola de capilares llamado glomérulo. El
glomérulo y la capsula de Bowman forman la unidad de filtracion de la sangre de la
nefrona. El resto de la nefrona refina el filtrado. Existen tres secciones en el tubulo:
el tubulo contorneado proximal (PCT) en la corteza; el asa de Henle formada por
una porciéon delgada y una gruesa (la porcién delgada descendente (tDHL) y la
porcion delgada ascendente (tAHL) en IMy la porcién gruesa ascendente (TAHL)
en ME) y el tubulo contorneado distal (CCD). EI CCD vacia su filtrado en un
conducto colector (IMCD) que se encuentra en IM el cual recibe el filtrado de varias
nefronas y se transforma en la orina que posteriormente pasa a la pelvis renal y
después al uréter (Uchida y Sasaki, 2005) (Figura 1)

La funcion de la médula interna es esencial para la concentracion urinaria
(mecanismo por el que se produce una orina hiperosmaética) durante el estado de
antidiuresis. Persisten varios topicos aun no aclarados sobre el mecanismo de

concentracién urinaria en la médula interna.
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Figura 1. Estructura general del rindn: EM (Médula externa); IM (Médula interna);
PCT (tdbulo contorneado proximal); tDHL (porcion descendente del asa de Henle);
tAHL (porcion ascendente delgada del asa de Henle); CCD (Conducto colector
distal); TAHL (porcion gruesa ascendente del asa de Henle) y IMCD (Conducto
colector de la médula interna) (Imagen modificada Uchida y Sasaki, 2005).

Concentraciéon Urinaria

La concentracién urinaria es un mecanismo que permite adaptar la osmolaridad de
la orina y, por lo tanto, la eliminacion de agua a las necesidades del organismo,
manteniendo constante el balance acuoso. En mamiferos, el riidbn controla
finamente el balance corporal de agua, cambiando su excrecion urinaria dentro de
un amplio rango en respuesta a la hormona antidiurética (ADH; Gamba y Knepper,
2004; Jamison y Gehring, 1992). Este ajuste fino de la excrecidn de agua se logra
sin afectar la excrecion urinaria de solutos, gracias a que el rifidn puede, tanto diluir
los solutos urinarios hasta una osmolaridad menor a la plasmatica y producir una
diuresis acuosa (cantidad minima de ADH circulante), hasta concentrar los solutos
urinarios a una osmolaridad mucho mayor que la del plasma y producir una
antidiuresis (cantidad maxima de ADH circulante). Mientras que la dilucién urinaria

ocurre mediante un mecanismo bien entendido, el que media la concentracién



urinaria conserva aun varias interrogantes, en particular el de la médula interna
(Fenton et. al., 2004).

Durante la antidiuresis, la concentracion urinaria se realiza mediante un aumento en
la reabsorcidbn osmoética de agua en los conductos colectores. La hormona
antidiurética induce la insercidon de la aquaporina 2 abundantemente en todos los
segmentos del tibulo renal mas alld de la DCT, incluido el tibulo de conexién
(células del tabulo de conexidn), el conducto colector externo cortical y externo
(células principales) y el IMCD (células IMCD), esto resulta en que haya un aumento
en la permeabilidad de agua de los conductos colectores (Gamba y Knepper, 2004;
Jamison y Gehring, 1992; Nielsen, et al., 2002). La mayor parte de la reabsorcién
de agua estimulada por la ADH ocurre en CCD, la osmolaridad del liquido
intratubular que abandona este conducto es similar a la plasmatica. Cuando fluye el
liquido intratubular por los conductos colectores medulares, la osmolaridad se
incrementa poco a poco desde el inicio del conducto colector de la médula externa
(OMCD) hasta el final del conducto colector de la IMCD, debido a que la reabsorcion
osmoética de agua supera a la reabsorcion de solutos. La fuerza que impulsa el
influjo osmoético de agua en la membrana apical de los conductos colectores
medulares procede de una elevada osmolaridad en el liquido intersticial medular
(Gamba y Knepper 2004; Jamison y Gehring 1992). Esta osmolaridad aumenta
desde la union cortico-medular hasta el extremo interno de la médula interna. En la
meédula externa, la hiperosmolaridad intersticial se debe al transporte activo de NaCl
desde la porcion gruesa ascendente del asa de Henle (Fenton y Knepper, 2007;
Knepper, et al., 2003). En la médula interna, el origen del gradiente de osmolaridad
intersticial no es muy claro, debido a la ausencia de transporte activo de NaCl en la

porcidn delgada ascendente del asa de Henle (tAHL).

Concentracioén urinaria en médula interna

Un punto de mayor controversia ha sido la manera en que se genera el gradiente
de concentracion de NaCl en el intersticio de la médula interna (Knepper, et al.,
2003; Fenton, et al., 2004). La hipotesis originalmente propuesta (hipotesis pasiva)

plantea que este gradiente se debe al transporte pasivo de NaCl desde tAHL,



impulsado por la elevada concentracion intersticial de urea, que, a su vez se deriva
del transporte pasivo de urea (difusion facilitada) desde el IMCD. Sin embargo,
cuando se bloqued la expresion genética (knockout) de los transportadores
responsables de la permeabilidad de urea de IMCD (Fenton, et al., 2004), no se
alterd la capacidad de concentracion urinaria durante la antidiuresis. Este resultado
descarta la hipétesis pasiva original. Pero cuando se bloqueé la expresion genética
del canal anionico CIC-K1 de la tAHL, se abolio la elevada concentracion de NaCl
en el intersticio de la médula interna y se perdio la capacidad de concentracion
urinaria (Akisuki, et al., 2001; Matsmura, et al., 1999). Puesto que el canal CIC-K1
participa en el transporte pasivo de NaCl desde tAHL hacia el intersticio, se acepta
actualmente que este transporte de NaCl genera y mantiene una elevada
concentracion de NacCl en el intersticio medular interno (Fenton, et al., 2007; Uchida
y Sasaki 2005) pero no se conoce con certeza el origen de la fuerza que impulsa
este transporte, ni se conoce el mecanismo de transporte involucrado en el

transporte de Na*.

Canales CIC-K en la médula interna

Los canales CIC-K son predominantemente expresados en el rifidon (Uchida vy
Sasaki 2005). Se han identificado dos isoformas llamadas CIC-K1 y CIC-K2 en rata
que exhiben un alto grado de homologia (>80%) entre ellas (Uchida, et al., 1993).
Estan formados por 687 aminoacidos y presentan un peso molecular de: CIC-K1:
75, 569KDa y CIC-K2: 75, 218KDa. Estas isoformas difieren en su distribucion

intrarrrenal: CIC-K1 se expresa en médula interna, mientras que CIC-K2 se expresa

en médula externa y corteza (Uchida y Sasaki 2005). Ambas isoformas forman
canales homodiméricos. Los canales CIC-K median corrientes anidnicas que se
estimulan al aumentar el pH o el Ca?* extracelular, y se inhiben con los cambios
opuestos (Uchida y Sasaki, 1995; Waldegger, et al., 2002; Waldegger, et al., 2000-
Figura 2). Las corrientes mediadas por CIC-K1 y CIC-K2 se diferencian entre si en
sus secuencias de conductividad aniénica: CIC-K1: Br>NO3z>CI>I" (Adachi, et al.,
1994) y CIC-K2: Br>I>CI (Waldegger, et al., 2000-Figura 3). En la médula interna,

el canal CIC-K1 se localiza, exclusivamente, en la tAHL (Uchida y Sasaki, 1995),
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donde participa como transportador de Cl- en el transporte de NaCl desde tAHL al
intersticio (Fenton, et al., 2007; Uchida y Sasaki, 2005). Pero se ha observado la
presencia de una proteina CIC-K en la membrana basolateral de las célula de IMCD
(in situ y en cultivo primario), que exhibe una secuencia de conductividad anionica
diferente a la observada en los canales CIC-K1 y CIC-K2, por lo que podria tratarse
de un canal CIC-K de un tipo no previamente descrito. (Bolivar; 2011 No publicado)
Por lo que este trabajo busca la identificaciébn de una proteina del canal aniénico

CIC-Kx en IMCD que podria participar en el mecanismo de concentracion urinaria.
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Figura 2. Curva corriente-voltaje del canal CIC-K1 en ovocitos de Xenopus que
muestra sensibilidad a pH y Calcio. Se muestra la pendiente de la conductancia del
canal CIC-K1 que disminuye al reducir el pH (A) y Ca?* (B) y se incrementa al
aumentar el pH y Ca?* (Waldegger, et al., 2000).
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Figura 3. Curva corriente-voltaje que muestra la secuencia de conductividad del
canal CIC-K1 en ovocitos de Xenopus. Se muestra la secuencia de conductividad
del canal CIC-K1 que es Br>NOs>Cl>I" (Waldegger, et al., 2000)



V. HIPOTESIS

Las células del IMCD presentan una corriente anionica mediada por un canal CIC-
Kx de un tipo no previamente descrito (¢, CIC-K3?). Este canal CIC-Kx forma parte,
junto con el canal CIC-K1 de latAHL y HCN de IMCD, los mecanismos de transporte

idnico involucrados en el mecanismo de concentracidn urinaria de la médula interna.



