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INTRODUCCION
El rifidn tiene como funcidn principal mantener constante el volumen y la composicion

de los liquidos corporales, a pesar de {a variacion en la ingesta de agua y solutos.
Basicamente el rindn trabaja mediante tres procesos. La filtracion glomerular, la
reabsorciéon tubular y la secrecidon tubular. El rifidn filtra al dia 170-180 litros de agua y
1.5 kg de sal. Alrededor de 1% de agua y sal y concentraciones variables de 10s demas
solutos son excretados en la orina. La filtracién giomerular consiste en ultrafiltrar el
plasma a través del glomérulo, a una tasa de 120 mi/minuto, es un proceso pasivo que
depende de la presion de perfusion renal y de la integridad anatémica del glomeérulo. El
ultrafiltrado tiene las mismas concentraciones de sales y moléculas organicas que el
plasma y baja concentracién de proteinas, pero carece de elementos celulares. Las
proteinas neutras con un radio molecular menor a 20 A se filtran libremente, las
proteinas entre 20 y 42 A se filtran en funcién de su tamado y carga, y las proteinas
mayores a 42 A no se filtran por el glomérulo.

Con los procesos de reabsorcion y secrecion, los tubulos renales regulan el volumen y
la concentracion de la orina. Consecuentemente, los tibulos controlan con precision el
volumen, la osmolaridad, la composicién y el pH de los compartimentos intra y
extracelulares. La reabsorcion tubular consiste en ia reabsorcion de solutos y agua del
ultrafiltrado glomerular al intersticio renal, es un proceso activo con gran consumo de
energia que depende de los procesos de transporte epitelial a lo largo de la nefrona.
Este proceso permite que el rifidn retenga sustancias esenciales y asi regula sus
niveles en plasma. La secrecion tubular es la ruta principal de excrecion en la orina,
consiste en la secrecién de sustancias del intersticio renal hacia el liquido tubular. Asi,
el rindn excreta productos de desecho del metabolismo y elimina aniones y cationes
organicos exégenos y endogenos. Muchos de estos compuestos organicos se
encuentran unidos a proteinas y por esta razon no pueden ser filtrados por el
glomeérulo.

La nefrona es la unidad funcional del rifidn (Figura 1). Cada rindn humano tiene 1.2
millones de nefronas, formadas por e glomérulo, que consiste en los capilares
glomerulares y la capsula de Bowman:; el tubulo proximal, el asa de Henle, el tubulo
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distal y el tubulo colector. Los tibulos estan compuestos por una sola capa de células
epiteliales que tienen diferentes funciones de transporte a lo largo de la nefrona.

CORTEZA

Figura 1. Nefrona

ESQUEMA GENERAL DE LA REABSORCION RENAL DE SODIO

A lo largo de la nefrona diversas sustancias pueden ser reabsorbidas o secretadas en
el epitelio tubular, por vias transcelulares (a través de las ceélulas) o por vias
paracelulares (entre las células). La reabsorcién de Na’ depende de la operacién
simultanea de la bomba de Na':K'-ATPasa en la membrana basolateral, y de diversas
proteinas acarreadoras de sodio en la membrana apical. En el tabulo proximal y en el
asa de Henle la reabsorcion depende de la carga de Na’, mientras que en el tdbulo
distal y en el tubulo colector depende de la necesidad de mantener el balance de Na®,
asi, el ajuste fino de la natriuresis se lleva a cabo en los segmentos distales de la
nefrona (32; 33).

La Na":K'-ATPasa se localiza exclusivamente en la membrana basolateral, lo cual
polariza a las células del epitelio renal en dos caras: apical y basolateral (48; 105; 106).
Su funcién es sacar Na® de Ia célula, en contra de su gradiente de concentracion,

2
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o gradiente

mediante un m’ecaniémo de transporte activo dependiente del trifosfato de adenosina
(ATP), en el que salen de la célula tres iones de Na® y entran dos de K*, lo que tiene
como consécuenbla' la reduccibn de la concentracidn intracelular de Na* y el
lncremento de’ la ‘concentracién intracelular de K* (Figura 2). Debido a que la
concentmcién de Na dentro de la célula es baja (12 mEQ/L) y en el fluido tubular es
alt‘ (140 mEq/L), el Na® se mueve a través de la membrana apical a favor de su
léctrico de concentraclén de la luz tubular al interior de !a célula. Dentro de
la célula, la Na 'K’-ATPasa sensa el incremento en la concentracion intracelular de Na*

) y eshmula su salida hacia el intersticio renal, regresando el nivel de Na’ intracelular a

su mvel normal. Por lo tanto, la consecuencia de esta polarizacién es que el transporte

_de Na* es vectorial desde la luz tubular hacia el intersticio renal, con Io que la carga

eléctnca negatlva en el interior de la célula permanece constante, se mantiene la
osmolaridad * lntracelular y ademas aumenta la concentracidn de Na® en el espacio
mterstlclal lo que a’'su vez crea un gradiente osmoético que promueve la difusién de
agua por via paracelular. desde la luz tubular hacia el espacio intersticial (105; 106). El
Na™ entra a las células epiteliales por la membrana apical, al seguir su gradiente de
concentracién, a través de procesos de
transporte pasivo via canales o de
transporte activo secundario en el que
otros iones o moléculas son acoplados al
Na® para transportarse en contra de su
gradiente (Figura 2). Las proteinas de
membrana que llevan a cabo este tipo de
transporte se conocen como transpor-
tadores secundarios porque la energia

Figura 2. Esquema general de la . .
reabsorcién renal de sodio. El Na® ingresa a requerida para el transporte ho se obtiene

la célula por la membrana basolateral a través . P N .

de cotransportadores, contratransportadores y por hidrdlisis de ATP, sino a partir de la

:n:laefky.:glgaaslamlersuclo renal por la bomba energia generada por el gradiente
electroquimico del Na* (59).

La presencia de diversos tipos de cotransportadores, contratransportadores y canales
es en parte responsable de la heterogeneidad de la nefrona, por lo que se ha dividido
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en varias regiones, en las que la reabsorcion de Na® y otros solutos difiere de una

region a otra.

Tabulo Proximal
En el tubulo proximal se reabsorbe alrededor del 67% del ultrafiltrado glomerular y el

100% de la glucosa y aminoacidos. La intensa reabsorcion se debe a la gran
concentracidn de la Na*:K*-ATPasa en la membrana basolateral. Eil transporte de Na*
en el tibulo proximal se lleva a cabo en dos fases (13; 155; 170), esto se debe a la
presencia de diferentes sistemas de transporte y a la diferencia en la composicién del
fluido tubular. En la primera mitad del tibulo proximal el Na* es reabsorbido junto con
moléculas organicas como glucosa, aminodacidos, fosfato y lactato, por medio de
cotransportadores de Na':gluosa, Na':aminoacidos, Na*:Pi y Na':lactato (14). EI Na*
sale de la célula por la Na*:K’-ATPasa y los solutos organicos son transportados hacia
el intersticio renal por mecanismos de transporte pasivo en la membrana basolateral. E|
gradiente osmadtico transtubular generado, tiene como consecuencia la reabsorcion
pasiva de agua por &smosis. En la segunda mitad del tubulo proximal el Na™ es
reabsorbido junto con CI', por un mecanismo en el que el Na®ingresa a la célula gracias
a la operacién paralela del contratransportador de Na*:H" y de cotransportadores de CI
:HCO;5 (10; 154), el CI' sale al intesticio renal por cotransportadores de K*:CI" presentes
en la membrana basolateral. Ademas, cierta parte del NaCl es transportado por via
paracelular. En el tibulo proximal ia reabsorcion de sal y agua es constitutiva, ya que
esta bajo control del balance glomerulotubular (19: 93; 146).

Asa de Henle
El asa de Henle se localiza a continuaciéon del tabulo proximal, en la zona marcada por

la unién entre las regiones externa e interna de la médula externa. En esta parte de la
nefrona se reabsorbe 20-40% del sodio filtrado. Se divide en dos partes: descendente y
ascendente, esta Gltima subdividida en porcion gruesa y delgada. El agua se reabsorbe
en el asa descendente, mientras que el NaCl lo hace en la porcion ascendente. La
porcion descendente del asa de Henle tiene elevado Indice de permeabilidad al agua

debido a la presencia de canales de agua localizados en la membrana apical,
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conocidos como acuaporina-1 (139) y 1a actividad de la Na”:K*-ATPasa en la
membrana basolateral es muy baja, por lo que no hay reabsorcidon activa de solutos. En
contraste, en el asa ascendente de Henle se reabsorbe NacCl, sin reabsorcién de agua.
En este sitio, la actividad de la Na*:K*-ATPasa es muy elevada y la membrana apical
es impermeable al agua, de modo que se reabsorbe Na®, pero no agua. La membrana
apical es impermeable al agua porque es una membrana simple, con poca superficie
de reabsorcidn, sin acuaporinas y con uniones intercelulares muy estrechas. ElI Na*
ingresa a la cé&lula por el cotransportador de Na*:K*:2CI" (130). En este cotransporte, un
Na* (a favor de su gradiente), un K* (en contra de su gradiente) y dos CI" (en contra de
su gradiente) se transportan hacia el interior de la célula.

Tuabulo Dista!

En el tibulo distal se reabsorbe el 5% del filtrado glomerular. La parte inicial del tubulo
distal es impermeable al agua y ahi se reabsorbe sodio, cloro y calcio. El transporte de
Na* en la membrana apical es un cotransporte electroneutro de NaCl, donde el CI” es
transportado hacia el interior de la célula en contra de su gradiente, acoplado al Na”, a
través del cotransportador de Na*:Cl” sensible a los diuréticos tipo tiazida. En la porcién
final de! tibulo distal el transporte de Na* es electrogénico (166) por medio de canales
de sodio sensibles a amilorida (167; 197). El Na® que ingresa a la célula por ambos
mecanismos, se intercambia en la cara basolateral por K* via la Na":K'-ATPasa,
mientras que el K™ que entra por la cara basolateral es secretado hacia la luz tubular
por canales conductivos y el CI' que ingresa a la célula, acoplado al Na®, sale por
canales de CI°, en la membrana basolateral hacia el intersticio renal.

Tubulo Colector

En el tdbulo colector se reabsorbe alrededor del 3% del filtrado glomerular y es en
donde se modula de manera fina ia reabsorcién de agua y NacCl y, por io tanto, se
determina e! volumen final de la orina (32). Esta region de !a nefrona esta formada por
células principales y celulas intercaladas. Las células principales son !as encargadas de
reabsorber Na* y agua, asi como de excretar K* (181), el transporte de Na* se realiza a
través de canales de sodio sensibles a amilorida mientras que el agua se reabsorbe por
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medio de los canales de agua conocidos como acuaporina-2 (54). E! Na~ se

intercambia en la cara basolateral por K* via la Na”:K"-ATPasa.

MECANISMOS DE CONCENTRACION URINARIA

Los rifflones son los responsables de regular el balance de agua y son la principal via
de eliminacién de agua del organismo. EI mantenimiento del balance de agua requiere
que la ingesta y !a pérdida de agua sean igualadas con precision. Si la ingesta excede
la pérdida, el balance de agua es positivo, mientras que si la ingesta es menor a la
pérdida, el balance de agua es negativo. Una caracteristica importante del rifién es la
habilidad para producir grandes volimenes de orina diluida, con osmolaridad menor a
ia del plasma, cuando la ingesta de agua es alta, o bien, poco volumen de orina
concentrada, con osmolaridad mayor a la del plasma, si la ingesta de agua es poca o la
pérdida de agua aumenta.

En un individuo normal, la osmolaridad urinaria puede ser hipoosmotica o
hiperosméotica en relaciéon con el plasma. La variacién va de 50 a 1200 mOsm, mientras
que el correspondiente volumen urinario puede variar de 0.5 a 18 L/dia. La
conservacion renal de agua es el resultado de la combinacién de la funcién del asa de
Henle y del tabulo colector (115; 120), ambos regulados por la hormona antidiurética
vasopresina, asi como del mantenimiento del gradiente hiperosmoético en la médula
renal. Debido a que el riidn controla la excrecion de agua independiente de la
excrecion de solutos importantes como sodio, potasio, hidrogeniones y urea, el balance
‘de agua no afecta otras funciones homeostaticas del riiidén, necesarias para la

sobreviviencia.

Dilucién de la Orina
Al ingresar a los tubulos renales el filtrado glomerular tiene una osmolaridad igual a la

del plasma, es decir, 300 mOsm. Para excretar el exceso de agua es necesario diluir el
filtrado mientras pasa por los tuabulos, aumentando la reabsorcidn de solutos en
relacion con la reabsorcion de agua.

El fluido tubular se mantiene isoosmaético en el tibulo proximal ya que la reabsorciéon de
solutos y agua se da en igual proporcidén. En el asa de Henle ia reabsorciéon de solutos
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y agua ocurre de manera separada; la excrecion tanto de orina concentrada, como
diluida, depende de Ila adecuada funcién de este segmento tubular. En el asa
descendente de Henle, el agua se reabsorbe a través del canal de agua, conocido
como acuaporina-1 y el fluido tubular alcanza el equilibrio con el liqguido intersticial de la
médula renal, que en el riidn humano alcanza 1200 mOsm (119; 139) (Figura 3). El
fluido tubular se concentra mientras pasa a la médula interna. Al llegar a la punta de la
papila renal tiene la misma osmolaridad que el fluido intersticial que rodea este
segmento del asa de Henle. El asa ascendente de Henle es impermeable al agua y es
aqui donde se diluye el fluido tubular. El asa ascendente delgada es permeable a NaCi
y a urea, esta ultima es transportada del fluido intersticial al liquido tubuiar en pequefas
cantidades (96; 140). En el asa ascendente gruesa se reabsorbe sodio, potasio y cloro,
pero no agua (74). Por lo tanto, el fluido tubular se diluye en su paso a través del asa
ascendente y llega al tubulo distal con osmolaridad de 150 mOsm (66). En el tabulo
distal y en el tubulo colector continta la reabsorcion de NacCl. El tabulo colector influye
de manera importante en los mecanismos de concentracion urinaria (120) (115), ya que
en ausencia de vasopresina, es impermeable al agua debido a la ausencia de canales

de agua en la membrana apical y la

reabsorcion de solutos diluye aun
mas el fluido tubular cuya
osmolaridad puede ser tan baja
como 50 mOsm (101). De esta
manera el rindn excreta el exceso
de agua en forma de orina diluida.
Durante el balance de agua
positivo los niveles de vasopresina
son bajos y por lo tanto el agua es
retenida en el tibulo colector, y
junto con la reabsorcion de algunos

solutos, se forma un gran volumen

Figura 3. te hip: en la !

renal. La osmolaridad en la médula va de 300 a 1200 de orina que tendra osmolaridad
mOsm en la punta de la papila, y es generada por la N

concentracion de NaCl. urea y osmolitos organicos menor a la plasmatica.
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Concentracién de la Orina

La habilidad del rifidn para producir orina con concentracion mayor a la del plasma es
esencial para que los mamiferos puedan vivir fuera del agua. Para producir orina
concentrada se requieren un nivel plasmatico alto de vasopresina y una osmolaridad
alta en el fluido intersticial de ia médula renal. La vasopresina ejerce su accién sobre el
transporte de solutos y agua, tanto en el asa de Henle como en el tubulo colector. El
intersticio medular que rodea los tubulos colectores normalmente es hiperosmatico. En
el rifdn humano su osmolaridad puede llegar hasta 1200 mOsm en la punta de la
papila renal (Figura 3). El gradiente hiperosmolar que existe de la médula externa a la
médula interna, se genera por el mecanismo de contracorriente, el cual se basa en tres
excepciones a la fisiologia del movimiento transepitelial de agua y solutos.

La primera excepcion consiste en que en el asa descendente de Henle no se reabsorbe
Na® ni CI', pero si agua a través de los canales de agua, conocidos como acuaporina-1,
gracias a la hiperosmolaridad del intersticio medular (119). La segunda excepcién es
que en el asa ascendente de Henle se reabsorbe NaCl, pero no agua, debido a la
ausencia de canales de agua. a la impermeabilidad de las uniones estrechas
intercelulares y a la inusual impermeabilidad de las membranas celulares (74). La
tercera excepcion es que el fluido que deja el asa ascendente gruesa de Henle es
hipoosmadtico con relacion al plasma, entre 100 y 150 mOsm, a pesar de lo cual en el
tubulo distal continta la reabsorcion de solutos, hasta que se logra osmolaridad tan
baja como 50 mOsm (66).

En ausencia de vasopresina el tubulo colector es impermeable al agua, y con la
reabsorcién de NaCi en este segmento, la osmolaridad del fluido luminal puede ser
menor a 100 mOsm (101). En presencia de vasopresina, la permeabilidad al agua del
tubulo colector aumenta, debido a la insercion a la membrana apical de la célula de
canales de agua conocidos como acuaporina-2 (67; 138; 165). El agua sale del tubulo
colector al intersticio medular hiperosmético a favor de su gradiente de concentracion,
hasta que el lumen del tibulo colector y el correspondiente intersticio medular tengan la
misma concentraciéon de agua. Al absorberse mucha agua en el tibulo colector, el
volumen urinario puede llegar a ser tan bajo como 500 ml al dia y la osmolaridad
urinaria tan alta como 1200 mOsm. Como muestra la figura 4, el gradiente medular
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hiperosmodtico es mantenido gracias a la intensa reabsorciéon de NaCl! en el asa
ascendente gruesa de Henle y al reciclaje de urea entre el tubulo colector y el asa
ascendente delgada de Henle. Estos dos procesos también son estimulados por
vasopresina.

La presencia de urea es responsable
del 40% de la actividad osmolar en la
orina y en el fluido intersticial medular

cuando la vasopresina esta presente.
La permeabilidad a urea en el tubulo
colector medular es variable (165), en
presencia de vasopresina hay
reabsorcion de urea al intersticio, a
través del transportador de urea
conocido como UT1 (116; 117; 140),
la cual contribuye a la osmolaridad

Figura 4. Acciones de la vasopresina en el rifidn, intersticial medular. La mayor parte
La wvasopresina estimula en el asa ascendente
gruesa de Henle el transporte de NaCl y en el tubulo de esta urea es secretada al asa

colector el transporte de agua y el reciclaje de urea descendente de Henle (Figura 4),
logrando asi el reciclaje de urea
(168). En presencia de vasopresina la permeabilidad a urea y al agua en el tubulo
colector es alta, asfl como la permeabilidad a NaCl en el asa ascendente gruesa de
Henle.
Los vasos sanguineos que rodean los ttbulos renales, que van de la corteza a la papila
y viceversa, son conocidos como vasa recta y como todos los vasos sanguineos, son
permeables a solutos pequefos y a agua. La sangre isosmdtica entra al medio
hiperosmotico de la médula a través de la vasa recta, el NaCl y la urea difunden del
intersticio medular al lumen de la vasa recta descendente, mientras que el agua se
mueve en direccidn opuesta. Esta entrada de urea a la vasa recta descendente ocurre
mediante el transportador de urea conocido como UT3 (194; 205). Como resultado, la
osmolaridad de la sangre aumenta mientras la sangre se aproxima al final de la vasa
recta descendente, y al llegar a la punta de la vasa recta descendente tiene una
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cocentracién de solutos mayor que la del intersticio. Para evitar que de esta manera se
pierda el gradiente hiperosmético en la médula, al pasar la sangre por la vasa recta
ascendente el NaCl y la urea salen del lumen de la vasa recta ascendente al intersticio
mientras que el agua se mueve en direccidn opuesta (42).

Estos procesos de intercambio pasivo tienen como consecuencia que la vasa recta
descendente gane solutos y pierda agua mientras que la vasa recta ascendente pierde
solutos y gana agua. Entonces, a cualquier nivel, los vasos sanguineos descendentes y
ascendentes intercambian solutos y agua via, asi como a expensas, del intersticio
medular. El hecho de que el flujo sanguineo en la méduia renal sea relativamente bajo,
en comparacién con el de la corteza, aproximadamente 5-10% del flujo sanguineo
renal, evita también que se pierda el gradiente hiperosmaético en la médula renal.

Asi, el balance de agua es mantenido por la variacion en ia permeabilidad al agua en el
tabulo colector y el gradiente hiperosmolar en el intersticio renal es mantenido por la
intensa reabsorcién de NaCl en el asa ascendente gruesa de Henle y por el reciclaje de
urea del tibulo colector al asa ascendente delgada de Henle. Todas estas son
funciones de la secrecion de vasopresina.

Las células renales mantienen su volumen en la médula interna hiperosmaodtica, porque
sintetizan y acumulan solutos osmodticamente activos (58). Asi se protejen de las altas
concentraciones de NaCl y urea en la sangre y en el fluido intersticial de la médula
renal, que son consecuencia del mecanismo de concentracion urinaria. Los osmolitos

organicos predominantes en las células de la meédula renal son sorbitol,

glicerofosforilcolina, myo-inositol, betaina y taurina. Los niveles intracelulares de estos
osmolitos correlacionan con la concentracion de NaCl y en el caso de
glicerofosforilcolina también con la de urea. El sorbito! se sintetiza a partir de glucosa
en una reaccidon catalizada por la aldosa reductasa, la hipertonicidad aumenta la
transcripcion del gen que codifica para esta enzima, asi como los niveles de RNAmM y
su traduccion. La glicerofosforilcolina es sintetizada a partir de colina via fosfatidilcolina,
la alta concentracién de NaCl y urea inhibe la actividad de la enzima
glicerofosforilcolina:colina fosfodiesterasa, reduciendo asi la degradacion de glicero-
fosforilcolina. Inositol, betaina y taurina son transportados al interior de la célula a
través de cotransportadores dependientes de sodio, y este transporte es estimulado por
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hipertonicidad a través del aumento en la sintesis de RNAmM de estos transportadores.
Esto permite el mantenimiento del volumen celular sin aumento de la concentracidn
intracelular de iones inorganicos (26; 58).

La Hormona Antidiuretica Vasopresina

La vasopresina actia directamente en el rindn para regular el volumen y la osmolaridad
de la orina, sin alterar la concentracion de solutos excretada. Se trata de una hormona
peptidica formada por nueve aminoacidos. Se sintetiza en células neuroendocrinas
localizadas en los nlcleos supraéptico y paraventricular de! hipotalamo, las cuales
tienen extensiones axonales a la neurohipéfisis (pituitaria posterior). La hormona
sintetizada se acumula en granulos que son transportados por el axon de la célula y
almacenados en las terminales nerviosas localizadas en la neurohipdfisis. La
estimulacion de los nucileos supradptico y paraventricular, genera cambios en la
permeabilidad de su membrana, incrementando la entrada de calcio a las células. La
vasopresina aimacenada en los granulos secretores de las terminaciones nerviosas es
entonces liberada al torrente sanguineo.

La secrecidon de vasopresina por la neurchipofisis puede ser influenciada por varios
factores. Los dos principales reguladores fisiologicos de la secrecion de vasopresina
son |la osmolaridad de los fluidos corporales y el volumen y la presion del sistema
vascular. Cambios en la osmolaridad del fluido extracelular, tan minimos como 1%, son
suficientes para alterar la secrecién de vasopresina. Los osmorreceptores son células
nerviosas localizadas en el nlcleo supradptico del hipotalamo cuya funcidn es sensar
los cambios en la osmolaridad del fluido extracelular, a través de su encogimiento o
hinchamiento. Los osmorreceptores responden Unicamente a los solutos del plasma
que son osmolitos efectivos. Al aumentar la osmolaridad efectiva del plasma, los
osmorreceptores mandan sefiales estimuladoras a las céluias encargadas de sintetizar
y secretar vasopresina. De manera contraria, cuando disminuye la osmolaridad del
plasma la secrecion se inhibe. Una vez secretada, la vasopresina es rapidamente
degradada por lo que los niveles circulantes pueden ser reducidos a cero en minutos.
Como resultado el sistema de vasopresina puede responder rapidamente a las
fluctuaciones de la osmolaridad de los fluidos corporales.
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La disminucién en el volumen sanguineo y/o en la presion sanguinea también estimula
la secrecidon de vasopresina. Los receptores responsables de sensar estos cambios
son los barorreceptores que se localizan en el sistema circulatorio y responden al
estiramiento. Las sefales de los barorreceptores al tallo cerebral son transmitidas a
traveés de fibras aferentes de los nervios vago y glosofaringeo. El tallo cerebral es parte
del centro que regula el ritmo cardiaco y la presion sanguinea, de ahi las serales son
después redirigidas a las células encargadas de la sintesis y secrecion de vasopresina
en el hipotadlamo. En condiciones normales, las sefiales de los barorreceptores inhiben
tonicamente la secrecion de vasopresina. Cuando disminuyen el volumen sanguineo o
la presidon arterial, se elimina el impulso inhibitorio y se estimula la secrecién de
vasopresina. La sensibilidad del sistema de barorreceptores es menor a la del sistema
de osmorreceptores y se requiere una disminucion de 5%-10% en el volumen o la
presiéon sanguinea para estimular la secrecién de vasopresina.
Las acciones de la vasopresina en el rifién son incrementar la permeabilidad al agua y
a la urea en el tubulo colector y estimular la reabsorcidon de sodio, potasio y cloro en el
asa ascendente gruesa de Henle. El mecanismo de accién de la vasopresina se
muestra en la figura 5. LLa vasopresina

Apical actita uniéndose a su receptor en la
Basolateral

membrana basolateral de la célula. EIl

Fosfornilacion
de proteinas

PKA  ATP :
w~ AMPc

receptor presente en los tubulos renales
es el receptor tipo V2 (3; 50; 142; 145;
191). El receptor tipo V1 es el encargado

Adenilato "
Cictasa (V1) de las respuestas vasoconstrictoras a

vasopresina. El receptor tipo V2 es

miembro de la familia de receptores con

Figura 5. de ibn de la  siete regiones transmembrana, acoplados
vasopresina. La vasopresina se une al . .

receptor V2 en la membrana basolateral de las a proteinas G heterotriméricas, cuya
células del asa ascendente gruesa de Henle, s : - .
activando la proteina Gs, que a su vez actividad esta ligada a la adenilato ciclasa
estimula a la adenilato ciclasa para generar imi :

produccién de AMPc, mismo que activa a la (193). La estimulaciéon del receptor con
PKA.' cuya funcidn es la fosforilacidon de vasopresina estimula la conversién de
proteinas

guanosin difosfato a guanosin trifosfato
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(GDP-GTP) en !a subunidad-a de la proteina heterotrimérica G unida a GTP, Gs. La
Gas activada, estimula a la adenilato ciclasa basolateral, resultando en un incremento
en los niveles de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) en la célula. El aumento en los
niveles intracelulares de AMPc activa a la proteina cinasa A (PKA). la cual es
responsable de fosforilar proteinas en la ceélula, incluyendo factores de transcripcion.
Esta cascada de sefitales resulta en la insercion, a ia membrana apical de la célula, de
vesiculas con canales de agua (138) y en un aumento en la fosforilacién de los
transportadores de urea (208).

