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RESUMEN

Introduccion. Las células han desarroliado una serie de mecanismos para regular la
disminucién del volumen celutar (RVD) por medio de ia fiberacidn de iones
mtracelulares. Uno de estos mecanismos, es el cotransportadorde K':CI, del cual, ala
fecha se han identificado cuatro isoformas denominadas KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4.
Los ovocitos de la rana africana Xenopus laevis, han sido ampliamente ufilizados
como hemamienta para la clonacién y caracterizacién de estos transportadores
electroneutros, y (itimamente, se ha obtenido evidencia funcional de que presentan un
cotransportador de K":CI' endogeno. En este trabajo se reporta la caractefizacion
funcional y molecular de este fransportador.

Metodologia. La caracterizacién funcional de! iransportador fue determinada en
ovocitos de Xenopus defoliculados, extraidos mediante cirugia, de ranas hembras
anestesiadas con tricaina al §.17%. Los ovocitos fueron incubados en Ringer de rana
por cinco dias, al ¥rmino de los cuales, se determind fa captacion de ®Rb* en
soluciones con diferente osmolaridad, en ausencia de Na* extracelular y en presencia
de diversos inhibidores. La captacion por ovocito se midid mediante centefiografia
liquida. Se realizé un analisis de Southern blot a partir def analisis de RT-PCR de los
productos obtenidos de RNA total de ovocitos usando iniciadores disefiados
especificamente para KCC1, KCC3 y KCC4. Las sondas utilizadas fueron fragmentos
de cDNA, marcados con digoxigenina especificas para éstas isoformas. A parlir de
una secuencia EST (expressed sequence tags) de Xenopus con homologia
significativa con fodos las isoformas de KCCs, se disefiaron iniciadores especificos,
para realizar RT-PCR a partir do RNA de ovocito. Este fragmento se purificé y se
utifizé como sonda para determinar la distribucion tisular del KCC endégeno, a partir
de los productos de RT-PCR de los tejidos de rana.

Resultados. En condiciones isoténicas el cotransportador presenta una captacion de
SRp* dependiente de CI', activable por aumento del volumen celular y el agente
alquitante N-etilmaleimida (NEM). £l andlisis cinético mosird Km de 22.2 + 6 4 mM ¥
15.4 + 4.7 mM para K" y Cf respectivamente. La serie de aniones para el fransporte de
K fue: Cl= PO, = Br > | >8CN > Gluconato. La funcién del cotransportador enddgeno
se redujo en presencia de diuréticos de asa y DIOA. El inhibidor de Ja proteina
fosfatasa 1, caliculina A, previno la activacion del cotransportador por hipotonicidad El
Southem blot revel una banda de 528 pb, que mostré 100 % de identidad con ia
secuencia reportada para el £ST de Xenopus. Esta secuencia muestra un mayor
grado de identidad con la subrama de KCCT1/KCC3, que con la de KCC2/KCC4. Una
banda de tamafo similar fue amplificada a partir de diversos tejidos de Xenopus
laevis,

Conclusiones. Los ovocitos de Xenopus laevis expresan un cotransportador
endbgeno de K*:Cl activado por hipotonicidad, NEM y mercurio, inhibido por diuréticos
de asa, DIOA y caliculing A, capaz de transportar otros aniones ademas del CI°, cuyas
propiedades cinéticas y moleculares, sugieren que se trata de la versién anfibia de
KCC1.



INTRODUCCION

Regulacion del volumen celular

Las membranas celulares son permeables al agua (1;2); asi, su movimiento a
través de ésta se debe en gran parte, a la existencia de gradientes de presion
osmobtica. De manera que, cualquier desequilibrio entre la osmolaridad intra ¥
extracelular trae como consecuencia el movimiento de agua, a través de la
membrana, asi como alteraciones en el volumen celular (1;3).

Las células han desamollado evolutivamente, una gran variedad de
mecanismos reguladores del volumen celular, algunos siendo desencadenados
por alteraciones minimas del volumen. Estos mecanismos no solamente sirven
para reajustar el volumen celular, ademds, modifican profundamente una
amplia variedad de funciones celulares incluyendo el transporte epitelial, el
metabolismo, fa migracion, la proliferacion y la muerte celulares.

Con excepcién de ta médula renal, en donde ia urea es el principal osmoito,
en los otros tejidos y drganos los iones establecen la osmolaridad extra e
intracelular. De manera que, el transporte ibnico a través de la membrana
celutar constituye el medic mas rapido y eficiente para alcanzar ef equiiibrio
osmaGtico, ya que las alteraciones en la concentracion idnica intracelular pueden
provocar que ciertas funciones celulares se vean afectadas; como sucede con
la estabilidad de las macromoléculas a concentraciones aitas M.

Para realizar sus funciones metabélicas, las células ufilizan proteinas,
carbohidratos y lpidos. La concentracion de éstas biomoléculas, es mayor
dentro de la célula que en el fluido extracelular. Dicha concentracion mayor de
osmoltos orgdnicos, se compensa por una menor concentracion Idnica
intracelular. La membrana celular es poco permeable al Na* y su salida
intercambiando K*, a través de la ATPasa de Na*:K* mantiene este gradiente
ibrico (1). Por otra parte, la membrana celular es muy permeable al K, y su
salida de este crea un potencial de membrana positivo en el exterior, el cual
mueve al i6n CI" al exterior de Ia célula. La baja concentracion intracelular de
CI' compensa también, la gran concentracién intracelular de osmolitos
organicos {1). De esta manera, el volumen celular puede ser visto como un
balance entre los efectos osméticos de las altas concentraciones de aniones



para los cuales la membrana celular es impermeable y las bajas
concentraciones de CI” dentro de la célula (4)

Mecanismos de regulacion del volumen celular

Los mecanismos por los cuales las células regulan los cambios en el volumen
celular, se denominan RIV, por regulacion del incremento del volumen celular ¥
RDV, por regulacion de la disminucién del volumen celular (fig. 1). Estos
ocurren por medic de la activacion de transportadores especificos de la
membfana piasmatica, que regulan el flujo de moléculas osméticamente
activas {4) y los movimientos de agua osméticamente obligados. Durante el
aumento del volumen celuiar, las células expulsan iones para llevar a cabo la
RV, mientras que, durante ia disminucion del volumen las céiulas acumulan
jones para realizar la RDV. La activacién de los mecanismos de liberacién de
iones, durante fa RIV, es paralela a la inhibicion de los mecanismos de
captacién de iones y viceversa (1,5). En los Gltimos 25 afios se han identificado
algunos transpoitadores y canales i6nicos especificos, responsables de
reestabiecer el volumen celufar. Estos transportadores, generalmente, no estan
actives cuando el voiumen celular se encuentra estable (4).

RDV RV
@ «—> <>
A v : N Canales
umen Celular Relativo
Canales de Na* ol ti 1 de K*y CI
Intercambiador
intercambiador de K*H*
de Na*H* d
Vol. Cel basal Cotransportador
Gotransportador Transporte de
Na*:K*: 2CI \ - . Solutos orgénicos
L [ ] k)
Alta Isotonicidad Baja
Osmolaridad

Figura 1, Mecanismos de regulacién del volumen celutar ¥ principales transporiadores
involucrados. Cuando la osmolaridad de la solucin aumenta ¥ ol agua sale de la célula
abligatoriamente, el volumen disminuye e induce la entrada de icnes (RIV). Inversamente
cuando la osmolaridad es baja y el agua entra en [a célula aumentando el volumen ceiutar,
ocurre la salda de iones y solutos (RDV).



Otra adaptacién para evadir el efecto de las alteraciones en la composicién
ionica o estrés osmético, es la produccicn ¥ acumulacion de osmolitos
organicos; moléculas sintetizadas especfficamente para crear osmolandad sin
interferir en otras funciones celulares, en respuesta a un incremento de Ia
fuerza iénica. Existen tres grupos de osmolitos utilizados en las células de
mamifero: los poliaicohaies, como ef sorbital y el inasitol; las metitaminas, como
la betaina; y los amino4cidos v derivados de aminoacidos, como la glicina,
glutamina, aspartato y taurina (1;6-8). Estos compuestos reemplazan a las altas
concentraciones de sales infracelulares que pueden perturbar ia estructura
proteica y la funcidn enzimética, permitiendo a las células ser funcionales en
altas osmolaridades. Un ejemplo son las céluias de la médula renal {1).

Regulacién del incremento del volumen celufar (RiV)

@ L. Los sistemas de transporte
predominantes en ia disminucion
del volumen celular son los
HCOy B 3 canales de K' y los canales
@Osmolrtos . i
anténicos. Mientras que los
canales de K son selectivos, Ios
canales anibnicos permiten el

paso de CI, HCO3 aniones

@ E/ YNNG organicos y osmolitos organicos
Osmolitos ) neutros. Estos canales

% Proteinas pertenecen a diferentes familias

He0 _
K%; de proteinas. En este mecanismo
EXTRACELULAR INTRACELULAR puede paﬂlClpaT tambtén el

L cofransportador  Na*(HCO3)(1,

Figura 2. Principales mecanismos de la RiV. 89), ademas de los canales
Activacian de!l cotransportador de KCl {8), canales ) .

anionicos que permiten el paso de CI y HCO'» (5),  ibnicos, existe ofro sistema de
canales de K (¢}, canales de Ca® o canales

catibnicos no selectivos (d) que pemmiten la  transporte empleado durante el
entrada de Ca™ el cual activa canales de K* .

sensibles a Ca™, asf como la fiberacibn de Mecanismo de la RV para la
asmolitos orgdnicos (8), algunos de los cuales sg :

iberan a través de canales anidnicos {H). salida de KCl se trata




del cotransportador electroneutro de K™Cf (KCC), el cual transporta K™y CI
con una estequiometria 1:1, en cualquier direccién a través de la membrana
plasrnatica (4;9). Este transportador se distingue por su independencia del Na*
e insensibilidad a la bumetanida. Entre los aniones fisiolégicos, requiere
estrictamente det CI' y constituye i mecanismo principal para el RDV en
células con alfas concentraciones intracelutares de CF, como 10s eritrocitos {4).
Algunas células, de manera paralela, liberan KCI activando los
intercambiadores de K'/H" y de CI/HCO™; (1). EI H* y el HCC'3 intercambiados
por KC! forman CO,, el cual difunde al exterior de fa célula y porlo tanto no es
osméticamente activo.

Se conoce poco de los mecanismos por los cuales ¢ aumento del volumen
celular activa los canales sensibles a volumen y al KCC. Para los primeros se
sugiere una sefalizacion por medio de Ca®* en céiulas epiteliales (4;10);
mientras que, para el KCC se ha propuesto la inhibicién de proteinas cinasas
para la activacién de este cotransportador en eritrocitos {4,11;12),

Regulacion de ia disminucion del volumen celular (RDV)

Figura 3. Principales mecanismos de
la RDV Activacion paraleta dei
intercambic de CIHCO; (a) y Na'H’
(D), estimulacion del cotransporte de
; Na“:K'".2Cl {c}, canales de Na’ {ch, asi
¢ como fa acumulacion de osmolitos par
HCOy el transporte acaplada de Na* (C1) (e).
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se distingue por su sensibilidad a los diuréticos de asa cormo la bumetanida yia
furosemida (4,67). NHE1 representa la isoforma ubicua de este
transportador, produce un movimientc de jones al interior de |z célula que la
alcalinizan y activan al transportador antiporte CIHHCO; El resultado de lo
anterior es una captacion de NaCl con un eflujo de H y HCO-;, éstos diimos,
se combinan para formar CO,, ¢l cual difunde hacia el interior de ia célula para
regenerar el H y el HCO S,

La actividad de la bomba de Na“K" es necesaria durante la RDV, ya que
provee la energfa termodindmica para llevar a cabo este mecanismo,
manteniendo una baja concentracién intracelular de Na* e indirectamente,
también una baja concentracion de CI dentro de ia célula.

Se desconoce el mecanismo por ef cual, la disminucion del volumen celular
activa a CSB2 o a NHE1. Debido a que la activacién ocurre en cuestidn de
minutos, no puede deberse a un incremento en la sintesis de estos
transportadores. Recientemente, se ha sugerido que la fosforilacién de
proteinas puede estar involucrada en esta activacien {4} y por lo tanto alguna
via de sefializacién intracelutar podria estar comprometida.