V. OBJETIVOS

1. Comprobar la presencia de un canal anionico de tipo CIC-K en
IMCD

2. Secuenciar la proteina identificada de tipo CIC-K



VI.  ANTECEDENTES

Estudios electrofisiologicos en IMCD de rata y hamster (Stanton 1989, Imai y
Yoshitomi, 1990), reportaron la presencia de una conductancia a HCOs en la
membrana basolateral del IMCD, estos estudios no encontraron evidencia de
ninguna otra conductancia anionica en las membranas apical o basolateral.
Estudios posteriores, realizados en células del IMCD en cultivo primario (Husted, et
al., 1995, Boese, et al., 2004) han reportado la presencia de una conductancia a CI-
mediada por el canal transmembrana regulador de la fibrosis cistica (CFTR) y de
una conductancia a CI- mediada por un canal dependiente de Ca?* intracelular
(CaC), probablemente en la membrana apical. Sin embargo, ningun estudio ha

intentado investigar la naturaleza de la conductancia a HCOg3™ descrita inicialmente.

Diversos estudios han mostrado la presencia de transcritos y proteinas compatibles
con la presencia de un canal CIC-K en IMCD. (Uchida, et al., 1993; Vandewalle, et
al., 1997; Waldegger, et al., 2002). Entre estos estudios un RT-PCR hecho en
diferentes segmentos de la nefrona en rifion de rata reporta la presencia de un
transcrito de CIC-K1 (Uchida, et al., 1993) en la porcién ascendente del asa de Henle
(tAHL) pero también observa expresion en IMCD. Figura 4. Mientras que haciendo
estudios de Northern blot de CIC-K2 en diferentes segmentos de la nefrona del rifidén
de rata mostr6 expresion de CIC-K2 en IMCD. (Adachi, et al., 1994). Figura 5.

Figura 4. Analisis de CIC-K1 por Northern blot en diversos segmentos de la nefrona
de rifidén de rata, muestra expresion de CIC-K1 en tAHL e IMCD (Uchida, et al.,
1993)
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Figura 5. Andlisis de CIC-K2 por Northern blot en diversos segmentos de la nefrona
del rifidn de rata, muestra expresion de CIC-K1 en tAHL e IMCD (Adachi, et al.,
1994)
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Posteriormente en estudios utilizando un anticuerpo policlonal anti-CIC-K, el cual no
discriminaba entre proteinas CIC-K1-K2 se observd expresion tanto de CIC-K1
como de CIC-K2 en IMCD (Vandewalle, et al., 1997); Fig. 6-A. Este autor también
identifica por inmunohistoquimica proteinas CIC-K expresadas en diferentes tipos
de células epiteliales: en IMCD observa en verde inmunoreactividad de CIC-K1 en
tAHL y en rojo Dolichos biflorus agglutinin (DBA) lectina usada para identificar las
proteinas de membrana del conducto colector medular interno (Ming-Jiun Yu 2007),
la colocalizacién de CIC-K y DBA se muestra en amarillo, lo que nos indica que hay
inmunoreactividad de CIC-K1 en IMCD. (Figura 6-B)
rCIC-K1 ! : - ® 00 oo
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Figura 6. A. RT-PCR de tubulos renales mostrando la presencia de CIC-K1 y CIC-
K2. B. Inmunofluorescencia que muestra identificacion de proteinas CIC-K que se
expresan en IMCD. En verde CIC-K en tAHL; rojo DBA en IMCD y amarillo
colocalizacion CIC-K y DBA. Vandewalle, et al., 1997
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En estudios de la expresion de CIC-K1 y CIC-K2 se reporto la expresion de CIC-K1
en IMCD (Waldegger, et al., 2002; Figura 7) Sin embargo Pannabecker, et al., en
2004 haciendo inmunohistoquimica en papila renal utilizando un anticuerpo
policlonal anti CIC-K no encuentra inmunoreactividad en IMCD lo que nos lleva a
una discrepancia con los resultados de RT-PCR. (Figura 8). Por lo que el siguiente
trabajo busca comprobar la existencia de una proteina de tipo CIC-K que se expresa

en la membrana basolateral de células de IMCD.

Figura 7. Analisis de expresion de CIC-K1 y CIC-K2 en segmentos tubulares renales
por RT-PCR mostraron expresion de CIC-K1 en IMCD. (Waldegger, et al., 2002)
7 e X " - O T
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Figura 8. Inmunofluorescencia de IM que marca en azul a CIC-K1 exclusivamente
en células de tAHL utilizando el anticuerpo policlonal anti-CIC-K (Chemicon)
(Pannabecker, et al., 2004)
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VIl.  METODOLOGIA

ELECTROFISIOLOGIA- PATCH CLAMP

Los rifiones a utilizar en este proyecto se obtuvieron de ratas Wistar macho de 175
a 225g, de dos meses de edad, alimentadas diariamente a libre consumo con
alimento balanceado para ratas hecho a base de maiz molido en condiciones de 12
horas de luz y 12hrs de oscuridad. Las ratas fueron sacrificadas en un horario
matutino (9:00-10:00am)

Para la obtencién de cultivo primario de tdbulos de IMDC se utilizé el método de
lisis hipoténica modificado (Escobar, et al., 2004). A partir de cinco ratas Wistar
macho se obtuvieron las médulas internas de los rifiones las cuales al hacer un corte
transversal se observa en la zona medular una seccion con un color mas palido, la
médula interna renal. Figura 9. Las médulas fueron separadas, se cortaron y
fraccionaron finamente y se incubaron a 37 ° C, durante 60 min. Después de la
incubacion, se indujo la lisis hipoténica agregando 1.75 volumenes de agua
desionizada y la mezcla fue centrifugada a 600 g x 6min, el pellet obtenido fue
suspendido y centrifugado a 110 g x 2min. Este ultimo procedimiento fue repetido
tres veces. El pellet fue suspendido en medio DMEM (Gibco, Grand Island, NY)
suplementado con 10% de suero bovino fetal e insulina, las células fueron
incubadas a 37°C con una humedad de saturacion en una atmosfera con 5% de

COg, con cambios de medio cada segundo dia.
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Figura 9. Se observa seleccionado un corte transversal del rifidén y en el triangulo
rojo se marca la seccion de la médula interna renal la cual fue cortada y utilizada
para la obtencion de las muestras. (Imagen modificada de internet de Atlas de
Histologia Vegetal y Animal)

Los tibulos con cubreobjetos se colocaron dentro de una camara de perfusion fijada
a la platina de un microscopio invertido provisto con o6ptica de Hoffman. Las
corrientes de membrana fueron mayormente estudiadas mediante la técnica de
fijacion de voltaje en célula completa (whole-cell clamp) en su variante parche
perforado. Los tubulos fueron mantenidos a temperatura ambiente (20-25 °C) y se
pusieron en un bafio (bafio control) con la siguiente composicion (en mM): NaCl
135, KCI 5, citrato de calcio 0.4, MgCI2 1, glucosa 10, alanina 1, Na-HEPES 10,
amilorida 3 x 10 -7 M, rojo de fenol 16 mg/l; pH 7.4. La solucién en las micropipetas
fué la siguiente (en mM): KCI 135, NaCl 5, CaCl2 1.54, MgCI2 1, glucosa 10, tris-
HEPES 10 y EGTA 2.5; pH 7.4.