En el tabulo colector la vasopresina estimula la insercién de canales de agua conocidos
como acuaporina-2 (114; 125; 138). Estos canales previamente sintetizados, se
localizan en vesiculas cerca de la membrana apical de la célula. En ausencia de
vasopresina, ilas vesiculas que contienen acuaporina-2 permanecen en el espacio
submembranal, por lo que la permeabilidad de la membrana apical al agua se mantiene
baja, mientras que en presencia de vasopresina las vesiculas se fusionan con la
membrana apical, con lo que aumenta la permeabilidad al agua. Este mecanismo de
reciclaje de canales de agua permite el rapido control de la permeabilidad al agua de la
membrana. El agua que ingresa a la célula por la membrana apical sale por la
membrana basolateral a través de canales de agua.

De igual manera la vasopresina incrementa la permeabilidad del tubulo colector a urea,
mediante el aumento en la fosforilacion de transportadores de urea, conocidos como
UT1 (173: 207; 208). El aumento en la osmolaridad del fluido intersticial también
estimula los transportadores de urea, este efecto es independiente y aditivo al de
vasopresina.

En el asa ascendente gruesa de Henle la vasopresina incrementa la reabsorcién de
sodio, potasio y cloro a través de la estimulacion del cotransportador de Na":K*:2CI
presente en la membrana apical de las células. Los mecanismos de regulacion del
cotransportador de Na”:K':2Cl" por vasopresina no han sido estudiados a nivel
molecular. La presente tesis trata en parte este asunto.

El ritdn minimiza la pérdida de liquido durante el déficit de agua, a traves del sistema
de osmorreceptores para vasopresina. Ademas de esto se requiere una adecuada
ingesta de liquido, para contrarrestar la pérdida de agua por la respiracién, el sudor y el
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tracto gastrointestinal. La ingesta de liquido es regulada por el' mecanismo de sed, que
junto con el sisterna de osmorreceptores para vasopresina, mantiene et control preciso
de la osmolaridad del liquido extracelular y de la concentracion de Na*. Muchos de los
factores que estimulan la secrecion de vasopresina también estimulan la sed, que es
definida como el deseo conciente de ingerir agua.

Fisiologia del Asa Ascendente Gruesa de Henle
En el asa ascendente gruesa de Henle la reabsorcién de Na® en la membrana apical se
fleva a cabo mediante un proceso de cotransporte activo secundario por el
cotransportador electroneutro de Na’:K':2CI (130), que funciona gracias al gradiente
quimico de concentracidon de Na® entre el fluido tubular y el citoplasma celular,
generado por la Na':K'-ATPasa presente en la membrana basolateral (Figura 6). El
transporte al intersticio renal del ClI" que ingresa a la célula a través del cotransportador
de Na*:K':2CI' en la membrana apical, se lleva a cabo por los canales de cloro
denominados CLC-Kb (159) o por transporte activo secundario unido al potasio
(Cotransportador de K’:C1') (136) (Figura 6). En ia membrana apical el potasio es
reciciado hacia la luz tubular a través de los canales de potasio conocidos como
ROMK, que pertenecen a la

superfamilia de los canales Apicasl

. Basolateral
rectificadores entrantes (61) Bumetanida

(Figura 6). El reciclaje de potasio F“"’“'""”\
hacia la luz es un evento que

fisioldgicamente es necesario e
para mantener la funcion del E
cotransportador de Na':K*:2CI' y
para la reabsorcion de cationes
divalentes. Debidc a la mayor
concentracion de Na® (145
mEg/L) y CI' (110 mEQ/L) en el
plasma, en comparacion con ila
de K° (4 mEg/L), la cantidad

Figura 6. Céluia del asa ascendents gruesa do Hanle
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filtrada de NaCl es mucho mayor que la de potasio y, por lo tanto, la cantidad de sodio
y cloro dfspoﬂible para transporte en la luz del asa ascendente de Henle es mucho
mayor que la de potasio. Por este motivo, si el K* no reciclara hacia la luz del asa,
llegaria un momento en que el transportador de Na*:K":2CI' no podria seguir
funcionando por ausencia de K* en el medio. Con el reciclaje de potasio a través del
“canal ROMK se asegura que la concentracion de K* en la luz se mantenga constante, a
pesar de la gran actividad del cotransportador de Na™:K*:2CI". Ademas, el reciclaje de
K* hacia la luz tubular genera voltaje positivo dentro del tabulo, ya que el Na” que entra
a la céiula por la membrana apical es expulsado hacia el intersticio por la Na*:K"-
ATPasa y el CI" es expulsado por el canal de cloro CLC-Kb. En consecuencia, se
concentran dos aniones y un catién en el intersticio, mientras que el otro catién, que es
el K*, se queda en la luz del asa de Henle. El voltaje positivo que se genera es
responsable del transporte de cationes por via paracelular (88; 90). Dada la
concentracién de cationes en el liquido tubular, los que con mayor probabilidad pueden
transportarse por este mecanismo son el sodio y los cationes divalentes como calcio y
magnesio (75; 82) (Figura 6), los cuales lo hacen a través de la proteina paracelina-1
que pertenece a la familia de las claudinas y se expresa en las uniones estrechas en el
asa ascendente gruesa de Henle (17; 179). Asi, la activacion simultanea del
cotransportador de Na*:K*:2CI', de los canales de potasio apicales sensibles a ATP y
de los canales de CI" en la membrana basolateral hace al epitelio termodinamicamente
mas eficiente porque permite aumentar la reabsorciéon de Na® sin que esto represente
mayor gasto de energia, ya que la reabsorcion del segundo catién se hace por via
paraceilular.

La reabsorcién de NaCl en el asa ascendente gruesa de Henle es vital para el
mecanismo de contracofriente en la médula renal y para la excrecion de orina
concentrada. En el asa ascendente gruesa de Henle, la vasopresina no sdélo tiene
efectos sobre el cotransportador de Na*:K*:2Ct" (83; 131; 183), también aumenta la
expresion del canal de potasio ROMK (41; 156; 203) y del canal de cloro CLC-Kb (133;
160; 171). Lo cual apoya la importancia de cada una de estas proteinas para la

adecuada funcién de este segmento de la nefrona.
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En el asa ascendente gruesa de Henle medular se ha reportado una mayor capacidad
de transporte de NaCl, mientras que en la parte cortical se ha observado una mayor

capacidad de dilucion de iones (24; 158).

COTRANSPORTADOR DE Na":K*:2CI' SENSIBLE A BUMETANIDA (CSB)

E! cotransportador Na*:K*:2CI, conocido como CSB1 o NKCC2, se localiza en la
membrana apical del asa ascendente gruesa de Henle, transporta sodio, potasio y cloro
al interior de la célula. En este cotransportador el amonio (NH4*) puede sustituir al K,
por io que también juega un papel importante en el metabolismo acido-base (65). Su
funcidon es inhibida por los diuréticos de asa, derivados del acido suifamoilantranilico
(furosemida, bumetanida, piretanida, acido etacrinico, etc.) (157). De ahi que estos
diuréticos sean agrupados bajo el nombre de diuréticos de asa, porque es en el asa de
Henle en donde ejercen su accion diurética.

Con anticuerpos especificos y técnicas de Western blot e inmunomicroscopia se ha
demostrado que el CSB1 se expresa exclusivamente en la membrana apical del asa
ascendente de Henle (40; 109), ademas estudios de inmunomicroscopia electrénica

han demostrado la presencia del cotransportador de Na*:K*:2CI' en vesiculas

intracelulares en células del asa ascendente gruesa de Henle (141).

Ei CSB1 juega un pape! importante en el mecanismo de contracorriente, en el

mantenimiento del volumen extracelular y en la reabsorcion de calcio y magnesio y es
regulado por factores fisicos y hormonales (70; 77; 108; 200). En la década de los 70's
y principios de los 80's, los estudios de microperfusion in vitro en asa ascendente
gruesa de Henle de mamiferos (24; 25; 85; 164) establecieron cuatro caracteristicas
principales de la absorcion de NaCl en este segmento de la nefrona. Primero, la
reabsorcion de CI° ocurre en contra de su gradiente electroquimico. Segundo, la
absorcién neta de NaCl produce un voltaje positivo transepitelial que puede ser inhibido
en presencia del diurético de asa furosemida. Tercero, tanto la diferencia de voltaje
transepitelial como la absorcién neta de ClI° dependen de la actividad de la Na":K"-
ATPasa en la membrana basolateral. Y cuarto, este segmento de la nefrona es
eléctricamente permeable, por via celular y paracelular, esta Ultima siendo selectiva

para cationes.
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Con la evidencia de la existencia de un cotransporte electroneutro de Na*/K*/Cl” en
células Ehrlich (60), se logré concluir que en el asa ascendente gruesa de Henle
{médula) la absorciéon de NaCl se lleva a cabo en la membrana apical de manera
electroneutra, proceso estimulado por vasopresina que involucra la entrada de
Na*:K™:2Cl, y que el K* proviene principalmente del reciclaje al liquido luminal a través
de la membrana apical (88). La dependencia de cloro en el transporte de sodio y
pdtasio. en este segmento de la nefrona, fue confirmada en estudios con vesiculas de
membranas apicales preparadas de asa ascendente gruesa de Henle (médula), donde
evaluaron la captaciéon de CI' y Na® marcados radioactivamente (47; 112) y la unién de
PH)bumetanida (52). En experimentos con preparaciones de membrana (vesiculas) de
médula externa de conejo, se determinaron las constantes de afinidad aparente y los
coeficientes de Hill para cada uno de los iones, y asi se dedujo que la interacciéon de los
tres iones en condiciones isoténicas es Na“:K*:2CI" (118).

Los estudios de unién de [Hlbumetanida por Forbush y colaboradores (52; 79)
sugirieron la existencia de dos sitios de unién para el CI. En preparaciones de
membranas apicales de médula externa de perro, demostraron que la presencia de
sodio, de potasio y de cloro es necesaria para la unién de bumetanida, misma que
puede ser inhibida con concentraciones altas de CI. Estos datos apoyan el modelo en
el que la unidn del primer CI” al sitio de alta afinidad, expone el segundo sitio de menor
afinidad, el cual puede ser ocupado por bumetanida o por el segundo CI (175; 177).

Sindrome de Bartter

El papel fundamental del cotransportador de Na*:K*:2CI", del canal de potasio y del
canal de cloro, en el transporte de NaCl en el asa ascendente gruesa de Henle, ha
quedado plenamente demostrado no sélo por estudios fisiolégicos, sino también porque
se ha identificado que mutaciones en cualesquiera de estos genes son responsables
del sindrome de Bartter (127; 125). El sindrome de Bartter es un padecimiento
hereditario, que se transmite en forma autosémica recesiva y se caracteriza por ser una
nefropatia perdedora de sal, con trastornos en el metabolismo del potasio, del calcio y
acido base. E! sindrome de Bartter fue descrito originalmente por Bartter y
colaboradores en Maryland en 1962 (9), en un paciente con poliuria, alcalosis
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metabdlica hipocalémica e hipertrofia del aparato yuxtaglomerular. En los altimos cinco
afos, el descubrimiento de varios genes involucrados en la produccion de esta
enfermedad nos ha mostrado que se trata de una enfermedad monogénica. pero con
heterogeneidad genética y nos ha permitido entender mas a fondo la fisiopatologia de
este sindrome, asi como correlacionar las alteraciones genOmicas con las
caracteristicas clinicas de pacientes con sindrome de Bartter. Aunado a esto y gracias
al estudio de las bases moleculares del sindrome de Bartter se tiene una mejor
comprension de la fisiologia del asa ascendente gruesa de Henle,

Esta enfermedad hereditaria se caracteriza por reduccion de la funcién del asa
ascendente gruesa de Henle que resulta en pérdida renal de sal con hipotensién
arterial, alcalosis hipocalémica. inhabilidad para concentrar |a orina y pérdida renal de
calcio y magnesio. Por lo tanto, las caracteristicas fisioldgicas de los pacientes con
sindrome de Bartter sugirieron que el defecto se localizaba en la porcion gruesa del asa
ascendente de Henle. Ademas. el hecho de que varias de sus manifestaciones clinicas
fueran parecidas al efecto de la administracién de diuréticos de asa y que algunos
pacientes no presentaran respuesta al furosemida llevd a considerar al cotransportador
de Na":K":2CI" como el primer candidato para este trastorno. Con la explosiva
identificacidn molecular al inicio de los 90's de los diversos genes que codifican para
las proteinas de transporte en la nefrona, ha sido posible estudiar 1a relacion de éstos
con diversas enfermedades hereditarias y, hoy en dia, la demostracion de que cinco
genes diferentes causan el sindrome de Bartter en humanos, resailta la importancia de
la interrelacion que existe entre estas proteinas y la funcidn del asa ascendente gruesa
de Henle, lo que ha servido para corroborar el esquema de reabsorcidén de sal
mostrado en la figura 6. Los genes en los cuales se han detectado mutaciones como
causa del sindrome de Bartter son el cotransportador de Na":K™:2CI" CSB1 (1; 15; 122;
176; 195); el canal de potasio ROMK (36; 49; 110; 172; 177; 180; 199); el canal de
cloro CLC-Kb (121; 175); una proteina recientemente descrita, denominada barttina,
que interviene en el transporte basolateral de CI" (16; 18; 198) y el sensor de calcio
(196). La descripcidon detallada de la fisiopatologia molecular del sindrome de Bartter se
encuentra fuera de los objetivos de la presente tesis. Sin embargo, se puede encontrar
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este detalle en el articulo incluido en el apéendice J (Meade P, et al. Rev invest Clin
2003) (127).

La reduccién en la reabsorcion de NaCl en el asa ascendente de Henle origina pérdida
de sal y de agua, lo que explica el desarrolic de hipotensién arterial. La hipovolemia
consecuente activa el sistema renina-angiotensina-aldosterona y de ahi la hipertrofia
del aparato yuxtamedular. El aumento en la carga de Na’ que llega al tubulo colector,
como consecuencia de la reduccion en la reabsorcion de iones en el asa de Henle,
aumenta la reabsorcidn de Na® por el canal de sodio sensible a amilorida. En esta
regién de la nefrona la secrecidon de K* depende de la reabsorcion de Na*, ya que e!
Na® que ingresa a la célula en la membrana apical es expulsado en la membrana
basolateral por la Na*:K*:ATPasa en intercambio por K*, el cual después de ingresar a
ia célula es secretado hacia la luz tubular por canales conductivos. Por |o tanto, el
incremento en la reabsorcion de Na® tiene como consecuencia el aumento en la
secrecion de K* y de ahl la hipocalemia. Al haber mas K* en la luz del tubulo se
estimula también el intercambio de K* con H* por la K*:H":ATPasa en la membrana
apical de las células intercaladas y de ahi la alcalosis metabdlica. La exagerada
secrecion de aldosterona estimula aiun mas la secrecion de potasio y de hidrogeniones,
lo que contribuye al desarrollo de hipocalemia y aicalosis metabdlica. Finalmente, los
mecanismos por los cuales se produce hipercalciuria son la falta del potencial positivo
en el lumen por la pérdida de la funcién del cotransportador de Na“:K*:2CI' que
disminuye la reabsorcion neta de calcio aumentando su concentracion en orina y el
incremento compensatorio en la reabsorcion de NaCl en tuabulo distal, inhibe |a
reabsorciéon de calcio en este segmento.

La Familia de Cotransportadores Electroneutros de Sodio, Potasio y Cloro

El cotransportador de Na":K*:2ClI' pertenece a la familia de cotransportadores

electroneutros acoplados a cloro (CCC), que dentro de la base de datos del genoma
nombre de SLC12. Esta familia esta formada por proteinas
transporte de cloro

humano recibe el
membranales con homologla estructural, cuya funcién es el
acoplado a cationes que pueden ser sodio, potasio © ambos (135).
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A la fecha, se conocen ocho genes que codifican para miembros de esta familia (Figura
7). Se han identificado dos genes para el cotransportador de Na’:K*:2CI" sensible a
bumetanida (CSB): SLC12A1 que codifica para la isoforma apical especifica del asa
ascendente de Henle denominada CSB1 (0 NKCC2) (55: 94;: 147; 176) y SLC12A2
para la isoforma basolateral, ubicua, denominada CSB2 (o NKCC1), que también
puede expresarse en células no epiteliales (34; 81; 149; 202; 206). Del cotransportador
de Na'":Cl" sensible a tiazidas (CST) se conoce un solo gen (SLC12A3) (55; 56; 126;
178), presente exclusivamente en el tibulo distal y del cotransportador de K*:CI’ se han
identificado cuatro genes (SLC12A4-7), tres para isoformas ubicuas (KCC1, KCC3 y
KCcC4) (148; 136) y uno para una isoforma neuronat (KCC2) (64). Recientemente se ha
identificado el octavo gen perteneciente a la familia, que ha sido denominado CCC8 o
CiP1 (proteina de interaccién con CCC), del cual se desconoce su funcién, pero al
parecer tiene un efecto negativo sobre la actividad de CSB2 (27).

r—-—_ CST Na‘I

50% cI-
CcsSB1
Na*
o |: cssz K '5
20% Ccr-
70% KCC1
65% KCC3 K~ I
20% KCC2 CiI-
% KCcca
cccs
Figura 7. Arbol Q de ia de o8 a

cloro. Formada por tres ramas: una de la sub'amnlla de las transportadores que transportan
cloro acoplado a sodio (CSB1, CSB2 y CST), otra de la subfamilia de los que transportan cloro
acoplado unicamente a potasio (KCC) y finalmente el gen CCC8. La identidad que existe entre
las subfamilias, asi como las diferentes identidades entre las secuencias de los miembros se
indican en porcentajes.
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La figura 7 muestra el arbol filogenético de la familia de proteinas, en la que claramente
se observan tres ramas: una de la subfamilia de los transportadores qQue transportan
cloro acoplado a sodio (CS81, CSB2 y CST). otra de la subfamilia de los que
transportan cloro acoplado Gnicamente a potasio (KCC) y finalmente el gen CCC8. La
identidad que existe entre el gen CCC8 y las otras dos subfamilias es del 20% vy la
identidad entre la subfamilia de Na*:(K*):CI' y la subfamilia de K*:CI" es del 20%. Las
diferentes identidades entre las secuencias de los miembros de la familia se indican en
la figura 7.

A pesar de las diferencias en la sensibilidad a diuréticos, asi como en el tipo de iones y
estequiometria del transporte, los cotransportadores electroneutros tienen alto grado de
igualdad en !a secuencia de aminoacidos y conservan la misma topologia propuesta a
través del analisis de hidrofobicidad (135). La figura 8 muestra la topologia basica que
consiste en una region hidrofébica central de ~250 residuos de aminoacidos con 12 a-
hélices, que se cree corresponden a regiones transmembrana, con un asa hidrofilica
extracelular (glucosilada), entre los segmentos transmembrana TM7 y TM8. El dominio
hidrofébico central esta flanqueado por dos asas predominantemente hidrofilicas: una
amino terminal corta de 130 a 270 residuos de aminoacidos, con la mayor diversidad y
otra carboxilo terminal mas larga, que
varifa de 127 a 450 residuos de
aminoacidos con multiples sitios
potenciales para fosforilacidn via proteina
cinasa A (PKA) o proteina cinasa C (PKC)
(135). La diversidad molecular de Ila
familia de cotransportadores

electroneutros es agn mayor dada la
Figura 8. Estructura de los cotransportadores " .
electroneutros. Doce regiones transmembrana, ~ ©Xistencia de isoformas por empalme
extremos amino y carboxilo terminales intra- £
celulares, asa extracelular glucosilada entre TM7 alternativo de algunos genes como CSB1.
y T™M8 CcsSB2 y KCC3.
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Biologia Mol tar del C portador de Na”:K":2CI"

El cotransportador basolateral de Na*:K*':2CI' (CSB2) y el de Na':CI' (CST), fueron los
primeros en ser caracterizados molecularmente. El CST fue clonado. inicialmente a

partir de la vejiga wurinaria del pez conocido como lenguado de invierno
(Pseudopleuronectes armericanus) (56), en el que Renfro y colaboradores (162; 161) y
Stokes y colaboradores (182) habian previamente demostrado la existencia de este
cotransportador. Mediante la estrategia de expresion funcional en ovocitos de Ia rana
Xenopus laevis, Gamba y colaboradores aislaron el DNAc que codifica para el CST del
lenguado de invierno (56). A partir de este punto fue posible identificar y clonar los
genes homologos de los demas miembros de la familia en mamiferos. El CSB2 fue
clonado a partir de una libreria de DNAc de la glandula rectal del tiburén Squalus
acanthias, con la ayuda de anticuerpos monoclonales especificos para el
cotransportador de Na*:K*:2CI' (202).
Gamba y colaboradores (55) identificaron en una genoteca de rifion de ratén, mediante
el analisis de Northem blot (Figura 9) con una sonda generada a partir det CST del
lenguado de invierno, una banda que comrespondia al CST en !a corteza y dos bandas
en la parte interna de la meédula externa, una de 4.6 Kb y otra de 3.0 Kb. La banda de
4.6 Kb correspondia al CSB1.
En el caso del CSB1 hasta el
momenio se cuenta con el gen
homdlogo en rata (55)., ratén
(94). conejo (147) y humano
.. (176). En el proceso de clonacién
" del CSB1 de riftbn de conejo, a
partir de una libreria de DNAc
con una sonda generada a partir
de la secuencia de CSB2
obtenida del tiburon, Payne y
RATON RATA Forbush (147) identificaron en el

Figura 9. Northem biot de RNAm de rifién de rata y gen de GSB1 la existencia de
ratén. Ml médula interna, ME médula externa, C corteza tres exones mutuamente exclu-
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yentes. La region de 96 pb se localiza en el exdn 4 y codifica para 32 aminoacidos que
forman parte de la region transmembrana TM2 y la unién entre las regiones TM2 y TM3
de CSB1 (Figura 10). A las tres isoformas generadas por este mecanismo de empalme
alternativo de exones, se les denomind A, B y F. Los andlisis de Northern blot,
realizados con alta estringencia con oligonucledtidos antisentido especificos para cada

isoforma, demostraron que las tres isoformas presentan un patrén de distribucién

especifico. La isoforma B se localiza en la corteza, la isoforma F en la méduia, mientras
que la isoforma A se encontrd tanto en corteza como en médula renal (Figura 12).

Con la evidencia de la existencia de otro
transcrito en la médula externa de rifién
de ratén (55) (Figura 9), Mount y
colaboradores (134) y Plata y colabora-
dores (152) identificaron un segundo
mecanismo de empalme alternativo de
exones, generado por la presencia de un
sitio donador interno en el exén 17 del
gen de CSB1, aunado a un sitio de
poliadenilacion alterno, que consiste en
la existencia de una isoforma que esta
truncada en el extremo carboxilo
terminal. Esta isoforma tiene en total 770
aminoacidos. En comparacién con el
cotransportador de Na“:K":2ClI" codi-
ficado por CSB1 que tiene 1095
aminoacidos, esta isoforma pierde 383
aminoacidos de los 457 que componen
al extremo carboxilo terminal, pero tiene
un dominio Unico de 55 aminoacidos al
final del extremo carboxilo terminal
(Figuras 10y 11).

t(‘.—mettel\ BoF
CsB1{ABF]L

ity

Coum

tador de

Figura 10. )

del P
Na“:K*:2CI" on riftén de ratén

23

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN




241
301
3s1

421

861
1021

1081

722

Figura 11.

o
MSVSIPSNSV PSSASRFQVH VINEGHGSAA AVGDSADPPH YEETSFGDEA QNRLRISFRP

o
GNQECYDNFL QTGETAKTDT TFHAYDSHTN TYYLOTFGHN TMDAVPKIEY YRNTGSVSGP
Tt
KVNRPSLLEI Hz—:ouu(:v'rv APGSADRVAN GDGMPGDEQA ENKEEDMTGV VKFGWVKGVLD
TM2
VRCMLNIWGV, MLFIRLSWIV GEAGIGLGVL .IILLSTMVTS ITGLSTSAIA TNGFVRGGA
M TR
YYLISRSLGP EFGGSIGLIE:AFANAKVAVAM:YWWGFAETVV DLLKESDSMM VCETNODYRLX
T™S

VILLG T I SVAGMEWEA
T™E
IFAENFGPSF TKGEGEFS

T™M?

SEIAYANEFIGITVIPSNNEKK SRGFFNYQAS
bd
¥ SGDL EDPQDAIPRG TMEKY]

- o o > <>
BEYSGURTCVATAGUVYRDATGS MNDTIVSGMN CNGSAACGLG YDFSRCQHEP CQYGLMNNFQ
Tms
VMSMVSGFGP ELIAGIFSAT LSIALRSIVEERPKVFOALCK DNIFKGLQFF AKGYGKNNEP
L .. TM10 - § TM11
LREXFLF U AMAFELTAED, NU1 A Y SHETRIRGYRE INFLSCRIRSY Aks PowrRPRNEER
L - TMI12 ) o o
NMWVSLEGATS LECAVMFV IN® WHARYETYVITELREY I Y VTY KKFDVNWGSS TOALSYVSAL

DNALELTTVE DHVKNFRPQC IVLTGGPMTR PALLDITHAF TKNSGLCICC EVFVGPRKLC

VKEMNSGMAK KQAWLIKNKI KAFYAAVAAD CFRDGVRSLL QASGLGRMKP NTLVIGYKKN
WRKAPLSELE NYVGITHCAF DFEIGVVIVR ISQGFDISPV LQVQDELEKL EQERLALEAA
IKDNECEEGK GGIRGLFKKA GKLNITKPAP KKGGNISSIQ SMHVGEFNQK LVEASAQFKK

(=4
KQGKGTIDVW WIFDDGGLTL LIPYILTLRK KWKDCKLRIY VGGKINRIEE EKISMASLLS

o o o
KERIKFADIH TIGDINIKPN KESWKVFEEM IEPYRLHESH KDLTTAEKLK RESPWKITDA

o o
ELEAVKEKSY RQVRLNELLQ EHSRAANLIV LSLPVARKGS ISDLLYMAWL EILTKNLPPV

DNALELTTVE DHVKNFRPQC IVLTGGPMTR PALLDITHAF TKNSGLCICC EVFVVRATSS

° 8
GSSAFSLCSQ WVMLGGTEDT HGNRKEKKRL GQEFTSLKKQ TNKQCNRGCK

de armr

de CSB1-L (A) y del extremo carboxilo terminal de CSB1.S

(B). En A los aminoacidos presentes unicamente en la regidn carboxilo terminal de CSB1-L estan
subrayados, los segmentos transmembrana estdn marcados como TM y sombreados en gris, los
aminoacidos commespondientes al exén 4 (isoformas A, B y F) estan encerrados en un rectangulo. En B
los aminoacidos exclusivos de la regién carboxilo terminal de CSB1-S se encuentran subrayados.
@ Sitios potenciales de glucosilacién. © Sitios potenciales de fosforilacion para proteina cinasa C (PKC).

® S

s potenciales de fosforilacién para proteina cinasa A (PKA).
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Se ha demostrado, mediante PCR, que este segundo mecanismo de empalme se
combina con el descrito por Payne y Forbush (147), por lo que existen tres isoformas
largas, a las que se les denomind inicialmente con el nimero 9 y ahora con la letra L
(de long), CSB1-A.L, CSB1-B.L y CSB1-F.L que codifican para el cotransportador de
Na”:K*:2CI', y tres isoformas cortas o truncadas, a las que se les denomind con el
numero 4 y ahora se les conoce como S (short), CSB1-A.S, CSB1-B.S y CSB1-F.S,
que junto con las tres isoformas tipo L hacen seis isoformas (134). La secuencia de
aminoacidos de la isoforma larga y del extremo carboxilo terminal de la isoforma corta
de CSB1 se muestra en la figura 11.