Reguiacién del volumen celular en ovocitos de Xenopus laevis

Las ranas, durante la reproduceion, depasitan sus ovocitos en estanques, los
cuales presentan una osmolaridad mas baja que la del plasma celular
{200 mOsm), lo cual genera una fuerza de influjo de agua al ovocito,
incrementando  su volumen celular significativamente (13). Bajo estas
circunstancias, los ovocitos deben poseer mecanismas de regulacién del
volumen para sobrevivir esta temporada, Con relacién a lo anterior, $e han
identificado en los ovocitos, canales de Ci- activados por hipotonicidad (14).
Una vez que los ovocitos son fecundados, adquieren la capacidad de mantener
su volumen y, aparentemente, se vuelven resistentes al incremento del
volumen celular, a pesar de ser también permeables al agua. Esto puede
deberse a cambios conformacionales del citoesqueleto (13), funcionando como
un mecanismo de proteccion, ya que reduce la posibilidad de que la céluia se
expanda cuando se expone a un medio hipoténico, permitiéndole sobrevivir en
el agua.



Hasta 1995 (13) se tenia Ja hipétesis de que los ovocitos no llevaban a cabo
RIV, es decir, que no regulaban el incremento del volumen celular por medio de
un efujo de KCi a través de transportadores, ni por eflujo de osmolitos
organicos. Se pensaba que esta regulacién estaba dada por medio de canales
idnicos sensibles a estiramiento. En 1997, Kelly et al (15) demostraron que
aunque la envoltura vitelina de los ovocitos domina las propiedades elasticas
del ovaocito, la tensién que generan la membrana celulary la corteza, durante el
aumento def voiurnen celular no es suficiente para activar los canales idnicos
sensibles a estiramiento por los cuales puede ocurrir e efiujo de osmolitos. Sin
embargo, recientemente se ha obienido evidencia preliminar de que los
ovocitos de Xenopus laevis presentan la funcién de un cotransportador
electroneutro de K™:Cl', el cual esta relacionado con el control del volumen
celular por medio de la RIV (16;17).

La envoltura vitelina rigida y la presencia de transportadores idnicos son
algunas de las caracteristicas requeridas por los ovacitos, dadas las grandes
fuerzas externas a ias gue son expuestos durante la ovulacién, ia maduracién y
la embriogénesis.

Cotransportadores electroneutros cloro-catiénicos

Los cotransportadores electroneutros cloro-cationicos constituyen una familia
de proteinas de membrana, llamados asf debido a que cada i6n cloro que
transporian, de un lade a ofro de la membrana se acompafia de un catién,
(sodio y/o potasio) de manera Que no se praduce cambio alguno en el potencial
de membrana (18). Estos transportadores comparten dos caracteristicas
principales: requieren la presencia simultanea de todos los iones que van a
transportar y una sensitilidad diferencial a los diuréticos de asa o a fas tiazidas
(19). Estas caracteristicas funcionales han sido de gran utilidad para facilitar la
identificacion y clonacién de ios diferentes miembros de esta familia, en fos
diimos afios. Hasta la fecha, se han identificade cuatro tipos de
cotransportadores electroneutros gloro catiénicos: el cotransportador Na*.Cl’
sensible a tiazidas, los cotransportadores Na*:K":2CI (CSB1 y CSB2) y e
cotransportador Na™Cl' sensibles a diuréticos de asa (20) vy tos
cotransportadores K*:Cr,



Los cotransportadores electroneutros cloro cationicos, se expresan efi una gran
variedad de tejidos con funciones fisiolégicas muy diversas (fig. 4). Cuando se
localizan en la membrana apical de células epiteliales su funcién es la
absorcién y reabsorcién de iones. En cambio, cuando estan potarizados hacia
la membrana basolateral su funcién es proveer a la célila con suficientes iones
comoe Na®™ o CF que seran posteriormente excretados hacia la luz a través de
canales conductivos. En céiulas no epiteliales como los fibroblastos y las
neuronas, su funcién es mantener el volumen celular. El cotransportador de
Na":K":2CF incrementa su funcién en caso de hipertonicidad, mientras que el
cotranspartador de K":CI' responde a hipotonicidad. Recientemente, se ha
demostrado que fos transportadores de K":Ci son importantes para generar y
mantener el gradiente de CI intraneuronal, afectande de manera secundaria la
respuesta a GABA y a ofros neurofransmisores.

Reabsorcidn idnica Transporte i&nico
a) b) Ng*
" K
:+ 20r
20r cr'\
Na+ \
cr
Regulacidn del Regulacidn del
c) volumen celular cloro intraneuronal
d)
Na Na-
K K
2cr
K+
K* cr

cr

Figura 4. Funciones de los cotransportadores alectroneytras, En la membrana basolaterat (a) o
apical (b). de células epiteliales, su funcién principal @s la absorcion o excrecién de tones. En
células no epiteliales estan involucrados en la regulacién del volumen ceiular (¢) migntras que
en &l cerebro, intervienen an Iz regulacién del clore intraneurcnal (d}).



De la familia de los cotransportadores electroneutros cloro catiénicos se han
wentifcado, a la fecha, ocho genes: dos genes para el cotransportader de
Na":K"2CI" sensible a bumetanida: uno que codifica para la isoforma apical
especifica del asa ascendente de Henle, denominada CSB1 y clonada a pardir
de rafa (21), ratén (22} conejo (23) y humano {24), y ofro para la isoforma
basolateral o no epitefial, CSB2, clonada de tiburén {25,28), raton (27), bovino
(28), hurmano (29) y de la planta de! tabaco (30). Def cofransportador de Na™:Cr
sensible a tiazidas (CST1) se conoce un sdlo gen, clonado del pez lenguado
{31), rata (21) y humano (32).

Del cotransportador de K":Cr se han identificade cuatro genes; tres que
codifican para isoformas ubicuas, KCC1 a partir de congjo {33} KCC3 de ratdn
y humano y KCC4 a partir de humano (16); y otro para una isoforma neuronal,
KCC2 @ pariir de rata {34). Por Gltimo, recientemente se identificé otro
cotransportador cloro catiénico llamado CCCS8, a partir de una biblioteca
gendmica de corazén hurnano, det cual se desconoce atin su funcién (35).
Ademas de los mditiples cDNA de cotransportadores efectroneutros en
vertebrados, se han encontrado posibles cDNA y/o secuencias EST (Expressed
Sequense Tags) de éstos en Manduca sexta, Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans, levaduras y cianobacterias {36).

Localizacién Figura 6.
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La figura 5 muestra el arhol filogenético de la familia de los cotransportadores
electroneutros, asi como los porcentajes de similitud que existen entre ellos En
éste se observan dos ramas principales; una de los fransportadores que
acoplan Na*. CSB1, CSB2 y CST, con una identidad entre elios del 50%, y 60%
entre CSB1y CSB2 y otra rama de los que acoplan K" KCG1, 2, 3 y 4 con una
identidad del 65% entre ellos y def 70% entre las subramas KCCHKCCS ¥
KCG2/KCC4. E! porcentaje de identidad entre estas dos ramas principales es
del 20%.

Extracei

# Nglucosa

Figura 6. Topologla bésica de los cotransportadores electroneutros Las secuencias de
aminodcdos sugieren 12 segmentos transmembranales, delimitados por dominios amino y
carbox terminales intracelulares largos. Los transportadores de Na* (izq.) y K™ (der.), difieren en
la posicién del asa extracelular.

Los cotransportadores electroneutros son proteinas de membrana de 1000 a
1200 residuos de aminoécidos y, a pesar de que presentan diferencias en la
sensibilidad a diuréticos, tipo de iones que transportan y estequiometria, su
estructura primaria sugiere por andlisis de hidropatia, una topologia basica
similar en todos ellos (figura 6). Esta consiste de 3 dominios principales: una
region central hidrofébica con 12 a-hélices, que probablemente corresponden a
segmentos transmembranales, con un asa hidrofilica extracelular glicosilada,
entre los segmentos transmembranales 7 y 8 paraCSBy CSTyentreel 5y el
6, para los KCCs, un dominio amino terminal hidrofllico intracelular,
relativamente corto, de 130 a 270 residuos de aa y un dominio carboxilo
terminal hidrofflico intracelular largo, de 50 a 450 residuos de aminodacidos en el
gue existen midtiples sitios para fosforilacion via proteina cinasa C y proteina
cinasa A (38). La homologia entre los miembros de Ia familia es mayor en l0s

10



dominios fransmembranales, aunque también es evidente en el dominio
carboxile terminal y las asas intracelulares.

Cotransportador de K*:CI' (KCC)

El cotransportador de potasio-cloro, miembro de la famitia de cotransportadores
cloro-catidnicos, regufa el movimiento electroneutro acoplado de K y CI', a
través de la membrana plasmética de la celula, contribuyendo a mantener fa
homeostasis celular tanto del agua, como de los electralitos {34). Como
mecanismo de transporte electroneutrs, la direccién del movimiento neto de los
iones esté determinada, tnicamente, por la suma de los potenciales quimicos
de cada ién. En condiciones fisiolbgicas normales, el cotransportador de K*:Cr
es una via de eflujo, favorecida por el potencial quimico det K, que lo dirige
hacia el exterior y que es, a su vez, mantenido por la ATPasa de Na“:K*.

£l KCC se distingue de fos ofros cotransportadores cloro-catidnicos por tres
caracteristicas principales: 1) no es dependiente de sodio; 2) puede ser
activado por aumento del volumen celular y por el agente reductor de grupos
sulfhidrilos N-efifmaieimida (NEM); 3) su sensibilidad af 4cido acetico R(+} -[(2-
n—butil-s,7-dicloro-2~ciciopentif-2.3-dihidro-1—oxo-1-H—indenil—5~yf)-oxy} (DIOA).
Este transportador presenta afinidad, ligeramente mayor, por la furasemida que
por la bumetanida; sin embarge, su afinidad, en general, por los diurdticos de
asa es significativamente menor que ia del CSB (37).

En fa mayoria de las células, donde se ha descrito el cotransporte de K':CF, su
funcién primaria parece ser la de regular el volumen celular durante el
mecanismo de RVD (S;16), por medio de un eflujo de K', CI y agua dirigida por
gsmosis. El KCC también parece estar involucrado en el movimiento vectorial
de saly agua, a través de epitelios de secrecion y absorcton (37,38); asi como
en la secrecién renal de K* (16;39). Ademas de las funciones anteriores, una
isoforma dei cotransportador, aparentementa fleva a cabo una funcién Gnica en
las neuronas, la cual es, mantener una baja concentracién de cloro
intraneuronal (37). Estas funciones o mecanismos fisiolégicos pueden estar
mvolucrados en fendmenos fistoidgicos maycres; por ejemplo, los mecanismos
de regulacion del volumen celular parecen estar relacionados con el
crecimiento ceiular y fa apoptosts. (1;17).
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Ei cotransportador de K*:CI', se describié por primera vez, en 1937 por Davson,
quien demostré un incremento en la permeabilidad del K* en eritrocitos de
conejo, caballo y buey, cuando éstos aumentaron su volumen en
hipoosmolaridad. Efectos similares se han demostrado en eritrocitos de perro y
pato, asi como en ofros tipos celulares. También se ha esfudiado, de forma
amplia, la activacion del cotransporte de K~-Cr por aumento del volumen celular
y por NEM en eritrocitos de diferentes vertebrados {12;34;40). Actuaimente, los
eritrocitos permanecen como el modelo primario para el estudio de esta clase
de transporte idnico; sin embargo, aiin no se ha identificado qué isoforma del
KCC presentan (17). En esta célula, los estudios con fosfatasas & inhibidores
de cinasas, indican que la activacion del cofransportador de K™:Cl', involucra un
paso de defosforilacion (41).

El transporfador se ha identificado, también, en otras células y tejidos, por
ejemplo, en neuronas {42), tejido epiteliat (43), rifdn (44;45), céiulas del
miocardic {46) musculo esquelético (47) y células de musculo vascular liso
(48). Del misme modo se han encontrado cotransportadores de K™:Ct en otras
celulas, aparte de las de mamifero, como en las células hepaticas y eritrocitos
de los peces teledsteos (49-52) y en glébulos rojos de anfibios (53). En
invertebrados también se han descubierto; por ejemplo, en las neuronas de
langosta (54), tubulos de Malpigio de Drosophila melanogaster (55), en Ia
hormmiga de bosque Formica polyctena (56) y en el nematodo Caenorhabditis
efegans (57).

A la fecha, a partir de las bases de datos gendmicas, se han identificado y
clonado, con base en su semejanza con otros cotransportadores efectroneutros
cloro-catiénicos, cuatro genes que codifican para las isoformas del
cotransportador de K":Cr', denominados KCC1, KCCZ, KCC3 y KCC4.