Las corrientes de membrana fueron registradas a través de electrodos usando un
amplificador Axopatch-1D con un cabezal CD4 (500mQ). Las micropipetas se
fabricaron en un estirador de pipetas de dos pasos (Sutter Ins. P97) y sus puntas
seran flameadas con una microforja (Narishige MF9). Las micropipetas se llenaron

desde la punta, hasta una distancia de 0.2-0.4 mm, con una solucién compuesta de
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(en mM): KCI 5, 151 &cido glucénico, 136 KOH, 10 NaOH, 1.54 Ca (OH)2, 1 Mg
(OH)2, 2.3 EGTA, 10 HEPES, pH 7.4. El llenado de la pipeta se completo, desde la
base, con una solucion similar que contiene 200 pg/ml de anfotericina. Una vez
llenas, las micropipetas tuvieron una resistencia de 2-4 mQ. Después de que la
punta de la micropipeta se puso en contacto con la membrana celular, se aplicé una
ligera succion hasta obtener sellos de al menos 1 GQ.

Para obtener la configuracion de whole-cell clamp convencional, la membrana fué
rota mediante succion. El potencial de membrana se fijé en -50 mV. La capacitancia
de membrana y la resistencia en serie se compensaron, y midieron, mediante el
sistema de compensacion del Axopatch-1D. Los protocolos de fijacién de voltaje
fueron generados y las corrientes de membrana se adquirieron por el Axopatch-1D
controlado por el programa pClamp (v.6, Axon Inst.) mediante una computadora y
un conversor A/D Digidata 1200 (Axon).

Las células fueron inicialmente estudiadas mediante el siguiente protocolo basico
de estimulacion: a partir de un potencial de mantenimiento de -50 mV se aplicaron
una serie de pulsos entre -160 y 80 mV, con incrementos de 20 mV entre un pulso
y el siguiente; la duracién de pulsos fué de 720 ms, con 4 s de intervalo entre ellos.
Después de cada pulso, el potencial fué fijado a -150, durante 80 ms, para registrar
las corrientes de cola.

A fin de determinar la sensibilidad de los canales CIC-K a los cambios de pH y de la
[Ca2+] externos, su sensibilidad a inhibidores, asi como su conductividad relativa a
diversos aniones, se estudio la respuesta de la corriente a una rampa de voltaje.
La respuesta de CIC-K a la rampa de voltaje sera estudiada a los siguientes pH

externos: 7, 7.4 y 7.8; y a las siguientes concentraciones de Ca2+ externo: 0y 2
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mM. La composicion de la solucion de bafio control fué modificada para ajustarla a
estos requerimientos. Los inhibidores que se exploraron fueron: DIDS 1 mM y
furosemida 1 mM. A fin de determinar la conductividad relativa de CIC-K a diversos
aniones, 134 mM CI- de la solucién de bafio seran equimolarmente sustituidos por:

Br-, I-, NO3- y gluconato-.

INMUNOHISTOQUIMICA

Preparacion de cortes de tejido para inmunofluorescencia: los rifiones de rata
macho de 200 + 25 g fueron fijados mediante perfusion desde la aorta con 4%
paraformaldehido en PBS, se extrajeron los rifiones y se aislé la médula interna
renal, la cual se fij6 con paraformaldehido durante 12 h. Para la preparacion de los
cortes, el tejido fué crioprotegido mediante sacarosa al 30%. El tejido se cortd en
rebanadas de 1 a 2 mm de grosor y se congel6 en nitrogeno liquido. Se realizaron
cortes seriales de 10 um de grueso mediante un criostato. Estos cortes fueron
incubados a 4 °C durante 24 h en PBS con el anticuerpo primario (conejo anti-HCNX)
y 0.3% triton. Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo
secundario (FITC-conjugado) cabra anti-conejo IgG por una hora. Se prepararon
controles negativos consistentes en cortes incubados solo con el anticuerpo
secundario (pero no con el primario) y en cortes incubados con ambos anticuerpos,
pero con el anticuerpo primario previamente preadsorbido con un exceso del péptido
antigénico especifico. Se hiz6 un marcaje simultaneo de HCNx y Na*-K* ATPasa.
Para esto se incubd también en las, condiciones descritas, con un anticuerpo
(primario) raton anti-Na*-K* ATPasa, y posteriormente con el anticuerpo secundario
(CY3-Conjugado) caballo anti-raton. El propésito de este doble marcaje es el de
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demostrar la colocalizacion del canal HCN y la Na*-K* ATPasa, que demostraria
que el canal HCN se localiza en la membrana basolateral de las células del IMCD y
de tAHL. Ademas de los anticuerpos mencionados, se usara, para identificar la
tAHL, un anticuerpo (primario) cabra anti CIC-K1, el cual fué visualizado mediante
un anticuerpo secundario (CY5-conjugado) conejo anti-cabra. Las muestras fueron

observadas mediante un microscopio con sistema confocal Olympus FV-1000.

BIOLOGIA MOLECULAR

Obtencidn de la fraccion enriquecida de proteinas de membrana de IM

Ratas macho Wistar entre 175-225gr fueron anestesiados con cloroformo vy
sacrificados, posteriormente fueron removidos los rifiones asépticamente y
fraccionados para obtener la médula interna.

Para obtener la fraccion de proteinas de membrana, las medulas internas
seccionadas fueron puestas en buffer de lisis (TrissHCI, 10mM pH 7.6; EDTA 0.1mM
y sacarosa 2.5 mM) al cual se le adicion6 un coctel de inhibidores de proteasas
(Complete EDTA free; Roche) a una dilucion final de 1:50. Se llevo acabo la lisis
aplicando 6 ciclos de pulsos de ultrasonido de 10s con un homogeneizador de
ultrasonido (Cole Parmer) utilizando una potencia de salida del 60%, los cuales
fueron alternados con periodos de 15s de enfriamiento en hielo. Posteriormente se
obtuvieron las fracciones ricas en proteina de membrana inicialmente centrifugando
a 1,000 g x 10 min para quitar los restos de tejido, el sobrenadante fue recuperado
y centrifugado a 17,000 g x 20 min a 4°C, se recupero el sobrenadante el cual fue

centrifugado a 22,000 g x 1hra a 4°C.
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La fraccion enriquecida de membranas obtenida fue resuspendida en agua
bidestilada estéril y se determind la concentracion de proteinas por método de
Bradford.

Obtencidén de la fraccién enriquecida de proteinas de membrana de Cultivo
primario (CP) e IMCD.

Para la obtencion de CP de células de IMDC se utilizé el método de lisis hipoténica
modificado (Escobar, 2004). Las médulas se cortaron finamente y se incubaron a
37 ° C, durante 60 min. Después de la incubacion, se indujo la lisis hipoténica
agregando 1.75 voliumenes de agua desionizada y la mezcla fue centrifugada a 600
g x 6min, el pellet obtenido fue suspendido y centrifugado a 110 g x 2min. Este
altimo procedimiento fue repetido tres veces. El pellet fue suspendido en medio
DMEM (Gibco, Grand Island, NY) suplementado con 10% de suero bovino fetal e
insulina, las células fueron incubadas a 37°C con una humedad de saturacion en
una atmosfera con 5% CO2, con cambios de medio cada segundo dia.

La preparacion de células de IMCD se obtuvo usando un método previamente
descrito (Stokes 87), similar al método para obtener los cultivos pero sin aplicar una
lisis hipotdnica (obteniendo una preparacion enriguecida (mayor 90%) en conductos
colectores)

La muestra de CP de IMCD y células de IMCD fueron lavadas tres veces con PBS
a 500 g x 2min y puesta en buffer de lisis. Ambas muestras fueron lisadas aplicando
4 ciclos de pulsos de ultrasonido de 10s con un homogeneizador de ultrasonido
utilizando una potencia de salida del 50%, los cuales fueron alternados con periodos

de 15s de enfriamiento en hielo. A partir de estas muestras se obtuvieron las
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fracciones ricas en proteina de membrana como ya se mencioné y resuspendidas

en agua bidestilada estéril.

Western blot con anticuerpo policlonal anti CIC-K1 (Santa Cruz Laboratories)
Utilizando 15ug de la fraccion enriqguecida de membrana de IM, IMCD y CP, las
proteinas fueron separas electroforéticamente en minigeles de acrilamida (BioRad)
al 10% y transferidas a membranas de nitrocelulosa de 0.22um en un equipo trans-
blot semiseco (Bio-Rad) al5Volts por 25min (Millipore) y se comprobd la calidad de
transferencia tifiendo el gel después de la transferencia con azul de Coomassie y
tifendo la membrana con Rojo de Ponceau.