La isoforma corta y la larga presentan diferentes sitios potenciales para fosforilacion por
proteina cinasa A (PKA) y por proteina cinasa C (PKC) en el extremo carboxilo terminal
(Figura 11). CSB1-L tiene siete sitios potenciales para fosforilacion via PKC, dos en el
extremo amino terminal (Ser57 y Thr75) y cinco en el extremo carboxilo terminal
(Thr629, Thr927, Ser983, Ser999 y Ser1029); y dos sitios potenciales para PKA en el
extremo carboxilo terminat (Ser1013 y Ser 1062). CSB1-S no tiene los dos sitios para
PKA y cuatro de los cinco sitios para PKC presentes en el extremo carboxilo terminal

AL
co
‘v

csB1-L csB1-S csB1-S
Figura 12. Inmunolocalizacion de CSB1-L y CSE1-S en o asa sscendents grussa des
Henle. Con o O at minal de cada una de las
isoformas se identificd la presencia de CSB1-L pr - e on (a a apical,

mientras que CSB1-S se localizt en ia region subapical
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de CSB1-L. En el extremo tnico de 55 aminoacidos de CSB1-S hay dos sitios para
PKC (Ser756 y Thr761) y uno para PKA (Thr761). La treonina 761 es un sitio potencial
para fosforilacion para PKA y también para PKC (134).

Con estudios de inmunohistoquimica (Figura 12) y andlisis de Western blot con
anticuerpos generados contra el

extremo carboxilo terminal especifico
de CSB1-L y CSB1-S, se encontrd

que ambas proteinas existen en la
médula renal con el peso molecular
esperado y que coexpresan en la
- membrana apical de las células del

asa ascendente gruesa de MHenle. La
isoforma CSB81-L de Ilocalizacién
apical y la isoforma CSB1-S subapical
(134), como se observa en la figura

€sai-L ¢csB1-S

Figura 13. Diatribucion de CSB1-L. y CSB1-S en 12.

el asa ascendente gruesa de Henle. CSB1.A-L se .

expresa en corteza y médula, CSB1.8-L se expresa La presencia de CS81-S en el asa
en corteza y CSB1.F-L se expresa en médula.

CSB1-S se expresa menas en |a corteza que en la ascendente gruesa de Henle, fue
medula menor en corteza en relacién con la

médula externa (134) (Figura 13).

Regulacién del Cotransportador de Na*:K*:2CI°

Tanto factores fisicos como hormonales (70; 77) modulan la reabsorcion de NacCi en el
asa ascendente gruesa de Henle (108; 200). Como se muestra en la tabla 1, la
vasopresina, el glucagén (37). la hormona paratiroidea (38), la calcitonina (38). la
insulina (113; 124), los agentes p-adrenérgicos (39), los mineralocorticoides (76), los
glucorticoides (6) y una dieta alta en proteinas estimulan la reabsorciéon de NaCl.
Mientras que la hipertonicidad peritubuiar, ia prostaglandina E> (PGE?), ei calcio (84;
100). la adenosina (11), el factor de necrosis tumoral (45). los metabolitos del acido
araquiddnico (43; 44), la acidosis (4; 5) y el factor natriurético auricular (143) la inhibien.
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De estas hormonas, la vasopresina, el glucagén, la calcitonina y la hormona
paratiroidea se unen a receptores acoplados a proteinas Gs (8). Estas hormonas
promueven efectos similares, actuando a través de vias dependientes de AMPc, su
funcién es estimuladora (185). Otros factores como el calcio extracelular y la PGE;
inhiben esta estimulacion por medio de la activacion de proteinas Gi (185). El glucagon,
la calcitonina y la hormona paratiroidea estimulan ademas del transporte de NacCl, el de
potasio, magnesio y calcio en el asa ascendente gruesa de Henle (37; 38).

La insulina disminuye la excrecion de NaCl en orina, este efecto es el resultado de un
incremento en la reabsorcién de sodio, cloro, calcio y magnesio en el asa ascendente
gruesa de Henle, mecanismo que parece ser dependiente de AMPc (99). Apoyando
estos resultados se ha demostrado la existencia de receptores de insulina en este
segmento de la nefrona (113; 124; 137).

Estimulacion Inhibicién

Vasopresina Hipertonicidad peritubular
Glucagon Prostaglandina E2
Hormona paratiroidea Cailcio

Calcitonina Adenosina

Insulina Factor de necrosis tumoratl
Agentes B-adrenérgicos Acidosis

Mineralocorticoides Factor natriurético auricular

Glucocorticoides
Dieta alta en proteinas

Tabla 1. F que reg Vel tr te de NaCl en el asa ascendente de Henle

Dosis farmacolégicas de mineralocorticoides (acetato de deoxicorticosterona) estimulan
el transporte de sodio por medio de la activacion de la Na™:K*-ATPasa (76). En el caso
de los glucocorticoides, la administracion de dexametasona a animales
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adrenalectomizados estimula actividad de CSB1, asi como la expresion del RNAm y los
niveles de protelna, por medio de la interaccién con factores dependientes de AMPc
(6).

Estudios de inmunoblot y RT-PCR han demostrado que la acidosis metabdlica cronica
incrementa la reabsorcion de NaCl! a través del aumento en la expresion del RNAmM y
de la proteina del CSB1, asi como de su actividad como cotransportador (4; 5).

Por su parte, la PGE; es uno de los productos principales de ia via de la ciclooxigenasa
en el rindn, y disminuye el aumento en 1os niveles de AMPc inducidos por vasopresina
en el asa ascendente gruesa de Henle (192). E! receptor presente en esta parte de la
nefrona es el EP3 (20; 21; 186; 188), el cual esta acoplado a proteinas Gi (inhibidoras)
ligadas a adenilato ciclasa, cuya accién inhibe la produccién de AMPc (22; 31). Al
parecer el efecto de PGE: sobre CSB1 puede ser a través de |a regulacion del trafico
de vesiculas o directamente sobre la actividad del cotransportador (107).

El calcio extracelular en el intersticio renal interactia con una proteina de membrana
conocida como sensor de calcio (23). Se trata de una proteina de membrana que
funciona como receptor de calcio. A mayor calcio en el intersticio mayor sera la
produccion de fosfolipasa A por parte del receptor y esto trae como consecuencia la
produccién de compuestos derivados del acido araquidénico como el 20-HETE, que a
su vez inhibe la funcién de CSB1 y del canal de potasio ROMK. De esta forma, si
aumenta el calcio en el intersticio, se reduce la reabsorcion de NaCl en el asa de
Henle, se bloquea el reciciaje de K™ hacia la luz y por lo tanto, disminuye la reabsorcién
de calcio (163).

La adenosina es un modulador del flujo sanguineo local y se ha propuesto como factor
regulador de la demanda y el reparto de oxigeno. La adenosina es liberada en la
médula renal durante estados de hipoxia, posiblemente para proteger a este segmento
de la nefrona de darios isquémicos, inhibiendo directamente la absorcion de NaCl y
reduciendo el consumo de oxigeno relacionado con el transporte {11).

Las reacciones inflamatorias son generadas en gran parte por citocinas, de las cuales
la interleucina-1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral son capaces de afectar el
transporte de iones. En cultivos celulares primarios de asa ascendente gruesa de
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Henle, ambas inhiben e! transporte de %°Rb®, probablemente como efecto de la
estimulaciéon de la sintesis de PGE;.

Los metabolitos de! dcido araquidonico, dependientes del citocromo P450 inhiben el
cotransporte de Na*:K*:2Ct" (43; 44). Compuestos como el 20-HETE y el 20-COOH-AA
tienen efectos similares a los de la furosemida en el transporte de sodio y potasio en
células del asa ascendente gruesa de Henle.

Regulacién del cotransportador de Na*:K*:2Crl por vasopresina

En 1953, Wirz (201) sugiridé gue la vasopresina regula el mecanismo de contracorriente
a través del aumento de la absorcién de NaCl en el asa ascendente de Henle. Varias
décadas después, con estudios de microdiseccién, se demostrd la presencia de
adenilato ciclasa sensible a vasopresina en el asa ascendente gruesa de Henle
{médula y corteza) de roedores y de conejo (97; 98), asi como la estimulacién de los
niveles intracelulares de AMPc por vasopresina (193). Pero fue hasta la década de los
80's cuando se comenzd el estudio del efecto de vasopresina sobre el transporte de
iones en el asa ascendente gruesa de Henle (21; 53; 68: 80; 91; 169; 186). Varios
grupos demostraron con estudios de microperfusidn in vitro, que la vasopresina
estimula simultaneamente el voltaje transepitelial y la absorcién neta de CI” en el asa
ascendente gruesa de Henle en médula (80; 85-87; 169), efecto que podia ser inhibido
con varias condiciones, como presencia luminal de furosemida, ausencia [uminal de
sodio o cloro, ausencia peritubular de potasio y presencia de ouabaina peritubular.
Ademas, los analogos de AMPc aumentaban el voltaje transepitelial y aceleraban la
absorcion neta de ClI' de manera comparable a lo observado con vasopresina (85). Asi,
con estos trabajos fue posible concluir que el transporte de CI” en el asa ascendente
gruesa de Henle en médula de ratén consiste en un proceso de cotransporte de Na*/Cl-
apical y sensible a furosemida, y que la vasopresina a través de AMPc incrementa la
absorcién neta de NaCl, asi como la salida conductiva de Ci” a través de la membrana
basolateral y el reciclaje conductivo de K* en la membrana apical (68-73; 83; 88; 171).
Existe evidencia de que la actividad del! cotransportador de Na*:K*:2Cl" sensible a
bumetanida en el asa ascendente gruesa de Henle es estimulada directa y rapidamente
por vasopresina (83; 89; 131; 183), pero los mecanismos de esta accibn no se
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conocen. En estudios con anticuerpos especificos se ha demostrado que la
administracion de vasopresina aumenta la expresion de CSB1 en médula externa
(111). En el caso de la isoforma basolateral del cotransportador de Na*:K*:2CI' que es
responsable de la secrecion de fluidos en varios tejidos, se ha demostrado su
regulacién por fosforilacién (123; 189), por lo que es posible gque la vasopresina acttie
sobre el CSB1 de la misma manera que o hace con el cotransportador de urea UT1, es
decir, estimulando su fosforilacion (208). Estudios de inmunomicroscopia electrénica
han demostrado la presencia del cotransportador de Na*:K*:2CI" en la membrana apical
y en vesiculas intracelulares, en células del asa ascendente gruesa de Henle (141), por
lo que es posible que la vasopresina incremente la actividad detl cotransportador de
Na*:K*:2CI" en la membrana plasmatica a través de la regulacion del trafico como se ha
descrito para acuaporina-2 (114; 125). El andlisis de la secuencia del promotor del gen
del cotransportador de Na':K*:2CI" reveld la presencia de un elemento regulador de
AMPc, que podria ser un potencial mediador de regulacion transcripcional mediada por
AMPc (95).

Regulacién del cotransportador de Na*:K*:2CI por una isoforma truncada

En el asa ascendente gruesa de Henle, bajo ciertas circunstancias, se ha observado la
existencia de un cotransporte de Na':CI, independiente de K*, pero sensible a
diuréticos de asa. Sun y colaboradores (183) reportaron en estudios de microperfusion
y de suspension de tGbulos de asa ascendente gruesa de Henle, la existencia de un
sistema de transporte sensible a furosemida. dependiente de sodio y cloro, pero
independiente de potasio, mismo que en presencia de vasopresina se convierte en
transporte de Na*:K*:2ClI", es decir, se vuelve dependiente de la presencia de K* en la
iuz tubular. A este respecto, Eveloff y colaboradores (46; 47), hablan demostrado que
la osmolaridad extracelular altera la dependencia de K* en el transporte de sal en el
asa de Henle. En células aisladas y vesiculas de membrana preparadas de células de
asa ascendente gruesa de Henle de médula de conejo (46; 47) observaron que en
condiciones isoténicas, ~300 mOsm en mamiferos, la via apical de reabsorcién de Na*,
medida como captacion de *?Na* sensible a furosemida y dependiente de CI°, no
requeria K*, mientras que al aumentar la osmolaridad extracelular, con la adicién de
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200mM de manitol, la reabsorcién de NaCl se volvié dependiente de K*, es decir, se
convirtio en cotransporte de Na*:K':2Cl".

Estos hallazgos sugieren que el sistema de cotransporte de sodio en la membrana
apical del asa ascendente gruesa de Henle es regulado por estimulos hommonailes y
volumen celular (Figura 14). Los mecanismos moleculares de estos fenémenos se
desconocen. Como se menciond anteriormente, el cotransporte de Na':K":2CI' junto
con el reciclaje de K hacia la luz tubular favorecen la reabsorcion de un segundo
cation por via paracelular, condicion ausente en presencia de un sistema de transporte
de Na':Cl'. Por lo tanto, en condiciones de antidiuresis, cuando el organismo intenta
retener agua y sal, el intersticio medular renal se vuelve muy hipertdnico y aumenta la
secrecion de vasopresina, con lo que el epitelio del asa ascendente gruesa de Henle se
torna termodinamicamente mas eficiente, porque se reabsorben mayor cantidad de
cationes por el mismo gasto de energia. En contraste, en condiciones de diuresis de
agua, la tonicidad del intersticio medular renal y la secrecion de vasopresina
disminuyen, con lo que el transporte de sal se convierte en cotransporte de Na™:Cl.

Antidiurasis Diure:

(vasopresina) {no vasopr: na)

Bumatanide Bumetanida

cr

Figura 14. Fi s del on e} asa ascendents gruesa de Henle. En condiciones de
en pr de P a, ol te es do Na”:K":2CI' y en condiciones de

ar
diuresis y en ausencia de vasopresina el lranspone as de Na*:.Cl
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En el asa ascendente gruesa de Henle, la relacién entre moles de Na’ reabsorbidos por
mol de O; consumido puede cambiar de 17:1 en ausencia de vasopresina (85; 86; 86),
a una relacidn cercana a 36:1 en su presencia, es decir, el doble de reabsorcién, con el
mismo gasto de energia (183).

Apoyando la evidencia funcional de la existencia de dos sistemas diferentes de
cotransporte sensible a diuréticos de asa, presentes en e! asa ascendente gruesa de
Henle, se han identificado dos sitios de unién a [*Hlbumetanida en preparaciones de
membrana de médula externa de rindn de ratdn (78), asi como dos sitios de unién a
[3H]piretanida en preparaciones de membrana de médula externa de riton de perro (62;
63). Ademas, en membranas de rifidn de ratdn, los estudios de fotomarcaje con el
analogo fotosensible de bumetanida [PHjacido 4-benzoil-5-sulfamoil-3-(3-
theniloxi)benzsoico o ['HIBSTBA revelaron gue el sitio de alta afinidad a [*H]bumetanida
correspondia a una proteina de ~150-kDa, mientras que el sitio de baja afinidad a una
proteina de —75-kDa (78). Estos hallazgos, junto con las evidencias funcionales
mostradas en los parrafos anteriores, generaron dos posibles hipotesis. La primera fue
que el cotransporte de Na*':K*:2CI' y Na*:Cl" en el asa de Henle fuera llevado a cabo
por dos diferentes proteinas. Una de 150-kDa activable con AMPc e hipertonicidad y la
otra, de 75-kDa, inhibible con AMPc e hipertonicidad. Asi, en condiciones de
antidiuresis se activaria la de 150-kDa (Na*:K*:2Cl'), con inhibicién de ia de 75-kDa
(Na*:CI), mientras que en condiciones de diuresis de agua sucederfa lo contrario. La
segunda hipétesis fue que el cotransporte de Na*:K*:2CI' y Na*:CI" en el asa de Henle
fuera llevado a cabo por la misma proteina. En este caso, una proteina de 75-kDa
podria ser la responsable de transportar Na*:CI. Ante el estimulo apropiado (AMPc e
hipertonicidad), la proteina de 75-kDa podria formar un dimero con peso de 150-kDa y
adquirir la posibilidad de transportar Na”:K*:2Cl".

En el sistema de expresion de ovocitos de Xenopus /aevis, se analizé la funcion de
proteinas que resultan por transcripcion del gen SLC12A1 de! cotransportador de
Na*:K*:2CI. La expresidn funcional consiste en determinar la captacién de 2Na* o
88Rb* dependiente de bumetanida en ovocitos previamente inyectados con RNA
complementario (RNAc). Con este sistema se estudié el efecto de la actividad de la
PKA sobre la funcién del cotransportador de Na*:K*:2C!" codificado por CSB1-L y se
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observé que en las tres isoformas tipo L (A, B 6 F), la activacion de la PKA con AMPc,
junto con el inhibidor de las fosfodiesterasas isometil-butiril-metilxantina (IBMX) o la
inhibicién de la PKA presente en los ovocitos, con un inhibidor especifico como e! H89,
no tiene ningun efecto sobre la funcion del cotransportador CSB1-L (Figura 4) (152).
Este hallazgo llamo la atencion ya que es bien conocido que la vasopresina estimula la
produccion de AMPc en el asa ascendente gruesa de Henle y aumenta el transporte de
NaCl (2; 8; 82; 87; 131; 183), por lo que se pensd que quiza hacia falta algun factor.
subunidad o proteina en los ovocitos inyectados con CSB1-L que permitiera la
activacion de este cotransportador con AMPc. Con el conocimiento de que la isoforma
corta CSB1-S esta presente junto con CSB1-L en las céiulas del asa ascendente
gruesa de Henle (Figura 12 y Figura 13) y con la idea de que pudiera afectar de alguna
manera la funcidon de CSB1-L, Plata y colaboradores (152) estudiaron la captacién de
22Na* dependiente de bumetanida en ovocitos inyectados con ambas isoformas. Se
observo que la estimulacion del CSB1-L por AMPc requiere de la coexpresion con la
isoforma CSB1-S. En la figura 15 se muestra la captacion de ?2Na” en ovocitos
inyectados con RNAc de CSB1-L y coinyectados con RNAc de CSB1-L y CSB1-S. La
coinyeccion de CSB1-S con CSB1-L resulta en disminucion significativa de la funcion
de CSB1-L, efecto que fue revertido al agregar AMPc + IBMX al medio de incubacién.

El efecto negativo de CBS1-S sobre CSB1-L. es dosis dependiente ya que a mayor
concentracion de CSB1-S se observé menor funcidn de CSB1-L. Asi mismo, se
observd que este efecto es especifico ya que no se reproduce al coinyectar CSB1-L.
con RNAc no relacionado, como renina o el canal shaker de potasio. Por lo tanto, Plata
y colaboradores (152) propusieron que el efecto de AMPc sobre CSB1-L depende de la
presencia de CSB1-S, mediante un modelo de efecto negativo dominante, en el que la
actividad de transporte por CSB1-L esta reducida por la presencia de CSB1-S. El
efecto negativo de CSB1-S es modulado por fosforilacion dependiente de AMPc (152).

€l trabajo de Piata y colaboradores (152) representa el primer acercamiento hacia el
mecanismo molecular por e! cual las hormonas que actuan a través de receptores
acoplados a proteinas G, como vasopresina a través de los receptores V2 en el asa
ascendente gruesa de Henle, aumentan la reabsorcion de NaCl. Debido a que CSB1-S
se expresa exclusivamente en vesiculas submembranales (134), una de las posibles
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Figura 15, Efecto de CSB1-S sobre la funcién de CSB1-L en p iayen ia de

AMPCc+IBMX. La captacién de ’Na” en ovocitos inyectados CSB1-L. es significativamente
mayor que la observada en ovocitos control inyectados con agua, misma que no es afectada en
presencia de AMPc+IBMX (primera barra negra). Los ovocitos coinyectados con CSB1-L y
CSB1-S disminuyen la captacion de *Na’ efecto revertido en presencia de AMPC+IBMX
(segunda barra negra)

explicaciones es que el efecto negativo dominante de CSB1-S sobre CSB1-L implique
regulacidn del trafico de CSB1-L a la membrana plasmatica, afectando la expresion del
cotransportador de Na”:K*:2CI" en la superficie det ovocito y por Io tanto su actividad.
En la presente tesis nos propusimos profundizar en el estudio de las propiedades
funcionales de las isoformas CSB1-L y CSB1-S del gen SLC12A1, para lo cual se
generaron tres hipdtesis.
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HIPOTESIS
1. La isoforma corta CSB1-S disminuye la actividad del cotransportador de Na*:K*:2Cr

mediante la regulacién a nivel de trafico de vesiculas.

2. La isoforma truncada del cotransportador de Na":K':2CI°, CSB1-S, es un

cotransportador de Na*:ClI" sensible a bumetanida.

3. Las isoformas A, B y F del cotransportador de Na":K™:2ClI' (CSB1-L) presentan
diferencias cinéticas, farmacolégicas y funcionales, que correlacionan con las
caracteristicas fisioldgicas y estructurales del asa ascendente gruesa de Henle.

OBJETIVOS

I. Caracterizar los efectos de la activacidén de la proteina cinasa A (PKA), sobre la
funcion de transporte y la expresién en membrana plasmatica, de CSB1-L en ausencia
y presencia de CSB1-S.

1. Caracterizar las propiedades funcionales y de regulaciéon de la isoforma CSB1-S.

lll. Determinar las caracteristicas cinéticas, farmacologicas y funcionales de las
isoformas A, B y F de CSB1-L.
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METODOLOGIA

E! presente trabajo incluye técnicas de biologia molecular y analisis de la expresion
funcional y de la expresion en membrana plasmatica de las isoformas de CSB1, en
ovocitos de la rana Xenopus laevis.

La protelna verde fluorescente

Para analizar y cuantificar la expresion de la proteina CSB1 en la membrana
plasmatica, se usé la proteina verde fluorescente conocida como EGFP por sus siglas
en inglés Enhanced Green Fluorescent Protein. Esta proteina EGFP es una variante
mutante de la proteina GFP, que genera fluorescencia 4-35 veces mas brillante que la
proteina GFP silvestre (30) y se encuentra insertada en el vector pEGFP-C1.

La proteina GFP (Green Fluorescent Protein) es una proteina extraida de la medusa
bioluminiscente Aequorea victoria. La luz es producida cuando |a energia es transferida
de la fotoproteina aeoquorina (activada por calcio), a la proteina verde fluorescente
(209; 174). Asi, la proteina GFP funciona como un sistema genético reportero que al
ser expresado en células procariontes o eucariontes e iluminado con luz azul o
ultravioleta, genera fluorescencia verde brillante. La fluorescencia de GFP es
independiente de la especie, ya que Nno requiere cofactores, sustratos o productos
génicos adicionales de Aequorea victoria.

El croméforo GFP consiste en un
tripéptido cidlico derivado de Ser-
Tyr-Gly en la secuencia primaria
de la proteina y fluoresce solo
cuando se encuentra en la
secuencia completa de la proteina
GFP. De! polipéptido completo de
238 aminodcidos, los aminoacidos
7-229 son necesarios para la

3 250 @ o PR o «o fluorescencia. La proteina GFP
Figura 18. Picos de emisioén y excitacién de EGFP silvestre absorbe luz ultravioleta y
azul con un pico maximo de
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absorbencia a 395 nm y un pico menor a 470 nm y emite luz verde con un pico Maximo
a 509 nm y con un hombro a 540 nm.

La proteina EGFP tiene dos sustituciones de aminoacidos Phe64Leu y Ser65Thr. Estas
mutaciones en el croméforo cambian el pico maximo de excitacidon a 490 nm y el pico
maximo de emision permanece en 509nm (Figura 16). La proteina EGFP ha mostrado
ser una herramienta Util en el analisis de la expresién de proteinas en la superficie de
membrana expresadas en sistemas de expresidon heterdlogo como los ovocitos de
Xenopus laevis (28; 29: 51; 104), y células en cultivo (150).

Generacién de la clona CSB1-L-EGFP

Para el analisis de la expresion de CSB1-L en la superficie de los ovocitos de Xenopus
laevis, la proteina EGFP fue insertada en el extremo amino terminal de CSB1 (Figura
17). La construccién CSB1-L-EGFP se obtuvo de la siguiente manera. La secuencia de
DNA que codifica para el cotransportador de Na':K™:2CI" fue liberada del plasmido
pSPORT1, mediante digestién con las enzimas de restriccion Sa/ | (extremo 5°) y Not |
(extremo 3’). El DNAc digerido se corrié en un gel de agarosa (Apéndice A), la banda
de 4462 pb correspondiente a CSB1-L fue purificada a partir del gel con el estuche
comercial ‘Gel Purification Kit' de Quiagen, siguiendo las instrucciones del fabricante y
resuspendido en 30 pl de agua. Posteriormente fue ligado con la enzima ligasa T4 a
16°C. en el plasmido pSPORT2, el cual habia sido previamente digerido con las
enzimas Sa/ | y Not |. De esta manera fue posible tener enzimas de restriccion
flanqueando la secuencia de CSB1-L en los extremos 5 y 3' no transcritos, que
coincidieran con enzimas de restriccion presentes en el sitio de muticlonamiento del
vector pEGFP-C1.

El DNAc correspondiente al cotransportador de Na*:K*:2CI" fue liberado nuevamente
de! plasmido pSPORT2 con las enzimas Sal/ | (extremo 5') y Kpn | (extremo 3’) vy la
banda de 4492 pb fue purificada a partir del ge! de agarosa y posteriormente ligada en
el plasmido pPEGFP-C1, el cual habia sido previamente digerido con las enzimas Sal/ly
Kpn 1.

Como resuitado de esta ligaciéon se obtuvo el plasmido pEGFP/CSB1-L, que contenia el
inserto de la secuencia para el cotransportador de Na®":K":2C!l" unido al extremo 3'
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(carboxilo terminal) del DNA que codifica para la proteina verde fluorescente EGFP. El
DNAc que contenia la region codificante de EGFP y parte de CSB1-L fue extraida del
plasmido pEGFP-C1 por medio de digestion con las enzimas de restriccion Age | y Nsi
I. Con esta digestibn se obtuvo un fragmento de DNA de 1339 pb que correspondia a la
secuencia completa de EGFP (769 pb entre Age | y Sal/ l) y a 570 pb del inicio de la
secuencia de CSB1-L (de Sal | a Nsi 1). El DNAc digerido se corrid en un gel de
agarosa, la banda de 1339 pb fue purificada y posteriormente, mediante reaccion de
figacion, fue insertado nuevamente en el plasmido pSPORT1-CSB1-L digerido
previamente con Age | y Nsi . Finalmente se obtuvo la construcciéon pSPORT1/EGFP-
CSB1-L. representada en la figura 17, o cual fue comprobado con mapas de restriccion
usando diferentes enzimas de restriccion y con secuenciacion.

CcsSB1-L
Inserto
EGFP.CSB1-L
3’
PSPORT1
s5°
EGFP
werde EGFP, on ol

Q! 17. La
de CSB1-L

Para insertar la secuencia de EGFP a la isoforma corta CSB1-S, la clona
PSPORT1/EGFP-CSB1-L fue digerida con las enzimas de restriccion Age | y Nsi | para
liberar el fragmento de DNA de 1339 pb correspondiente a {a secuencia completa de
EGFP y parte de la secuencia de CSB1-L. El DNAc digerido fue purificado y mediante
reaccion de ligacion fue insertado en el plasmido pSPORT1-CSB1-S digerido
previamente con Age | y Nsil. Asi se obtuvo el plasmido pSPORT1/EGFP-CSB1-S.
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Se transformaron células ultracompetentes de Escherichia coli XL.10-Gold (Strategene)
mediante choque térmico con el DNA de pSPORT1/EGFP-CSB1-L y pSPORT1/EGFP-
CSB1-S (Apéndice B), para obtener suficiente DNA con la realizacion de minipreps
(Apendice C).