KCCH1, se clond a partir de eritrocitos de ratén (44), rifién humane y de cerdo,
Caenorhabditis elegans (57), rifién de conejo y cerebro de rata (41); KCC2, a
partir de cerebro de rata (34). KCC3 se clond de células vasculares
endoteliales (58), placenta (59) y cerebro humano (16;80) y, por tltimo, KCC4 a
partir de rifion de ratén y humano (16). Los andlisis de hidropatia determinados
por el algoritmo Kyte-Doolittle, a partir de las secuencias de amino dcidos de
ias cuatro isoformas, sugieren una estructura proteica, similar a la de los otros
cotransportadores  cloro-catidnicos; 12 segmenios transmembranales y
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dominios amino y carboxi terminales hidrofilicos, intracelulares. La diferencia
estructural mas aparente entre los cotransportadores de K"Cl y los
cotransportadores de Na® es el asa extracelular, con sitios potenciales de
glicosilacién, ya que en los KCC se encuentra entre los segmentos
transmembranales 5 y 6 (ver figura 6) {41).

Respecto a las semejanzas y diferencias entre los cuatro transportadores,
estos difieren en las secuencias de amino acidos correspondientes a los
segmentos transmembranales, principaimente en los dominios 2 {TM-2) vy
4 (TM-4); ya que, a pesar de que se encuentran altamente conservadas, ningtn
dominio fransmembranai en los cuatro KCG es idéntico. Datos previos de un
amplio estudio de afinidad idnica en et cotransportador Na*:K*:2CI, relacionan
al dominio TM-2 con el transporte def cation, y &l TM-4 con el def anién (18;81).
Difieren también en fa distribucidn de posibles sitos de fosforilacién por
tirosinas cinasas, proteina cinasa A (PKA) y proteina cinasa C (PKC) dentro de
fos dominios amino y carboxi terminales. Las asas extracelulzres de los cuatro
KCC se encuentran poco conservadas; sin embargo, todas contienen tres
secuerncias idénticas para sitios de glicosilacién. Ef dominio carboxilo terminal
contiene segmentos con gran homologia entre los KCCs, intercalados con un
numero de regiones variables, mientras que el extremo carboxilo terminal es
idéntico en las cuatro isoformas (16). Aparentemente, algunos de los
segmentos citoplasmicos conservados estan involucrados en interacciones
proteina-proteina; sin embargo, ninguno de los KCC posee dominios proteicos
de sefalizacién reconacibles (16;862).

Figura 7. Relaciones
filogenéticas entre los
cotranspartadores  de
K":CI' de mamifero. Los
KCCs se dividen en dos
grupos. Se muestran los
porcentajes de identidad
entre éstos, asl como
entre los miembros de
cada grupo.
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Ei porcentaje de identidad entre los KCC es de B5-71%. Los anaiisis
filogeneticos y gendmicos indican que KCG1 y KCC3 forman un subgrupo,
mientras que KCC2 y KCC4 forman ofro, con base en el porcentaje de
identidad entre elios: 59% para el primero y 71% para el segundo (Fig. 7).

El cotransporte de K*:Cr, presenta gran heterogeneidad molecular y fisioldgica,
debido a esto, se conoce poco de sus propiedades funcionales, farmacolégicas
y fisiolégicas. A partir de diferentes estudios de caracterizacién, clonacién e
hibridacién; asi como analisis funcionales y cinéticos, se ha podido obtener
informacidn de cada isoforma: KCC1 es una isoforma ubicua localizada en e
cromosoma humano 16q22.1 (20), aparentemente constituye una via de eflujo,
relacionada con [a regulacion del volumen celular (17} y la reabsorcion de K'y
Cl en el rifion humano {63). Debido a su amplia distribucion tisular, se
considera como la principal isoforma involucrada en la regulacién de| volumen
celutar (41). KCC2 constituye una isoforma especifica del cerebro, en donde
puede funcionar como una via de influjo y eflujo, relacionada en la regulacion
del ¢loro intraneuronal v, por lo tanto, en el efecto inhibidor/ excitador del GABA
{20). KCC3 presenta dos isoformas, resuitado de un mecanismo de empalme
alternativo: KCC3a y KCC3b, su localizacién gendmica esta en el cromosoma
15q14, en una seccidn que se ha relacionado con dos subtipos de epilepsia
idiopdtica, pudiendo representar un gen candidatc para esta enfermedad
(58,64). Se han encontrado franscritos de ambas isoformas en corazon,
cerebro, mdsculo esquelético, rifion, placenta, pulmén, higado y pancreas.
Dada su distribucidn tisular, KCC3 probablemente cumpla varias funciones:
puede estar involucrado potencialmente como una via de influjo en ia
regulacion del volumen celular y el transporte epitelial de sal y agua. Mientras
que en los tefidos donde se expresa ampliamente, como en elcorazén, misculo
esquelético y cerebro, puede funcionar como regulador o amortiguador de las
concentraciones de K* y CI en las céiulas vy el espacio intersticial (59). Por
dltimo, KCC4 se localiza en el cromosoma 5p15 y se distribuye ampliamente en
el corazén y rifidn, en éste dltimo puede estar relacionado con el transporte
idnico basolatera,l como via de infiujo y eflyjo; en la porcién gruesa del asa
ascedente de Henle (16;65) y con los casos de sindrome de Bartter, no
ocasionados por mutaciones en otros transportadores o canales comoe el CSB1
(NKCC2), el canal de K* sensible a3 ATP (ROMK) y/o et canal renai de cloro
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(CLC-NKB) (16:66) Dados los patrones de expresion de los cuatro KCC, es
muy probable que algunos tipos celulares expresen mas de una isoforma.

Tabla 1. Caracteristicas Biofisicas y Farmacoldgicas de los KCC

Isoforma  Localizacdn Tamafio Km{mM) Activadores Inhibidores Tejidos
cramosdmica dela Kt cr
proteina
(Kba)
KCC1 1622.1,8 1085  »25-50 Aumento del Bumetanida Ubicua
volumen cel Furosemida
NEM DIps
Estaurosporina
Mg.‘z*‘l'
KCC2 20 1116 7 >50 NEM Furosemida Neurona
KCC33 16q13 1160 10 32 Aumento dai DIOA Corazdn
volumen cel Furosemida Rifién
NEM Cerebro
Estaurosporina Misculo
Mg Estémago
Eritrocito
KCC3b 15g13 1089 ? ? Rifién
Aumento del Furosemida .
KCec4 op15 1083 17.5172 volumen celular Bumetanida ngggn
NEM DIOA

A partir de esta comparacién funcional y estructural es claro que, los KCC's
difieren en algunas caracteristicas importantes, incluyendo la respuesta al
cambio en ei volumen celuiar v la afinidad ibnica; sin embargo, los cuatro
comparten las siguientes caracteristicas: 1) un cotransporte de K™:Cr activado
por aumento del volumen celular inducido por condiciones hipotonicas, 2) un
cotransporte de K*Cl acfivable con el agente alquilante NEM y con
estaurosporina, 3) requieren de un evento de desfosfontacion para la activacidn
del transporte, por aumento del volumen celular, 4) el cotransporte puede ser
inhibido con caliculina y 4cido okadaico. (9;37:41,57).

La regulacién fisiolégica de la subfamilia de los KCC es compleja. Ademas det
gradiente electroguimico de sus ligandos, la evidencia experimental sugiere
que la activacion de este transporte pasivo esta regulada también por
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rearreglos del citoesqueleto, cambios en fa concentracion intracelular de Mg™*
{9,58,67) del pH intracelular, concentracién de oxigeno, niveles de ATP (68) e
incluse se ha demostrado que, fa diferenciacién celuiar también esia asociada
con cambios en la expresion génica de los KCC (69).

Cotransportador enddgenc de K*:CI' en ovocitos de Xenopiis Iaevis.

Las cuatro isoformas del transportador de K*:CI se han estudiado con
diferentes técnicas de biologia molecular y en diferentes sistemas de expresion
heterdloga; principalmente en el sistema de células HEK 293 cormrespondiente a
células embrionarias de rifidn humano (37,41,44;57,59); sin embargo, con el fin
de ampliar y conocer nuevos sistemas de expresion, recientemente se ha
utilizado el sistema de expresién en ovocitos de la rana africana Xenopus
laevis, en el cual también se han realizado estudios de los cuatro KCC (16;17).

Los ovocitos de Xenopus, iniciaimente se utilizaron en estudios de biologia del
desarrollo (Hediger, M. A., Nature 1987, Dascal, N, Nature, 1984) (70;71) y
comenzaron a utilizarse para la expresién de RNA exdgenos que codifican para
canales, transportadores y cotransportadores. Su utilidad se debe a la
capacidad de traducir fielmente estos RNA, Y a la facilidad con que el material
genético, puede ser intreducido por microinyeccion. Asimismo, constituyen un
sisterna de facil manejo, debido al gran tamafio de las células ¥ su produccion
que ademas de asincronica es continua, facilitando de esta manera los analisis
funcionales.

Con los estudios de expresién funcional de fas isoformas del cotransportador
de K".CI en este sistema, se ha obtenido evidencia prediminar de que los
ovocitos de Xenopus presentan la funcién de un cotransportador de K":CI (16).
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HIPOTESIS

Si los ovocitos de Xenopus laevis presentan un cotransportador endégeno de
K".Cl entonces éste compartira propiedades funcionales y moleculares con las
ofras isoformas del cotransportador de K*:CF expresadas en ofros organismos.
Asi mismo, ya que la evidencia sugiere que esta proteina incrementa su
funcién en medios hipoténicos, es posible que el KCCx tenga un papel
importante en la regutacion del volumen celular del ovocito.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es:

-Caracterizar, funcional y molecularmente, el cotransportador de K+.Cl- que
expresan los ovocitos de a rana Xenopus laevis, de manera que esta
informacién pueda utifizarse para minimizar las interpretaciones erréneas en los
experimentos de expresion funcional de proteinas heterdlogas; asi como para
la comprension de la fisiologla del cotransporte de K"CI- mediado por dicho
transportador.

Los abjetivos particulares son:

-Obtener los principales parametros cinéticos del cotransportador  y
compararlos con los de ias otras isoformas, ya descritos

-Evaluar el efecto de agentes inhibidores y activadores de las otras isoformas
en la funcion del KCCx, con e fin de obtener su perfil regulador.

-ldentificar, mediante diferentes analisis moleculares y funcicnales, la isoforma
presente en los ovocitos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Caracterizacién funcional

La caracterizacién funcional de! cotranspertador endégeno se llevé a cabo,
segun los siguientes procedimientos:

Cirugia, Extraccion y Preparacion de Qvocitos de Xenopus laevis

Ranas hembras adultas del género Xenopus (Carolina Biological Supply
Company) se mantuvieron, en peceras, en el bioterio del Instituto Naciohal de
Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubirdn”, en condiciones de
temperatura v humedad_ constantes (16° C y 65 % respectivaments). Se
alimentaron con alimento seco para rana {Carolina Biclogica! Supply Company)
y el agua se les cambié dos veces por semana. Para la cirugia, las ranas se
anestesiaron por inmersién en una solucién de tricaina (Acido etil éster 3-
aminobenzoico, SIGMA) al 0.17%. Una vez anestesiadas se les hizo una
incision, en la parte inferior del abdomen, para exponer los ovarios, y cortar
suficientes l6bulos ovaricos. Posteriormente los 16bulos se colocaron en una
caja de petri con solucién ND96 sin calcio [mM: 96.0 NaCl, 2.0 KCI, 1.8 CaCl,,
1.0 MgCiz, y 5.0 HEPES/Tris, pH 7.4). La rana se sutur6 con seda del no. 5, y
una vez recuperada, se regresé a su pecera. Los 6bulos se cortaron en
pequefios racimos, y para separar ios ovocitos se incubaron 1 h. en solucién
ND96 sin Ca®', con agitacion constante, a la cual se le agregaron 2 mg/m| de
colagenasa. Transcurrido este tiempo los ovocites se lavaron cuatro veces en
NDS6 sin Ca’ y se les retiré la capa folicular con unas pinzas finas v bajo ef
microscopio esterecscdpico(72).

Los ovocitos desfoliculados se incubaron durante dos dias en ND96 a 18° Cen
un medio con 2.5 mM de piruvato de sodio ¥ gentamicina a 5.0 yg/mi . El medio
de incubacion se cambié cada 24 hrs. E} dia de los experimentos, los ovocitos
se transfirieron a un medio ND38 sin cloro [mM: 96.0 isetionato de Na*, 2.0
gluconato de K°, 1.8 gluconato de Ca*", 1.0 gluconato de Mg®', 5.0 Hepes, pH
7.4], 2 h. antes del ensayo de captacion.