Posteriormente la membrana fue bloqueada, usando una la solucién de albumina
de suero bovino (BSA) al 1.5% (Termo) diluido en agua bidestilada por toda la noche
a temperatura ambiente en agitacion. La membrana fue lavada 3 veces con PBS
mas Tween 20 al 1% (Bio-Rad)

Se llevo a cabo la inmunodeteccion utilizando el anticuerpo policlonal hecho en
cabra anti CIC-K1 (Santa Cruz Laboratories), usando una dilucién de 1:500 diluido
en PBS mas Tween 20 (.5%) incubando toda la noche a 4°C, posteriormente se
hicieron 3 lavados con PBS mas Tween 20 al 1% para quitar el exceso de
anticuerpo primario. Se utilizé un anticuerpo secundario anti cabra marcado con
HRP (Sigma) en una dilucion 1: 10 000 por 2 h. Las bandas fueron visualizadas
utilizando un sustrato (crescendo-BIO-RAD) por quimioluminiscencia en un equipo

ChemiDoc (Bio-Rad).
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Western blot con anticuerpo policlonal anti CIC-K Chemicon-Alomone.
Utilizando 15ug de la fraccidn enriquecida de membrana de MI, IMCD y CP, las
proteinas fueron separadas electroforéticamente en minigeles de acrilamida
(BioRad) como se mencion6 anteriormente.

Posteriormente la membrana fue bloqueada y se llevé a cabo la inmunodeteccion
utilizando el anticuerpo policlonal hecho en conejo anti-CLC-K (Chemicon),
iniciando con una dilucién 1:1000, 1:500, 1: 200 y 1:100 hasta estandarizarlo en
1:500. El experimento con este anticuerpo no pudo ser reproducido debido a que
fue descontinuado por lo que fue sustituido por el anticuerpo hecho en conejo anti
CIC-K (Alomone) el cual comparte el mismo epitope que el anticuerpo de Chemicon
673- 687aa.

El anticuerpo anti-CIC-K (Alomone) fue diluido en PBS mas Tween 20 (0.5%)
incubando toda la noche a 4°C, se hicieron 3 lavados con PBS mas Tween 20 al 1%
y fue utilizado el anticuerpo secundario anti conejo marcado con HRP (Sigma) en
una dilucion 1: 10 000 por 2 h. Las bandas fueron visualizadas utilizando un sustrato

(crescendo-BIO-RAD) por quimioluminiscencia en un equipo ChemiDoc (Bio-Rad).

IDENTIFICACION DE LAS BANDAS CANDIDATAS A SECUENCIAR EN IMCD

Después de lograr la reproducibilidad de los Western blots utilizando los anticuerpo
de Santa Cruz y Alomone, se determiné que las bandas observadas alrededor de
los 75KDa en muestras de IMCD visualizadas usando el anticuerpo anti CIC-K1
Santa Cruz, serian las candidatas a secuenciar, por lo que 30ug de la fraccion de

proteinas de membrana de IMCD fue separada en una camara vertical (Hoffer) en
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geles de 18cm al 10%, el gel fue tefiido segun las especificaciones del servicio de
secuenciacion. Las bandas candidatas fueron cortadas y puestas en agua miliQ en
tubos Eppendof de 1.5ml y fueron enviadas al Institut de Recherches Cliniques de
Montréal, Canada para su anadlisis por cromatografia liqguida acoplada a

espectrometros de masas (LC-MS/MS)
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VIIl. RESULTADOS

RESULTADOS ELECTROFISIOLOGIA

Usando la técnica de fijacion de voltaje en célula completa (parche perforado) se
estudiaron las corrientes aniénicas presentes en células del IMCD en cultivo
primario. Se observdO una corriente (lot) que se activa a potenciales
despolarizantes en forma dependiente de tiempo. Estudiando la conductancia de lowt
a una rampa de voltaje (de -60 a 60 mV) se observé que la conductancia que la
origina muestra similar conductividad a los iones CI" y a HCOs (Gréfica 10) low
mostré una sensibilidad a pH y Ca?* extracelulares similar a la descrita para
conductancias mediadas por canales CIC-K: su conductancia pendiente disminuye
al reducir el pH o el Ca?* extracelular, y se incrementa al aumentar el pH (esta
respuesta a pH es contraria a la descrita para canales CaC (Uchiday Sasaki, 1995,
Waldegger, et al., 2000) Figura 11. Ademas en la secuencia de conductividad se
observd que en ausencia de bicarbonato , la sustitucion parcial de ClI- extracelular
por Br, Iy NOs mostraba una secuencia de (Br >CI>I">NOz3’), que es diferente a
la observada en las corrientes mediadas por canales CIC-K1 (Br>NOs>Cl->I;
Waldergger, et al., 2000) y CIC-K2 (Br>I>ClI-; Adachi, et al., 1994) por lo que puede

ser mediado por un canal tipo CIC-K no descrito previamente Figura 12.
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Figura 10. Curva corriente voltaje que muestra la conductividad pendiente de
lovt a tres diferentes concentraciones de ClI- y HCO3" en células de cultivo
primario de IMCD de riiién de rata (Rattus norvergicus). Estudio de la
Respuesta de lovt a una rampa de voltaje (de -60mV a 60mV) mostro que la
conductancia que la origina muestra similar conductividad a los iones ClI- y HCOgs"
.Registros a tres diferentes concentraciones: A Cl-: Concentracion control 52.5mM,;
alta concentracién 102.5mM y baja concentracion 8.0mM. B HCOs". Concentracién
control 17.5Mm; alta concentracion 52.5mM y baja concentracion 3.0mM.
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Figura 11. Curvas corriente-voltaje que muestra la sensibilidad de lovt a pH y
Calcio en células de cultivo primario de IMCD de rinén de rata (Rattus
norvergicus). Se muestra que la pendiente de la conductancia disminuye al reducir
el pH (A) y Ca? (B) y se incrementa al aumentar el pH y Ca?* extracelular,
comportamiento caracteristico de canales tipo CIC-K.
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Figura 12. Curva corriente voltaje que muestra la secuencia de conductividad
obtenida de lovt en células de cultivo primario de IMCD de rifidn de rata (Rattus
norvergicus). Se muestra la secuencia de conductividad obtenida de lovt (Br> Cl>
I->NO3) que muestra diferencias con los canales de tipo CIC-K descritos.

RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICA

En estudios de inmunoflorescencia en medula interna renal se hizo una
colocalizacion de la Bomba Na*/K*-ATPasa con HCN2 y CIC-K1, para marcar CIC-
K1 se utilizé el anticuerpo policlonal comercial anti-CIC-K1 de Santa Cruz
Laboratorios. Los resultados obtenidos mostraron inmunoreactividad inesperada de
CIC-K1 en la membrana basolateral en células del IMCD (Figura 13) "in situ”, lo cual
no esta descrito.

Figura 13. Inmunofluorescencia en médula interna renal de rata (Rattus
norvergicus). Se marca en rojo a la Na*-K*-ATPasa y en azul a CIC-K1 en IMCD
utilizando el anticuerpo policlonal anti-CIC-K1 (Sta. Cruz). La colocalizacién de
Na*/K*-ATPasa y CIC-K1 da un tono morado en IMCD lo cual muestra
inmunoreactividad de CIC-K1 en IMCD no descrito previamente.
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RESULTADOS WESTERN BLOT

Los resultados obtenidos utilizando el anticuerpo policlonal anti CIC-K (Alomone)
mostraron dos bandas alrededor de los 75KDa que es el peso molecular de las
proteinas CIC-K1y K2 en muestras de IM e IMCD, se observa bloqueo de la marca

de 75KDa cuando se preincuba el anticuerpo con péptido control. (Figura 14)
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Figura 14. Western blot en células de la IM e IMCD usando el anticuerpo
policlonal anti-CIC-K (Alomone) de rifidn de rata (Rattus norvergicus); Carril 1
se muestra IM y en carril 2 se muestra IMCD donde se observan dos bandas
alrededor de los 75KDa marcadas con dos flechas. Carril 3 se muestra control
negativo en IM (anticuerpo Alomone preincubado con péptido control; Pp-IM) Carril
4 control negativo en IMCD (Pp-IMCD)