Determinacion de la expresion en membrana plasmatica

Para estudiar la presencia en la membrana plasmatica de CSB1-1.-EGFP y el efecto de
CSB1-S sobre ésta, el RNA complementario (RNAc) de CSB1-L-EGFP fue sintetizado
a partir del DNAc e inyectado en ovocitos de Xenopus laevis.

Para sintetizar RNAc, el DNAc se linearizé en el extremo 3' con la enzima de restriccion
Xba | (Apéndice D). E! RNAc fue sintetizado in vitro utilizando la enzima T7 RNA
polimerasa, con el estuche comercial ‘mMessage mMachine' de Ambion, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Apéndice E). La calidad del RNAc se comprobé mediante
electroforesis en gel de agarosa/formaldehido (Apéndice F) y la cantidad determinada
por espectofotometria de acidos nucleares a 260 nm,

Los ovocitos maduros extraidos y defoliculados de ranas hembras adultas Xenopus
laevis (Apéndice G) fueron inyectados con 50 nl de agua que contenia 25 ng de RNAc
de CSB1-L-EGFP en ausencia o presencia de diferentes cantidades de RNAc de
CSB1-S (de O a 50 ng por ovocito). En cada experimento se inyectaron ovocitos con 50
nl de agua o con 25 ng de RNAc de CSB1-L (sin EGFP) como control. Después de la
inyeccion, los ovocitos fueron incubados durante 4-5 dias a 16°C en NDS6
suplementado con 2.5 mM de piruvato de Na® como fuente de energia y Sug/m! de
gentamicina para prevenir contaminacién bacteriana, tiempo suficiente para la
produccién e insercién de la proteina en la membrana. El medio de incubacién se
cambié todos los dias. Los ovocitos fueron analizados en el microscopio confocal, en
solucidn Ringer ligeramente hipotdnica (150 mOsm) (Apéndice G).

Para analizar la fluorescencia emitida por la proteina EGFP, cada uno de los ovocitos
inyectados fue analizado con un microscopio confocal de barrido Carl Zeiss LSM510,
con objetivo 10x, usando una longitud de onda de excitacidon de 488 nm (laser idnico
multilinea de argén) y registrando la emisidon con un filtro de 505 nm. La
autofluorescencia en los ovocitos inyectados con agua fue minimizada ajustando los
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parametros de contraste y brillo a un tamarno de pinhole constante. Estos parametros
fueron usados para analizar la fluorescencia de CSB1-L-EGFP en todos los ovocitos
estudiados.

La fluorescencia en la membrana plasmaética fue cuantificada en secciones a nivel del
ecuador del ovocito, usando 2l programa para analisis de imagenes SigmaScan Pro
(Jandel Scientific).

En 1a microscopia confocal de barrido el haz de fuz, llamado laser, ‘corta’ la imagen del
objeto en rebanadas de micras de espesor, recogiendo el contenido de la imagen de la
materia excitada por la luz y transformandola en sefales digitales. En el microscopio
confocal son usados mecanismos dirigidos por rayos de |luz para escanear el
espécimen observado punto por punto. Una pequefa region es iluminada mediante una
fuente de laser que provee una alta intensidad de luz incidente sobre el objeto
observado, el cual a su vez emite luz en forma de fluorescencia. La sefial resultante es
captada en un punto a la vez, por un tubo fotomultiplicador. La apertura foca! de la lente
del microscopio esta estratégicamente colocada enfrente de este detector en un plano
conjugado (condicién denominada confocal), de manera que el punto iluminado esta en
foco mientras que se filtra e ignora toda luminosidad que esté fuera de foco. E! conjunto
de sefales puntuales, con un increible grado de nitidez y profundidad de campo,
ingresa a la memoria de la computadora. Alli ésta las ordena para reconstruir 1a imagen
total, la que finalmente se presenta al observador con procedimientos estandar de
video.

Los resultados obtenidos en los analisis de expresion en membrana plasmatica estan
representados en graficas de barras, cada una de las barras es un grupo de ovocitos,
inyectados con RNAc de CSB1-L-EGFP o coinyectados con RNAc de CSB1-L-EGFP y
CSB1-S. Los grupos control inyectados con agua han sido eliminados de las graficas
para facilitar su comprensién y su comparacion con las graficas de expresién funcional.
Sin embargo, es importante aclarar que en todos los experimentos realizados el grupo
de ovocitos control, inyectado con agua, no presentaba fluorescencia que pudiera ser
detectada en la membrana plasmatica. En el eje de las ordenadas (Y) se muestra la
media % el error estandar de la fluorescencia cuantificada en unidades arbitrarias. Las
pruebas estadisticas usadas para analizar los resuitados obtenidos fueron analisis de
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varianza de una via (ANOVA), con multiple comparacion usando las pruebas de
correccion de Bonferroni; y la comparacion entre el mismo grupo de ovocitos expuestos
a diferentes condiciones fue realizada por la prueba t de Student pareada.

Determinacion de la expresion funcional

Para analizar y comparar actividad y expresion en la membrana plasmatica del
cotransportador de Na*:K*:2ClI', se realizaron experimentos de expresion funcional de
CSB1-L junto con los anadlisis de fluorescencia de CSB1-L-EGFP, en ovocitos
provenientes de la misma rana. Esto con el fin de obtener datos sobre la interaccion de
las isoformas larga y corta de CSB1, realizados con captacion de %Rb* y con RNAc
sintetizado al mismo tiempo.

Como el CSB1-L. es un cotransportador electroneutro, no es posible utilizar la
determinacion de potencial transmembranal ya que la translocacion de iones no tiene
ningun efecto sobre ésta. Por este motivo medimos la expresion funcional mediante la
captacién de isétopos radioactivos como el 8°Rb”, el cual atraviesa la membrana celular
por las mismas vias de transporte que el potasio.

Los experimentos de expresion funcional (Apéndice H) se llevaron a cabo en grupos de
10-15 ovocitos inyectados con RNAc de CSB1-L, a razoén de 50 nl por ovocito de una
solucion a 0.5 ug de RNAc/ul (25 ng por ovocito). En experimentos de co-inyeccién se
inyectaron ovocitos con S0 nl de una solucion con 25 ng de RNAc de CSB1-L y
diferentes cantidades de RNAc de CSB1-S. Los ovocitos control fueron inyectados con
50 ni de agua por ovocito. Cuatro dias después, la captacién de 86Rb* fue medida con
el siguiente protocolo: 30 minutos de incubacién en una solucién ligeramente hipotdnica
(150 mOsm) sin CI- y K*, en presencia de cuabaina, seguida de captacion de una hora,
a una temperatura de 32°C, en una solucion Ringer ligeramente hipoténica (150
mOsm) en presencia de ouabaina y con 2.0 uCi/m! de 8Rb*. La ouabaina se utilizé
para bloguear la entrada de ®*Rb* via la bomba de Na*:K* ATPasa. Para determinar la
captacion especifica por el CSB1 se incubd un grupo paralelo, en presencia de 100 uM
de bumetanida, inhibidor especifico del cotransportador de Na™:K':2Cr. La ligera
reduccion en la osmolaridad se utiliza porque los ovocitos de Xenopus laevis expresan
el CSB2 que es completamente inhibido por la hiposmolaridad (55; 184).
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Terminada la hora de captacidn los ovocitos fueron lavados en solucidn de captacion
fria y la radioactividad acumulada por ovocito se determind por centelieo liquido en
ovocitos lisados en SDS al 10%.

Los resultados obtenidos en los experimentos de expresion funcional estan
representados en graficas de barras, cada una de las cuales es un grupo de ovocitos,
inyectados con RNAc de CSB1-L o coinyectados con RNAc de CSB1-L y CSB1-S. En
todos los experimentos los ovocitos inyectados con RNAc de CSB1-L presentaron
incremento significativo en la captacion de 86Rb* en relacion con el grupo de ovocitos
control inyectado con agua, misma que fue inhibida en un 95% en presencia de
bumetanida. Por lo tanto, los grupos control inyectados con agua, asi como los grupos
en presencia de bumetanida, han sido eliminados de las graficas para facilitar su
comprension y su comparacién con las gréficas de expresion en la superficie det
ovocito. En el eje de las ordenadas (Y) se muestra la media + el error estandar de la
captacion de 86Rb* expresada como nmol/ovocito/h. Las pruebas estadisticas usadas
para analizar los resultados obtenidos fueron analisis de varianza de una via (ANOVA),
con multiple comparacién usando las pruebas de correcciéon de Bonferroni.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se dividen en tres partes, concordantes con las hipotesis y objetivos, y
han sido reportados en los articulos correspondientes:

1. El andlisis de la interaccién de las isoformas larga y corta del gen SLC12A1
{(Apéndice J; Meade P. et al, 2003 Am J Physiol Renal Physiol) (128).

2. El anidlisis de la funcion independiente de la isoforma corta (Apéndice J; Plata C. et
al, 2001 Am J Physiol Renal Physiol) (151).

3. El analisis de las propiedades funcionales de las tres isoformas A, B y F del
cotransportador de Na*™:K":2CIl” (Apéndice J; Plata C. et al, 2002 J Biol Chem) (153).
Los resultados correspondientes a la primera parte de la tesis se describen en detalle a
continuacién. Estos resultados corresponden al articulo publicado como primer autor.
En la segunda y tercera parte de la tesis trabajé activamente en colaboraciéon con otros
miembros del laboratorio. Los articulos correspondientes se encuentran en el apéndice
J y en esta seccidn se presenta un resumen de cada una de ellas. En el articulo acerca
de la caracterizacidon de CSB1-S como cotransportador de Na*:ClI' sensible a
bumetanida, trabajé en los experimentos de expresioén funcional, mientras que en el
articulo de las propiedades funcionales de las Isoformas A, B y F de CSB1-L participé
en el estudio de la expresidn en membrana plasmatica. Todos estos resultados son
parte del estudio de las caracteristicas moleculares y funcionales del cotransportador
de Na*":K*":2CI".

Interaccion de CSB1-L y CSB1-S

E! cotransportador apical de Na”:K":2CI" sensible a bumetanida (CSB1) es la principal
via para reabsorcién de sal en el asa ascendente gruesa de Henle. El gen de CSB1 de
ratdn da origen a dos isoformas que difieren en la longitud y secuencia del extremo
carboxilo terminal: una larga (CSB1-L), que codifica para el cotransportador de
Na*:K*:2Cl" y otra corta (CSB1-S), que ejerce un efecto dominante negativo sobre la
funcion del CSB1-L, efecto que puede ser revertido por la activacidon de la proteina
cinasa A (PKA) con AMPc, sugiriendo que la interaccion entre ambas isoformas es
necesaria para !a regulacion de CSB1-L por vasopresina.
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Con el objetivo de estudiar mas a fondo los mecanismos de la interaccion entre CSB1-L
y CSB1-S, centramos nuestro interés en determinar no solamente la actividad funcional
del CSB1-L, sino también la expresion en la superficie de la membrana plasmatica de
ovocitos de Xenopus laevis, para poder correlacionar funcidn con presencia en la
membrana. Esto con el fin de probar la hipétesis de que la reduccion en la funcion de
CsB1-L en presencia de CSB1-S es secundaria a la disminucion de CSB1-L en ia
membrana plasmatica dei ovocito.

Expresién en membrana plasmatica de CSB1-L-EGFP
Al analizar ovocitos inyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L-EGFP, en el
microscopio confocal, se observdé fluorescencia presente exclusivamente en la
superficie del ovocito (Figura 18b). Los ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP fueron
excitados a 488 nm y la fluorescencia emitida fue registrada a 505 nm. Los ovocitos
control, inyectados con agua o con CSB1-L (sin EGFP) no mostraron fluorescencia
alguna al ser analizados con los mismos parametros (Figura 18a).
Con e fin de determinar si la
fluorescencia registrada en los ovocitos
inyectados con CSB1-L-EGFP
correspondia a la presencia en la
membrana plasmatica del
Control CSB1-L-EGFP cotransportador. Se analizé Ila (.=°-
localizacion en membrana plasmatica
s Iayectady com COEI L LGP Ovocng  de CSB1-L-EGFP y del marcador rojo
3:";:‘ K‘é’?,‘i'aé’s‘fm-bee“;?p‘?é)" ovocilo inyectado  fluorescente de lipidos de membrana N-
(3-triethyl ammonium propyl) -4-(6-(4-
{diethylamino)phenyl)hexatrienyl) pyridinium dibromide, FM 4-64.

FM 4-64 es un fluoroforo lipofilico que ha sido usado para medir expresion en la
membrana plasmatica de otros transportadores, incluyendo el cotransportador de
Na*:Cl' sensible a tiazidas (CST) que pertenece a la misma familia de proteinas (92;
102; 103). El FM 4-64 posee las propiedades Optimas para ser un marcador de
membrana fluorescente. FM 4-64 se une a la capa externa de lipidos de la membrana
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piasmatica y satura los sitios de union en ~50 segundos. Se mantiene unido a la
membrana plasmatica mientras esté presente en el medio de incubacién a una
concentracién suficientemente alta. Es muy fluorescente en ambientes lipidos, no
penetra !la membrana plasmatica y no es citotoxico, por lo cual cuenta con las
caracteristicas para ser un marcador ideal de membrana plasmatica en células vivas.
Los ovocitos inyectados con RNAc de CSB1-L-EGFP fueron incubados a 4°C en
presencia de FM 4-64 (2 yM). La baja temperatura fue usada para inhibir la endocitosis
de FM 4-64, y asl asegurar que la fluorescencia provenia del marcador iocalizado en la
membrana plasmatica (103). La fluorescencia emitida por FM 4-64 en ios ovocitos fue
registrada con un filtro de 650 nm en ovocitos excitados con longitud de onda de 543
nm, la filuorescencia de FM 4-64 es indetectable a longitudes de onda menores a 580
nm.

CSB1-L-EGFP FM 4-64 Superimposicién

Figura 19. Coexpresion de CSB-L-EGFP con el de de Fat 4-

Como muestra la figura 19, la fluorescencia de FM 4-64 obtenida a 4°C en el mismo
ovocito inyectado con CSB1-L-EGFP se observa en color rojo. La fluorescencia
especifica de FM 4-64 fue detectada en la superficie del ovocito de manera similar que
la fluorescencia especifica de CSB1-L-EGFP (en verde) y la superimposicion de las dos
imagenes genera una sefial amarilla. indicando colocalizacion de FM 4-64 y de |a
proteina CSB1-L-EGFP. Se observé colocalizacion en la superficie >99% de FM 4-64 y
CSB1-L-EGFP en todos los ovocitos analizados. La correspondencia entre la
fluorescencia observada a 488 nm correspondiente a CSB1-L-EGFP y la observada a
650 nm corespondiente a FM 4-64, indico que la fluorescencia cuantificada en ovocitos
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inyectados con RNAc de CSB1-L-EGFP era, en efecto, presencia en membrana
plasmatica del cotransportador de Na*:K*:2CI".

Con el microscopio confocal ia fluorescencia intracelular de EGFP, en ovocitos de
Xenopus laevis, no es detectada, ya que el laser no penetra células tan grandes y de
ser asi, la distribucidn de la senal de EGFP en células grandes es tan difusa que cae
bajo los niveles de deteccidn (3). Ademas, para descartar la posibiidad de que
estuviéramos detectando fluorescencia de EGFP en vesiculas submembranales,
también analizamos la fluorescencia en ovocitos inyectados con RNAc de la isoforma
corta CSB1-S-EGFP. CSB1-S no es capaz de llegar a la membrana plasmatica y
permanece en vesiculas submembranales en ovocitos de Xenopus laevis incubados en
condiciones isoténicas (151). En los ovocitos inyectados con CSB1-S-EGFP no se
detecté fluorescencia especifica de EGFP, con el microscopio confocal, al ser
analizados en las mismas condiciones
que CSB1-L-EGFP (Figura 20a). La
ausencia de fluorescencia en la
superficie de los ovocitos inyectados
con CSB1-S-EGFP no fue debida a la
falta de expresion de la proteina, ya que

CSB1-S-EGFP como se observa en la figura 20b la

s proteina CSB1-S-EGFP fue detectada
Figura 20. CSB1-S-EGFP. Imagen re, sentativa L .
dellun ovocito inyectado con RNAC 5’:’(;591-5_ con analisis de Western blot (Apéndice
EGFP . Analisis de western blot en ovocitos .
yaciaor con COB1 S.EGRP, CSBI-Sy sgua by, ) usando un anticuerpo monoclonal

dirigido contra GFP.
Para demostrar que la fluorescencia de CSB1-L-EGFP representa expresion del
cotransportador de Na*:K":2Ci" en la membrana plasmatica de los ovocitos, estudiamos
ia correlacion entre la expresién de CSB1-L-EGFP en la superficie del ovocito y la
expresién funcional de CSB1-L (Figura 21). La actividad del cotransportador de
Na*:K*:2CI" fue medida como captacion de 9%Rb* (nmol/ovocito/h) en ovocitos
inyectados con concentraciones crecientes de RNAc de CSB1-L (3-25 ng). Como
muestra la figura 21, se observé incrementd en la captacion de °Rb*, en funcion de ia
cantidad de RNAc inyectado en los ovocitos, alcanzando |la fase de meseta alrededor
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de 20 ng/ovocito de RNAc de CSB1-L. La expresion en la superficie de CSB1-L-EGFP
se analizé de igual forma, en ovocitos inyectados con concentraciones crecientes de
RNAc de CSB1-L-EGFP (3-25 ng). La fluorescencia se cuantificd en wunidades
arbitrarias y aumentd de manera similar, en funcion de la cantidad de RNAc inyectado,
alcanzando la fase de meseta alrededor de 20 ng/ovocito de RNAc de CSB1-L-EGFP.
Para construir la figura 21 se analizaron aproximadamente 20 ovocitos por grupo de
dos diferentes ranas.

Al inyectar cantidades similares de RNAc de CSB1-L-EGFP o de CSB1-L, se observé
correlacién entre la funcidn del cotransportador de Na”:K™:2Cl" y la expresién en
membrana plasmatica de la proteina CSB1-L-EGFP.

Todos estos resultados indicaron que la fluorescencia de EGFP detectada en la
superficie de ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP era predominantemente expresién
del cotransportador en la membrana plasmatica.
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Figura 21. Dosis di yla

del cotransportador de Na*:K" .zc:. La expreslén enla membrana plasmatica de CSB1-L-
EGFP (circulos negros) es como en ur
arbitrarias y corresponde al eje de {a izquierda. La actividad da CSB1 L (clrculos blancos) es
expresada como captacién de 85Rb* en nmol/ovocitoh y corresponde al eje de la derecha.
Cada punto representa el promedio £+ SEM de 20 ovocitos
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Efecto del AMPc sobre la expresién en brana pl. atica y la funcion de CSB1-L
En estudios anteriores se habia demostrado que el inyectar ovocitos de Xenopus laevis
con RNAc de CSB1-L resulta en un incremento en !a captacion de ?Na* que no es
afectada con la activacion de la proteina cinasa A (PKA) con AMPc (152; 153). Como
primer paso en el estudio de la interaccion de las isoformas larga y corta de CSB1. se
estudio el posible efecto del AMPc, ahora sobre la expresion en la membrana
plasmatica del CSB1-L-EGFP.
Para determinar el efecto del analogo permeable de AMPc, dibutiril-AMPc (1 mM) y del
inhibidor de ias fosfodiesterasas isometil-butirii-metilxantina IBMX (1 uM), sobre la
presencia de la proteina CSB1-L-EGFP en la membrana plasmatica de ovocitos de
Xenopus laevis, varios grupos de ovocitos se analizaron antes y después de 30
minutos de exposicibn a AMPc + IBMX. Como se observa en las imagenes
representativas de la Figura 22, no hubo cambio alguno en la intensidad de la
fluorescencia después de la activacion de la PKA. Los resultados obtenidos después de
analizar la expresién en membrana
o1 plasmatica de CSB1-L-EGFP en
ausencia y en presencia de AMPc +
IBMX, en 80 ovocitos de cinco
diferentes ranas, estan representados
en la Figura 23a. La intensidad de

fluorescencia en ovocitos inyectados

Figuea 22. de
inyectados con CSB1-L-EGFP. En ausendia (a) y con CSB1-L-EGFP fue 37.5 = 3.1 UA

en prasencia da AMPc + IBMX (b) antes y 35.8 £+ 5.8 UA después de
anadir AMPc + IBMX (p=NS).

Estos resultados correlacionaron con la actividad del cotransportador medida como
captacion de %°Rb° en ovocitos inyectados con RNAc de CSB1-L, en ausencia y
presencia de AMPc + IBMX. Como muestra la figura 23b y en concordancia con
nuestras previas observaciones (152), 1a actividad de CSB1-L no fue afectada al anadir
el analogo permeable de AMPc, junto con el inhibidor de fosfodiesterasas IBMX al
medio extracelular (15.8 + 0.7 nmoYovocito/h en ausencia vs. 17.4 £ 1.4 nmol/ovocito/h
en presencia de AMPc + IBMX, p=NS). Por o tanto, la expresion en membrana
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plasmatica y la expresion funcional del cotransportador de Na*:K*:2CI", inducida por la
expresién heterbloga de la isoforma CSB1-L no fue afectada con la activacion de PKA
con AMPc + IBMX.
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FIGURA 23. Efecto de la activacién de la PKA sobre la expresién en membrana plasmaitica
¥ la actividad del cotransportador de Na":K’:2CI'. A: Analisis de la intensidad de fluorescencia
de ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP, antes (barra blanca) y después (barra negra) de
exposicién a AMPc + IBMX. B. Captacién de *Rb* sensible a bumetanida en grupos de ovocitos
inyectados con CS81-L en ausencia (barra blanca) y presencia (barra negra) de AMPc + IBMX.
Cada barra representa el promedio + SEM de 80 ovocitos

Coexpresion de las isoformas larga y corta de CSB1 y la requlacién por AMPc

En el asa ascendente gruesa de Henle, las isoformas CSB1-L y CSB1-S se expresan
en ja membrana apical (134) y en ovocitos de Xenopus laevis, la isoforma corta CSB1-
S inhibe la funcién del cotransportador de Na*:K":2CI', efecto que puede ser revertido al
activar la PKA con AMPc + IBMX (152).

Estos resultados sugirieron que el mecanismo a través del cual la vasopresina estimula
la reabsorciéon de NaCl en el asa ascendente gruesa de Henle, involucra la interaccion
de CSB1-L y CSB1-S y asl, sugirieron la posibilidad de que el efecto negativo
dominante de CSB1-S sobre CSB1-L implica regulacién del trafico de CSB1-L a la
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membrana plasmatica, afectando la expresion del cotransportador de Na™:K™:2Cl" en la
superficie del ovocito y por lo tanto su actividad.

Con el fin de conocer mas a fondo el mecanismo por el cual CSB1-S regula a CSB1-L

en un fenémeno dependiente de AMPc, analizamos los efectos de CSB1-S sobre la

expresion en membrana plasmatica de CSB1-L. Asi, estudiamos la intensidad de

fluorescencia en ovocitos inyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L-EGFP, solo o con

25 ng de RNAc de CSB1-S. En la figura 24, se presentan ejemplos de un ovocito

inyectado con CSB1-L-EGFP (Figura 24a) y de un ovocito coinyectado con CSB1-L-~

EGFP y CSB1-S (Figura 24b), como se observa ctaramente, la intensidad de

fluorescencia es menor en el ovocito coinyectado con CSB1-L-EGFP y CSB1-S en

comparacion con el ovocito inyectado unicamente con CSB1-L-EGFP. Después de

analizar 100 ovocitos por grupo

A provenientes de seis ranas

diferentes. los resultados obtenidos

se muestran en ia Figura 25a, los

ovocitos coinyectados con CSB1-L-

EGFP y CSB1-S mostraron fluo-

CSB1-L-EGFP CSBC1'SLB'$_(3$FP * rescencia significativamente menor
al comparardos con los ovocitos

[ 24. Ll i de i

de Xenopus laavis. Ovocilo coinyectado con RNAc de inyectados con CSB1-L-EGFP (42.9

CSB1-L-EGFP (a) y ovocilo inyectado con RNAc de

CSBILEGFPy CSBI.S (b) * 35 UA y 739 = 53 UA

respectivamente, p<0.01).

También se midi6 la captacion de %°Rb* en el mismo grupo de ovocitos de Xenopus
laevis inyectados con RNAc de CSB1-L solo o junto con RNAc de CSB1-S (Figura
25b). Consistente con la reduccion en la expresion en la superficie de CSB1-L-EGFP
inducida por CSB1-S, el analisis funcional en 100 ovocitos por grupo, confirmé una
reduccidn significativa en la captacion de ®°Rb* en ovocitos coinyectados con 25 ng de
RNAcC de CSB1-L y 25 ng de RNAc de CSB1-S (7.76 £ 0.5 nmol/ovocito/h), comparado
con los valores obtenidos en ovocitos inyectados unicamente con RNAc de CSB1-L
{15.8 + 0.7 nmol/ovocito/h, p<0.01).
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Los resultados obtenidos hasta ei momento demuestran que la isoforma corta del
cotransportador apical de Na*:K*:2Cl" induce una reduccién en la expresiéon en la
membrana plasmatica del cotransportador, que resulta en una reduccién en la funcion
del cotransportador.
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FIGURA 25. CSB1-S v b4 ll del
cotransportador de Na* 'K‘~2CI AL Anéllsns de 1a Intensldad de fu cia en

inyectados con CSB1-L-EGFP (barra blanca) y con CSB1-L-EGFP/CSB1-: S (barra negra)
**p<0.01 vs. CSB1-L-EGFP. B: Captacién de %°Rb° sensible a bumetanida en ovocitos
inyectados con CSB1-L (barra blanca) y con CSB1-L/CSB1-S (barra negra) *p<0.01 vs. CS81-
L. Cada barra representa el promedio * SEM de 100 ovocitos.

La reduccion en la expresion de CSB1-L-EGFP en la membrana plasmatica de! ovocito
y en la actividad de CSB1-L, mostré un comportamiento similar en relacion con la
cantidad de RNAc de CSB1-S coinyectado. Cuando inyectamos ovocitos con 25 ng de
RNAc de CSB1-L-EGFP junto con cantidades crecientes de RNAc de CSB1-S, de 6 a
50 ng/ovocito, se observd una disminucion significativa y dosis dependiente en la
intensidad de fluorescencia (Figura 26a). analizando 50 ovocitos provenientes de §
ranas diferentes. Un patron similar de inhibicidon dosis dependiente se obtuvo como
resultado en los experimentos de expresion funcional, realizados en las mismas
condiciones (Figura 26b), en ovocitos coninyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L
junto con cantidades crecientes de RNAc de CSB1-S, de 6 a 50 ng/ovocito.