El analisis de la funcién y cinética del cotransportador se evalto midiendo la
captacidn de rubidio radiactivo (*Rb*) (New England Nuclear), en grupos de
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hasta 15 ovocitos, dado que este isdtopo puede transportarse por las mismas
vias que ef K*. La captacién se midi6 bajo condiciones isoténicas e hipoténicas,
siguiendo, en general, el siguiente protocolo: un periodo de precaptacién o
incubacién de 30 minutos en un medio hipotonico libre de CI'y K" (en mM:
80  N-metil-p-glucamina-(NMDG)-gluconato, 4.6 gluconato de Ca?"
1.0 gluconato de Mg™, 5.0 HEPES/Tris, pH 7.4) con 1.0 mM de ouabaina,
seguido por un periodo de captacién, de 60 minutos, en un medio hipoténico
libre de Na* que contenia KCI con concentraciones variables de K* y CI {en
mM: 0-50 NMDG-CI, 0-50 KCI, 0-50 NMDG-gluconato, 1.8 CaCla, 1.0 MgaCla,
5.0 HEPES(Tris, pH7.4), adicionado con 1.0 mM de ouabaina y 2.5 uCi de
®Rb*. Los experimentos, en condiciones isotdnicas, se lievaron a cabo
utilizando las mismas soluciones que para los de condiciones hipoténicas, pero
adicionadas con sacarosa a una concentracién de 3.5mg/ml para incrementar
ta osmolaridad de las soluciones a las condiciones isosmolares de Ios ovocitas
{210 mOsm/Kg). La ouabaina se afiadié para blogquear la Na"K":ATPasa e
impedir ia captacion de ®Rb* por esta via. La ausencia de Na* extracsiular yla
hipotonicidad del medio de captacién, evitan la entrada de *Rb* o el
intercambio de ®Rb*-K", a través del cotransportador endégeno de Na™K*:2GI
del ovogito.

Se midié también la captacion de *Cr siguiendo el mismo protocolo para la
precaptacion. La captacién se realizé en un medio isoténico o hipoténico libre
de Na® durante 30 minutos en presencia de 1 u Cifmi de *Cr.

Todas las captaciones se Wevaron a cabo a femperatura ambiente. Al final det
perfodo de captacion de cada experimento, los ovotitos se lavaron cinco veces
en solucién de captacién fila, libre de isétopo, para remover los restos
extracelulares de éste. Después, los ovocitos se disolvieron en dodecit sulfato
de sodic (SDS) al 10% y se determiné la incorporacién de ¥Rb* para cada
ovocite, por medio de un contador de centelizo {Beckman),

Con base en el protocolo anterior, para evaluar la funcién y cinética del
cofransportador, se realizaron los siguientes experimentos:

a) Captacion de ®¥Rb* a través del tiempo:; Para analizar la activacion del KCCx
a través del tiempo, ios ovocitos se mantuvieron 30 minutos an precaptacion en
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un medio hlpoténico en ausencia de K’y CI'y, después, en captacion de *Rb"
en tiempos de 5, 10, 30, 60, 90 y 120 minutos en un medio con 10.0 mM de K,
€n ausencia o presencia de 50.0 mM de GI",

b) Efiujo de ®Rb: Los ovocitos se incubaron 1h. en ND96 isoténico en
presencia de 5.0 yCifm! de ®Rb*. Al final de este periodo se lavaron cinco
veces y fueron transferidos a una solucién hipotonica que contenfa: (en mM)
48.0 gluconato de NMDG, 2.0 KCl, 1.8 CaCly, 1.0 MgCls, 5.0 HEPES/Tris y 1.0
ousbaina sin ®Rp* extracelutar, en ausencia o presencia de 2.0 mM de
furosemida extracelular, A continuacién, se midi6 ¢f remanente de ®¥Rb* en los
ovocitos vy la cencentracion de éste en el medic extracelular, a través del
tiempo, con el fin de comprobar e! eflujo de iones en el ovocito activado por el
aumento del volumen celular

c¢) Sensibilidad a inhibidores: Los ovocitos se expusieron a bumetanida ¥
furosemida, inhibidores de los cotransportadores electroneutros; yaDIOAyY
DIDS (acido 4,4-disotiocianoestilbeno-2,2-disulfénico), dos inhibidores del
transporte de K" y CI; en una concentracién de 100.0 M en el periodo de
captacion, para analizar su efecto en fa funcién det cotransportador.

d) Efecto de ofros aniones: Se midié la captacién de ®Rb* del KCCx en
presencia de ofros aniones ademés del CI, en ovocitos expuestos a un medio
con 40.0 mM de NMDG-gluconato y 10.0 mM de alguno de los siguientes
compuestos: KBr, KHPQ, Kl, gluconato de K* o ticcianato de K* (KSCN). Los
ovocitos control se expusieron a una solucién de captacién con 40.0 mM de
gluconato de NMDG y 10.0 mM de KCI en un tiempo de 60 minutos. E periodo
de precaptacion para ambos grupos se realizé en una solucion con 50.0 mM de
gluconato de NMDG.

e) Andlisis cinético de la captacién de ¥Rb"™ Las captaciones para determinar
la afinidad del transportador por el K* y el CI se realizaron en un medio
extraceluiar con una osmolaridad de ~110mQOsm/kg, con una concentracion fija
de 50.0 mM de CI" 6 20.0 mM de K* y concentraciones variables del contraién,
entre 0.0 ¥y 50.0 mM, en un perlodo de 80 minutos. Para mantener la
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osmolaridad y la fuerza idnica se utilizé gluconato como sustituto del Cf y
NMDG como sustituto del K

f} Andlisis cinético de ia intubicion por diuréticos de asa: Para analizar el efecto
de diferentes concentraciones de furosemida y bumetanida, en la actividad del
cotranspertador enddgeno, se expusieron grupos de aproximadamente 10
ovocitos en los periodos de precaptacién y captacién, a concentraciones
crecientes de 20.0 a 2000.0 uM de estos diuréticos, administradas en siete
dosis.

g) Activacion por el agente alquilante N-etiimaleimida {(NEM): Dado que el
agente NEM activa el transporte de K™y CI" en algunos tipos celulares (9), se
analizé el efecto de éste en ovocitos incubados en condiciones isotonicas en
presencia de 10 mM de K’ y ausencia o presencia de 50 mM de CF, los cuales
se expusieron a una concentracion 1.0 mM de NEM, 10 minutos antes de la
captacién.

h) Efecto de la inhibicion de fosfatasas: Se ha propuesto que la activacion en
los cofransportadores de K':CI, inducida por hipotonicidad, aparentemente
involucra un paso de desfosforilacion (73); debido a o anterior, se analizé el
efecto de la inhibicién de algunas fosfatasas, para lo cual los ovocitos se
expusieron a 100.0 nM de caliculina A, que inhibe la funcién de las fosfatasas 1
y 2a (PP1 y PP2A), 1.0 nM de 4cido okadaico, inhibidor especifico de PP2A 6
100.0 pM de cipermetrina, inhibidor de la protelna fosfatasa 2b (PP2B), durante
el periodo de precaptacion y captacién. La captacién se realizé en condiciones

isoténicas o hipoténicas en presencia o ausencia de CI extracelular y 10mM de
K.

i) Efecto del cloruro de mercurio (HgCly) v el agente reductor ditiotreitiol {DTT):
Se ha reportado que la funcién de muchos transportadores iénicos es afectada
cuando se exponen a mercurio (74-76). Por esto se analizd el efecto del HgCla
en la captacién de ®¥Rb*. En precaptacion, los ovocitos se expusieron a alguno
de los siguientes tratamientos: 10.0 mM DTT por 30 minutos, 150.0 uM HgClp
durante 15 minutos 6 10.0 mM DTT 30 por minutos. y 150.0 uM HgClz durante
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fos Gitimos 15 minutos. Ni et HgClz ni el DTT estuvieron presentes en el pariodc

de captacion, el cual se llevd a cabo en condiciones isoténicas, en presencia o

ausencia de CI extracelular.

A continuacion, en la tabla 2 se presentan los reactivos empleados en los

diferentes experimentos asi como una breve descripcion de su efecto.

Tabla 2. Drogas utilizadas en los experimentos y descripcion de su

funcién.
DROGA FUNCIls N

Ouabaina Inhibir la bomba Na":K":ATPasa

Bumetanida y Diuréticos de  asa. Inhibidores de los

Furosemida cofransportadores electroneutros de Na“K"2Cr vy
K-:CF

DIOA Inhibidor del transpore de K-Cl” en concentraciones
de 100 uM

DiDs Inhibidor del transporie anidnico

NEM Activador del transporte de K™:Cl'

Caliculina A Inhibidor especifico de Ila fosfatasa 1 en

concentraciones de 100.0 nM

« cido ckadaico

Inhibidor especifico de la fosfatasa 2a en
concentraciones de 1.0 nM

Cipermetrina Inhibidor especifico de [a fosfatasa 2b en
concentraciones de 100.0 pM

HgCl, Altera la funcién de las protelnas reaccionando con
los grupos cisteino sulfhidrilo (SH2)

DTT Agente reductor de enlaces disulfure
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Andlisis Estadistico

El nivet de p < 0.05 de dos colas se tomé como significativo y los resultados se
presentan como la media + el error esténdar (+SE). La significancia de las
diferencias entre fos grupos se analizé con las pruebas paramétricas de
ANGVA, de una sola via con comparacién mditiple, utilizando la correccion de
Bonferroni o con el analisis de Kruskai-Wallis, de una sola via de varianza en
rangos y con et meétodo de Dunn para procedimientos de comparaciones
mitiples donde fuera necesario.

2. Caracterizacién molecular

La caracterizacion molecular del KCCx se llevé a cabo de la siguiente manera:

Extraccion de RNA fotal v mensajero (RNAt y RNAmM) a partir de Ovocitos v

Tejidos de Xenopus

A partir de ovocitos desfoliculados y de los tejidos de una rana Xenopus
sacrificada, se realizé la extraccion del RNAt siguiendo el método de
homogeneizacién en isoliocianato de guanidina y ultracentrifugacién en
gradientes de cloruro de cesio (CsCly) (Apéndice B) y el método de “Tripure
Isolation Reagent’. Los tejidos empleados fueron: bazo, cerebro, corazén,
estomago, higado, intestino, misculo esquelético y pulmon. A partir del RNAt
se obtuvo el RNAm con el estuche “mRNA Isolation Kit' (Boehringer). La
calidad del RNAt obtenido se corroboré mediante electroforesis en gel de
agarosa-formaidehido al 1% (Apéndice C) tefido con bromuro de etidio y
expuesto a luz ultravioleta para observar la integridad de las bandas
correspondientes a las subunidades ribosomales 28s y 18s. La concentracién
de ambos RNAs se determind por espectrofotometria de luz ultravioleta a 260
nm con un espectrofotdmetro Beckman DUB40.
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Amplificacion del KCCx a partir de RT-PCR

Se reaiizé transcripcion reversa (RT) a partir de 10 pyg de RNAmM de ovocifos
para obtener el DNA complementario de esta célula (cDNAovo) (Apéndice D)
Aproximadamente, una décima parte de las muestras de RT se empled para la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa {PCR) (Apéndice D), en
presencia de unos iniciadores especificos llamadas KCCx (Life Technologies,
MD), disefiados a partir de una secuencia idéntica de los cuatro KCCs' iniciador
sentido 5-CTGGGCAATAGGACTCTGETCT-3 y el antisentido
TGAAGGCCAGGCCAAGGT-3' v que amplifican un fragmento de 582 pb que
incluye parte del segmento transmembranal 5 hasta el 8. También se realizé
PCR a partir del cDNA de KCC1 de congjo (rbKCC1), cDNA de KCC3 de
humano (hKCC3) y cDNA de KCC4 de raton (mKCC4) como molde con
iniciadores disefiados, especificamente, para cada cDNA (Life Technologies,
MD).

Para 1a PCR se realizaron 35 ciclos, de acuerdo con el siguiente protocolo: 1
minuto de desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de alineacién a 55°C y 1 minuto
de extensidn a 72°C. Ei Glitimo ciclo seguido por un paso adicional de extension
de 5 minutos a 72°C. Los productos de la PCR se separaron en un gel de
acritamida-bis acrilamida al 5% (Apéndice C) y su presencia se detectd
mediante tincién con bromlro de etidio y visualizados bajo una lémpara de tuz
dltravioleta.