Los resultados del Western Blot obtenidos utilizando el anticuerpo anti CIC-K1
(Santa Cruz) mostraron dos bandas alrededor de los 75KDa en muestras de IM y
CP (Figura 15; Carril 1y 2), se observa bloqueo de la marca de 75KDa cuando se

preincuba el anticuerpo con péptido control (Figura 15; carril 3y 4)
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Figura 15. Western Blot en células de la IM y CP usando el anticuerpo anti-
CIC-K1 (Santa Cruz) de rindn de rata (Rattus norvergicus); Carril 1 se muestra
IMy en carril 2 se muestra CP donde se observan dos bandas alrededor de los
75Kda marcadas con dos flechas. Carril 3 se muestra control negativo en IM
(anticuerpo Santa Cruz preincubado con péptido control; Pp-IM) Carril 4 control
negativo en CP (Pp-CP)

RESULTADOS SECUENCIACION

Las bandas observadas alrededor de los 75KDa que mostraron inmunoreactividad
usando el anticuerpo policlonal anti CIC-K1 de Santa Cruz Laboratories fueron las
candidatas a ser secuenciadas (Figura 16). A la par se hizo otra separacion
electroforética de las proteinas obtenidas del cultivo primario de células de IMCDy
las bandas candidatas fueron cortadas y enviadas a secuenciar. (Figura 17)
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Figura 16. Western Blot de IMCD utilizando anticuerpo policlonal CIC-K1 (Santa
Cruz) mostrando con flechas las bandas candidatas a secuenciar.
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Figura 17. Se muestran proteinas de IMCD separadas en gel acrilamida tefidas

con azul de Coomassie-g250, donde se marcan bandas candidatas a secuenciar
observadas alrededor de los 75KDa.
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RESULTADOS SECUENCIACION BANDA 1
En banda 1 se logré secuenciar el 34% de la secuencia de CIC-K1 (Figura 18) vy el

5% de la secuencia de CIC-K2 (Figura 19). Los péptidos secuenciados en total
fueron 41 de los cuales 40 corresponden totalmente a CIC-K1 mientras que 8
corresponden a CIC-K2 (Tabla 1)

COPIAS - -
PEPTIDO SECUENCIADAS cic-K cic-K2
1. 8EGSSGKPVTLQELWGPCPR? 2 100%
2. S3*RGLEWLKER*? 1 100%
3. 122TMLSGVVLEDYLDIKNFGAK47 4 100%
4. S LLATSKPSYAALVALVLASITYPPGVGR346 6 100%
5. S52KLPYLPWIRS®? 2 100% 100%
6. S4QIGSYPVTVEHFMNCNLTTLAKSE0 2 100%
7. SCIDTPLEEVVKS®® 1 100%
8. SeIDTPLEEVVKVVTSTEVSQYPLVETR® 4 100%
9. S5%8YVTSTEVSQYPLVETR®® 4 100%
10. S8"ESQTLVGIVER®®’ 2 100%
11. S¥THLVQALQTQPASWAPGQERSY 4 100%
12. SBBFLQDILAGGCPTQPVTLQLSPETSLYQAHSLFERS%0 2 100%
13. SSILTLQSLFVTSRG®62 2 100%
14. ®6IGKAVGSVSWAELKKS® 1 100%
15. ®64AVGSVSWAELKK®™4 1 100%
16. S7SAISTLINPPAPKS8? 2 100%
17. 319 LLATSKPLYSALAAVVLASITYPPGVGR?346 6 100%

TABLA 1. En la columna 1 se muestra la secuencia de los péptidos secuenciados y la
posicion gque tienen en la secuencia completa de la proteina en columna 2 aparece el
namero de copias secuenciada de cada péptido y en columna 3 la similitud en porcentaje
gue tienen con la proteina CIC-K1 y CIC-K2. El péptido 17 es una secuencia que se
encuentra tanto en CIC-K1 como en K2 con la diferencia de 4 aminoacidos puestos en color
rojo

CIC-K1_Rat (100%) 75.57KDa
Proteina del canal de cloruro CIC-K1 Rattus Norvegicus
16 péptidos, 34% cobertura

MEELVGLREG SSGKPVTLQE LWGPCPRIRR GVRRGLEWLK ERLFRVGEDW HFLVALGVLM
ALISYAMNFA IGRVVRAHKW LYREVGDGHL LRYLSWTVYP VALLSFSSGFE SQSISPFSGG
SGLPELKTML SGVVLEDYLD IKNFGAKVVG LSCTLATGST IFLGKVGPEV HLSVMISAYL
GRVRAKTIGE TENKAKEIEM LSAAAAVGVA TVEFAAPFSGV LFSIEVMSSH FSVWNYWRGEF
FAATCGAFMF RLLGVFENSEQ ETITSIYKTR FRVDVPEFDLP EIFFFVALGF ICGVLSCAYL
FCORTFLRFI KTNRYTSRLL ATSKPSYAAL VALVLASITY PPGVGRFEFMAS RLSMAEHLHS
LFDNNSWALM TRNSSPPWPA EPDPONLWLE WCHPREFTIFG TLAFFLVMKE WMLILATTIP
MPAGYFMPIF ITIGAAIGRLL GEALSVAFPE GIVAGREVNP IMPGGYALAG AAAFSGAVTH
TISTALLAFE LTGQIVHALP VLMAVLAANA ISONCQPSEY DGTIMAKKLP YLPWIRGROTI
GSYPVTVEHF MNCNLTTLAK DTPLEEVVKV VTSTEVSQYP LVETRESQTL VGIVERTHLV
OALQTQPASW APGQERFLQOD ILAGGCPTQP VTLOLSPETS LYQAHSLFER LTLOSLEVTS

RGKAVGSVSW AELKKAISTL INPPAPK

Figura 18. Se muestra secuencia completa de la proteina CIC-K1 de Rattus
Norvegicus, en amarillo la cobertura del 34% que tuvieron los 16 péptidos
secuenciados.
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CIC-K2_Rat (100%) 75.21KDa

Proteina del canal de cloruro CIC-K2 Rattus Norvegicus
2 péptidos, 5% cobertura

MEEIVGLREG
ALISYAMNFA
SGIPEVKTIL
GRVRTKTVGE
FAATCGAFMF
YCQRTSLFFL
LEDNNSWALM
IPAGYFLPIF
TLSTALLAFE
GSHLVTVGHF
QSLHTDSASW
RGRAVGSVSW

SPRKPVPLQE ~ LWRPCPRIRR NIQGSLEWLK ERLFRVGEDW  YFLVALGVLM
IGRVVRAHKW LYREIGDGHL LRYLSWTVYP  VALLSFSSGF  SQSITPSSGG
TGVILEDYLD  IKNFGAKVVG LSCTLATGST IFLGKLGPFV  HLSVMIAAYL
PENKTKEMEL LAAGAAVGVA  TVFAAPISGV ~ LFSIEVMSSH  FSVWDYWRGF
HLLAVFNSEQ ETITSIYKTS FPVDIPFDLP EIFFFVALGA ICGILSCGYN
KSNGFTSK EEINATSKPEVSATINARVVEASTIVINPBEVER1AS ~ RLSMSEYLET
TKNSSPPWSA ~ EPDPQNLWLE ~ WCHPQMTVFG  TLVFFLVMKF  WMLILATTIP
VYGAAIGRLF  GEVLSLAFPE GIVAGGKVSP  IMPGAYALAG AAAFSGAVTH
VSGQIVHALP ~ VLMAVLAANA  ICQSYQPSFY  DGTIIVKKUPIIYUPWEIRGRKI
MNCTLTTLAK  DMPLEEVIKV  VISTDVTQYP  LVETTESQVL  VGIVKRTHLV
APGQQPCLOD  ILANGCPTQP  VTLQLSTETS LHETHNLFEL  LNLQLLFVTS
VELKKAISTL  TNPPAPK

Figura 19. Secuencia completa de la proteina CIC-K2 de Rattus Norvegicus, en
verde la cobertura del 5% que tuvieron los 2 péptidos secuenciados.
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RESULTADOS SECUENCIACION BANDA 2
En banda 2 se logré secuenciar el 30% de la secuencia de CIC-K1 (Figura 20) vy el