51

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




N
]
J

A B
. 40 £ 20
S -
1 x
2 304 Py 15 o
g 2%
g -~ .3 = -,
o
g 20 ;g 10 -
& €3
10 4 - T 8— 5 s
©
LE o J
€SA1-3 (nglavocio) o L 2 25 37 50 o a 12 25 37 S0
FIGURA 28. del o de CSB1-S L] tador
de Na®:K': 2Cl A. Analisis de la inlenscuad de lluofescer\da en ovocitos inyectados con CSB1-
L-EGFP solo (yunlo con cor es ontes de CSB1-S **p<0.01 vs. CSB1-L-EGFP. B:
Captacion de sensible a bumetanida en ovocitos inyectados con CSB1-L solo o junto con

concenraciones crecientes de CSB1-S. *p<0.01 vs. CSB1-L. Cada bama representa et

promadio + SEM de 50 ovocitos.

Dada la reduccidn en la expresion en membrana plasmatica y en la actividad del
cotransportador de Na*:K*:2CI" inducida por CSB1-S en ovocitos de Xenopus laevis,
estudiamos el efecto del AMPc + IBMX sobre la intensidad de fluorescencia y la
captacion de °Rb* en ovocitos coinyectados con ambas isoformas.

Al analizar ovocitos coinyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L-EGFP y 25 ng de

RNAc de CSB1-S, antes y después
de 30 minutos de exposicion a
AMPc + IBMX, se observdé un
incremento claro en la intensidad de
fluorescencia en los ovocitos
después de adadir AMPc + IBMX,
Como se observa en la Figura 27,
donde se muestra la imagen dei
mismo ovocito antes y después de
ser expuesto a AMPc + IBMX. Con

FIGURA 27.
coinysctado con CSB1-L-EGFP y mi-s. Ovocito
coinyectado con RNAC de CSB1-L-EGFP y CSB1-S en
a ia (a)y en pr de AMPc +iIBMX (b)
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el analisis de 40 ovocitos de 3 diferentes ranas, obtuvimos los resultados graficados en
ia Figura 28a. La reduccién en la expresion en membrana plasmatica de CSB1-L-EGFP
en ovocitos coinyectados con CSB1-S fue parcialmente revertida al afnadir al medio de
incubacion AMPc + IBMX (30.3 + 4.8 UA antes vs. 49 + 7.1 UA después de AMPc +
IBMX p<0.01).

Como se muestra en la figura 28b, resultados similares fueron obtenidos al estudiar la
actividad en ovocitos coinyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L y 25 ng de RNAc de
CsSB1-S (7.76 =+ 0.5 nmol/ovocito/h en ausencia vs. 9.0 + 0.7 nmol/ovocito/h en
presencia de AMPc + IBMX, p<0.01).
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FIGURA 28. Efecto de la activacién de la PKA sobre el efecto inhibitorio de CSB1-S
sobre el cotransportador de Na*:K":2CI. A: Analisis de la intensidad de fluorescencia en
avocitos inyectados con CSB1-L-EGFP solo (barra blanca) o junto con CSB1.S antes (barra
negra) y después (barra gris) de AMPc + IBMX. B: Captacién de *°Rb" sensible a bumetanida
en ovocitos inyectados con CSB1-L solo (barra blanca) o junto con CSB1-S en ausencia
(barra negra) o presencia (barra gris) de AMPc + IBMX. Cada barra representa el promedio +
SEM de 40 ovocitos.

Adicionalmente, la construccidon CSB1-S-EGFP también es capaz de reducir la funcién
de CSB1-L y esta reduccién también puede ser revertida en presencia de AMPc +
IBMX (Figura 29).

En los ovocitos de Xenopus laevis la expresion en la superficie y por lo tanto, la funcion
del cotransportador de Na*:K*:2Ci" pueden ser reguladas por el AMPc solo cuando las

53

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




isoformas CSB1-L y CSB1-S son coexpresadas, pero no cuando CSB1-L es expresada

sola. El efecto de CSB1-S sobre la actividad de CSB1-L y su regulacién por AMPc +
IBMX se observaron cuando EGFP estuvo insertado en CSB1-L o en CSB1-S.

Con la informacién de estos resultados,

20 = se puede proponer la hipétesis de que

el mecanismo por el cual CSB1-S inhibe
= % 151 0<0.01 la funcién del cotransportador de
g ’g Na*:K*:2CI" incluye una reduccién en la
; E? 1 expresion en membrana plasmatica,
& £ 104 que es parciaimente revertida al activar
§ g a la PKA con AMPc.
'§ § Los resultados observados hasta el
§'§ 54 momento podrian explicarse en general
por dos diferentes posibilidades. Una es
o0 que e! efecto de CSB1-S y del AMPc
AMPEIBMX - - + sobre CSB1-L se lleva a cabo a nivel de

trafico de vesiculas y la otra es que

FIGURA 29. Efecto de CSB1-S-EGFP sobre la exista interacciéon entre CSB1-L y

actividad del cotransportador de Na“:K":2C/".
Captacion de °°Rb* sensible a bumetanida en CSB1-S en la membrana celular que

gl‘:fé:’)sy‘R};:’;g‘i‘l%scg’s".l_g_%%’g:; ::'gus(::g: resulta en disminucion de la actividad
fg:;’; negra) o presencia (barra gris) de AMPc + de CSB1-L. En este caso, el efecto del
AMPc seria el de reducir esta

interaccién, lo que permitiria a CSB1-L trabajar en forma adecuada, pero sin que esté
implicado el trafico de vesiculas entre el espacio submembranal y la membrana celular.
Para estudiar mas a fondo estas posibilidades, se usé la construccion de 1a isoforma
corta CSB1-S-EGFP. Se coinyectaron ovocitos con RNAc de CSB81-L y CSB1-S-EGFP.
Como era de esperarse no se observé fluorescencia en la membrana plasmatica de los
ovocitos, ya que experimentos previos en nuestro laboratorio ha demostrado que en
estas condiciones CSB1-S no llega a la membrana plasmatica (152). Una de las
posibles acciones de la PKA es la estimulacidon de la llegada a la membrana de
vesiculas con heterodimeros formados por CSB1-1. y CSB1-S o en su defecto la
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liberaciéon de CSB1-L de los complejos heteroméricos formados con CSB1-S. Por lo
cual, estudiamos el efecto de la activacion de la PKA con AMPc + 1BMX en este grupo
de ovocitos, coinyectados con CSB1-L y CSB1-S-EGFP. Se registraron 20 ovocitos a
diferentes tiempos de incubacion con AMPc + IBMX, de 5 a 30 minutos, y no se
observo fluorescencia emitida por CSB1-S-EGFP en la membrana plasmaitica de los
ovocitos (agua 0.18 = 0.1 UA; CSB1-L/CSB1-S-EGFP en ausencia 0.28 * 0.06 UA y en
presencia 0.23 + 0.04 UA de AMPc + IBMX. p=NS). Este resultado sugiere que CSB1-S
no llega a la membrana plasmatica bajo estas condiciones, ni como homodimero o
como heterodimero con CSB1-L.

La regulacion de la expresion de CSB1-L en la superficie de los ovocitos, podria ser el
resultado de alteraciones en el trafico hacia (exocitosis) o desde (endocitosis) la
membrana plasmatica. Para estudiar este posible mecanismo, analizamos el efecto de
colchicina, un inhibidor de la polimerizacion de tubulina (132) sobre la expresion en la
superficie y la actividad del cotransportador de Na*:K':2CI" en ovocitos de Xenopus
laevis.

Se coinyectaron ovocitos con 25 ng de RNAc de CSB-L-EGFP y 25 ng de RNAc de
CSB-S. y mediante microscopia confocal se estudio el efecto del AMPc + IBMX sobre la
expresién en membrana plasmatica de CSB-L-EGFP en presencia del inhibidor de la
exocitosis colchicina (20 pM) (132). Los ovocitos fueron preincubados 15 minutos en
presencia de colichicina antes de {a incubacién con AMPc + IBMX + colchicina. La
intensidad de fluorescencia en
ovocitos coinyectados con CSB1-L-
EGFP y CSB1-S es menor que la de
ovocitos inyectados tinicamente con
CSB1-L-EGFP y el incremento
debido al AMPc + IBMX fue pre-
venido con la adicion previa de

FIGURA 30. & mativa de un owvocito colchicina al medio extracelular. Un

n represe
inyectado con CSB-L-EGFP/CSB-S. En presencia " " N
:: colchicina (a) y con coichicina en presencia de ejemplo de un ovocito coinyectado
AMPG + IBMX (b) con CSB1-L-EGFP y CSB1-S en

presencia de colchicina y en
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presencia de colchicina + AMPc +IBMX se observa en la Figura 30. Después de varios
experimentos los datos obtenidos se muestran en la Figura 31a (7.1 = 2.8 UA antes vs.
6.7 £ 0.7 UA después de AMPc + IBMX + colchicina, p=NS).

De igual manera se analizé la actividad de CSB1-1. en ovocitos coinyectados con 25 ng
de RNAc CSB-L y 25 ng de RNAc de CSB-S. Se midi6 el efecto del AMPc + IBMX
sobre la captacién de ®°Rb* en ovocitos tratados previamente durante 15 minutos con
colchicina. Los resultados observados (Figura 31b) fueron similares a los analisis de
expresidn en membrana plasmatica. La captacién de 8°Rb* observada en ovocitos
coinyectados en CSB1-L y CSB81-S (6.2 = 0.6 nmol/ovocito/h) no fue afectada por
AMPc + IBMX en presencia de colchicina (6.3 = 0.8 nmol/ovocito/h). Asi, al bloquear los
mecanismos de exocitosis con colchicina, se previene la respuesta de CSB1-L al AMPc
+ IBMX, tanto en expresibn en membrana plasmatica como en actividad del
cotransportador de Na™:K*:2CI". La adicion de colchicina en ovocitos inyectados con
CSB1-L no tuvo efecto alguno sobre la presencia en la membrana plasmatica de CSB1-
L-EGFP, ni tampoco sobre ia funcion de CSB1-L (Figura 31).

«
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w
2

3 bumetanida (nmoVovocitoh)
o
—lay
[
1]

Fluorescencia (UA)
3
s
*
»
L]
»
Captacion de %Rb* sensible

o o-
AMPCNBMX - - - - - - - -

Colchicina - - - . - - - -

FIGURA 31. La de la qQ ol of de AMPc + IBMX. A: Analisis
de la intensidad de fluorescencia en ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP solo (barra blanca)
o junto con CSB1-S (barras negras) antes y después de colchicina y de AMPc + IBMX +
cochicina, B: Captaciéon de *Rb* sensible a bt en o it iny con CSB1-L
solo (barra blanca) o0 junto con CSB1-S (barras negras) en presencia y en ausencia de
colchicina y de AMPc + IBMX + colchicina. Cada barra representa el promedio + SEM de 25
ovocitos.
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Los resuitados anteriores muestran que el efecto que la activaciéon de la PKA con AMPc
+ IBMX tiene sobre la presencia en la membrana plasmatica de! cotransportador de
Na*:K*:2CI', involucra el trafico de vesiculas hacia la membrana, permitiendo que las
vesiculas que contienen CSB1-L migren a la membrana plasmatica.

En resumen, en esta parte de la tesis se muestran los resultados que describen el
efecto de la isoforma truncada en el extremo carboxilo terminal dei gen murino
SLC12A71, CSB1-S, sobre la expresidn en membrana plasmatica y la actividad del
cotransportador de Na*:K":2CI'. Usando el sistema de expresion heterdlogo de ovocitos
de Xenopus laevis, demostramos mediante analisis de microscopia confocal que la
isoforma CSB1-S ejerce un efecto negativo dominante sobre la expresién en
membrana plasmatica de la isoforma larga CSB1-L. Esta reduccién en la superficie se
acompaina de una disminucién en la captacion de %®Rb* y es dosis dependiente, entre
mas CSB1-S se inyecte en los ovocitos, menor es la expresion en membrana
plasmatica, asi como la funcion del cotransportador de Na*:K*:2CI. Este efecto
dominante negativo es revenrtido parcialmente con la activacion de la PKA por AMPc +
IBMX, en presencia de la isoforma corta CSB1-S, la expresién en la membrana
plasmitica de CSB1-L.-EGFP aumenta con AMPc + IBMX, este fenémeno también esta
asociado con un incremento en la actividad del cotransportador. Finalmente, el
incremento inducido por AMPc + IBMX sobre la expresion membrana plasmatica y la
funcion es bloqueada con el inhibidor de la exocitosis colchicina.

Este trabajo retne informacion suficiente para sugerir que el mecanismo por el cual la
isoforma corta CSB1-S disminuye la actividad del cotransportador de Na*:K*:2CI, es
mediante la inhibicidon de la llegada a la membrana plasmatica del cotransportador.

La posibilidad de que CSB1-L y CSB1-S compitan por la maquinaria de traduccién en
los ovocitos coinyectados, se descartd con los experimentos de coinyeccion de CSB1-L
con RNAc no relacionados, como renina o el canal shaker de potasio, donde no se
observé reduccién alguna en el transporte de Na* (152).

La regulacién funcional de protelnas de membrana mediante isoformas reguladoras ha
sido previamente descrita. Existen estudios en varios genes que sugieren un efecto de
isoformas truncadas, incluyendo algunos cotransportadores renales (57; 190),
proteinas no membranales, como factores de transcripcion (7; 187) y en la regulacion
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de la actividad de la GMP-ciclasa dependiente de oxido nitrico (12). El gen del
cotransportador Na‘/fosfato también produce isoformas truncadas con un efecto
negativo dominante sobre Ia funcion del cotransportador (190).

Un ejemplo interesante en regulacion negativa dominante, ocurre en el canal de potasio
KvLQT1, este gen esta asociado al sindrome congénito de QT largo, y produce dos
isoformas por empalme alternativo. Una forma el canal de potasio funcionat y la otra, la
isoforma truncada en el extremo carboxilo terminal, no tiene funcién como canal, pero
ejerce un fuerte efecto negativo dominante bloqueando la funcién del canal, tanto en
ovocitos de Xenopus laevis, como en células de mamifero (35). Ademas, se ha
demostrado que los ratones transgénicos que sobreexpresan la isoforma truncada
desarrollan arritmias cardiacas (35) y que en humanos, con la forma recesiva del
sindrome de QT largo (sindrome de Jervell y Lange-Nielsen), !as mutaciones en la
isoforma negativa dominante correlacionan con el fenotipo de la arritmia cardiaca (129).
Los mecanismos por los cuales las isoformas truncadas producen sus efectos
negativos no han sido descritos. La competencia entre vesliculas intracelulares que
contienen diferentes isoformas o Ia formacion de heterodimeros entre isoforras se han
sugerido como posibles mecanismos. El tnico estudio que existe al respecto es en el
receptor para gluococorticoides en el que se ha observado que la formacién de
heterodimeros no funcionales parece ser el mecanismo por el cual la isoforma negativa
dominante reduce la funcién del receptor (144). La extensa revisidn de la literatura e
interaccién con miembros de la comunidad cientifica nos permitid® concluir que no
existen estudios sobre este tema en transportadores de membrana. Por lo tanto, éste
es el primer estudio que reporta mecanismos de interaccién entre las isoformas de
cotransportadores de membrana, generadas por empaime alternativo de exones.

Se ha detectado la presencia del cotransportador de Na”:K":2CI" dentro de vesiculas
subapicales (141), por lo tanto, el trafico de vesiculas con CSB1-L a la membrana
apical debe jugar un papel importante en su regulacion. Ademas, en el rifndn de ratén el
anticuerpo contra CSB1-S reconoce principalmente la region submembranal, sugiriendo
que esta isoforma tiene una distribucion subapical en el asa ascendente gruesa de
Henle (134).
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Como posible mecanismo de regulacidon se propone que la interacciéon entre las
isoformas corta y larga de CSB1 genera complejos heteromeéricos de CSB1-L y CSB1-
S, los cuales permanecen en vesiculas submembranales. La interaccion de CSB1-L y
CSB1-S impide que las vesiculas con el cotransportador de Na*:K*:2ClI" se inserten en
la membrana. La accién del AMPc podria ser prevenir o disolver la interaccién, 1o que
libera a CSB1-L y le permite migrar a la membrana plasmatica; o bien, estimular la
Ilegada de los heterodimeros de CSB1-L y CSB1-S a la membrana plasmatica. La
posibilidad de que CSB1-S no llegue a la membrana plasmatica no estad del todo
descartada, es posible que permanezca un periodo de tiempo muy corto ahi y que sea
inmediatamente internalizado a través de endocitosis o que la cantidad de CSB1-S que
es insertado en la membrana junto con CSB1-L es poca para ser detectada con el
microscopio confocal. Esta posibilidad se podria estudiar analizando este mecanismo
en presencia de un inhibidor de la endocitosis como la concanavalina A (132) o
coinyectando concentraciones mayores de CSB1-S-EGFP en los ovocitos. No
sabemos si el complejo heteromérico de las isoformas CSB1-S y CSB1-L es activo
cuando esta presente en la membrana apical, de ser asi es necesario estudiar si
ambas proteinas son capaces de transportar iones al interior de la célula.

Una de las diferencias importantes entre CSB1-L y CSB1-S, es la presencia de
diferentes sitios potenciales para fosforilacién via PKA (134). Esto quiere decir que la
PKA puede actuar en cualquiera de las dos isoformas.

Tomando en cuenta todos estos resultados, sugerimos que la presencia de CSB1-S
impide que CSB1-L se inserte en la membrana plasmatica. Este efecto negativo es
inhibido al activar !la PKA con AMPc y el hecho de que ila colchicina prevenga e! efecto
del AMPc, sugiere la participacidén de la exocitosis de vesiculas submembranales. La
presencia de CSB1-S es necesaria para la activacion del! cotransportador de
Na*:K':2Cl" por AMPc. La distribucion axial de CSB1-S en el asa ascendente gruesa de
Henle, menos en corteza en relacion con la médula externa (134), apoya la
observaciéon de que la vasopresina afecta la reabsorcion de NaCl en el asa ascendente
gruesa de Henle medular, mas que cortical (24; 158).

En resumen, hemos demostrado que el efecto negativo dominante de CSB1-S sobre
CSB1-L es la interaccion al nivel de trafico de vesiculas. Se requieren mas estudios
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para definir el papel de la formacion de heterodimeros en este mecanismo de

interaccion.

CSB1-S Codifica para el Cotransportador de Na*:Cl" Sensible a Bt rida

Como mencionamos en la introduccidn, evidencias fisioldgicas y bioquimicas sugirieron
ia presencia de dos tipos de cotransporte en el asa de Henle. El de Na*:K":2CI" y el de
Na*:ClI. Ambos sensibles a diuréticos de asa como furosemida y bumetanida. El
estudio de las propiedades funcionales de la isoforma CSB1-S mostré que esta
isoforma es la que se comporta como un cotransportador de Na*:Cl" sensible a
bumetanida (151).

Las caracteristicas funcionales de CSB1-S fueron estudiadas en el sistema de
expresion de ovocitos de Xenopus laevis, mediante captacion de ?’Na‘* o %Rb*
dependiente de bumetanida y furosemida en ovocitos previamente inyectados con 25
ng de RNAc de CSB1-S.

En condiciones de osmolaridad normal para el ovocito (~200 mOsm), los ovocitos
inyectados con RNAc de CSB1-S no presentaron captacion de Na” y los analisis de
inmunohistoquimica mostraron que la mayoria de la proteina de CSB1-S, en estas
condiciones, se encuentra en el citoplasma del ovocito ¥y no en la membrana
plasmatica.

Al exponer a los ovocitos inyectados con CSB1-S a hipotonicidad (100 mOsm), se
observé un incremento significativo en los niveles de captacion de *Na* pero no en los
de %Rb". La captacion de ZNa* fue dependiente de CI', sensible a bumetanida, inhibida
con la estimulacion de PKA con AMPc + IBMX y estimulada con el inhibidor de 1a PKA
HB89, pero fue independiente de la presencia de K'. Ademas, la captacion de ?°Na”
incremento al disminuir la osmolaridad del medio entre 120 y 70 mOsm. En condiciones
hipotonicas, los estudios de inmunohistoquimica mostraron que CSB1-S se expresa en
la membrana plasmatica.

Estos resultados demuestran que la isoforma corta CSB1-S codifica para un
cotransportador de Na®:CI', activable con hipotonicidad, sensible a bumetanida y a
AMPc. Y sugieren que la generacion de estas dos isoformas, por empalme alternativo
del gen de CSB1, forma parte del mecanismo molecular para el cambio de transporte
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de Na*:CI"” a Na™":K":2CI" en las células del asa ascendente gruesa de Henle. Asi, la
presencia de dos isoformas del gen CSB1 afecta ia estequiometria del transporte, la
respuesta a cambios de volumen ceiular y la regulacidn de la actividad del
cotransportador de Na*:K*:2CI

Articulo publicado en Apéndice J.

Propied Funci ] de ias Isoformas A, B y F de CSB1-L
Como se mencioné en la introduccion, existen tres isoformas del cotransportador de

Na*:K":2CI, generadas por empalme ailternativo, conocidas como A, B y F. Estas
isoformas son el resultado de la existencia de tres exones mutuamente excluyentes,
que codifican para parte del segmento transmembrana TM2 y para la unidn con el
segmento transmembrana TM3.

El analisis de las propiedades funcionales de las tres isoformas de CSB1-L, se realizd
en el sistema de expresion de ovocitos de Xenopus laevis, mediante captacién de 2°Rb*
dependiente de bumetanida en ovocitos previamente inyectados con 25 ng de RNAc de
cada una de las tres isoformas de CSB1-L.

Las isoformas A y B tienen propiedades cinéticas similares, que difieren de las de la
isoforma F. La isoforma F tiene la menor afinidad por los iones transportados. A pesar
de la expresion de las tres isoformas en membrana plasmatica de los ovocitos fue
similar, la captacién de ®°Rb” fue significativamente mayor en la isoforma A, lo cual
sugiere que esta isoforma tiene una mayor capacidad de transporte.

Con lo cual proponemos que la isoforma A es un cotransportador de alta afinidad y alta
capacidad de transporte; la isoforma B es un cotransportador de aita afinidad y baja
capacidad de transporte; mientras que la isoforma F es un cotransportador de baja
afinidad y baja capacidad de transporte.

Estas caracteristicas cinéticas de transporte correlacionan con la localizacién de las
isoformas a lo largo del asa ascendente gruesa de Henle. En e! asa ascendente gruesa
de Henle medular se ha reportado una mayor capacidad de transporte de NaCl,
mientras que en la parte cortical se ha observado una mayor capacidad de dilucion de
iones (24; 158). La isoforma A con la mayor capacidad de transporte, se expresa a lo
largo del asa ascendente gruesa de Henle, pero presenta mayor nivel de expresidon en
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la médula externa. La isoforrna F con la menor afinidad por los iones, se expresa
tnicamente en la parte medular, predominantemente en la parte interna de la médula
externa, donde las concentraciones de iones son muy altas (94; 204). La isoforma B
con alta afinidad por los iones, se expresa en la corteza.

Por otro lado, la sensibilidad de bumetanida fue mayor en la isoforma B. Las tres
isoformas A, B y F, fueron parcialmente inhibidas por hipotonicidad, pero en diferentes
grados: F > B > A. Lo cual concuerda con la mayor exposicién a una reduccién de la
tonicidad de la médula renal de la parte interna de la médula externa.

Los resultados de este trabajo demuestran la existencia de diferencias cinéticas,
farmacoldgicas y funcionales importantes que concuerdan con la localizacién axial de
las isoformas a lo largo del asa ascendente gruesa de Henle, lo cual tiene
implicaciones fisioldgicas y estructurales.

Articulo publicado en Apéndice J.
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CONCLUSIONES
Todos los resuitados anteriores son parte del estudio de las propiedas moleculares y

funcionales de las isoformas del cotransportador de Na“:K*:2ClI".

Con base en los resultados obtenidos proponemos el siguiente modelo de reabsorcion
de sal en el asa ascendente gruesa de Henle. El sistema de cotransporte de sodio en la
membrana apical del asa ascendente gruesa de Henle es regulado por estimulos
hormonales y volumen ceiular. Por lo tanto, en condiciones de antidiuresis, cuando el
organismo intenta retener agua y sal, el intersticio medular renal se vuelve muy
hiperténico y aumenta la secrecion de vasopresina, en la membrana apical aumenta la
reabsorcion de Na*:K*:2CI" y el reciclaje de K* como resultado de la activacion de la
PKA, la intensa reabsorcién de sal diluye el fluido tubular y concentra el intersticio
medular. En esta situacion el Na® es reabsorbido por medio del cotransportador de
Na*:K*:2CI, CSB1-L. En cambio, en condiciones de diuresis de agua, cuando la
tonicidad de la meédula renal disminuye y la secresién de vasopresina es baja, el Na* es
reabsorbido en ausencia de K* por medio del cotransportador de Na*:CI', CSB1-S. Por
otro lado. en las condiciones en las que CSB1-S no esta activo como transportador y
no llega a la membrana plasmatica, su funcién es la regulacion de la reabsorcion de
Na*:K*:2CI" por CSB1-L. Asi, CSB1-S reduce la funcién de CSB1-L previniendo su
llegada a la membrana plasmatica por medio de interaccidn a nivel de trafico de

vesiculas.
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APENDICE A

GEL DE AGAROSA PARA DNA

Gel

Por cada 10 ml de gel:
0.1 g agarosa

10 m! de TAE 1x *

Mezclar la agarosa con el TAE 1x en un matraz.
Disolver calentandolo (horno de microondas 1 minuto).
Dejar enfriar a ~50° C y vaciar en la caja.

Dejarlo secar 20 minutos.

Buffer de Carga

Para 2 mi:

1 mi glicerol (50%)

40 yl 0.5 M EDTA pH 8.0 (10 mM)
5 mg Azul de Bromofeno! (0.25%)
5 mg Xylene lyanol FF (0.25%)
Esterilizar por filtracion

Para correr el DNA mezclario con buffer de carga a razén de 1:4 pul.
Vaciar las muestras en el gel sumergido en TAE 1x.
Correr el gel a 75 V durante 1 hora.

Tenir el gel en un recipiente con 100 m! de agua y 7 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml)

durante 10-15 minutos.
Para destenir lavar en agua durante 5 minutos.

* TAE 50x (1 litro)

242 gr tris base

56 ml acido acético glacial
100 ml 0.5 M EDTA pH 8.0
Esterilizar por filtracion
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APENDICE B

TRANSFORMACION DE CELULAS

Todo el procedimiento debe de ser en frio y con puntas de pipeta resistentes a aerosol

(PCR) para prevenir ia entrada de otros plasmidos no deseados

PREPARACION
Enfriar tubos de 15mi (Faicon 352059) en hielo

Enfriar puntas de pipeta para PCR en el congelador para tomar las células
Descongelar en hielo las células competentes Escherichia coli tipo XL10-Gold

(Strategene), mezclar con la punta de la pipeta antes de usarlas

DNA de las clonas a 50 ng/ul

Cajas de Petri (100 x 200 mm) con agar LB y agar LB-ampicilina (100 ug/m!)

Bano maria a 42°C

Medio LB a temperatura ambiente (100 pl por tubo)
Baiio seco o maria a 37°C

Horno a 37°C

Varillas para plaquear
Controles: plasmido sin DNA en agar con ampicilina y agua en agar con y sin ampicilina

PROCEDIMIENTO
Mezclar el templete y las células: poner en un tubo frio 25-100 ul de céiulas con una

1.