Southern Blot

Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.5% y se
transfirieron a una membrana de nylon utilizando metodologia convencional
(77). E! Southern blot se realizé en condiciones de baja severidad
{Apéndice E), con sondas no radiactivas especificas para el cDNAovo y para el
cDNA de KCC1, 3 vy 4, sintetizadas mediante PCR con el estuche “PCR DIG
probe synthesis kit™ (Boehringer Mannheim, Germany), a partir de cada ¢cDNA
y sus iniciadores correspondientes. La hibndacién de las bandas se detectd
mediante inmunodeteccidn con el estuche “DIG Nucleic Acid Dectection Kit"
{Boehringer Mannheim, Germany).
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Distribucion Tisular del KCCx en Xenopus laevis

Se realizé una blsqueda BLAST en la base de datos NCBI EST (Expressed
Sequence Tags database) dei GenBank, y se encontré un cDNA de Xenopus
con una identidad de 76% con el KCC1 de rata. A partir de esta secuencia se
disefiaron dos pares de iniciadores especificos llamados: KCCxd
(inciador sentido 5-ACAGTACTTCTGGGAGACTACC-3 y antisentido
5-ATACGTAAATGATAAAGAAAGG-3) y KCCx2 (iniciador  sentido
5-AGCAGAGCAGGCACTGAAACAC-3' e iniciador antisentido
5-GGAAGGGCAGAAGCATAAGC-3) que amplifican un fragmento de 528 pb
¥ de 359 pb, respectivamente.

Paralelamente, se realizé RT con 10 pg del RNAt de los tejidos de rana y con
una décima parte de estas muestras se hizo PCR con los iniciadores KGCx1
siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Los productos de PCR se
separaron en un gel de acrilamida-bis acrilamida al 5% y su presencia se
detectS mediante tincién con bromuro de etidio y visualizados bajo una lampara
de luz ultravioleta.

A continuacidn se realizé un Southern blot con los productos de PCR en
condiciones de alta severidad (Apéndice E) con una sonda no radiactiva
sintetizada mediante PCR a partir de cDNAovo y los iniciadores KCCx1, con el
estuche “PCR DIG probe synthesis kit" (Boehringer Mannheim, Germany). La
hibridacién de las bandas fue detectada mediante inmunodeteccién con el
estuche “DIG Nucleic Acid Dectection Kit' (Boehringer Mannheim, Gemany).

Secuenciacién def KCCx

Se realizé PCR con cDNAovo vy los iniciadores KCCx1 con el protocolo descrito
anteriormente. Ei producto de PCR se separé en un gel de agaresa al 1.5% y
sU presencia se detecté mediante tincién con bromuro de etidio y visualizado
bajo una lampara de luz ultravioleta, para extraerio y purificarlo con ef estuche
“QlAquick Gel Extraction Kit” (QIAGEN), segun las instrucciones del fabricante.
E! producto final se secuenci6 con un secuenciador automéatico en el Instituto
de Fisiologia Celular de la UNAM. Una vez obtenda esta secuencia de
Xenopus, se aline6é como secuencia de amino acidos con los cDNAS de cuatro
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RESULTADOS

Caracterizacién Funcional

Las siguientes graficas muestran la captacion de ®Rb* en ovocitos de Xenopus
laevis. Cada grafica muestra en las ordenadas la captacién de ®Rb* en
picomoles por ovocito por hora (pmolfovocito/h) y en las abcisas las
condiciones a las que fueron sometidos. Cada barra representa el vaior
promedio + el error estandar de un grupe de aproximadamente15 ovocitos.
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Figura 8. Actindad del cotransportador endégeno de K*:Cr, Las captaciones de ®Rb”* se llevaron a cabo
en condiciones hipo e isoténicas, en presencia de 2mM de K*. Cada barra represente al promedio de 7
experimentos con diferantes ranas. * Significativamente diferente del grupo control en 110 mOsm/kg (P <
0.007). Recuadro: anaisls de la captacion de *Cr en condiciones hipo e isotdnicas. *P < 0.01 vs. la
captacion en 220 mOsmo/kg. **P < 0.01 vs. la captacién en ef grupo control en 110 mQOsm/kg.

La figura 8 muestra la caracterizacién del cotransportador enddgeno de K":Cl
de los ovocitos de Xenopus faevis en un medio hipoténico (110 mOms/kg) e
isoténico (220 mOsmvkg). La actividad del cotransportador {captacién de ®Rb*")
bajo condiciones hipotdnicas en presencia de CI increments a un valor de 52.5
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+ 11.0 pmol/ovocito/h (P <0.00001); éste incremento en la captacién fue
dependiente de CI', ya que en el medio hipotdnico fibre de éste ion, se redujo a
5.22% 1.0 pmolovocite/h (p<0.001) En condiciones isoténicas la captacion fue
de 10.1 £ 1.4 pmolavocitoh, la cual se redujo a 6.3 + 1.3 pmol/ovocito/h
cuando los ovocitos se sometieron a un medio libre de CI . Sin embargo, no
existe una diferencia significativa. Lo anterior demuestra que los ovocitos de
Xenopus laevis expresan un cotransportador enddgeno de K*:CI activable en
hipotonicidad y dependiente de CI-

En el recuadro se muestra la captacion de *CI' en los ovacitos en presencia de
10 mM y 50 mM de K* v CI" extraceiular, respectivamente. En condiciones
isoténicas en presencia o ausencia de K, la captacién fue similar (508 £ 124
vs. 912 3486 pmollovocitorh, P = no significativa {NS)]. Mientras que en
condiciones hipoténicas se indujo un incremento en fa captacion de ¥CI' de
2960 + 455 pmotiovocito/h (P <0.01) el cual fue dependiente de K* {1815 %
296 pmolfovocito/h, P<0.01). Es decir, que el transporte de *Cl presente en los
ovocitos es dependiente de K y aparente, solo durante el aumento de volumen
celular.

12001 @ control
| O o

8001

Captacién de %Rb* (pmolbvocitoh)

510 30 60 90 120

Flgura 8. Curso temporal en mintos, de la captacién de ®Rb" en ovocitos de Xenogus jaevis. Los
ovocitos se Incubaron en ausencla (3 o presencia @ de Cf, durante los periodos indicados, Cada purto
representa la media de 15 ovocitos. *~ < 0,001 vs. el grupo sin I,
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En la figura 9 se muestra el curso temporal de la captacion de ®*Rb* en un
medio hipoténico con y sin CI' y observamos que en presencia de CI
extracelular, la actividad del transportador incrementd de manera proporcicnal
al iempo durante los primeros 90 minutos. Mientras que sin CI" {a captacion fue
minima debido a la dependencia del cotransportador por este 16n.
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Figura 10. Efijo de ®Rb” en owocios de X. laewis en ausencia (@) o presenca {0} de 2mM de
furosemida. /zqu curso temporal del ®Rb* remanente en los ovocitos (en pmoliovocito) Cada punto
representa la media de 15 ovocitos. Dar; curso temporal de ta aparicién de ®Rb* en el medio extraceluiar
(¢pm = cuentas por minuto). Cada punto representa la media de 3 experimantos, *F < 0.01 vs. el mismo
punto an presencia de furosemida.

Se ha demostrado que el cotransportador de K*:CI constituye una de las
principales vias de eflujo durante ef aumento del volumen celular, como parte
del mecanismo de RIV (1), Para conocer si el KCCx constituye también una
via de eflujo, en la figura 10 se presenta el eflujo de ®Rb* en los ovocitos en un
medio hipotdnico y en presencia o ausencia de furgsemida. En Ia gréfica del
lado izquierdo se observa que en ausencia def diurético, Ia cantidad de %Rb*
intracelular se fue reduciendo de forma progresiva a o largo de un perfodo de
150 minutos, mientras que en la grafica del lado derecho, en el mismo perfodo
de tiempo, se observa un incremento gradual en la cantidad del isdtopo en ef
medio extracelular. En los grupos con furcsemida, el efiujo de ¥Rb* se redujo,
significativamente, a partir de los 50 min para el remanente y a los 100 min
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para la aparicién en el exterior celular, indicando la proporcién del efiujo que se
llevo a cabo a través del cotransportador de K*-Cr",

En la figura 11 se analiza el efecto de diferentes inhibidores de los
cotransportadores electroneutros cloro catiénicos. Se observa que [a
furosemida redujo la captacion del cotransportador en un 74%, mientras que la
bumetanida lo hizo en un 65% en comparacién con el grupo control. Ambas
reducciones fueron estadisticamente significativas. La adicién de DIOA y DIDS
al medio extracelular redujo ia captacion 58 y 27% respectivamente, sin
embargo, nicamente el efecto del DIOA fue significativo. £l DIDS no inhibid de
manera significativa at KCCx, a pesar de haberse demostrado que este agente
& esa concentracion, puede inhibir el cotransporte de K*:Cl en las isoformas de
mamifero (58), como la que se encuentra en los eritrocitos de borrego {78).
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Figura 11. Efecto de algunos inhibidores del transporte en Ia funcién del KCCx. La captadién se realize en
un medie hipoténico con 10 mM de K™ y 50 mM de CI. En el grupo —CT se ublzé gluconato camo
sustituto. La concentracidn de todos los inhibidores fue de 100 uM. *P < 0.05 vs. Ia captacidn en
condicicnes control. Cada barra representa la media de 15 ovoditos.

Dado que se ha comprobado que el cotransportador de K':CI del eritrocito de
borrego y de humano pueden transportar otros aniones extracelulares ademds
del CI' (79}, se analizé la captacion de %Rb* en los ovocitos en presencia de
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una serie de aniones extracelulares. En la figura 12, se muestra que con
CI (129 = 18 pmollovosh), fosfato (130 + 21 pmolfovo/h) o bromo
(101 + 16 pmolfovo/h), no hay una reduccién significativa de la captacion,
mientras que con los aniones yodo (67 + 15 pmolovo/h), tiocianato (44 £ 12
pmoliovo/h) y gluconato (25 + 5 pmolovorh), fa captacion se redujo
significativamente (P < 0.001) a la mitad o menos de la mitad del control. Asi a
partir de estos datos fa serie de aniones que se dedujo para e cotransportador
endogeno fue: CT = PO; 3 = Br > I > SCN > GNT".
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Figura 12. Serie de aniones del cotransportador endégeno de K™.Cr. La captacion de ®Rb” se Hevé a
¢abo & un medio hipotdnico con 40 mM de ghuconato de NMDG y 10 mM de KCl {grupo control) o 10 mM
de sales de potasio de cada uno de los aniones sustitutos (KPQy, KBr, Ki, KSCN y gluconato de potasia)
Los datos se normalizaron tomando la captacién en el grupoe control KCH como el 100%. Cada barra
representa la media de 15 ovocitos.

En el siguiente experimento (figura 13) se determinaron las caracteristicas
cinéticas del KCCx. Del lado izquierdo se muestra a curva de afinidad para
®Rb* y del lado derecho la curva de afinidad para CI. En ambas la captacion
de ®Rb* se midié en funcién de la concentracion del i6n que se estaba
transportando. Como se muestra, el infiujo de ®¥Rb* se incrementé conforme
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aumenté la concenfracidn de cada i6n, hasta concentraciones idnicas de

50 mM, mostrando un comportamiento tipe Michaelis-Menten. Los valores

calculados de Km y Vmax para el ®Rb* extracelular fueron 27.8 + 3 mM y

1531 £ 78 pmoliovocto/hr respectivamente y para e CI extracelular
15.4 £ 4.7 mM y 318 + 39 pmoliovocitoshr también respectivamente. Se calculd

el coeficiente de Hill para ambos iones y éste de acuerdo con &l proceso de

transperte electroneutro, se mantuvo cercano a uno; 1.04 + 0.17 para ®*Rb" ¥

1.07 £ G.14 para CI.