6.5% de la secuencia de CIC-K2 (Figura 21). Los péptidos secuenciados en total
fueron 46 de los cuales 37 corresponden totalmente a CIC-K1 mientras que 10
corresponden a CIC-K2 (Tabla 2)

PEPTIDO SECSgEQiDAS cic-k1 | cick2
1. 8EGSSGKPVTLQELWGPCPR? 2 100%
2. S LLATSKPSYAALVALVLASITYPPGVGR 346 8 100%
3. “FLLGEALSVAFPEGIVAGR#% 1 100%
4. 5SBKLPYLPWIRSS? 1 100% 100%
5. 50QIGSYPVTVEHFMNCNLTTLAKS80 2 100%
6. SO0VVTSTEVSQYPLVETRS586 4 100%
7. SSESQTLVGIVER®Y? 2 100%
8. S56IDTPLEEVVKS69 2 100%
9. 561DTPLEEVVKVVTSTEVSQYPLVETR®8 4 100%
10. 9¥THLVQALQTQPASWAPGQER®YY 3 100%
11. 518FLQDILAGGCPTQPVTLQLSPETSLYQAHSLFER®0 4 100%
12, SSILTLQSLFVTSRGS#? 2 100%
13. 676AISTLINPPAPK®87 2 100%
14. 1¥"TVGEPENKTK?!% 1 100%
15. 319 LLATSKPLYSALAAVVLASITYPPGVGR?46 8 100%

TABLA 2. En la columna 1 se muestra la secuencia de los péptidos secuenciados y la
posicion que tienen en la secuencia completa de la proteina en columna 2 aparece el
namero de copias secuenciada de cada péptido y en columna 3 la similitud en porcentaje
que tienen con la proteina CIC-K1 y CIC-K2. El péptido 17 es una secuencia que se
encuentra tanto en CIC-K1 como en K2 con la diferencia de 4 aminoacidos puestos en color
rojo

CIC-K1_Rat (100%) 75.57KDa

Proteina del canal de cloruro CIC-K1 Rattus Norvegicus
13 péptidos unicos, 30% cobertura

MEELVGLREG
ALISYAMNFA
SGLPELKTML
GRVRAKTIGE
FAATCGAEFMF
FCORTFLRFI
LEFDNNSWALM
MPAGYFMPIF
TISTALLAFE
GSYPVTVEHF
OALQTQPASW
RGKAVGSVSW

SSGKPVTLQE
IGRVVRAHKW
SGVVLEDYLD
TENKAKEIEM
RLLGVENSEQ
KTNRYTSRLL
TRNSSPPWPA
IIGAAIGRLL
LTGQIVHALP
MNCNLTTLAK
APGQERFLQOD
AELKKAISTL

LWGPCPRIRR
LYREVGDGHL
IKNFGAKVVG
LSAAAAVGVA
ETITSIYKTR
ATSKPSYAAL
EPDPONLWLE
GEALSVAFPE
VLMAVLAANA
DTPLEEVVKV
ILAGGCPTQP
INPPAPK

GVRRGLEWLK
LRYLSWTVYP
LSCTLATGST
TVFAAPFEFSGV
FRVDVPEDLP
VALVLASITY
WCHPREFTIFG
GIVAGREVNP
ISONCQPSFEY
VTSTEVSQYP
VTLOLSPETS

ERLFRVGEDW
VALLSEFSSGF
IFLGKVGPEV
LFSIEVMSSH
EIFFEFVALGE
PPGVGRFMAS
TLAFFLVMKEF
IMPGGYALAG
DGTIMAKKLP
LVETRESQTL
LYQAHSLFER

HFLVALGVLM
SQSISPESGG
HLSVMISAYL
FSVWNYWRGE
ICGVLSCAYL
RLSMAEHLHS
WMLILATTIP
AAAFSGAVTH
YLPWIRGROTI
VGIVERTHLV
LTLOSLEVTS

Figura 20. Secuencia completa de la proteina CIC-K1 de Rattus Norvegicus, en
amarillo la cobertura del 30% que tuvieron los 13 péptidos secuenciados.
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CIC-K2_Rat (100%) 75.21KDa
Proteina del canal de cloruro CIC-K2 Rattus Norvegicus
3 péptidos tUnicos, 6.5% cobertura

MEEIVGLREG
ALISYAMNFA
SGIPEVKTIL
GRVRTKTVGE
FAATCGAFMF
YCQRTSLFFL
LEDNNSWALM
IPAGYFLPIF
TLSTALLAFE
GSHLVTVGHF
QSLHTDSASW
RGRAVGSVSW

FIGURA 21

SPRKPVPLQE
IGRVVRAHKW
TGVILEDYLD
PENKTKEMEL
HLLAVENSEQ
KSNGFTSKLL
TKNSSPPWSA
VYGAAIGRLF
VSGQIVHALP
MNCTLTTLAK
APGQQPCLQD
VELKKAISTL

LWRPCPRIRR
LYREIGDGHL
IKNFGAKVVG
LAAGAAVGVA
ETITSIYKTS
ATSKPLYSAL
EPDPONLWLE
GEVLSLAFPE
VLMAVLAANA
DMPLEEVIKV
ILANGCPTQP
TNPPAPK

NIQGSLEWLK
LRYLSWTVYP
LSCTLATGST
TVEFAAPISGV
FPVDIPFDLP
AAVVLASITY
WCHPOMTVEG
GIVAGGKVSP
ICQSYQPSFEFY
VISTDVTQYP
VTLQLSTETS

ERLFRVGEDW
VALLSFSSGF
IFLGKLGPEV
LFSIEVMSSH
EIFFFVALGA
PPGVGRFMAS
TLVFFLVMKFE
IMPGAYALAG
DGTIIVKKLP
LVETTESQVL
LHETHNLFEL

YFLVALGVLM
SQSITPSSGG
HLSVMIAAYL
FSVWDYWRGE
ICGILSCGYN
RLSMSEYLET
WMLILATTIP
AAAFSGAVTH
YLPWIRGRKI
VGIVKRTHLV
LNLQLLEVTS

. Secuencia completa de la proteina CIC-K2 de Rattus Norvegicus,

en verde la cobertura del 6.5% que tuvieron los 3 péptidos secuenciados.

RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Se hizo un BLAST (Herramienta béasica de busqueda de alineacion local) para

alinear y comparar las secuencias de CIC-K1 (Adachi 1994; CIC-K1%), la variante
de la proteina CIC-K1 (Kieferle 1994 CIC-K1?) y la secuencia de la proteina CIC-K2
(Adachi 1994) con los péptidos obtenidos (Figura 22)
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C1C-K1' MEELVGLREG