2.
3.
a.
5.
6

7.
8.
9
1

punta fria y 1 pi de DNA (~ 50 ng/ul)

Mezclar suavemente

incubar en hielo durante 30 minutos

Calentar a 42°C durante 45 segundos

incubar en hielo durante 2 minutos

Agregar 100 p! de medio LB estéril a temperatura ambiente
Mezclar suavemente

Incubar durante 1 hora a 37°C y 225 rpm

Sembrar las células en el agar

0. Incubar toda la noche a 37°C
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1.
3.

4.
5.
6.
7.
8.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.

27.
28.

APENDICE C
OBTENCION DE DNAc PLASMIDICO (Miniprep)

Crecer una colonia en 2 ml de medio LB-ampicilina (100 ug/mt)
Incubar a 37°C y 225 rpm durante toda la noche

Centrifugar 1.5 ml del cultivo bacteriano durante 30 segundos, a 14,000 rpm y 4°C.
Guardar el resto del cultivo a 4°C

Deshechar el sobrenadante

Resuspender en 100 pul de solucion | fria

Agitaren vortex

Agregar 200 ul de solucion It preparada antes de usar

Mezclar por inversién (cinco veces) y mantener en hielo
Agregar 150 pl de solucion Il fria

Mezclar por inversion

Incubar en hielo 3-5 minutos

Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm y 4°C

Anadir 1 V de fenol-cloroformo-isoamil alcohol 25:24:1

Agitar en vortex

Centrifugar 2 minutos a 14,000 rpm y 4°C

Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo

Precipitar el DNAc con 2 V de etanol a temperatura ambiente
Agitar en vortex

Incubar 2 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar 5§ minutos a 14,000 rpm y 4°C

Deshechar el sobrenadante e invertir el tubo en una sanita para eliminar el resto de
sobrenadante

Afadir 1 ml de etanotl al 70%

Mezclar por inversion

Centrifugar 2 minutos a 14,000 rpm y 4°C

Deshechar el sobrenadante

Incubar el tubo abierto a temperatura ambiente 5-10 minutos para evaporar el resto
de etanol

Resuspender en 50 ud de agua biologia molecular

Almacenar a -20°C
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Solucion t

50 mM glucosa

25 mM Tris-HCI (pH 8)
10 mM EDTA (pH 8)
esterilizar en autoclave
almacenar a 4°C

Solucion Il

0.2 N NaOH (diluida en el momento de stock 10N)
1% (w/v) SDS

preparar en el momento

usar a temperatura ambiente

Solucién in

5 M acetato de potasio 60 mt

acido acético glacial 11.5ml
H20 28.5 mi

almacenar a 4°C
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

APENDICE D
DIGESTION DE DNAc

Digerir el DNAc (3ug) con la enzima de restriccion apropiada (volumen final 50 ui):
3 pl de enzima Xba |

S pl de buffer

3 pl de DNAc

39 ul de agua biologia molecular

Incubar dos horas a 37°C

Llevar a un volumen final de 100 pl (50 u!) con agua biologia molecular
Extraer con 1 V de fenol-cloroformo-isoamil alcoho! 25:24:1 (100 pi)
Agitar en vortex

Centrifugar durante 4 minutos a 4°C a 14,000 rpm

Pasar la fase acuosa a otro tubo ependorf (~95 [T)}

Precipitar con 45 p! de acetato de amonio ¥ 450 pl de etanol al 100%
Guardar a —20°C 1 hora

Centrifugar durante 30 minutos a 4°C a 14,000 pm

Desechar el sobrenadante

Lavar el peilet con 1000 pl de etanol al 70%

Mezclar por inversion

Centrifugar durante 15 minutos a 4 °C a 14,000 mPm

Quitar el exceso de etanol y secar bien en el speed vac (3-5 minutos)
Resuspender en 8 pl con agua biologia molecular

Tomar 1 pl para correr un gel de agarosa
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APENDICE E
SINTESIS DE cRNA

1. Adadir al DNACc linearizado (7 pl):
Agitar en vortex y microcentrifugar los reactivos (kit de Ambion)

10 ul de la mezcla 2x de ribonucledtidos
2 pl de buffer 10x de transcripcion
2 ut de la mezcla 10x de enzima T7

. Mezclar bien e incubar durante dos horas a 37°C "
Agregar 1! de DNAsa libre de RNAsas, mezclar bien

2
3

4. Incubar durante 15 minutos a 37°C :

5. Agregar 115 ul de agua del kit y 15 pl de acetat» da amo o
6 .
7

8

Agitar en vortex (volumen final 150 pni)
Extraer en 1 V de fenol-cloroformo-isoamil alcohol 25:24:1 (150 ul)

Agitar en vortex S
9. Centrifugar durante 4 minutos a 4°C a 14,000 rpm :
10. Pasar la fase acuosa a otro tubo ependorf (—-145 pl)
11. Precipitar con 1 V de isopropanol 150 ul )

:; I:i:i;?'; :°2rct::: minimo 30 minutos ‘ :  » . TESIS CON
: FALLA DE ORIGEN

14. Centrifugar 30 minutos a 4 °C a 14,000 rpm

15. Lavar con 1000 p! de etanol al 70% frio

18. Mezclar por inversion

16. Centrifugar 15 minutos a 4°C a 14,000 rpm

17. Quitar el exceso de etanol y secar en el speed vac ~2 minutos
18. Resuspender en 20 ul de agua biologia molecular

19. Leer en el espectrofotémetro 2 pl de cRNA con 498 ni de agua
20. Tomar 1 ul de cRNA para correr un gel de agarosa-formaldehido
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APENDICE F

GEL DE AGAROSA AL 1% FORMALDEHIDO PARA RNA

Gel

Por cada 10 ml de gel:
0.1 gr agarosa

8.5 ml agua destilada
1 ml MOPS 10x *

0.5 ml formaldehido

Mezclar la agarosa con el agua destilada en un matraz.
Disolver calentandolo (horno de microondas 1 minuto).
Anadir el MOPS 10x.

Dejar enfriar a 50° C y anadir el formaldehido.

Mezclar y vaciar en la caja.

Dejarlo secar 20 minutos.

Buffer de Carga

Por cada muestra de RNA:

5 pl formamida

1 pl MOPS 10x

2 pt formaldehido

1 ul gel loading (Sigma)

0.16 bromuro de etidio (10 mg/ml)

Mezclar 8.1 pl de buffer de carga con 1 pl de RNA.

Calentar a 65° C por 10 minutos.

Vaciar las muestras en el gel sumergido en MOPS 1x.
Correr el gel a 75 V durante 1 hora.

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

* MOPS 10x (1 litro)
41.86 g MOPS

6.8 g acetato de sodio
20mI EDTA 0.5 M

pPH 7.0 con NaOH 10 N
Esterilizar por filtraciéon
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APENDICE G
EXTRACCION Y PREPARACION DE OVOCITOS DE Xenopus laevis

1. Anestesiar una rana por inmersion en tricaina al 0.17% (acido etil éster 3-amino-
benzoico), durante 30 minutos

2. Hacer una pequefa incisiébn en la parte inferior del abdomen

3. Exponer el ovario y cortar suficientes lobulos para obtener los ovocitos necesarios.
Suturar 1a herida incluyendo peritoneo interno con seda de 5-0

4. Colocar los I6bulos en una caja de petri con ND96 (ringer de rana) y cortarlos en
pequefios racimos

5. Incubar los ovocitos en ND96 sin calcio durante 30 minutos y en ND96 sin calcio con
colagenasa tipo B (2 mg/ml Boehringer) durante 90 minutos

6. Lavarios tres o cuatro veces en ND96
7. Incubar durante la noche a 16°C en ND96

8. Pelar la capa folicular de cada ovocito individual utilizando pinzas finas bajo el
microscopio

9. Inyectar ovocitos con el RNAc correspondiente

10. Incubar a 16°C en ND96 con 2.5 mM de piruvato de sodio y 5 mg/100 m! de
gentamicina

ND 96 ND 96 sin Ca2*

96 mM NaCl 96 mM NacCl

2.0mM KCI 2.0 mM KCI

1.8 mM CaClz 1.0 mM MgCl,

1.0 mM MgClz 5.0 mM HEPES/Tris
5.0 MM HEPES/Tris pH 7.4

pH 7.4 Esterilizar por filtracion

Esterilizar por filtracion
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APENDICE H
CAPTACION DE ®**Rb* EN OVOCITOS DE Xenopus laevis

Incubar en NDS96 sin cloro la noche anterior al experimento

Precaptacion
1. Incubar durante 30 minutos en solucidn de precaptacion, ligeramente hipoténica (150

mOsm) sin CI' ¥ sin K* ¢con 1 mM de ouabaina

Captacion
1. Incubar durante 60 minutos a 32°C en solucién de caplacaén figeramente hipoténica

(150 mOsm) con 1 mM de ouabaina y 2.0 pCi/m! de *°Rb*
2. Lavar los ovocitos cinco veces en la solucién de captacién sin ®*Rb* a 4°C
3. Transferir cada ovocito a un tubo de centelleo con 300 pl de 10% SDS

4. Después de que el ovocito esté lisado, aiadir 1.0 mi de liquido de centelleo y contar
las emisiones de cada tubo en el contador de centelleo

5. Para conocer la actividad especifica en cada grupo contar las emisiones de 10 pl de
la solucién de captacidn en la que estuvieron los ovocitos, por triplicado

Ouabaina

Concentracién final 1mM (103 M)

Peso molecular 733.3

Stock 100 mM (10" M) 44 mg/600 Pl de DMSO

10 pf de solucion stock en 1 ml de solucién de precaptacion o captacion

Bumetanida

Concentracién final 100 uM (10 M)

Peso molecular 364.4

Stock 10 mM (102 M) 3.64 mg/1000 pl de DMSO

10 yl de solucién stock en 1 ml de solucién de precaptacion o captacion

Dibutiril-AMPc

Concentracion final 1mM (103 M)

Peso molecular 509.4

Stock 100 mM (10 M) 10 mg/200 pl de DMSO

10 pt de solucion stock en 1 mi de solucion de precaptacion o captacion
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1IBMX

Concentracion final 100 pM (107 M)

Peso molecular 222.2 L :

Stock 100 mM (10" M) 2.2 mg/100 pl de DMSO

1 Wl de solucién stock en 1 ml de soluciérjl de precaptacion o captacion

Colchicina

Concentracion final 20 pM (20's M)
Peso molecular 399 4

Stock 20 mM (202 M) 1 mg/125 pl de agua

1 pl de solucion stock en 1 ml de solucidn de precaptacién o captacion

ND 96 sin CI-

96 mM isetionato de Na*
2 mM gluconato de K*

1.8 mM gluconato de Ca2*
1 mM gluconato de Mg?*
5 mM HEPES/Tris

pH 7.4

Esterilizar por filtracién

Solucién de Precaptacion
150 mOsm

68 mM gluconato de Na*
6.0 mM gluconato de Ca2*
1.0 mM gluconato de Mg2+
5 mM Hepes/Tris

pH 7.4

Esterilizar por filtracion

Solucion de Captacién
150 mOsm

62 mM NaCl

10 mM KCI

1.8 mM CacCl,

1.0 mM MgClI,

5 mM Hepes/Tris,

pH 7.4

Esterilizar por filtracion
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APENDICE |
WESTERN BLOT

Extraccién de Proteinas

Homogenizar ovocitos en 2 pi/ovocito de buffer de homogenizacion, pasando los

ovocitos por una aguja varias veces
Centrifugar 10 minutos a 100g y 4°C

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo, evitando el precipitado y la capa blanca en

la superficie

Centrifugar 10 minutos a 100g y 4°C
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo
Cuantificar proteinas

Almacenar a —80°C

Buffer de homogenizacion

250 mM sacarosa

0.5 MM EDTA

5 mM Tris-HCI

pH 6.9

Anadir antes de usar

Cocktail de inhibidores de proteasas 1 tableta/s0m! (Roche 1697 498)
1 mM de phenyimethylsulfonylfluoride (PMSF)

Cuantificacion de Proteinas

Reactivos de Bio-Rad

Mezclar

10 pl del estandar o de la muestra (previamente diluida)
50 ml del reactivo A

400 pl del reactivo B

Incubar durante 15 minutos

Leer las muestras en el espectrofotémetro a 750nm

Curva de calibracién con albumina bovina

Estandar Stock Solucion Salina Concentracion
(u1) uh) (mg/ml)

StS5 100 0 1.47

St4 80 20 1.176

St3 60 40 0.88

St2 40 60 0.588

St 1 20 80 0.294

Blanco o 100 (o]
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Gel de Poliacrilamida

Gel de separacion al 7.5%
Agua destilada
Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1)
Tris 1.5M pH 8.8

SDS 10%

APS 10%

Temed

Gel de concentracion

Agua destilada
Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1)
Tris 1.0M pH 6.8

SDS 10%

APS 10%

Temed

5.05ml
2.25 ml
2.5ml
100 pl
100 i
6 pl

2.8 ml
600 pl
500 pl
40 pl
40 i
6 pl

Hacer una marca en el vidrio chico a 5 cm de ia base

Vaciar el gel de separacién hasta la marca

Agregar lentamente agua hasta el borde, para evitar malformacion del gel
Una vez solidificado el gel de separacion, tirar el agua y secar el exceso
Vaciar el gel de concentracion y colocar el peine (1mm})

Buffer de carga 2x

Glicerol 15%

Tris 150 mM

Azul de bromofenol 0.3%
pH 7.6

B-mercaptoetanol 2%

Buffer para electroforesis 5x
1 litro

Tris 158.1g
Giilcina 949
SDS 10% 50ml
Agua 11

pH 8.3

c00w
ag3e
Qa

Preparar las muestras 1:1 con buffer de carga
Calentar las muestras a 94°C por 5 minutos
Correr el gel a 50V gel de concentraciéon y a 100V gel de separaciéon
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Tincién de las Proteinas en el Ge!l

Para observar la separacion de las proteinas en el gel de poliacrilamida, se tife el gel
en una solucidén de azul de Coomasie durante 1 hora, en agitacion

El gel se destine con la solucién de destedido en agitacion, hasta eliminar e! exceso de
colorante, cambiando la solucidn cuantas veces sea necesario

Azul de Coomasie

100 mi

Metanol 45 mi
Agua destilada 45 ml
Acido acético 10m!

Azul de coomasie 0.25% 0.28g

Solucion de destenido

1 litro

Metanol 450 m!
Agua destilada 450 mi
Acido acético 100 mi

Transferencia de Proteinas

Membranas de difluoruro de polivinilo (PVDF)

Buffer de transferencia, anodo y catodo

10x Tris/CAPS buffer (60 mM Tris y 40 mM CAPS) Bio Rad 161-0778

Buffer Anodo

1 litro

10x Tris/CAPS buffer 100 mi
Metanol 15% 150 ml
Agua nanopura 750 ml

Buffer Catodo

1 litro

10x Tris/CAPS buffer 100 ml
SDS 10% 10 ml
Agua nanopura 890 ml

Remojar membranas de PVDF
15 segundos en metanol

2 minutos en agua destilada
30 minutos en buffer catodo

Remojar geles
15 minutos en buffer catodo
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Remojar pape! filtro
15 minutos en su respectivo buffer
uno en buffer catodo y uno en buffer anodo

Transferir las proteinas a la membrana. Método de transferencia semiseco
Trans-Blot SD-Dry (8io Rad 170-3940)
Durante 20 minutos a 0.4 amperes

Deteccién de Proteinas

Bloquear las membranas en leche (svelty) al 10% en TBST durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion vigorosa

Diluir el anticuerpo primario en leche al 1% en TBST

Incubar toda la noche a 4°C con agitacion, en una pequeia bolsa de plastico sellada.
Se puede reciclar el anticuerpo si es necesario

Lavar en TBST la membrana 3 veces 10 minutos, 4 veces 15 minutos y 1 vez 30
minutos, con agitacion vigorosa

Diluir el anticuerpo secundario (HRP-conjugado anti-raton o anti-cabra) en leche 5% en
TBST.

Incubar 1-2 horas con el anticuerpo secundario a temperatura ambiente con agitacion,
en bolsa de plastico sellada

Lavar con TBST la membrana 3 veces 10 minutos, 4 veces 15 minutos y 1 vez 30
minutos con agitacion vigorosa

Revelar con el kit ECL +plus de Amersham (RPN2132)

Mezclar 1000 mi de soluciéon A y 25 pl de solucién B

Escurrir bien la membrana e incubar en el revelador durante 5 minutos
Exponerla a placa radiografica

TBST 10x

1 litro

1MTris pH 9 100 mi
NacCl 87.6g
Tween 20 10 mi
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cAMP-dependent activation of the renal-specific Na*-K—-2Cl1~
cotransporter is mediated by regulation of cotransporter trafficking
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Meade, Patricia. Robert S. Hoover, Consuelo Plata,
Norma Vizquez, Norma A. Bobadilla, Gerardo Gamba,
and Steven C. Hebert. cAMP-dependent activation of
the renal-specific Na~-K+-2Cl- cotransporter is mediated by
regulation of cotransporter trafficking. Am J Physiol Renal
Physiol 284: F1145-F1134, 2003. First published February

25, 2003; 10. llS?Janrennl 004"1 2002.—The murine apical
bumemmdc-mmnnv *-K=.2Cl1- cotransporter genc
(mBSC1) exhibits two spliced isoform products that differ at
the COOH-terminal domain. A long COOH-terminal isoform
(L-mBSC1} encodes the Na*-K--2Cl~ cotransporter, and a
short isoform 1S-mBSC1) exerts a dominant-negative effect
on L-mBSCl1 cotransporter activity that is nbrugmed by
cAMP. However, the h of this d
effect was not clear. In this -tud\- we used confocal mxcro—
scopic analysis of an enhanced een fluorescent protein
(EGFP) fusion construct (L-rnBSCl EGFP) expressed to
characterize the surface expression of the L-BSC1 isoform in
Xenoous laevis vocytes. Functional expression was also as-
sessed m L-mBSCl-ll’Uected oocx1es by measuring the bu-

*SRb* Odncytes injected with

L mBSC1-EGFP ¢RNA developed a distinct plasma mem-

ores har col ized with the fluo-
rcﬂcen! membrane dye FM 4-64. The fluorescence intensity
in L-mBSC1-EGFP oocytes did nct change after cAMP was
added to the eur.:ccllulnr medium. In contrast. L-mBSCl-
EGFP fluor ity was red in a d
dent manner. with coexpression of S-mBSC1. The lnhxbnory
effect of S-mBSC1 was anbrogated by cAMP. Finally. the
exocytosis inhibitor colchicine blocked the effect of cAMP on
the L-mBSC1.EGFP/S-mBSC1-coin’ oocytes. All changes
in L-mBSC1 surface expression correlated with modification
of bumetanide-sensitive *»Rb~ uptake. Our data suggest that
the dominant-negative eifect of S\ mBSEC1 on L-mBSC1 trans-
port function is due to the effects of the cotransporter on
trafficking.
kidney: thick ascending limb: Xenczus laevis; oocytes: green
fluorescent protein; NKCC2

SALT REABSORFTION IN THE THICK n_«cending limb of Henle
(TAL' involvez NaCl entry across apical membranes by
the apical bumetanide-sensitive Na--K-.2Cl - cotrans-
porter (BSC1. NKCC2), apical recycling via ROMK K~
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channels, and basolateral Cl1~ eflux by CLCNKB chan-
nels (38). Loss-of-function mutations in any of the
genes ing these tr P ins in the h

TAL cause Bartter's syndrome (34-36), an autosomal
recessive disease featuring hypokalemic metabolic al-
kalosis with hypercalciuria and low arterial blood pres-
sure (23).

A fundamental mechanism for enhancing salt trans-
port in the TAL ls v.he generation of cAMP via activa-
tion of Ga ptors by hor such as
vasopressin, culcuomn parathyroid hormone, gluca.
gon, and catecholamine (13, 135, 16). The effects of these
hormones are crucial to the normal functioning of the
TAL in reabsorbing 10—-15% of filtered NaCl, providing
for normal diluting and concentrating power and reg-
ulating divalent mineral excretion. While vasopressin
has been shown to directly activate the apical Na*-K~-
2C1~ cotransporter in mouse TAL (251, the molecular
mechanism of this activation is not known

An emerging field of regulation of several membrane
transporters, including the apical Na~“-K~-2C1~ co-
transporter, appears to involve alternative splicing
that generates isoforms with regulatory roles (9), In
this regard, the murine renal specific Na~-K~-2C1-
cotransporter gene SLCI2Al, known as BSCl or
NKCC2, gives rise to six alternative spliced isoforms
due to the combination of two independent splicing
mechanisms (18, 27). One splicing event produces A, B,
and F isoforms that vary in a portion of the predic;ed
second transmembrane segment and the contiguous
intracellular loop connecting transmembrane domain
2 with 3 (18). The other splicing mechanism is an
alternative polyadenylation site that predicts two
mBSC1 proteins that are iden®ical at the NHz-terminal
and transmembrane domains, as well as in the first 74
amino acid residues of the COOH-terminal domain
(27). These isoforms differ in the sequence and length
of the remaining COOH-terminal domain. The longer
isoform. L-mBSC1 (previously known as mBSC1-9,,
contains 1,095 amino acids residues, with the last 383

The coss of publication of this article were defrayved in part by the
payment of page charges. The article must therefore be hereby
in with 18 U.S.C. Section 1734

solely to icdicate this fact.
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REGULATION OF APICAL Na'-R ™ -2CL COTRANSPORTER

residues being unique. The shorter isoform, S-mBSC1
(previously known as mBSC1-4), cnnsists of 770 amino
acids residues, with the initial 74 amino acids of the
COOH terminus being ndenucal to that of L-mBSCl
but followed by a short, of 55 1
The shorter COOH-terminal domain of S-mBSC1 pre-
dicts distinct consensus PKA and PKC phosphoryla-
tion sites. Because the two splicing events are indepen-
dent of each other. the combination of both mecha-
nisms results in the production of six different
isoforms: three with a long COOM-terminal domain
+L-mBSC1A, B, or F) and three with a short COOH-
terminal domain tS-mBSC1A. B, or F). Both L-mBSC1
and S-mBSC1 are expressed in the apical membrane of
the TAL (27).
Using heterologous expressi laevis oo-
cytes, we have previously sho\vn v.hat. the L-mBSC1
isoformm is a bumetanide-sensitive Na“-K--2Cl~ co-
Lrunsponcr(az 33). Wherens (he S-mBSC1 isoformisa
Ly . d: bumetanid
senslnve Na -Cl~ cotransporter that is inhibited by
eAMP  (31). Under isotonic conditions, however,
S-mBSC1 is not trafficked to the plasma membrane
when expressed alone but exerts a dominant-negative
effect on the Na*-K~-2Cl- cotransporter function. This
latter effect can be abrogated with PKA activation by
cAMP (33). Thus S-mBSC1 and L-mBSC1 interaction
cculd be critical for activation of the Na--K--2Cl1-
cotransporter by hormones such as vasopressin. This
type of interaction between altermatively spliced iso-
forms has been observed in several renal cotransport-
ers, but the mechanisms are not known (9). Competi-
tion between intracellular vesicles or heterodimers
containing different isoforms has been suggested as
possible mechanisms of interaction; however, no study
has addressed this issue for membrane transporters.

a solution containing L-mBSC1 cRNA at 0.5 ng cRNA/uL (25
ng cRNA/oocytesr. In coinjection experiments, oocytes were
injected with the same volume and amount of L-mBSC1 plus
varving amounts of S-mBSC1 cRNA. After nue:non. oocytes
were incubated at 16°C during 4-5 days. and the medium
was changed every day. Oocytes were xn..-ubmed o ernight in
Cl1*-free ND-96 [¢in mM) 96 di
gluconule. 1.8 caleium gluconate. 1.0 magnellum gluconate,
PES, and 2.5 sodium pyruvate as well as 3 mg/100 ml
genlamlcxn pH 7.4 111)) before *“Rb- uptake experiments
were performed.

mBSCI cDNA isoforms. The cDNA encoding the long and
shart COOH-terminal spliced 1soforms of the apical Na~-K=~-
2C1- cotransporter. L-mBSC1 and S-mBSC1, respectively,
was inserted in the plasmid pSPORT1 ¢Invitrogen, Carlsbad,
C.A- as described ¢27). For preparation of a cRNA template,
each ¢DNA isoform was linearized at the 3'-end using Xbal
«New England Biolabs. Beverly. MA! restriction enzyme, and
cRNA was in vitro transcribed, using the T7 RNA polymerase
mMESSAGE kit tAmbion, Austin, TX). Transcript integrity
was confirmed on agarose gels and concentration was deter-
mined by absorbance at 260 nm (DU 640. Beckman. Fuller.
ton. CA) and by d ry of the corr bands in
agarose gels. cRNA was stored frozen in aliquots at —80"
until use.

Assessment of the Na*-K~-2Cl~ cotransporter function.
The function of the Na*-K*-2Cl- cotransporter was assessed
by measuring tracer *“Rb * uptake ' New England Nuclear) in
groups of 10-15 ococytes. Four days after water or cRNA
injection, "*Rb -~ uplake was measured with the following
protocol: a 30-min_incubation period in mild hypotonic (~160
mosmongHg ] }\ - and Cl~ -frce med:um Lin mM) 68 so-
dium ! &l 1.0 glu-
conate. and 5 HEPESfl‘rw. pH 7.4}, wuh 1 ouabain; this was

" followed by a 60-min uptnke penod in amild h\'potonlc (~160

1:0) l[tin m>M ) 52 NaCl, 10 KCl,

1.8 CaCl;. 1 \lgCl._. 5 HEPES/Tris. pH 7.4.. with 1 ouabain
2 0 wCi/ml of **Rb -. To study the eﬂ'ect of Pl\.—\ activation
-K~--2Cl - cotransporter function, d g the present
the **Rb - uptake in groups ol'vx:cvxe s analyzed in
abs or presence of 10-3 M concentration of the cell

In the present study, we investigated the
of interaction between the long and short isoforms of
the Na~--K~-2Cl~ cotransporter. To this end, we as-
sessed the effects of the S-mB£C1 isoform on both the
surface and functional expressicn of the L-mBSC1 iso-
form in X. laevis oocytes. Our results show that S-
mBSC1 reduces the surface expression, and hence the
activity, of the L-mBSC1 Na~-K~-2Cl  cotransporter
isoform by a mechanism that involves PKA phosphor-
ylation processes and the exocytosis machinery.

METHODS

X. lcevis oocyte preparation and :=jection. Adult female X0
laevis frogs were purchased from Nzsco (Fort Atkinson, M.,
Frogs were maintained at the animal facility under constant
control of room temperature and husidity at 16°C and 65%,
respem\ely Ooc\'tes \-ere hnrvesh.‘j from tricaine 10.177%)-

d for 1 h with vigorous shak-
ing in Cu"-fr&‘ \D-SG Itin mM) 96 NaCl, 2 KCl, 1 MgCla,
and 5 HEPESTris, pH 7.4] in the presence of 2z rug/ml of
collagenase B. Oocytes were washed three times in regular
ND-96 l1in mM* 96 NaCl, 2 KCL, 1.5 CaClz, 1 MgCla, and 5
HEPES/Tris, pH 7 4], manually defolSGculated, and incubated
overnight at 158°C in incubation mredium (ND-96 supple-
mented with 2.5 mM sodium pyruvzie and 5 mg/100 ml of
gentamicin). Oocytes (6) were injected with 50 nl of water or

membrance-permeable dibutyryl-cAMP (Roche, Mannheim,
Germany) plus 10 7% M concentration of the phosphodiester-
ase inhibitor IBMX (Sigma, St. Louis, MO Although the
hypotonic conditions used in our experiments inhibit the

endogenous Na*.K~.2Cl- cotransporter that 1s expressed in
X. lgevis oocytes 110), uptakes were also measured in water-
injected oocytes (data not shown). and the mean values for
water groups were subtracted from corresponding L-mBSC1
groups to assess total "*Rb- uptake due to L-mBSC1.
Ouabain (Sigma) was added to prevent “*Rb~ entry via
Na ~“-K~-ATPase. Uptakes were performed at 32°C, and at
the end of the uptake period cocytes were washed five times
in ice—cold uptake solution without isotope to remove tracer
in_extracellular fluid. Qocytes were then dissolved in 10%
SDS. Tracer activity was determined for each ococyte by
B-scintillation counting.