Captacién de 8Rb* pmolbvohr

Captacion de 8Rb* pmolbvomr

1200+

Km278+3mM

Vmax 1531 + 78pmolbvofr
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Km15.4+4.7mM
Vmax 318 + 39 pmollvohr
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Figura 13. Analists cinético
de Ia captacién de ®Rb" en
ovocitos de Xenopus laevis.
A captacion de %Rb*
deperdiente de Rb". Las
captaciores se llevaron a
cabo en Un  medio
hipotdnico con una
concentracion fija de CI de
50 mM  cambiando la

concentracién  de  Rb”
extracelular  ([Rb's). B:
captacion  de  ®Rb*

dependiente de CI. Las
caplaciones se llevaron a
cabo en hipotonicidad con
una concentracién ffa de
K' de 20 mM y
concenfraciones  variables
de CI extracelular ([CITe).
Para los datos de A, las
captaciones se midieron
tambign en ausenca de CF,
y la media de los vatores se
resid al grupos
comrespondiente con RbCl
para analizar Unicamente
la captacién de ®RbL"
dependierte de CI'. Para
los datos en B, se rest6 la
captacion observada con
una solucién20 mM de K y
O mM de Cr a las
captaciones en ios olros
grupos. las curvas se
ajustaron con Ja ecuacion
de Michaelis-Menten. Cada
purto representa ta media
de 15 ovocitos.
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Ya que ios cotransportadores de K*:CI', son menos afines a los diuréticos de
asa que los ofros miembros de la familia cloro-catiénica (63), para analizar la
sensibiidad del KCCx a estas drogas, se evalto el efecto de diferentes
concentraciones de furosemida y bumetanida en la inhibicion del
cotransportador. En la figura 14 se observa que en ambos casos la reduccién
en la funcién fue dependiente de la concentracién de cada diurético. La funcién
del cotransportador se inhibi6 50% en concentraciones de 0.2 mM de
furosemida y 0.5 mM de bumetanida, sin embargo, con ambos diuréticos fueron
necesarias cohcentraciones aftas para disminuir significativamente la actividad.
Se obsarva también que, como se habla demostrado en el experimento de la
figura 11, el cotransportador enddgeno fue mas sensible a ta furosemida que a
ia bumetanida, la primera logré inhibir totalmente su funcién, mientras que la
segunda a la misma concentracién e inciuso a mayor, no lo inhibe totalmente.
Los valores de IC50 para furosemidza y bumetanida, se calcularon en 200 y
500 UM respectivamente.
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Figura 14. Andlisis cinético de a Inhibicion del KCCx por diuréticos de asa, Las captaciones se llevaron a
cabo en un medio hpotdnico. Grupos de 10 owcitos fueron expuestos a concentracionas creclentss de
furosemida o bumetanida (de 20 a 2,000 mM). Los datos se normalizarch en porcentaje da captacion,
tomando et 100% come el valor en ausendia de diurético.
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Una de las principales caracteristicas del fransporte de K:C¥, es la activacién
por el agente alquilante N-efilmaleimida (NEM) (41:80). Debido a esto en el
experimento que presenta en la figura 15, se analizé ef efecto del NEM en la
captacién de ®Rb* en los ovocitos. Se encontré qQue en condiciones isolénicas
el NEM en presencia de CI” extracelular, incrementé la captacion de ®Rb* en
los ovocitos aproximadamente al doble de la del grupo control, de 117 £ 6.3 a
227 + 29 pmolfovocitorh (p<0.001). El incremento en la captacion inducido por
NEM, fue dependiente de CI' ya que en ausencia de este i6n extracelular, la
captacion entre la del grupo control y la de los ovocitos tratados con NEM, fue
similar (88 + 7 vs. 60 £ 11 pmolfovocito/h, (P =NS). De tal manera que bajo
condiciones isoténicas, la adicion de NEM incrementa la funcién del
cotransportador KCCx.

300 - Figura 15. Efecto del
| NEM en la activacién
ﬂ B Control * del  KCCx  Les
ovocitos fueron
4 L33 .o incubados en un
o medio isotdnico, en
200 o presencia de 10 mM
de K" y en presencia
1 o aysencia de 50 mM
9 de CF y 1mM de
f NEM. Cada barmra
| representa el
premedio de 5
“ [ 4 experimentos  con
L dferentes ranas,
. I *Significativamente
) diferente del grupo
control  sin @ NEM
y (P < 0.001).
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Se ha demostrado que la activacién del cotransportador de K*:CI del eritrocito,
por aumento del volumen celular o por NEM (81), involucra un paso de
defosforilacién (11;12;63) de tal manera que a! inhibir a las protelnas
fosfatasas, se estarfa impidiendo la activacidn de éste. Para comprobar |o
anterior y analizar la funcidn de las fosfatasas en la regulacién del KCCx, en la
figura 17 se muestra el efecto de la inhibicién especifica de ias fosfatasas 1 , 23
y 2b por caliculina A, acido okadaico y cipermetrina respectivamente. Como se
observa, el incremento en la captacion de ®¥Rb* inducido por hipotonicidad, fue
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anulado significativamente por caliculina A, inhibidor de la fosfatasa 1; mientras
que el dcido okadaico y fa cipermetrina, inhibidores de las fosfatasas 2a y 2b
respectivamente; no ocasionan efecto significatvo en ia actividad del
transportador. Los resultados anteriores indican aparentemente que la
fosfatasa 1 es la proteina involucrada en el proceso de activacion del KCCx por
hipotonicidad. Esta fosfatasa también parece estar invoiucrada en la activacién
de las isoformas KCC1y KCC4 (17).
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Figura 16. Efecto de la inhibicién de proteinas fosfatasas en la acthacion tel cotransportador enddgeno
por hipotonicidad. Los ovocitos fueron expuestos a caliculing A, 4cido okadaice o cipermefring en un
medio con 10 mM de K* y con o sin CT extracelular, en condiciones isotomicas e hipatdnicas. *P < 0,001
vs. 1a captacién det grupo control en hipotonicidad.

Algunos metales pesados como el mercurio (Hg?"), afectan la funcién de ciertos
transportadores iénicds, activandolos o inhibiéndolos {78). Por ejemplo, la
isoforma basolateral del cotransportador de Na*:K":2CI es inhibida al ser
expuesta a mercurio (74) mientras que la acuaporina 6 es activada por este
metal (76). Debido a lo anterior se analizo e efecio del Hg* y del agente
reductor ditiotreitiol (DTT), en la captacién de ¥Rb*. En el lado jzquierdo de la
figura 17 se observa que en condiciones isoténicas Unicamente €n presencia
de CF extracelular ([Cl]e) existe captacion de ¥Rb*, 1 cual se redujo cuandg se
agregé una concentracién de 10 mM de DTT. Lo anterior sucedis igualmente
en presencia de este agente y la adicién de 150 uM de HgCL. Se utilizé esta
dosis por que fue con la que se observd la respuesta maxima. Por otra parte,
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en ausencia de ambos compuesios v de [Clle, también hubo captacién de
BRb", sin embargo, debido a la dependencia del cotransportador por este ion,
es probable que ésta, corresponda a ofra via de entrada del CI'. En la grafica
del lado derecho notamos también, que en condiciones isoténicas cuando se
agrego HgCl, durante la precaptacion en ausencia de DTT y presencia de [ClTe,
éste, increment la captacion de ®Rb* hasta 4000 pmolfovorh, sin embargo,
este efecto fue totalmente anulado cuando ademas se afiadié DTT, como se
muestra en la gréafica del lado izquierdo, sugiriendo que el HgCl> puede estar
involtucrado en la activacion de KCCx en condiciones isotonicas, mientras que
el DTT podria estar inhibiendo esta activacion.
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Figura 17. Efecto del HyCl; v ef DTT en la captacién de ®Rb* en ovocitos de Xencpus laevis. La
captacion se llevd a cabo en condiciones isoténicas. Artes del periodo de captacin, los ovocilos fueron
expuestos alguno de los sigulentes tratamientos: DTT, HgClk & DTT + HgCh. Comao se indica, las
Captaciones se realizaron en ausencia o presencia de CI” extracelular, Cada barra representa la media
+ ES de 30 ovecitos, *P < 0.001 vs. el grupo control da HgCh.

Asi mismo, los experimentos con y sin Cf' extracelular en presencia dnicamente
de HgClz, revelaron que e! incremento en la captacién de **Rb* inducido por
este metal, involucra al menos dos rutas o vias, cada una de las cuales
contribuye con aproximadamente el 50% de la captacién total. Una de estas
rutas es dependiente de CI', correspondiente con las caracteristicas del
cotransportador de K':CI' del ovocito, mientras que la otra es independiente de
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Cl, pudiéndose tratar de un canal catiénico activado por HgClz o de una ruta
independiente tanto de ClI' como de HgCl,, la cual podria corresponder con la
captacién de la Gitima barra de ia gréafica del lado izquierdo,

Caracterizacién Molecufar

La amplificacién del cotransportador endégeno det ovocito se realizé mediante
{a técnica de RT-PCR. Inicialmente, se realizé una busqueda BLAST en la base
de datos NCBI (National Center for Bictechnology Information) de secuencias
EST (Expressed Sequence Tags) de Xenopus /faevis, de alguna secuencia con
homologia significativa con los KCC's. De esta bsqueda surgié una secuencia
del ovocito, que posee una identidad de 76% con KCC1 (No. de acceso
AWB46505), 1a cual fue adquirida. A partir de esta secuencia EST se disefiaran
ios iniciadores KCCx1, los cuales como se muestra en la figura 18, amplifican
un fragmento de 528 pb (1s-1a) a partir de ¢cDNA de ovocito en la reaccién de
PCR. También a parir de esia secuencia se disefiaron como controles
positivos, unos iniciadores ‘internos” Hamados KCCx2 (2s-2a), los cuales
amplifican un fragmento de 349 pb empleando el fragmento de 528 pb como
templado.

Figura 18. Productos de PCR,

e e en gel de acrilamida al 5%,
o o obtenidos a partir de cDNA de
) A ovocito, Las fiechas indican el
& C o~ C nimero de pares de bases que

amplifica cada par de
miciadores. 528 para KCCxi
{1s-2a) y 359 para KCCx2

528 P b {2s-2a),
339 pb

Ef fragmento de 528 pb se separd y se purificé para ser secuenciado. La figura
19 presenta fa secuencia deducida a partir de éste fragmento en amino acidos
(xKCC), alineada con las secuencias también en amino 4cidos de los cDNAS
de algunos transportadores de K".CIde mamifero: KCC1 de rata (RATKCC1),
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KCC2 de rata (RATKCC2), KCC3 de humano {HKCC3) y KCC4 de ratén
(MKCC4), con los segmentos en comin encersados en cajas. El fragmento
amplificado y secuenciado corresponde at extremo carboxilo terminal de la
proteina y presenta 71.6% de identidad con el KGC1 de rata, 66.1% con el
KCC2 también de rata, 74.9% con ef KCC3 de humano y 87.2% con KCC4 de
humano. Es decir nuevamente comparte mayor identidad con la sub-rama
KCC1/KCC3, y en este caso, un porcentaje mayor con KCC3.
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Figura 19. Alineamiento de la secuencla profeica de los cotransportadores de K™:Cl' de mamifero’, KCC1, 2, 3 y 4 con ia
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Por ofra parte se lievo a cabo un analisis de Southern blot en condiciones de
alta severidad, con los productos RT-PCR de diferentes tejidos de rana
Xenopus lagvis, empleando el fragmento amplificado con los inciadores KCCx1
como sonda no radioactiva, con el fin de conocer la distribucion tisuiar del
cotransportador de K".C del ovocito.

Coma se observa en la figura 20, Ia sonda especifica para el KCC enddgeno,
hibridé con todos los productos PCR de los diferentes tefidos a la altura
correspondiente a su tamafio (528 pb), es decir, que el KCCx se exprasa
ampliamente en los tejidos de la rana Xenopus, con un patrén aparentemente
ubicuo. Este tipo de expresién tisular, lo presenta Unicamente la isoforma
KCCA.

Figura 20. Andlisis de
Southern  biot  de
progucios RT-PCR
obtenidos a partir de
RNAfc{ de diferentes
telidos de X' Jaevis que
muestra la expresion
del KCCx en éstos. Bi
andlisis se realizé en
condiciones  de alta
severidad con  una
sonda  construida a2
partir del fragmento de
528 pb de KCCx
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Con el fin de identificar a que isoforma corresponde el cotransportador
enddgeno de los ovocitos, a partir de una secuencia de dos regiones donde los
cuatro KCCs de mamifero identificados son 100% idénticos al nivel de
aminoacidos, se disefiaron los iniciadores KCCx, Estas regiones corresponden
a los residuos de aminodcidos 310-316 (LGNRTLS) y 498-503 (TLAWPS) en la
secuencia de la isoforrna KCC1 de rata,

La figura 21 muestra que estos iniciadores amplificaron un fragmento de 582 pb
a partir de cDNA de ovocito y ¢DNA de KCC1. Estos también amplificaron a
partir de cDNA de KCC3 y 4, sin embargo, el fragmento esperado era dificil de
identificar, ya que aparecfa con fragmentos inespecificos. Debido a esio se
disefaron iniciadores especificos para KCC3 y para KCC4, llamados KCC2x
{iniciador sentdo 5'-CAGAACAACGTCACCGAAATC-2 e iniciador anti sentido
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5-GAAGGAGCCGATGACGATGAC-3)

5-CGCAACTTTGATACCTGTGCC-3 e

y KCC4x

(iniciador  sentido

iniciador anti sentido

5-CAGGATACCGGTCTCACAGAT-3), los cuales como se ohserva en la
figura, amplificaron fragmentos de 464 y 738pb respectivamente.

KCC4
-
KCC3
Guia

e

—
St

738 pb -
844 Pl e

Figura 21. Productos RT-
PCR en gel de acrilamida al
5%, obtenidos a pardir de las
isoformas KCC1, 3 v 4, Se
muestra la amplificacidn de
un producto de 738 pb,
444 pb y 582 pb para &
cDNA de KCC4, KCC3 vy
KCC1 respectivamente.