C1C-K1? MEELVGLREG

Clc-K2 MEEIVGLREG
1

ClC-K1! TGEVVRRHEW

CI1C-K1? IGRVVRLHEW

ClC-K2 IGEVVRAHEW
71

CIC-K1! IKNFGAKVVG
CIC-K12? THNFGAEVVG
CIC-EKZ2 TIENFGREVVG

S5EKFVILOE
S5GKEVILQE
SFRKEVFLQE

LYREVGDGHL
LYBREVGDGHL
LYRETGDGHL

LWGEPCFRIRR
LWGECFPIRR
LWRECFRIRR

GVRRGLEWLE
GVRRGLEWLE

NIGGSLEWLE

LEYLSWIVYF
LEYLSWIVYFE
LRYLSWIVYF

=H

VALLSF55GF
VALLSFS5GF
VALLSFSSGF

ERLFRVGEDW
ERLFRVGEDW
ERLFRVGEDW

HFLVATGVLM
HFLVALGVLM
YFLVALGVLM

ALISYAMNER
ALISYAMNER
ALISYAMHER

SQSISPESGG
SO5ISPFSGG
5Q5ITPS3GG

LSCTLATGST
L3CTLATGST
LSCTLATGST

141 CE

TVFAAPFSGV
TVFRAPFSGW

ClC-K1!
Clc-K1®

LFSIEVMSSH
LFSIEVMSSH

ClC-K2 TVERAPISGV LFSIEVMSSH

211 CH

ClC-K1! EIFFFVALGE
C1C-K12? EIFFEVALGE
ClC-K2 EIFFEVALGR

ICGVLSCAYL
ICGVLSCAYL
ICGILSCGYN

IFLGKVGEFY
IFLGEVGEFV
IFLGELGEFV

o

HLSVMISAYL
HLSVMISAYL
HLSVMILLYL

GRVRAKTIGE
GEVEAKTIGE
GEVRTKTVEZE

FSVWHYWRGE
FEVWNYWRGE
FSVWDIWRGE

i

FARTCGAFMF
FAATCGAFME
FRAATCGAFME

RLLGVENSEQ
RLLGVFNSEQ
HLLAVENSEQ

FCORTFLRFI
FCORTFLRFI
¥CORTSLEFL

a8

C1C-K1' RLSMAEHLHS
C1C-K1* RLIMAGHLHS
C1C-E2 RLSMSEYLET

3si

ClC-E1t
ClCc-K12
ClC-E2

MERGYFMPIF
MEAGYFMPIF
IPAGYFLPIF

B

LFDNNSWALM
LFDHNSWALM
LFDANSWALM

ITIGARTGERLL
ITIGALTGRLL
VYGAAIGRLE

TENSSPPWER
TENSSFEWEA
TENS3FPWSA

GEALSVAFPE
GEALSVAFPE
FEVLSLAFEE

4zl

ClC-K1t
ClCc-K12
ClC-E2

LIGOIVHALF
LIGOIVHALF
VSGQIVHRLE

431

DTELEEVVEY
C1C-K1' DTPLEEVVEV
C1C-K1? DTPLEEVVEV

C1C-K2 DMFLEEVIEV

EE1

CIC-K1' VILQLSPETS
ClC-K1? VILOLSPETS
C1C-E2 VILQLSTETS

E31

VISTEVSQYE
VISTOVIQYE

LYORHSLFER
LYQAHSLFER
LHETHNLFEL

ISONCOPSFY
ISQNCQPSFY
ICQSYQPSEE

oI

KINRYTSRLL
KTHRYTSELL

HENGFTSKLL 2

ATSKPSYRAAL
ATSKPSYRLTL

ATIKPLYSAL

oR

SGLPELKTML

SGLPELKTHL

SGIPEVKTIL
uD

TENRAKEIEM
TENFKRAKETEM
PENETHEEMEL

SEVVLEDYLD

5EVVLEDYLD

TGVILEDYLD
140

LERRLRVEVE
L3ARRLVEVE
LAAGRLVEVE

ETITSWIKIR
EIITSIYKTR
ETIITSIYKIS

VALVLASITY
VALVLASITY

X AT ST TV
BAOVVLRSITY

EET'PONLILE
DANPONLWEE
EEDPONLWLE

=R

WCHPRFTIFG
WCHPRETIFG
WCHPOMIVEG

TLAFFLVMEE
TLAFFLVMEF
TLVFELVMEE

s 219

FRVOVFFDLP
FRVOVPFDLE
FEVDIFFDLE

284

PPEVEGREFMAS

FPGVGRFMAS

FPGVGRFMAS
a5k

WMLITATTIE
WMLILATTIE
WMLITATTIFE

GIVRAGREVNE
GIVAEREVNE
GIVAGEKVSP

DETIMAKHLE
DET IMAKKLE
DGT IIVEELE

21

TMPEGYRTAG
IMPEGYATAR
IMBGAYATAG

b

RRRFSGRVTH
LRRFSGAVTH
LAAFSGRAVTH

421

TISTRALLAFE
TISTLLLAFE
TLETRATIAFE

oo

YLERTRGROT
YLEWIRGROI
ILEWIRGREL

B ILVETIRESQTL

LVETRESQTL
LVETTESOVL

LTLOSLEVIS
LTLOSLEVIS
LHNLOLLEVIS

R

VGTVERTHLV
VGIVERTHLV
VGIVERTHLV

BEKRVESVSW
BEKRVESVSW
RGRAVGSVSW

ORLOTOPTEW
QALOTOPESH
QSLHTDSASW

AELEKAISTL
AELKKAISTL
VELKKAISTL

oo

GSYEVIVERF
GSYPVIVEHF
GSHLVIVGHE

AFGOERFLOD
APGOERFLQD
APGQCOECLOD

INPPAPK
INPPAPK
TNEPARK

SE7

IF 430

MMCHLTTLAE
MICHLTTLAK
MNCHLTTLAK
MNCTLITLAK

el

ILAGGCPIQPR
ILAGGCPTIQFE
ILANGCETOR

&30

Figura 22. Se muestra alineacion de la primera secuencia obtenida de la proteina
CIC-K1 (Adachi 1994; CIC-K1Y), la variante de la proteina CIC-K1 (Kieferle 1994
CIC-K1?) y la secuencia de la proteina CIC-K2 (Adachi 1994). Las diferencias entre
las secuencias obtenidas por Adachi y Kieferle es de 9 aminoacidos subrayados en
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amarillo. Los péptidos secuenciados que mostraron una similitud del 100% con CIC-
K12 se muestran en color rojo. Los péptidos con similitud del 100% con CIC-K2 se
muestran en color azul. Dorado; epitope de anticuerpo anti CIC-K1 (Santa Cruz)
549-600. Morado; epitope de anticuerpo anti CIC-K (Chemicon- Alomone; similar
al usado por Vandevalle 1997) 674-687. Amarillo; epitope usado por Uchida 93 604-
618.
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IX. DISCUSION

Este trabajo se enfoco en dilucidar la existencia de un canal anionico CIC-K en
IMCD. La pregunta se generd haciendo experimentos con el canal cationico
activado por hiperpolarizacion y modulado por nucleétidos ciclicos (HCN2) (Bolivar
2008) en cultivos celulares de IMCD renal, donde al hacer una colocalizacion de
HCN2 con la Bomba Sodio-Potasio-ATPasa y CIC-K1 en papila de la médula
interna se observé un resultado inesperado; la existencia de inmunoreactividad de
CIC-K1 en IMCD no descrita previamente (Figura 13). Este resultado de reactividad
de CIC-K1 en IMCD fue la primera pista de la presencia de un canal CIC-K que se
expresaba en IMCD, por lo que, basados en esta observacion y teniendo en cuenta
que CIC-K1 es un canal que tiene conductividad a HCOs= remontamos a las
observaciones dos décadas atras en la membrana basolateral en células de IMCD
donde Stanton;1989, Imai y Yoshitomi; 1990 observan una conductancia a HCOgz
en la membrana basolateral y apical en IMCD, posteriormente a estas
observaciones en nuestros estudios electrofisiologicos en cultivos primarios de
IMCD se encontrd6 una corriente anionica (lovt) que mostraba una similar
conductancia a HCOs y a ClI- como lo habian observado Stanton, Imai y Yoshitomi.
Esta corriente no era mediada por el canal transmembrana regulador de la fibrosis
quistica (CFTR) a pesar de ser permeable a HCO3- ya que en células de IMCD
muestran corrientes salientes y no son sensibles a bloqueo por DIDS externo.
Tampoco parece ser mediadas por canales de calcio (CaC) aunque estos en
células de cultivo primario de IMCD, median corrientes salientes pero son
pobremente conductoras a HCO3-. lovt pudo ser bloqueada por DIDS (Sal disédica
del acido 4,4 -diisotiocianatostilbeno-2,2-disulfonico) (ImM) o por furosemida (1
mM), que se ha descrito bloguean a los canales CIC-K1 y a los canales CaC (Uchida
1995; Waldegger 2000-2002). Pero se observd que en la secuencia de
conductividad en ausencia de HCOgs™ la sustitucion parcial de Cl- extracelular por
Br, Iy NOs mostraba una secuencia de conductividad Br  >CI>I">NOs", que es
diferente a la observada en las corrientes mediadas por canales CaC, las cuales

exhiben una secuencia de conductividad I->Br->Cl- (Boese, 2000). Sumado a esto,
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las corrientes de CaC muestran una sensibilidad opuesta a pH externo, opuesta a
lo observado en lovt. Debido a esto, lovt N0 podia ser mediada por canales CaC ni
CFTR, ya que las corrientes generadas por los canales CFTR son corrientes
independientes tanto del tiempo como del voltaje, ademas exhiben una secuencia
de conductividad I->Br->Cl- (Husted, 1995). Por otro lado, mientras que la
dependencia al voltaje en el tiempo y la sensibilidad a pH, Ca?* (Figura 11), DIDS
y furosamida de lovt asemejan a corrientes mediadas por el canal CIC-K1 (Uchida et
al, 1993; 1995; Waldegger y Jentsh, 2000; Uchida y Sasaki, 2005). lowt difiere de la
corriente de CIC-K1 en la secuencia de conductividad (Br>NO3z>CI->I") (Figura 12).
Sin embargo, basados en su sensibilidad a pH y Ca?* externo (Gréfica 2) se propuso
gue lovt s mediado por un canal CIC-Kx no descrito previamente.