Assessment of mBSC1 expression in oocyte plasma mem-
branes. The surface expn.-ssmn of the L-mBSCl isoform in
the cocyte ane was ed by 8
using an enhanced green fluorescent proteln 2 1 EGFP)mBSC1
fusion construct. To obtain the pSPORTL/S-mBSC1. EGFP
construce, the fi ing the EGFP
removed from pSPORTUEGFP-L-mBSC! and ligated mm
pSPORT1-S-mBSC1l. L-mBSC1-EGFP cRNA was in vitro
transcribed and microinjected into X. /gevis oocytes in a
volume of 50 nl at 0.5 ug cRNA/ul (25 ng cRNAJoocyte). In

ASP-Renal Physiol « VOL 254 « JUNE 2003 + aww ajprenal.org
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REGULATION OF APMCAL Na

coinjection experiments, cocytes were injected with the same
velume and amount of L-mBSC1.EGFP plus varying
amounts of S-mBSC1 cRNA. After injection, oocytcs were
incubated at 16°C for 4-5 days. During this time, the incu-
bation medium was changed every day. Individual oocytes
were monitored for EGFP flucrescence texcitation = 488 n;.
emittance = 505 nm. using a Zeiss confocal lu!er-scnnnlng
microscope LSM510 (<10 objective lens, excitation with
488-nm line of a multiline argon ion laser; Carl Zeissr. Flu-
orescent emissions were passed through a 505-nm band-pass
filter. Water and wild-type L-mBSCl-injected oocytes were
used as controls. Background autoflusrescence of water-in-
jected ococytes was minimized by adjusting brightness and
contrast settings at a constant pinhale size. These settings
were then used to assess fluorescence of L-.mBSCI1-EGFP. To
study the effect of PKA acv.nauon on the surface express-on
ol‘ L-mBSC1-EGFP. the fluores ity was

cocytes before and 30 min after exposure to dibutyryl-
CAMPLIBMX. Al confocal microscopic experiments were
performed using conditions identical to those for the func-
tional experiments (i.e., the same hypotonic solutions, incu-
bation times, nnd drug concentrations).

For membrane colocalization, cocytes were bathed at 4°C
with 2 uM FM 46-4 LV-3-triethylammoniumpropyli-4-6-t4-
tdiethylamino) phenyli-hexatrienx1: pyridinium dibromide}
[h bes, E OR . a fluorescent membrane
marker. The low temperature wa= used to minimize endocy-
tosis of FM 4.64 =0 as to ensure that fluorescence was pri-
marily coming from dye localizazion in the plasma mem-
brane. For determination of fluorescence secondary to FM
4-634 membrane labeling, the excitation was at 543 nin and
the emissions were passed through 2 650-am band pass filter.
To use this dyve for colocalization experiments with EGFP-
tagged membtane proteins, the fluorescence emission of FM
4-64 detected at ~670 nm becommes undetectable at wave-
lengths below 580 nm ‘data frora Molecular Probes) We
found in preliminary experiments cata not shown« that FM
4 fluarescence becomes undeteciable when measured at
565 nm. the emission waveleng=™ Yor EGFP fluorescence.
Fluorescence of both EGFP and FJ 4-64 was quantified at
equatorial focal sections of vocytes using SigmaScan Pro
Jandel Scientific. San Rafael, CA :image-analysis software.

Western blotting. Oocyte homogenates were obtained 4
days after injection with water. S-mBSCl, or S-mBSC1-
EGFP cRNA. Groups of 30-50 cocy were homogenized in
2 ul/ooeyte of homogenization buflfer {1in mM) 250 sucrose.

-+K~+.2CL~ COTRANSIPOKRTER

Statistical analysis. The significance of the differences
between groups was tested by one-way ANOVA with multiple
comparisons using Bonferroni correction. The significance
within the same group was analyzed using the paired ¢-tost.

The results are presented as means = SE.

RESULTS

Surface expression of L.-mBSC1.EGFP protein in X.
laevis oocytes. X. laevis oocyres injected with L-mBSC1-
EGFP cRNA exhlbned a ring of fluorescence at their
surfaces, as deter d by focal fluor mi-
croscopy (Fig. 1b). Control oocytes injected with water
showed no significant fluorescence at the emission and
excitation wavelengths for EGFP (Fig. la). To deter-
mine whether the L-mBSC1l-EGFP-specific fluores-
cence was mainly at the oocyte plasma membrane, we
loaded oocytes with FM 4-64 under conditions that
would suppress endocytosis of the dyve, i.e., 4°C (22).
FM 4-64 is a lipophilic luorophore that has been used
to measure surface expr ion of other brane
transporters (19, 20), including the rat thiazide-sensi-
tive Na -Cl- cotransporter in X. laevis oocytes (17),
because it possesses the optimal properties for a fluo-
rescent membrane marker. Figure 1lc shows FM 4-64
fluorescence at 4°C obtained in the same L-mBSC1-
EGFP-injected oocyte shown in Fig. 15. The red FM
4-64-specific fluorescence was detected in a surface
ring pattern similar to that for L-mBSC1-EGFP-spe-
cific fluorescence (Fig. 14). As shown in Fig. 1d, the
superimposition of the two images (Fig. 1, 4 and ¢)
gives a yellow signal, indicating colocalization of FM
+4-64 and L-mBSC1-EGFP protein. We observed >99%
surface colocalization of L-mBSC1-EGFP and FM 4.64
fluorescence in all tested oocytes, suggesting that the
L-mBSC1-EGFP fluor m ed at ial
confocal sections in cocytes was indicative of expres-
sion on plasma membrane.

To further exclude the possibility that we were de-
tecting primarily EGFP fluorescence in vesicles below
the plasma membrane, we also examined fluorescence
from an EGPF-labeled protein that we had previously
shown to be exclusively expressed just below the

brane. S-mBSC1 prozem does not reach

0.3 EDTA, and 5 Tris/HCI, pH 6.9. plus prote s8],
centrifuged twice at 100 g for 10 m=n at 4°C, and the super-
natant was recollected. Oocyte protein 6 cocytes/lane. 12 ul)
was heated in sample buffer conta:=:ng 6% SDS. 15 glyc-
erol. 0.3% bromophenol blue, 150 =2 Tris, pH 7.6. and 2%
B-mercaptoethanol, resolved by Lavmmli SDS-PAGE 7
and transferred in 10 « TrivCAPS <o a polyvinylhidene diflu-
oride membrane by semidry electr&lotting. Prestained mo-
lecular mass markers were used ¢ Bio-Rad, Hercules, CA).
For immunodetection., we used 2 monoclonal antibody
against GFP diluted 1:1.000 (Clontech. Palo Alto. CAr The
membrane was blocked for 1 h in 12"t milk (10 mM Tris, pH
9.0, 150 mM NaCl, 0.1 Tween 26G: TBS.T) and exposed to
GFP antibody diluted in 17 =ik powder/TBS-T over-
night at 4*C. After a washing in TEE-T. the membrane was
nxposed to horszeradish per nked anti IgG
secondary  antibody (Amersham L:fe Science, Arlington
Helghu. IL) for 1 h at room temperatire. After a wa_ahmg in
. Jn(xbodv aere di 4 by
dlngra hy-enh i (ECL Plus Western
blot analysis system. Amersham Life Science).

:_hu plasma membmne but remains in what appears to
be a sub anal pool of icles in X laevis oocytes
incubated under isotonic conditions (31J). S-mBSC1-
EGFP-injected oocytes exhibited no EGFP surface flu-
orescence (Fig. ler. The absence of surface fluorescence
in the S-mBSC1-EGFP-injected oocytes was not due to
the lack of protein expression because S-mBSC1-EGFP
protein was detected by Western blot analysis using
anti-GFP monoclonal antibody (Fig. 1/. In addition,
S-mBSC1-EGFP protein retained the ability to inter-
act with L-mBSC1 fsee below).

To further demonstrate that L-mBSC1-EGFP fluo-
rescence represents cotransporter expression in cocyte
plasma membranes, we the correlation be-
tween L-mBSC1-EGFP surface expression and
L-mBSC1 functional e‘prcssxon (Fig. 2). .—\cuvny of the
Na~-K~-2Cl1- cotr ing
S6Rb "~ uptake increased as a function of :he amount of
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L-mBSC1- EGFP

L-mBSC1- EGFP/
S-mBSC1
+ cAMP

Water

S-mBSC1- EGFP

L-mBSC1- EGFP/
S-mBSC1

Fig. 1 Top representa
termizal isoform of

1th 25 ng e Plus

images of oocy ec C1
to dikutyryl-cAMP - [BNE o S iemaina s indicaned

cRNA injected in cccites, reaczing a plateau at ~20
ng/oocyte. The sur: n of L-mBSCIL1-EGFP
protein increased siz=ilarlyasa nction of the amount
of eRNA injected. of these results when taken
together indicate thz: the surface EGFP fluorescence
detected in our L-e3SC1-EGFP-injected ococytes was
predominantiy comi=g from cotransporter expression
in plasma me:mbrane.
Absence of JAMP

= junctionc. and surface expres-
sion off L-mBSC1 in X lacris oocates. We have shown
previcusly (33" that —icrainjecticn of X. /aevis oacytes
with L-mBSC! ¢cRNA results in a significant increase
in 22Na " uptake th. ot affected by PKA activation.
Because Na~-K™.2C.~ cotranspors native TAL cells
is enhanced =~» cAMZ and PKA -23), this previous
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h

L-mBSC1-EGFP
+ cAMP

L-mBSC1- EGFP

L-mBSC1- EGFP/

L-mBSC1- EGFP/

S-mBSC1 S-mBSC1
+ Colchicine + Colchicine

+cAMP

-
1-EGFP betore 5
monuclonal antbody of prec

Lm: representa
1nd after exgos

expenment suggested that some factor <r protein was
n L-mB<C1 -injected nocites that would allow
cotransporter by cANP. To deter-
butyryl- c.-\_\lr’ IBAX on the sur-
ession of the mouse Na~-K Cl- cotrans-
A X. laevis oocytes, we nnalvzed 20 oocytes
'xlh L-mBSC1-EGFP cRNA befcre and 30 min
dition of dlbutyryl cAMP-IBMX. As shown in
. no change in fluorescence intensity was ob-
< zter PKA activation. Oocytes exhibited a mean
3.1 arbitrazy units (AL before and 35.8 = 5.8
addition of dibutyr¥l-cAMP-IBEMX. A repre-
example 2f the Auocrescence <oserved in a
mBSC1-EGFP cRNA-injected ~zocyte before
= addition 57 dibutyryl-cAMP-IBMX is shown
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REGULATION OF APICAL Na“-K--2CL~ COTRANSPORTER

membrane (27). We have also previously shown that
i ive-like effect on the
bumetanide-sensitive Na~-K~-2Cl~ cotransport activ-
ity of L-mBSC1 expressed in oocyvtes and that the
inhibitory effect of S.-mBSC1 was largely reversed by
addition of cAMP+IBMX (33). Given that S-mBSC1 is
exclusively expressed in a submembranal pool when
expressed alone (31), we hypothesized that the domi-
nan:-negative effect of S-mBSC1 on L-mBSC1 function
may involve modulation in trafficking of L-mBSC1 to

the mechanism by which
S-mBSC1 regulates L-mBSC1 in a cAMP-dependent
we ined the effects of the S-mBSC1 iso-

form on the surface expression of the L-mBSC1 iso-
form. Thus we assessed the fluorescence intensity in
oocytes injected with L-mBSC1-EGFP cRNA alone or
with S-mBSC1 cRNA. We also measured 8°Rb* uptake

20
-mBSC1 exerts a d
== 40 E
) § "
8
a
2 § w RS
S5 20 5%
=1 2o
@ 53
s @5 or from the plasma membrane.
) To begin to assess
o . o
] 0 20 30 40 50
GRNA (ng/cocyte)
Fig. 2. Correl b the dose of L-mBSC1-EGFP
surface d by I i

P ion. Y ing confoc:
{®). and the dose dependency of “Rb- uptake by L-BSC1 () in
Xenopus laevia oocytes. Each point represents the mean = SE of 20
cocyres. AU, arbitrary units.

in Fig. 1, g and A, respectively. Note that fluorescence
intensity is similar in both pictures. Similarly, dibu-
tyryl-cAMP+IBMX failed to increase bumetanide-sen-
sitive ®®Rb~ uptake in L-mBSCl-injected oocytes
[15.5 = 0.7 vs. 17.4 = 1.4 nmol-oocyte~'-h~?, respec-
tively, P = not signifi (NS 1. i with our
previous results (32). Thus the plasma membrane and
functional expression of Na~-K~-2Cl~ cotransport in-
duced by heterologous expression of the L-mBSC1 iso-
form were not affected by PKA activation with dibu-
tyrvI-cAMP -~ TBMIX.

Coexpression of the long anc short mBSC1 isoform
and regulation by cAMP. In native TAL cells, L-mBSC1
and S5-mBSC1 isoforms are coexpressed in the apical

A B
= <
g §
g tE
3 iz
El ==

T Z

3 cx
= B =
z

¥

aum Bux - -
Fig. 3. Effect of dibutyrx1-cAMP and IBMX on the function and
surface expression of L-BEC1 or L-BSC1-EGFP in groups of X. laevis
oocytes analyzed in the absence topen hars) or presence thatched
bars) of 1 mM cAMP+1 .M [BMX. A: lascr-scanning confocal mi-
croscopy of 80 oocrtes from 5 different frows injected with L-mBSC1-
EGFP cRNA before and 30 min after dibatyryl-cAMP~1BMX expo-
sure. ntauve images are shown i= Fig. 1, g and 4. B: bumet-
anide-sensitive *“Rb - uptake in 2 groups o cocytes injected with 25
ng of L-BSC1 cRNA. Burstetanide was axdded to the preincubation
and uptake medium at 10-* M. Each bar rvpresents the mean = SE
of — 100 oucytes from 5 diFerent frogs.

in the same batch of X. laevis oocytes injected with
L-mBSC1 ¢cRNA alone or together with S-mBSC1
cRNA. As shown in Fig. 44, the fluerescence intensity
of oocytes injected with L-mBSC1-EGFP alone was
significantly higher (73.9 = 5.3 AU) than intensity
observed in oocytes coinjected with L-mBSCI1-EGFP
and S-mBSC1 (42.9 = 3.5 AU, P < 0.001). A represen-
tative example showing the confocal images from a
L-mBSC1-EGFP oocyte and a L-mBSCl-EGFP+S-
mBSC1 ococyte is presented in Fig. 1, g and i, respec-
tively. Consistent with the reduced surface expression
of L-mBSC1-EGFP induced by S-mBSC1 (Fig. 4), func-
tional analysis confirmed a significant reduction in
bumetanide-sensitive ®Rb~ uptake in L-mBSC+S-
mBSC l-injected oocytes (7.76 = 0.5 nmnol-oocyte™'-h—1)

A B8
= 20
£c s
- o2 1s]
g £3
2
g 51 ]
= s & = 10 ]
s 2 £ -
2 52
[ 22
32 E2
& S5 54
22 4 g
3
- od

Fig. 4. Reduction of the Na*-K*-2Cl- cotransporter surface and
functioral expression induced by S-mBSC1 cRNA ic X laevis oocytes
injected wsth 25 ng of L-mBSCI-EGFP or L-BSC1 cRNA alone (open
::nnu or zogether vnd.l 25 ng of S-mBSC1 cRNA (filled bars). A:
aser- fc i i ity. R

tative ir~ages are depicted in Fig. 1. g and i."=P < 0.001 vs.
L-mBSC1-EGFP.injected group. 8: bumetanide-sersitive *Rb- up-
take in ==ool-cocyte™'-h-1, Bumemni‘de was added to the preincu-

bation a=d uptake med: at 10-% M . Each bar
depicts the mean = SE of 100 cocytes from 5 different frogs. *P <

0.001 vs. L-mBSC1.
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compared with values obtained in L-mBSC1

115.8 = 0.7 nmol~oocy1.c' sh=! P < 0.001), The rcducuon
in surface expression of L-mBSC1-EGFP and in
L-mBSC1 bumetanide-sensitive **Rb~ transport showed
similar relationships to the amount of coinjected
S-mBSCL1. As shown in Fig. 5. when oocytes | ln_lecmd

REGULATION OF APICAL Na*-K*-2C1. * COTRANSIPOKTER

expressed alone tFig. 3). Furthermore, similar "SRb -
responses to dibutyryl-cAMP—IBMX arce observed
whether the EGFDP reporter is on S.mBSCl or
L-mBSCL1. Moreover, experiments were performed in
which L-mBSC1 and S-mBSC1-EGFP were coinjected
nnd EGFP fluorescence lnlensxt\' was assessed in the

and pr of cAMP. No S-mBSC1-EGFP

with 25 ng of L-mBSC1-EGFP ¢RNA were
injected with increasing concentrations of S-mBSC1
cRNA, from 6 to 50 ng/oocyte, a significant dose-depen-
dent decrease in fluorescence intensity wus observed. We
observed a dose-dependent inhibition of %Rb" uptake
within the sanme range of S-mBSC1 coinjections t F
Thus the lower the L-mBSC1-t0-S-mBSC1 ratio, the
lower the surface expression and activity of the Na~-K*-
2CI1~ cotransporter.

Given the reduction in Na~-K~-2Cl~ cotransparter
surface expression and function induced by S-mBSC1
isoform in X. laevis oocytes, we measured the effect of
dibutyryl-cAMP+IBMX on the fluorescence intensity
and SRb* uptake in coinjected oocytes. As shown in
Fig. 6A, the reduction in the surface expression of
L-mBSC1-EGFP in S-mBSC1 coinjected oocytes was
partially reversed by the addition of dibutyry!-
cANMP+IBMX (30.3 = 4.8 without vs. 49 = 7.1 AU with
dibutyryl-cAMP+IBMX, P < 0.001). A representative
example of an cocyte coinjected with L-mBSC1-EGFP
and S-mBSC1 isoforms before and 30 min after expo-
sure to dibutyryl-cAMP<+IBMX is shown in Fig. 1, ¢
and j, respectively. A clear increase in fluorescence
intensity is observed in Fig. 17 compared with Fig. 1i.
As depicted in Fig. 68, similar results were obtained
when functional expression was essed (7.76 = 0.5 in
the absence vs. 10.9 = 0.7 nmol-oocyte”!-h~? in the
presence of dibutyryl-cAMP—IBMX. P < 0.001) In
addition, Fig. 6C shows that the S-mBSC1-EGFP con-
struct is also able to reduce the function of L-mBSC1
and that this reduction cnn also be abrogated by dibu-
tyr¥l-cAMP+IBMX. Thus in X. ‘ceris oacytes. the sur-
face expression, and hence the function, of the Na*-~
K~=-2Cl1~ cotransporter can be modulated by dibutyryl-
CcAMP only when L-mBSC1 and S-mBSC1 isoforms are
coexpressed but not when the L-mBSCl1 isoform is

Fig. 3 Effect of increasing concentraticrs >f 5-mBSC1
cRNA on surface expression of L-m “EGFP and
funmoul cxpnsllon of L-musCl in A lzevis oocytes.

in cocytes injecied with 25 ng
nl' L-=BSC1- EGFP cRNA alone or together unh in-
creasing amounts of S-BSC1 ¢cRNA as iccicated, **F/ <
0.001 +vs. L-mBSC1-EGFP-injected grocp. 8: bumet-
anide-sensitive **Rb - uptake was assesse-d 10 groups of
oocytes that were injected with 25 ag of L-mBSC1
cRNA alone or with of
S-BSC1 cRNA as stated. Bumeumde was added to the
preiocchation and uptake mediums at 10~ % M concen-
tratioe. Each bar depicts the mean = SE :(50 oocyle-
from 3 different frogs. *FP < 0.001 vs. L-=B&

Fluorescence (AU)

°
S.83C1 trgeoevier 8 &
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ﬂuorescence was detected 30 min after cAMP [H.O
injected 0.18 = 0.1 AU (n = 10 L-mBSC1+S-mBSC1
coinjected. 0. 28 = 0. OSAU«—c_«\_\lP n = 18)and 0.23 =
0.04 AU (~cAMP: nn = 19); P = NS compared with HzO
injected], suggesting that S-mBSC1 may be rapidly
removed from the membrane after coinsertion with
L-mBSC1 after cAMP.

The results in Fig. 6 suggest that the mechanism by
whmh r.hl.' S-mBSCl isoform reduces the function of the
Na~-K~--2 cotransporter includes a reduc:uon in the
surfa:e expressmn of L-mBSC1, which is partially ab- -
rvogated after activation _with dibutyryl.
cAMP—-IBMX. The modulation of L-mBSC1 surface
expression could result from alterations in trafficking
to (exocytosis) or from (endocytosis) the plasma mem-
brane. Fo study this possible mechanism, we assessed
the effects of colchicine, an inhibitor of microtubules
126, on the surface and functional expression of the
Na~-K~-2Cl * cotransporter in oocytes coinjected with
L-mBSC1-EGFP or L-mBSC1 cRNA. together with S-
mBSC1 ¢cRNA. As shown in Fig. 7A. the fluorescence
intensity in L-mBSC1-EGFP +S-mBSC1-coinjected ca-
cytes was lower than oocytes alone and the dibutyryl-

cAMP - IBMX increment was prevented by prior expo-
sure to colchicine. Colchicine alone had no effect on the
fluorescence intensity cither in the L-mBSC1.EGFP-
injected group tdata not shown) or in the L-mBSC1-
EGFP-5-mBSC1-coinjected group. Representative im-
ages of an oocyte exposed to colchicine alone or to
colchicine and dibutyvryl-cAMP ~IBMXN are shown in
Flg 1. # and !, respectively. No change in fluorescence
intensity is observed. Similar results were observed
when *¥Rb- uptake was assessed. The 3Rb* uptake
observed in L-mBSCl+S-mBSCl-injected oocytes
(6.2 = 0.6 nmol-oocyte™'-h~!) was not affected in the
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REGULATION OF APICAL Na ‘K'.2CL~ COTRANSPORTER

presence of colchicine (5.9 = 0.8 nmol-cocyte~**h~')or A B

by dibutyryl-cAMP - IBMX in the presence of colchicine 2
( 3 = 0.8 nmol ooq.'te" h"l. suggesung t.hut blockxng
vents the
bm.BSCl response to dnbu:ynl CAMP~ IB\!X (Fig. 7B).

DISCUSSION

The present work describes the effect of the COOH-
terminal truncated, alternatively spliced isoform of the
murine SLCI12A1 gene S-mBSC1 on the surface and
functional expression of the Na~-K~-2Cl~ cotrans-
porter (L—mBSCl». Using the X. laevis oocyte’s heter-
ologous expression system, we show by confocal laser

Threscence (Al)

zAMPZur - - - -
A Caencre . - - . . -
100 P<0.001 Fig. 7. Colchicine prevents the effect of the dxbut\nylM.\!P and
1IBMX nn surface expression and transport in L- mBSCl and S-
80 mBsSC ooy n ococytes
Jected 'anlh 25 ng of L-m. \BSC1-EGFP cRNA alone lnpen bar} ar

together with 25 ng of S-mBSC1 (filled bars) with or without colchi-
cine ard dibutyryl-cAMP ~1BMX as indicated. The filled bars depict
the fluorescence intensity in the same group of coc)tes before and 30
min after exposure to colchicine and 30 min after €xposure to colchi.
cine and dibutyryl-cAMP - IBMX. Representative images are shawn
in Fig. 1. hand /_ **P < 0.001 va. L-mBSC1-EGFP-injected group. &;
bumetazide-sensitive <4Rb~ uptake in cocvies iriected with 25 fig of
L-mBSC1 cRNA alone «open bart and together with 25 ng of S-
mBSC1 eRNA  filled barsi with or without colcizicine and/or dibu-
1 tyryl-cAMP - IBMX as indicated. Colchicine was added to the prein-
cubatior _medium at 20 uM. 15 min befare the addition of
cCAMP/IBMX - - hd €AMP - IBMX. Each bar represents the mean = SE of 25 cocytes
from 3 Aifferent frogs. P < 0.001 vs. L-mBSC1
B

Fluorescence (AU)
s 3

N
o

20 <0.001 N
L image analysis that the S-mBSC1 isoform exerts a

dominant-negative effect on the surface expression of
the longer isoformm L-mBSC1, which results in a reduc-
tion of the cotransporter activity (Figs. 1. 4, and 5). The
dominant-negative effect on surface expression, and
hence functional activity, was partially abrogated by
PKA activation with dibutyryl-cAMP-IBMX (Fig. 6).
Finally, we demonstrate that the effect of dibutyryl-

MP - IBMX was prevented by the exocytosis inhibi-
tor colchicine (Fig. 7).