Los productos de la figura anteror, se emplearon para flevar a cabo un anafisis

de Southern Blot en condiciones de baja severidad, el cual se muestra en la

figura 22.

En este andlisis como confroles positivos, se empiearon sondas amplificadas a

partir de ios iniciadores de cada isoforma, los

cuales se observan en [a figura

como bandas de hibridacién con el ntmero de pares de bases esperado para
cada isoforma: 582, 444 y 738 respectivamente. Asi mismo, se coloct también
una reaceién de cDNA ovo, a la cual se dirigié cada una de las sondas, para

tratar de identificar la isoforma presente en el
figura, inicamente |a sonda de KCC1 logré hib

7

582ph 444pb 738pb

T

ovocite. Como se observa en ia
ridar con el cDNA de! ocvocito.

Figura 22. Andhsis de Southemn blot de
productos RT-PCR obtenidos a partir de
la ampificacién del CONA de cada
isoforma y de ovoorto con sus inicadores
especificos: KCCx, KCC3xy KCC4x. Se
muestra la hiridacion, en condiciones
de baja severidad, de la somda
consinida especificamente para cada
isoforma con su respactivo cONA y
también, que unicamente la sonda de la
isoforma KCC1 hibrida con el ¢cDNA de
ovocito.
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Este resultado, as] como el obtenide con las reacciones de PCR, Ja
secuenciacién vy la distribucidn tisular, sugieren que ia isoforma del
cotransportador enddgeno del ovocito, pertenece a la sub rama KCC1/KCC3 y

probablemente corresponde a la isoforma KCCH1.
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DISCUSION

El analisis de los principales aspectos funcionales, cinéticos y moleculares del
cotransportador de K:CI' que se expresa en 10s ovocitos de Xenopus laevis,
mostro las caracteristicas basicas de un sistema de cotransporte de K' y CI. El
transportador KCCx presentd una captacion de ®Rb" dependiente de CF que
se activa en hipotonicidad, con NEM (fig. 1 v B), con HgCl: v es sensible a los
diuréticos de asa, principalmente a la furosemida y a otros inhibidores del
transporte de K":CI' como el DIQA (fig. 4). La activacion por hipotonicidad es
anuiada por caficulina A, inhibidor especifico de la fosfatasa 1 (fig. 9), mientras
gue el fransporte de K" y CI" muestra un comportamiento cinético tipo
Michaelis-Menten, interdependiente y con coeficientes de Hill consistentes con
el cofransporte electroneutro (fig.6). Al nivel molecular, mediante PCR y analisis
de Southern blot se identificé y ampiificé a partir del ovocito de Xenopus faevis,
un transcrito que comparte un alto porcentaje de identidad (> 70%) con las
cuatro isoformas del transportador de K™:CI” de mamifero, principaimente con la
sub rama KCC1/KCC3 (fig. 14).

Funcionalmente el transportador en condiciones isotdnicas presentd una
captacién baja de *Rb* dependiente de CF aunque significativa, mientras que
en condiciones hipotdnicas, esta funcién increments varias veces su actividad.
Estos experimentos se flevaron a cabo en ausencia de Na' extracelular, de
manera que el transporte no fue realizado por el cotransportador endégenc de
Na™:K":2CI del ovocito (21). La captaciébn de *Cr fue similar tanto en ausencia
como en presencia de K' en condiciones isoténicas, mientras que en
hipatonicidad incrementé al doble y fue dependiente de K* (fig. 1). €l
incremento en ia actividad del transportador en hipotonicidad celular, se
relacion6 de forma lineal con el transcurso del tiempo (fig. 2). Asi mismo,
representa un mecanismo de los ovocitos para enfrentar al medio en el que son
depositados, el cual al tener una osmolaridad mucho més baja que la dei
plasma materno, genera un gradiente osmbtico que dirige agua hacia el interor
celutar incrementando su volumen pudiendo alterar las funciones celulares
(13).

En varios tipos celulares este incremento, es seguido por un regreso lento al
volumen original por el mecanismo de RVD, el cual activa diferentes sistemas

42



de transporte, entre ellos el transportador de K":Cf (1). La activacion en
hipotonicidad y el eflujo de K* y CI (fig. 3) en los ovocitos, nos muestra que
estas células poseen los sistemas necesarios para liberar iones y reducir el
volumen celular y poder asi, sobrevivir en los medios hipoténicos hasta ser
fecundados, etapa en la cual Kelly et al (13) sugieren que se desarroltan
cambios conformacionales del citoesqueleto que les confieren resistencia a los
cambios de volumen celular.

Al igual que los transportadores de K™:Cl de otras especies, el fransportador de
Xenopys laevis fue sensible también a los dos diuréticos de asa principales,
furosemida y bumetanida, sin embargo, mostré mayor sensibilidad por la
furosemida (fig. 4) (37;41,58)

También el inhibidor especifico del cotransporte de K*Cr, DIOA, redujo la
captacién de ®Rb” del KCCx de forma significativa (82). Este inhibidor posee el
mismo efecto en las isoformas KCC1, 2 y 4. Sin embargo, e} inhibidor del
transporte aniénico DIDS, no disminuy¢ de manera importante ia funcién (fig 4},
a pesar de que en [as isoformas antes mencionadas, si reduce
significativamente su actividad.

El andhsis cinético mostré que la captacién de ®Rb* en los ovocitos, requiere
de la presencia tanto del K" como del CI, mientras que el coeficiente de Hill se
mantuvo cercane a la unidad, de acuerdo con el transporte electroneutro con
estequiometria de 1:1. La afinidad del KCCx para el K* extracelular presentd un
valor Km aproximadamente de 22 mM y para e! CI' de aproximadamente
15 mM. Estos parametros cinéticos son similares a ios de las isoformas KCC1 y
KCC4 de mamifero, sin embargo, son més parecidos a los de KCCi
(aprox. 25.5 y 17.2 mM respectivamente)} (17). En general, los valores de
afinidad para el CI en las cuatro isoformas no difieren de gran manera cuando
s¢ analizan con el mismo modelo o sistema de expresion, por ejemplo en
ovocitos o células HEK (17;37,59), sin embargo los valores para el K
extracelular aln en el mismo sistema de expresidn, presentan grandes
diferencias. La isoforma con mayor afinidad por el K*, es KCC2 de rata (~5mM)
(37), después KCC4 con Km de ~17 mM, seguida por KCC1 (Km ~25mM) (17)
y KCC3 (Km ~51mM) (83). Estas diferencias en la afinidad por el K*
extracelular confieren caracteristicas funcionales importantes a las isoformas
del cotransportador de K":CI. Se ha propuesto que aguellas con mayor afinidad
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por el K" como KCC2 y KCC4 pueden funcionar tanto como vias de eflujo como
de influyjo en condiciones fisiolégicas donde ef K* extracelular incrementa, por
ejemplo durante la achividad neuronal. Mientras que las que posesn menor
afinidad como KCC1, KOC3 y KCCx funcionan exclusivamente como vias de
efiujo, ya que el gradiente de este cation siempre favorece su safida (37).
Isenring et al. (61) propuso que las diferencias en las caracteristicas cinéticas,
podrian ser debidas a las variaciones del segmento transmembrana 2, una
region de los cotransportadores cloro-catiénicos, probablemente relacionada
con el transportte catiénico.

Les valores semejantes de afinidad que presentan KCC2 con KCC4, al iguatl
que KCC1 con KCC3 y KCCx, coinciden con las homologias de [as subfamifias
de la familia de los KCCs.

A pesar de que la afinidad por el CI exiracelular no varia en gran forma entre
tas cuatro isoformas, cada una presenta una serie de aniones diferente (83). E!
cotransportador de Xenopus faevis en presencia de Jos aniones extracelulares
PO, y Br, mantuvo su funcién cercana a la que presenta con Gl', mientras que
con I, SCN y GNT el transporte de ®Rp* disminuyd. Atn no se conoce el
mecanismo por el cual los aniones pueden afectar a los transportadores de
K":CrI' (8}, sin embargo, cualquiera que ses éste, estos iones pueden resultar
(tiles para el estudio de |a regulacién y el transporte de CF acoplado a K.
Desde su identificacion (84), se observé que el cotransporte de K'.CI' podia ser
activado por el agente NEM (“efecto NEM"). En el KCCx el NEM en una
concentracion baja (1 mM), activé el transporte de ®Rb” (fig. 8), caracteristica
en comin con los KCCs. Sin embargo, este efecto es complicado, ya que e
NEM en concentraciones y temperaturas bajas, activa el cotransporte, mientras
que en concentraciones y temperaturas altas, lo inhibe (84,85). Se ha
propuesto que ambos efectos involucran modificaciones de los grupos tio! al
nivel del transportador (9;84). Jennings y Al-Rohil (86), propusiercn que al igual
que el aumento en el volumen celular, el NEM puede inhibir 2 una cinasa
sensible a volumen, permitiendo que una fosfatasa active el transporte de
K":Ct' por defosforilacion (9). Tante la fosforilacién como la defosforilacion de
ciertas protelnas conducen a la activacién de diferentes rutas de transporte.
Actualmente es aceptado de manera general que se requiere de un paso de
defosforilacion para la activacién del cotransportador de K*CI por aumento del
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volumen celular o NEM. La modificacion o inhibicion de las proteinas fosfatasas
nos puede brindar informacion a cerca de la regulacidn o los evenios
involucrados en la activacién de este transporte. En este estudio se analizaron
los efectos de ia inhibicion especifica de las fosfatasas 1 {PP1), 2a (PP2A) y 2b
(PP2B} y observamos que (nicamente el compuesto caliculina A, inhibidar de
la PP1, anulé el ransporte de %Rb* activado por hipotonicidad (fig 9). La
inhibicion de la PP2A y la PP2B por 4cido okadaico y cipermetrina
respectivamente, no afect6 la actividad del KCCx. De tal manera que la PP1, es
prabablemente la fosfatasa involucrada en la activacion del cotransportador de
K"CI" de Xenopus faevis durante el aumento del volumen celular. La relacién
de fa PP1 con la activacion del cotransporte por hipotonicidad, se habia
propuesto anteriormente en eritrocitos de humano (12) y de conejo (87). Por
otra parte, se reporté que las isoformas KCC1 y KCC4, también son reguladas
por esta fosfatasa durante el aumento del volumen celular (17).

En diversos cotransportadores, principaimente de rifién, se han investigado los
efectos de algunos metales pesados (75;76). Los estudios con mercurio (Hg2")
han demostrado que éste puede inhibir fa funcién de los transportadores Na-S;
y NaPi-3, aunque en ofras profeinas como la acuaporina 6 (88), presenta ef
efecto contrario. El resultado de exponer a los ovocitos de Xenopus laevis a
una determinada concentracién de HgCla (150 uM), fue un gran incremento en
fa captacion de ®Rb*, mismo que fue anulado por el agente reductor DTT.
Aparentemente uno de Jos mecanismos por el cual el Hg? actiia, es mediante
la oxidacién de grupos tiol intracelulares de! cotransportador, localizados en
residuos cisteinicos, lo cual explicaria el efecto deJ DTT. Asf mismo el HgCla
incrementd la captacién gracias a la activacion de al menos dos vias de
transporte de K", una dependiente de CI y otra independiente de CI. Ya que
las captaciones se realizaron en ausencia de Na® extracelular, es poco
probable que la via dependiente de CI', se debiera a Iz actividad del
cotransportador de Na™:iK":2CI" (21). Por lo tanto, esta fraccidn del transporte de
%Rb* inducida por Hg®* corresponde a la funcién del KCCx.