Los resultados inmunocitoquimicos y electrofisioldgicos nos sugieren la existencia
de un canal con caracteristicas del tipo CIC-K en la membrana basolateral de IMCD
por lo que para dilucidar estos resultados disefiamos una serie de experimentos de
Western Blot utilizando el anticuerpo comercial policlonal anti CIC-K1 (Santa Cruz
Laboratories) en muestras de células de cultivo primario de IMCD, médula interna e
IMCD. Los resultados obtenidos mostraron dos bandas alrededor de 75KDa (Figura
8) siendo este el peso molecular de las proteinas tipo CIC-Ks (Uchida, 2005). Estos
resultados contrastan con los de Pannabecker (Pannabecker, 2004), que haciendo
estudios de inmunohistoquimica en papila renal utilizando un anticuerpo policlonal
comercial anti-CIC-K (Alomone), no observa inmunoreactividad de CIC-K en IMCD
(Figura 8). Para aclarar esta discrepancia en los resultados hicimos un Western
Blot de IMCD utilizando el mismo anticuerpo que habia usado Pannabecker en
2004 y el resultado fue la observacion de dos bandas alrededor de los 75KDa
(Figura 14) lo que nos hace suponer que Pannabecker no logro ver reactividad de
CIC-K en IMCD debido a que el corte que hace podria ser en una zona muy apical
de la papila renal en IM. Esta discrepancia en las observaciones también fue vista
en resultados de RT-PCR (Uchida, 1993; Adachi, 1994; Vandewalle, 1997) donde
muestran expresion de CIC-K1 y CIC-K2 en IMCD pero no dan una discusion de la

observacion (Figura4,5,6y 7).
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Para confirmar la presencia del canal CIC-K en IMCD cortamos las 2 bandas (Figura
16 y 17) que mostraron reactividad alrededor de los 75KDa con el anticuerpo anti-
CIC-K1 (Santa Cruz) y fueron llevadas a secuenciar esperando se encontraran
secuencias de péptidos pertenecientes a las proteinas de tipo CIC-K. De la banda
1 (Tabla 1; Figura 18 y 19) se lograron secuenciar 16 péptidos que poseen una
identidad del 100% con CIC-K1 pero también se obtuvo 1 péptido que presenta una
identidad del 100% con CIC-K2 (Tabla 1). El péptido que tiene coincidencia del
100% con CIC-K2 difiere en 4 aminoacidos con CIC-K1 (319
LLATSKPLYSALAAVVLASITYPPGVGR?3%), También se obtuvo la secuencia del
epitope que corresponde al anticuerpo anti CIC-K de Santa Cruz (549-600aa) y el
epitope del anticuerpo anti CIC-K de Alomone, éste altamente especifico contra un
epitope de CIC-K2 de rata (674-687aa). El epitope es casi homdlogo al canal CIC-
K1, por lo que el anticuerpo reconoce ambas isoformas de CIC-K
(http://www.alomone.com/p/anti-clc-k/acl-004/681) (Figura 16). En total se logré una
cobertura del 34% de la secuencia de la proteina CIC-K1 (UniProtKB-Q06393-
CLCKA _RAT)yun5% de la secuencia de la proteina CIC-K2 (UniProtKB - P51802-
CLCKB_RAT). De la Banda 2 (Tabla 2; Figura 20 y 21) logramos obtener 13
péptidos que tienen identidad del 100% con CIC-K1 y 3 péptidos que presentan
100% de identidad con CIC-K2
(*¥'"TVGEPENKTK?96319 | ATSKPLYSALAAVVLASITYPPGVGR346528K| PYLPWIR®

37). En total se logr6 una cobertura del 30% de la secuencia de la proteina CIC-K1y

un 6.5% de la secuencia de la proteina CIC-K2. Como en Banda 1 también se
lograron obtener las secuencias epitope de los anticuerpos anti CIC-K1 (Santa Cruz)
y anti CIC-K (Alomone) (Figura 22)

Si, en médula interna renal, el unico canal CIC-K que se expresa es CIC-K1 en tAHL
(Uchida, 1993; Mejia, 2002; Pannabecker, 2004) los resultados obtenidos hablan de
la existencia de un canal CIC-Kx que se expresa en la membrana basolateral de las
células en cultivo primario de IMCD que sugerimos podria estar formado por
péptidos tanto de CIC-K1 como de CIC-K2 pudiendo ser un nuevo canal CIC-K.

Tanto por estos resultados, como por la diferencia que existe en la secuencia de
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conductividad grabada en IMCD que no correspondia ni a CIC-K1 ni a CIC-K2, se
propone la presencia de un nuevo canal no identificado CIC-Kx que podria estar

involucrado en el mecanismo de concentracidn urinaria.

Cuando el riidn pasa de un estado de diuresis a un estado de antidiuresis, la
concentracion de solutos en el intersticio medular interno aumenta continuamente
durante pocas horas (Gamba 2004; Jamison 1992). Puede proponerse que el
transporte de Na+ y Cl- desde tAHL proporciona la base para un incremento
temprano en la concentracion de Na* y CI- del intersticio medular interno (Fenton
2007). Por lo que, durante la fase temprana de una antidiuresis aguda, las células
del IMCD son expuestas a una osmolaridad intersticial que se incrementa
lentamente (Beck 1992; Sone 1993). Se ha propuesto que, en esta situacion, ocurre
un influjo de Na* y CI- a través de la membrana basolateral de las células de IMCD
que permite un rapido equilibrio osmaético células-intersticio, con cambios minimos
y pasajeros en el volumen celular (Grunewald 1994; Sone 1993; Sun 1989). Este
influjo de Na* y CI puede proporcionar, a las células del IMCD, la fuerza osmdtica
necesaria para impulsar el influjo osmético de agua estimulado por ADH, que ocurre
a nivel de la membrana apical. Se propone que el influjo de Na* mencionado puede
ser mediado por un canal HCN localizado en la membrana basolateral de las células
del IMCD y que dicho influjo de Na* es acompafiado por un influjo aniénico mediado
por una conductancia a HCOs mediada por una canal CIC-K de un tipo no descrito
(CIC-KXx), localizado en la membrana basolateral de las células del IMCD.

Las evidencias electrofisiolégicas, inmunohistoquimicas y los resultados obtenidos
en este trabajo nos permiten proponer la existencia de un canal de tipo CIC-K que
se expresa en la membrana basolateral de células del IMCD “in situ” y que muestra

una conductividad similar a ClI'y a HCOs'. (Figura 23)
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Figura 23. Vision general esquematica de los tabulos renales en el rifidon de
mamiferos. Se muestra el cuadro azul con letras rojas un canal de tipo HCN y en
el cuadro amarillo con letras rojas la localizacién del canal CIC-Kx. Se propone que
el transporte de Na* a través de la tAHL es mediado por un canal catiénico tipo HCN,
y que el transporte de Na* y CI- a través de la membrana basolateral del IMCD es
mediado por un canal HCN para Na?* (Bolivar, 2011; No publicado) y por el canal
anioénico tipo CIC-Kx para ClI- que se identificO en esta investigacion. (Imagen
modificada de Fenton 2007)
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X. CONCLUSION

Se concluye la presencia de un canal tipo CIC-K ubicado en la membrana
basolateral de las células de IMCD, que muestra una conductividad similara Cl'y a
HCOzs™ y que podria participar en el mecanismo de concentracion urinaria.

Los péptidos secuenciados en esta investigacion de la proteina CIC-Kx prueban la
existencia de un canal CIC-K en IMCD pero si se logra obtener la secuencia
completa de la proteina podriamos comprobar la presencia de un tipo no descrito
de proteina CIC-K, pudiendo llegar a ser una proteina CIC-K3. Por lo que este
proyecto puede ser el inicio para ampliar el conocimiento sobre la diversidad de

proteinas CIC-K que se expresan en el riion de mamiferos.
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