Por ofra parte, en este estudio mediante la técnica de RT-PCR se confimmo la
expresion de una isoforma del cotransportador de K" -CI' en los ovocitos de
Xenopus lagvis. La primera serie de reacciones asl como el andlisis de
Southern biot mostraron que Unicamente la sonda amplificada a partir de la
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isoforma KCCA, hibridé con el ¢DNA del ovocito (fig. 11 y 12). También
mediante PCR se pudc amplificar ia reaccién a partir de la secuencia EST, de
gran homologia con los KCC's y éste ¢DNA (fig. 13). La secuenciacion de esta
Uttima reaccién (fig. 14), mostré que el KCCx presenta una mayor homologia
con la subfamiia KCC1/KCC3 {~732%) que con la subfamiiia
KCC2/KCC4 (~66.6%) de la familia de los cotransportadores de K"Cl.
Finalmente, se comprobé que el transportador de K“:CI' del ovocite de
Xenopus, se expresa ampliamente en diferentes tejidos de esta rana (fig. 15).
La clonacion del cDNA compieto del KCCx permitira una definicién mas amplia
de su estructura y su funcién, asf como el estudio de las relaciones
estructura-funcién de este cotransportador v las que mantiene con fos otros
miembros de la familia. Los resultados de estos estudios, podran brindar nueva
informacién sobre la regulacién del cotransporte de K':Cl' y su papel en la
funcion celular, particularmente la del KCCx, en cuanto a su reiacion con el
control del volumen celuiar.
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CONCLUSION

Los ovocitos de Xenopus laevis expresan un cotransportador electroneutro de
K":Cr en la membrana plasmatica dependiente de CI activado por aumento del
volumen celular (hipotonicidad), NEM y HgCl, e inhibido por diuréticos de asa y
DIOA, cuyas propiedades funcionales y moleculares son muy similares a las
de la isoforma KCC1 de mamifero, lo cual sugiere que podria tratarse de un
gen de anfibio ortdlogo de esta isoforma.
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APENDICE A

EXTRACCION Y PREPRACION DE OVOCITOS DE Xenopus laevis

1. Anestesiar una rana por inmersion en tricaina al 0.17% {acido etit éster
3- aminobenzoico, durante 25-30 min,

2. Hacer una pequefia incisidn con bisturi en la parte inferior del abdomen

3. Exponer el ovario y cortar suficientes lobulos ovéricos para obtener los
ovocitos necesarios. Colocarios en una caja de Petri con Ringer de rana
(ND98). Suturar la herida incluyendo peritoneo interno con seda del no. 5.0

4. Cortar los l6bulos del ovario en pequefios racimos de 20 a 30 ovocitos cada
urno.

S. Incubar los racimos en solucién NDS8 adicionada con 2 ma/mi de colagenasa
B durante 60 min. con agitacion constante.

6. Eliminar fa solucién de colagenasa por decantacion y lavarios cuatro veces en
ND986.

7. Retirar la capa folicular de cada ovocito ulilizando pinzas finas bajo un
microscopio estereoscapico.

8. Incubarios durante dos dias a 18 °C en NDg6 que contenga 2.5 mM de piruvato
de sodio y 5.0 mg/100.0 mi de gentamicina.

9. Cambiar el medio de incubacitn, cada 24 horas.

ENSAYC DE CAPTACION

1

. Transferir los ovocitos a un medio ND96 sin Cl, dos horas antes del ensayo. Para

cada grupo experimental, se emplean de 20 a 30 ovocitos.

Precaptacién en el mismo medio hipotonico o isotdnico durante 30 min. pero con
adicion de 1.0 mM de ouabaina.

Captacion durante 60 min. en solucion hipoténica o isotonica libre de Na*
adicionada con 1.0 mM de ouabaina y 2.5 1Ci de *Rb*

Lavar los ovocitos tres veces en la misma solucién comespondiente a2 cada
osmolaridad, pero sin ®*Rb* y a 4°C.

Transferir cada ovecito con una pipeta Pasteur a tubos o viales de centelies con
350u! de SDS al 10%. Asegurarse que el ovocito es lisado por el SDS.

Agregar 3.0 ml de liquido de centelleo y contar las emisiones de cada tubo en el
contador de centelleo B Beckman (para conocer la actividad especifica en cada
grupo preparar fres allquotas con 10 pl de iiquido de captacién cada una).
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SOLUCIONES EN APENDICE A
-NDS6 (1 18):

Concentracion {(mM

96.0 NaCl
2.0 KCi
1.8 CaClp

1.0 MgClp
5.0 HEPES

Lievar & pH 7.4 con NaOH 1.0 M. La osmolaridad debe ser de ~ 230 mOsm

~Solucién isotdnica de precaptacién sin CI-

Concentracién (mM)

62.0 Gluconato deNa®
10.0 Gluconato de K*
4.6 Gluconato de Ca®*
1.0 Gluconato de Mg*
5.0 HEPES/Tris

Lievar el pH a 7.4 con 4cido metano sulfénico y filtrario. La osmolaridad debe de ser de

~ 230 mOsm.

-Solucién hipotdnica de precaptacion sin CI
Concentracion (miv)

58.0 Gluconato deNa®
1.8 mM Gluconate de Ca®
1.0 mM Cluconato de Mg*
10.0 mM Gluconato de Ba®
5.0 mM HEPES Tris

Uevar a pH a 7.4 con 1.0 M NMDG-OH, {lavar ef volumen a 1 It. y fittrar.

<Salucion hipoténica de captacion sin Nat

Concentracion

75.0 mM NMDG-Ct
1.8 mM CaCl,

1.0 mM MgCl,
5.0 mM HEPES/Tns

Ltevar el pH a 7.4 con NMDG-OH1.0 M, llevar el volumen a 1 It. y filtrar,
Para isotonicidad, agregar sacarosa en una concentracion de 3.59/100mi
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-Solucién hipotonica para captacion de MRb*

Concentracién (mhf)
58.0 NaCl
18 CaCls
1.0 MgCiz
10.0 BaCl
5.0 HEPES/Tris

tlevar a pH 7.4 con NMDG-OH 1.0 M, Hlevar el volumen a 1 it. y filtrar.
Para Hevarla a isotonicidad agregar 38 mM NMDG-CI
Para haceria sin cloro este ion se remplaza con gluconato
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APENDICE B

EXTRACCION DE RNA CON GUANIDINA Y CsCI

Dia 1

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

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

Homogeneizar 15 seg x 4 2 30,000 rpm.

Agregar 400 pit de sarcosil al 10%, mezclar con cuidado.

Centrifugar 15 min a 9,000 x g (11,500 rpm} a 4 °C.

Transferir el sobrenadante a un tubo de uitracentrifuga en el que previamente se
colocaron 4 mi de CsCl,

Ultracentrifugar a 22,000 x g (29,000 rpm) durante 18 horas a 18 °C.

SRS

=

Dia 2

8. Vaciar el sobrenadante con cuidado y cortar el tubo para obtener en ¥ parte el
pellet.

9. Lavar el peflet con 300 ul de agua para eliminar basura.

10. Resuspender el precipitade con 600 pl de agua (hacerio con 300 ul X 2). Mezclar
bien con la pipeta, transferifio a un tubo ependorf efiquetado y luego agitar en
vortex,

11. Dejar resuspendiendo minimo 1 hora,

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

13. Separar los 600 l en dos tubos de 1.5 ml (300 pl por tubo} y precipitarios con 0.1
volumen (30 pl) de acetato de Na*a pH 5.2 y con 3 volimenes (990 i) de etanol al
100%.

14. Guardar a =20 °C.

Dia 3

15, Centrifugar 30 min a 9,200 x g (12,000 romy a4 °C.

16. Quitar el sobrenadante y lavar con etanol al 70% (800 ).

17. Centrifugar 5 min a 9,200 x g (12,000 rpm) a4 °C,

18. Sacar el etanof (=100 pi).

19. Centrifugar 30 seg a 9,200 x g {12,000 rpmja 4 °C.

20. Sacar todo el etanol,

21, Secar la muestra por 2 min.

22, Resuspender en 100-300 I de agua.

23. Guardar a ~80 °C.

24. Tomar 2 pi de RNA + 498 i 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 mi)

4.0 M Guanidina: 3.78 g

25.0 mM Citrato de Na: 200 14 de cifrato de Na 1.0 MpH 7.0

Lievar ei volumen a & mi con agua BM

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

0.7% B-mercaptoetanol: 56 pi {se agrega hasta que la guanidina esté fria y lista
para ser usada)

+ Esterilizar por filtracion

* & 08

Cloruro de Cesio (4 ml)

53.7MGsCl: 383 g

25.0 mM Acetato de Na: 33.3 jit de 3 M acetato de Na pH 5.2
Lievar et volumen a 4 mis con agua BM

Esterilizar por filtracién

* & & @
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APENDICE C

GEL DE POLIACRILAMIDA PARA DNA

Para preparar 10 ml de gel al 5 % agregar:

- 7.4 ml de agua bidestilada

-2 mide TBE (Tris-borato/EDTA buffer de electroforésis) 5x *
- 1.5 mi de acrilamida/bisacrilamida 1:29

- 100 4 de persulfato de amonia 10 % (APS*)

- 10 (i de TEMED (NNN N —tetrametiletii-enediamina).

Mezclar y vaciar inmediatamente en ia caja.

Poner ¢l peine y esperar cuande menes 10 minuios.

Vaciar las muestras en el gel sumergido en TBE 1x.

Correr &l gel a 108 V durante 40 minutos,

Para teflir el gel poneric en un recipiente con 100 ml de agua y 2 pl de bromuro de
etidio (10 mg/mi).

Enjuagario en agua durante 10 minutos.

*TBE 5x (1 litro) *APS 10% (50mf)
- 54.0 grtris -6.0 gr de persulfato de amonio
- 27.5 gr acido bérico -50.0 mi de Hx0
~-20mlEDTAQ5MpH 8 -Almacenar a 4°C

GEL DE AGAROSA PARA DNA

Para preparar 30 mi de gel al 1% agregar:

-0.3 gr de agarosa
- 30 ml de 1x TAE* (Tris-acetato/EDTA buffer de electroforésis)

Disolver por calentamiento (horno de microondas 50 seg).

Dejar que enfrie a ~ 500C.

Vaciar sobre la cafa de gel y dejaro secar cuando menos por 20 min antes de usario.
Para comer el DNA mezclarlo con colorante de electroforesis para DNA*, a razén de
1:4 yl. .

Vaciar las muestras en el gel sumergido en 1x TAE*

Correr el gel a 60 V durante 1.5 h

Para tefiiflo poner e gel en un recipiente con 100 ml de agua y 7 pl de bromuro de
etidio (10 mg/mi) .

Enjuagario en agua durante 10 min.

* TAE 50x {500 m!) *Colorante de electroforesis para DNA {2ml)
- 121 gr Tris Base - 1.0 m! de gliceral (50%}

- 28 mi Acido acético glacial -40.0 ul de EDTA0.5M, pH 8.0

- 50 mi 0,5 M EDTA pH 8.0 - 5.0 mg de azul de bromofenol (0.25%)
- Esterilizar por fiftracién - 5.0 mg de Xylene lyanol FF (0.25%)
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APENDICE D

ANALISIS DE RT-PCR

Transcripcién reversa
- Tomar 10pg/ul de RNA total y llevarios a 12 pl con agua.
- Calentar el RNA +H:0 a 65°C por 10 min

RT Mix RT + RT-
Buffer RT Al 12t RNA 12p RNA
ddNTPs* Tyt 11 RT mix 11 RT mix
P01 M 2ul 2 transcriptasa 2ul agua BM
Agua BM 3yt reversa
Hexameros 1yl

11yt 25 pl de volumen total

Incubar 1hr. A 37°C

*ddNTPs: 2' 3’ -Dideoxyriboniucleosido 5 —trifosfato.
**DTT: ditiotreitat.

PCR

PCR Mix PCRy PCR-
Agua BM 120 pi 17 yl PCR mix 17 I PCR mix
BufferPCR 2.5 1 i primers 1 wl primers
MgCh 1.0l 2.5 i RT+ 25 ul RT-
dNTP's 1.0l 20 20 i
Taq pol 0.5 ut

17 ul

tas reacciones se colocan en un termociciador y son sometidas a un programa de
acuerdo a la temperatura de anidacién de los Iniciadores y caracteristicas de Ia
enzima,



APENDICE E

ANALISIS DE SOUTHERN BLOT

Condiciones de baja severidad

- Lavar con SSC 2x + SDS 0.5% durante 3 min. & una temperatura 5 grados mayor
que la Tm de los primers.

- Lavarcon SSC 1x + SDS 0.1% durante 3 min. a la temperatura anterior,

S8C 2x + 8DS 0.5% (1It) S8C 1x + SDS 0.1%

- 100mi. de SSC 20x - 80 ml. de 85C 20x

- 10 mi. de SDS 10% - 10 ml. de SDS 10%

- Lievar a 1if. con agua destifada - Llevar a 1it. con agua destilada

Condiciones de aita severidad

- Lavar con SSC 2x + SDS 0.5% durante 3 min. a una temperatura 5 grados mayor
que la Tm de los primers.

- Lavarcon S8C 0.1% + SDS 0.1% durante 3 min. a |a temperatura anterior.

$8C 0.1x+ SDS 0.1% SSC 20x

-5 ml De 8SC 20x = 175.3 gr. de NaCl!

- 10 mil, de SDS 10% - 88.2 gr. de citrato de Na®
- Llevar a 1it. con agua destilada - Ajustar el pHa 7 con HCI

- Aforar a 1 it. con agua destilada

10 gr. de SDS
SDS 10% {100ml) Llevar el volumen a 100 mi. con agua destilada
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