@
L

{nmolfoocyte/h)
B

Bumetanide-sensitive
*Rb* Uptake
[}

o
- Fig. 6. Edfect of dibutyryl-cAMP and IBMX on S-=BSClinduced
CAMPIBMX of surface expr +and in S-mBSC1 or S-mBSC1-EGFP-
(o] induced = ¥ p of the Na-.K--2Cl~ co-
20 <0.001 A n oocytes with 25 ng
o P=0. of L-mBSC1-EGFI® cRNA alone lopen bar) oF together with 25 ng of
2= S.mBSC1 in the abse=ce ‘filled bar! or presence Ratched bar) of 1
E _E 1s mM cAMP and 1 uM IBMX. The filled and hatched bars depict the
22s x Huorescerce intensity in the same group of bocytes before and 30 min
€= = after_exposure to dibutyTyICAMP+IBMX. Representative images
2a § are shown in Fig. 1. acd /. 8: bumetanide-asnsitive “Rb- uptake in
S oocytes injected with 25 ng of L-m NA alote (open bar) or
22 together with 25 ng of S-mBSC1 cRNA In the abacce ' 8licd bar) and
S g yTyl-cAMP+IBMX C: bumetanide-
w3 g sensitive “Rb" upmk. i cocytes injected with 25 ng of L-mBSC1
E L= - 1 cRNA alope (open bar and together with 25 ng of S-mBSC1-EGFP
a cRNA in the absence ‘flled bar) and presence hatched bar) of
dibutyryl-<AMP +IBMXX. In both 8 and C, bumetacide, cAMP, and
o 1IBMX were added to the preincubation and uptake media at 1079,
. 10-%, and 10-® M concentration, respectively. Each bar represents

cAMPABMX - * the mean = SE of 40 aocyves from 3 different frogs.
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REGULATION OF APICAL Na“-K~-2CL~ COTRANSPORTER

It is well established that generation of cAMP by
hormones, such as vasopressin, activates transepithe-
lial salt transport in the murine TAL (1, 12, 15 How-
ever, the mechanism of this activation was unknown.
We previously showed that PKA activation with eAMP
did not enhance the uptake of ?2Na~ by L-mBSC1
expressed in X. laevis oocytes, suggesting that other
factors/proteins not present in cocytes are required to
reconstituv.c the observed cAMP activation of apical

—-K*.2Cl~ cotransport in murine TAL (331, We had
prewously suggested that the critical additional pro-
tein required for cAMD-dependent modulation of the
functional cotransporter isoform, L-mBSC1, was the
short COOH-terminal mBSC1 splice variant. This was
based on the following observations. First. both iso-
forms are expressed in the mouse TAL. The L-mBSC1
isoform was expressed almost equally in both medul-
lary (MTAL) and cortical TAL (CTAL) segments, but
expression of the S-mBSC1 isoform was highest in the
MTAL and diminished significantly along the CTAL
toward the cortical surface (27). This gradient of S-
mBSC1 expression paru]lels the medullary-toe-cortical
magnitude of horrr d lation in
the TAL and may account for the observation that
vasopressin enhances salt reabsorption predominantly
in MTAL rather than CTAL ¢14). In addition, we had
also previously reported that the short COOH-terminal
isoform, S-mBSC1, excrts a dominant-negative-like ef-
fect on ion transport by the L-mBSC1 Na~-K~-2Cl1~
cotransporter (33). This was not due to competition for
translation in S- mBSCl+L~mBSC1~co:mccled oocytes
because unrelated cRNAs such as renin or the Shaker
K=~ channel did not significantly affect transport by
L-mBSCI1. Thus S-mBSC1 would reduce the functional
expression of L-mBSC1 in native TAL cells. Impor-
tantly, we showed that cAMP reversed the negative
effect of S-mBSC1 on L-mBSC1 function i33. The
latter could provide a mechanizm for eAMP-mediated
activation of Na~-K~-2C!~ cotransport in native TAL
cells.

‘There is precedence for a dominant-negative type of
effect of alternatively spliced isoforms of several genes,
including several renal cotransporters (9). For exam-
ple. the Na*-phosphate cotransporter gene can express
truncated isoformns with dominant-negative effects on
the cotransporter function (37'. One interesting exam-
ple of dominant-negative regularion occurs in the hu-
man KvLQT1 K- channel that is associated with the
congenital long QT sy-ndromc One of the two alterna-
tively spliced KvLQT1 variants forms the functional
K* channel. The other, a COOH-terminal truncated
isoform, does not possess channel function but exerts a
strong dominant-negative effect on channel function
(4). It has been shown that transgenic mice overex-
pressing the truncated isoform develop several inter-
esting cardiac arrhythmias (5 and that, in humans
with the recessive form of the long QT syndrome
(Jervell and Lange-Nielsen syndrome), mutations in
the dominant-negartive isoform correlate with the phe-
notype of the cardiac arrhythmia (24). The mecha-

AJP-Renal Physiol » VoL 284 « JU

nisms by which truncated isoforms produce their neg-
ative effects are still poorly understood.

The competition between intracellular vesicles con-
taining different isoforms or formation of heterodimers
between isoforms has been suggested as possible mech-
anisms. In the glucocorticoid receptor, the formation of
nonfunctional heterodimers seems to be at least part of
the mechanism by which the dominant-negative iso-
form reduces the function of the receptor (29). How-
ever. to our knowledge no study has addressed this
issue in membrane transporters.

The inLeraction between the long and short isoforms
of mBSC1 could be due to competition between S-
mBSC1 and L-mBSC1 containing vesicles. L-mBSC1
has been detected in subapical vesicles +28). Thus wtraf-
ficking of L-mBSC1 vesicles 10 the apical membrane
could play a role in cotransporter regulation. We ob-
served no S-mBSC1-EGFP fluorescence in L-mBSC1+
S-mBSC1-EGFP-coinjected oocytes after cAMP treat-
ment, suggesting that S-mBSC1-EGFP protein may be
rapidly removed from the membrane after coinsertion
with L-mBSC1. In addition, we have shown that S-
mBSC1 antibody staining was predominantly in a sub-
apical distribution in mouse kidney (27). Therefore, it
is possible that the alternatively spliced S-mBSC1 iso-
form affects the interaction of the transporter proteins
with the cytoskeleton (7) and/or the vesicular traffick-
ing machinery. If so, then conssoclauon of S-mBSC1
and L-mBSC1 isoforms may result in “trapping” of the
L-mBSC1 complex within subapical vesicles.

To begin to understand the interaction between the
short and long isoforms of the murine Na*-K*.2Cl1-
cotr ter, we d the effect of the short
mBSC1 isoform on the surface expression of an EGFP-
tagged lang mBEC1 isoform using the X. laevis heter-
ologous expression system. Several lines of evidence
suggest that the EGFP fluorescence observed in our
present study quantified cotransporter localization in
the cocyte plasma membrane. First, EGFP has becn
used to assess surface expression of many membrane
proteins expressed in oocytes (2, 3, 8, 21) as well as
cultured cells (30 . In oocytes, intracellular EGFP flu-
or is not d. d with focal microscopy be-
cause the laser does not penetrate deeply enocugh to
visualize the intracellular EGFP pool at equatorial
sections in these large cells. Even if there were some
intracellular light penetration, the distribution of the
EGFP signal in these large cells is so diffuse that it
would likely fall beiow the level of detection 13). Sec-
ond, we show in Fig. 1 that L-mBSC1-EGFP Huores-
cence is colocalized with the membrane marker FM
4-64 under conditions t.hat. would rcduce FM 4-64 en-
docytosis and ia 1 mewm-
brane pool. Third. we show l.hat the S-mBSC1-EGFP
isoform. which under isotonic conditions remains in
the submembranal compartment of the oocyte (31),
was not detected by confocal analysis. Finally, we show
in Fig. 2 a direct correlation between EGFP fluores-
cence and the magnitude of bumetanide-sensitive

35Rb- uptake. When taken together, these results
demonstrate that the L-mBSC1-EGFP fluorescence de-
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tected in the present study was predominantly at the
ocacyte plasma membrane, While our results in cocytes
suggest one mechanism for regulation of BSC1 func-

COTRANSPORTER
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Plata, Consuelo, Patricia Meade, Amy Hall, Rick C.
Welch, Norma Vazquez. Steven C. Hebert, and Gerardo

G ba. Alternatively |soform of apical Na”.K~-
Cl-cotransporter gene itive Na*-
Cl-cotransporter. Am J Pfl\'"ol Renal Physiol 280:

F574-F582, 2001.—In the absence of vasapressin, medullary
thick ascending limb cells express a K*-independent. furo-
semide-sensitive Na~-.Cl" cotransporter that is inhibited by
hypertonicity. The murine renal specific Na”-K~-2 C1~ co-
transporter gene SLCI2A7+ gives rise to six nl!wrn:.luvely
spliced isoforms. Three feature a long COOH-terminal do-
main that encodes the butmetanide-sensitive Na~-K~-2 C1~
cotransporter {(BSC1-9/NKCC2., and three with a short
COOH-terminal domain. known as mBSC1-A4. B4, or F4
(19+. Here we have determined the functional characteristics
of mBSC1-A4, as expressed in Nenopus lareis oocytes. When
incubated at ncrmal oocyte os ity (~200

kgH.0) mBSClod-injected oocytes do nut express :lgnlﬁ-
cant Na~ uptake over HiO-injected controls, and immuno-
histochemical analysis shows that the majority of mBSC1-4
protein is in the docyte eytoplasm and not at the plasma
membrnne In contrmst. whn.-n mB<C1—4 oocytes are exposed
to hy (~100 20), a significant increase
in Na~ uptake but not in **Rb- uptake is observed. The
increased Na® uptake is C1~ dependent, furosemide sensi-
tive. and cAMP zensitive but K- independent. Sodium up-
take increases with decreasing osmeolarity between 120 and
70 mosmolkgH.O 0.95, P < 0.01). Immunohistochemi-
cal analysis shows zhat in hypotonic conditions mBSC1-A+
protein is expressed in the plasma membrane. These studies
indicate that the mBSC1-AJd isoform of the SLCI2Al gene
cncodes a hypotonically activated. cAMP- and furosemide-
sensitive Na*-Cl~ cotransporter. Thus it is possible that
alternative splicing of the BSC1 zene could provide the mo-
|ecular mechanism enabling the Na~.Cl -to-Na~-K~-2Cl~
8 in thick di limb cells.

bumetanide: protein kinase A: adenosine 3'.5°-cyclic monu-
thick a limb of Henle

dd. and ocker G. Gamha.

for reprine
L'ni(.

'dela N

November 2000

INCREASING NET NACL REABSORFPTION in the thick ascend-
ing limb of Henle (TAL) by hormones such as vasopres-
sin, which generate cAMP via their respective G,-
coupled receptors, is a fundamental mechanism for
regulating salt transport in this nephron segment (13,
15. 16). The effects of these hormones are crucial to the
normal functioning of the TAL in reabsorbing 10-15%
of filtered NaCl, providing for normal diluting and
concentrating power, and regulating divalent mineral
excretion.

Vasopressin increases transepithelial reabsorption
in the TAL by activating both Na~, K-, and Cl~ uptake
and K~ recycling through stimulation of the Na™-K~™-
2C1~ cotransporter and apical K~ conductance (14),
This coupling of NaCl with K~ during ion reabsorption
has very important implications for the cellular phys.
iology of the TAL, because K -recycling is largely re-
sponsible for the generation of the positive luminal
potential difference that drives paracellular cation
transport. Vasopressin appears to directly activate the
apical Na“-K~-2Cl~ cotransporter in mouse TAL by a
mechanism that is not completely understood but that
includes switching of the K~ dependence of Na™ co-
transport in the apical membrane. In the absence of
vasopressin, furosemide-sensitive Na~-Cl~ cotrans-
port was observed in the mouse TAL., whereas in the
presence of hormone, furosemide-sensitive Na~™ trans-
port became K~ dependent (23), Thus vasopressin can
switch cotransport in mouse TAL from a completely
K “-independent, but nevertheless loop diuretic-sensi-
tive. Na~-Cl~ mode, to a K™ -dependent Na~-K~-2Cl~
mode (23). Endence l‘or switching between K™ -inde-

d nd K~ -d Na~-C!l~ cotransporters in
TAL had bcen pro\'\ously observed by Eveloff and Ca-
lamia (5) in rabbit mTAL cells. They showed that
extracellular osmolarity alters the K~ dependency of

va~-Cl~ cotransport. In normal mammalian esmolar-
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ENCODING OF FUROSEMIDE-SENSITIVE NA-Ct. COTRANSIPPORTER

ity (~300 mosmol/kgH,0), the apical Na~ pathway is
mainly Na~-Cl™ transport, whereas when the extracel-
lular osmolarity is increased, the NaCl pathway exhib-
n.ed the classic characteristics of Na--K-- ~ co-
tr t. Both tr t systems were sensitive to the
loop dnureuc furosemide (3. Taken together, these
findings indicate that at the luminal side of the TAL
the predominant Na™ cotr: rt system appears to be
determined by hormonal stimuli and cell volume. Sup-
porting the functional evidence that two different loop
diuretic-sensitive cotransport systems are present in
TAL, two binding sites with distinct affinizies for the
tracer loop diuretics [’Hlbumetanide or {*H]piretanide
have been identified in crude plasma membrane
preparations from mouse 111) and dog (8, 9 kidney.
respectively. Furthermore. photolabeling mouse kid-
ney membranes wn.h the pho!osensluve bumetanide
PE{]4 1-3(3-thenyloxy lbenzoi:
dcid revealed that the high- and low-l"’HIbumctamde
bindings sites exhibited incorporation of the label in
two regions: one of ~150 kDa and another of ~75 kDa,
respectively. suggesting that either the activation and
inhibition of two distinct proteins or the dimerization
of one polypeptide could account for the switching
between Na~-Cl~ and Na~-K~-Cl~ cotransport mode.
The recent identification of several isoforms of the
mouse renal specific bumeranide-sensitive Na -K~™-
2C1~ cotransporter gene {SLCI12A) provides new in-
sights into the mech of salt tr t regulation
in TAL (19). A total of six alternatively spliced isoforms
are encoded by SLCI2AI gene. These nsofnr‘msanrc

can be prevented by PKA activation ¢21). In the present
pnper we dnmonstrate that the mBSC1l-A4 isoform
furosemid sitive Na~
cr- cot.rnnsporter that is activated by hypotonicity und
inhibited by PKA activation. Our results provlde a
molecular mechanism that can account for swn-:hxng
between Na~-Cl” and Na~-K~-2C|~ cotransporters in
the mammalian T.

METHODS

Xenopus locvia owcyte preparation and injection. In the
present study we used the X. laevis oocytes heterologous
expression systemn. Oocytes were harvested from anesthe-
tized 10.177% tricaine) frogs and incubated for 1 h under
vigorous shaking at room temperature in a Ca".free ND-96
(in mM: 96 NaCl, 2 KCl, 1 MgCl,, and 3 HEPES/Tris, pH 7.4)

2 mglrnl of coll (Boehringer, Mannheim,
Germany). Oocytes were washed three times in standard
ND-96 (in mAL: 96 NaCl, 2 KC1, 1.8 CaCl,, 1 MgCl,, and 5
HEPES/Tris, pH 7.4), manually defolliculated, and incubated
overnight at 17°C in incubation medium (ND-96 supple-
mented with 2.5 mM Na“-pyruvate and 5 mg/100 ml of
gentamicin). Stage V-VI ococytes (4) to be used for controls
were either noninjected or injected with a 1-mM Tris solution
150 nl), and experimental cocytes were injected with either
mBSC1-A4 or mBSC1-F9 ¢cRNA (25 ng/cocyte in 50 nl). After
injectiun, oocytes were incubated at 17°C in incubation me-
dium for 3—5 days. During this period, incubation medium
was changed dai

mBSCI cDNAs isoforms. The mBSC1 isoform ¢cDNAs were
in the pSPORT1 sLife Technologies) plasmid. and their gen-
eration has been described in detail (119+. For preparation of
cRNA 1 each isoformn ¢cDNA was linearized at the 3°

produced after the combination of two in P

splicing events ¢19). One is the utilization of an alter-
native polyadenylation site that predicts two type 1
bumetanide-sensitive Na~-K~-2Cl1~ cotransporter 'BSC1)
proteins identical at the en:ire NHj,-terminal and
transmembrane domains, as well as in the first 74
amino acid residues of the COOH-terminal domain but
different in the sequence and length of the remaining
COOH terminus. The longer izoform (1,095 amino ac-
ids) contains 383 residues tha: are not present in the
shorter isoform. In contrast. the shorter, truncated
isoform (770 amino acids) exhibits a COOH terminus
with 55 residues that are not present in the longer
isoform. Interestingly, the long and short COOH-ter-
minal domains contain different putative protein ki-
nase A (PKA) and protein kinase C (PKC) phosphory-
lation sites. We have designated the longer and shorter
transcripts as mBSC1-9 and mBSC1-4, respecuvcly

end by using Nor 1 or Xba I restriction enzymes. and cRNA
was then transcribed in vitro by using the T7 RNA polymer-
ase in the presence of Cap analog (mMESSAGE, Ambion,
Austin, TX). Transcription product integrity was confirmed
on agarose gels, and concentration was determined by absor-
bance reading at 260 nm ¢DLU 640, Beckman. Fullerton. CA).
cRNA was stored in aliquots at —~-80°C.
F i ! characterizati of mBSCI isoforms. Func.
tiona)] characteristics of the mBSC1 lsol‘orms were assessed
by measuring tracer 3?Na~ or *®Rl uptake in groups of
20-25 cocytes under various osmclnn es. ¥Na ~ uptake was
meazured with the following protocol: a 30-min incubation
period in a hypotonic nnd Cl~-free medxum un mM: 25
Na--gluconate, 4.0 Ca? 1.0 M
HEPES/Tris. pH 7.4, with 1 mM ocuabain and 100 u\l
amiloride. followed by 2 60-min uptake period in a hypotonic
uptake medium sin mM: 25 NaCl, 10 KCI. 1.8 CaCl;. 1
\lgCl 1 & HEPES/Tris, pH 7.4 containing 2.5 nCi/ml of
**Na*~ ‘{NEN, Boston. MA) and the same drugs used during
the riod. Various degrees of tonicity were stud.

(19). The other splicing event is due to the pr
three mutually exclusive variants of cudmg exon 4.
denoted A. B, and F (17). The combination of both
splicing mechanisms results in the production of three
SC1-9 mBSC1-A9/B9/F9: izoforms that encode the
bumetanide-sensitive Na "-K~-2C1 "~ cotransporter (21)
und three mBSC1—4 (mBSC1- AVBA/F4) protems. with
ntere: gly. however, interaction

between mBSC1-9 and mBSC1—4 isoforms appears to
be critical for vasopressin activation of the Na~-K~-
2Cl1~ cotransporter because mBSC1-4 exerts a domi-
nant negative effect on the cotransporter function that

peri
ied by adding su:rme to lhe mcubauun and uptake media to
obtain wvith ities b 70 to 150 mosmol/
kgH.O. The hypolomc conditions inhibit the endogenous
oocyte Na*-K*-2C17 mlrnnsponerls) Ouabain was added to
prevent Na~ exit via Na*-K~-ATPase, and amiloride pre-
vents Na~ uptake via Na~ chnnnels or Na~/H~ antiporters.
To perform upmke: in uotnm-.-nv we used an incubation
96 mM N and regular ND-96
as the uptake medium. To determine the K'- and Cl1™-
dependent fraction of 2?Na~ uptake, paired groups of cocytes
were incubated in upunke medm without C1~ (subsm.ur.ed by
or by N-methyl-p-gluca-
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ENCODING OF FUROSEMIDE-SENSITIVE Na-CL COTRANSPORTER

mine) in the presence of the K~-Cl~ cotransporter inhi
lrdihydroindenyl) oxylalkanoic acid 1 DIOA; 100 w) (7).
**Rb" uptake was also assessed under vnnmu d:green of
hypotonicity with the following p 1: 30-m
penod in a hypotonic K~- and Ci--free soluuon tin mM: 40
.6 Ca?~-gl 1.0 Mg*-
Bn~lull‘nte. 5 Hepes/Tris, pH T 41 with 1 mM oeuabain, fol-
lowed by a Eo-rmn upm e using a hypotonic uptake
medium tin mM: » nCl £o l—’Cl 1.8 CaCl, 1.0 MgCl,. 10
BaCl,, 5.0 HEPES 7.4+ with 1 mM ouabain. and 2.0
uCle of **Rb. specnﬁc ucu\'uv 0.57 nCi/nmol {NEN.
23Np* and “*Rb* uptakes were performed at 30°C and
were linear over the first 60 min. At the end of the uptake
period, vocytes were washed five times in ice-cold uptake
solution without isotope to remove extracellular fluid tracer,
after which ococytes were dissalved in 10% ium dadecy]
sulfate, and tracer activity was determined by B scmnnanon

counting.

! i of oocytes. Unfixed X, lae-
vis oocytes, nuected with mBSCl-A-O cRNA were embedded in
OCT (Tissue Tek, Miles, Elkhart, IN) and slowly frozen at
—54°C. Ten-micrometer sections were cut by using a Leica
3050 cryostat at —13°C. Sections were fixed for 3 min in
—20*C acetone. The sections were washed three times (5
min) with PBS-T (0.05% Tween 20 in PBS, pH = 7.4) then
blocked with 1% BSA-PBS-4% normal goat serum for 30 min
at room temperature. Slides were incubated overnight at 4°C
with 1:100 dilution of affinity-purified rabbit anti-mouse
mBSC1-4 antibody (19) diluted in 1% BSA-PBS-4¢ normal
goat serum. antibody is directed against the 535 unique
amino acid residues present in mBSCl-4 and not in
mBSC1-9 isoforms. We have zhown previously that this
antibody recognized only mBSC1l-4 protein (191 Sections
were washed three times (5 min_with PBS.T. then incubated
for 1 h with anti-rabbit Alexa 594 conjugate antibody {Mo.
lecular Probes, Eugene, OR: diluted 1:5.000 in 17 BSA-
PBS-47% normal goat serum. Sections were washed as above
and mounted with Aq ount {Poly var-
rington, PA'. Slides were » examired with a lenn Eclipse 800
research microscope.

Animals and materials. Adult female X. laeus frogs were
purchased from Carolina Bi ical Supply (Burli NO)
and from Nasco (Fort Atkinson. MI). Frogs were maintained
at the animal facility under constant control of room temper-
ature and humidity at 16°C_ard 65%, respectively, Frogs
were fed with brittle dry frog food from Nasco, and water was
changed iwice a week. Dibutyryl cAMP (DBeANMP), collage-
nase B, and all restriction enzy=—es were from Boehringer.
H&9 was from Calbiochem. The cRNA transcription kit
mMESSAGE was from Ambion. Tracer sodium ¢**Na~) and
rubldxum “Rb* were purchl sed from DuPont-NEN.
o amiloride. b IBMN, and general chemi-
cals were from Sigma (St. Luuu. MO

s analysis. S as
n two-tailed P < 0.05, and the results are presenmd as
means = JE. The stgnlﬁcnnce of the differences between
groups were lested by the one-way ANOVA with multiple
comparisol g the Bonferroni correction or by the
Kru.sk.ul-\\ :uhs AA\O\ Aun rank.s “ith the Dunn s method for
the 1 =. as neede

izon p

RESULTS
Expression of the mBSCI1-A+4 isoform in oocytes. We
have prenously shown that mBSC1l-4 exhibits no
functional activity assessed by either *Na~ or **Rb~
uptake for osmolarities between 210 and 150 mosmal/

kgH,0 (21). A similar gbservation is shown in the first
four bars in Fig. 1. Na~ uptake in water or mBSC1-A4
cRNA-injected oocytes was similar under isotonic (200
mosmollkgH;O 2,061 = 176 wvs. 391 = 115
pmaol-ococyte Th-1) respectively) orin shgh; hypotonic
1150 mosmongHQO' 236 = 63 vs. 284 = 48
pmol-oocvte™'-h~ !, respectively) conditions. The sig-
nificant decrease in ?2Na~ uptake observed in solutions
with osmolarities between 210 and 150 mosmolkgH,O
in both water and mBSC1-Ad-injected oocvtes was due
to int ion of the d Na~-K™-2Cl" cotrans-
porter. The last two burs in Fig. 1 show that exposing
the mBSC1-A4 cRNA-injected oocytes to a further re-
duction in osmolnnl.y to 100 mosmolkgH,O resulted in
an increased **Na~ uptake in mBCS1-. 4»1n;ect.ed oo~
cytes that was —~48-fold higher than in water-injects
oocytes (8,685 = 737 vs. 181 = 35 pmol-ococyte™
respectively, £ < 0.0001). Figure 2 shows the effects of
decreusmg osmolnnty from 150 and 70 mosm/kgH,O
on Z*Na* uptakes in mBSC1l-A4 cRNA- injected oo-
cytes. Thus mBSC1l-A4 functional expression in oo-
cytes is activated by hypotonicity in a dose-dependent
fashion below osmolarities of 120 mosmol/kgH,0.
Hxypotonicity alters localization omeSCl-A4 protein
from the cytosol to the plasma membrane. Figure 3
shows the immunolocalization of mBSC1-A4 protein in
representative cocytes incubated in either 150 (lef?) or
100 mosmol/kgH,O (right) media. The xncubutwn pro-
tocol was identical to that used for - upl.ake. In
oocytes incubated in the 150
the majority of staining is localized to the oocyte cyto-
plasm just beneath the plasma membrnnc. In contrast,
in oocytes exposed to the 100 VkgH,O di
most of the staining is localized in !he plasma mem-

»t

8o

TNs* Uptake (pmolioocytethr)

200 150
Enr-ccllul-r osmolarity (mO-mIng)

of mascx-/u in
Nenopus lasvis cocyres. 23Na- u,,ux. was measured

th water ‘open bars) or with 25 ng of mBSCl ..u :ruv,\
it bpilbeiy under 3 ties as
NaCl in re 96 mM in 200
mosmolkgH,O. 62 M in 150 mo-molngu,o "and 40 MM for the
100 ach bar ts mean = SE nf22

oocytes. 'sznlﬁc:nlly dlﬂcnnt from uptake in the same up
incubated at 200 mmmoVk‘H,O P < 0.001). 'Sl‘n‘ﬂ:mtly dlﬂar!nt

from all groups (P < 0.0000
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brane. Thus in X laevis onci~ez hypotonicity alters the

localization of mBSC1-Ad grotein from the cytosol to

the plasma membrane. This expression of mBSC1-A4d

protein at the piasma membrane with 100 mosmol/

kzH.,O hypotonicity is consziztent with the change of
mBSC1

from a nonfunc::onal to a functional trans-

porter-as shown in Fig. 1. .
~BSCI-A4 encodes the diuretic- .sensuu.e.\’a -
c- cotransports Figure A and B, show * -
u".akes in mB\Cl-:\& cRNA-njected oocytes in the
sence or presence of 100 )M concentrations of furo-
se:.idc (A or bumetanide 8 . addition of either of
the loop diureti resulted —-79% inhibition of
the increased ?°Na~ uptak water-injected con-
trols in mBSC1-Ad-expressinz oocytes. Figure 3 com-
pares the bumetanide conce: —2tion-dcpcnd_unt inhibi-
tienn  of " uaptake indzoced by mBSCl-Ad4 or

COTRANSPORTER

BSC1-F9 215 Both mBSC-1 isoforms exhibited sim-
r IC,, values of ~107% M. Thus T2Na~ uptake medi-
d by mBSC-A4 is loop diuretic sensitive, and the
erence in the COOH termini between mBSC1-A
and mBSC1-F9 does not appear to alter this bumet-
arnide sensitivity. Because thiazide diuretics inhibit the
ed Na~-Cl~ cotransporter TSC1 or NCC, we ex-
ed the effect of 100-uM trichloromethiazide on
© uptake in mBSC1-A4 expressing ococytes. This
de had no effect on mBSC1-A4 function (data not

cunse K -tndependent, bumexanlde<sensluve
Na -Cl cotransport has been descnbed in mouse TAL

3. we d the ion d of *¥Na™~ uptake
:nBSCl A cRNA.injected cocytes. Figure 6 shows
mBSC1l-Ad-expressing ococytes exhibited an in-
¢ased “*Na~ uptake over water-injected oocytes
370 = 592 vs. 52 = 10 pmol-eocyte” !-h~!, respec-
thnl was not dependr.-nr. on extracellular K™
= 438 prmol-cocyte~'-h~}, P = not significant)
at was significantly reduced when Cl~™ was omit-
‘rom the extracellular medium (1,297 = 289
pmoi-cocyte '+h~! P < 0.0005) or when 100 uM bu-
mezanide was, added to the uptake medium (998 = 293
-oocyte” !-h !, P < 0.0002). The uptakes shown in
5 were Performed in the presence of DIOA to
D1t any endogenous K~-Cl~ cotransport (20,. Si-
mulianeous experiments in oocytes showed that DIOA
s the endogenous K~-C1™ cotransporter but has
ct on Na -K~-2C1~ cotransporier ncnvny (data
owno, Thus mBSC1l-4 mediates #*Na~ uptake
Cl

dent and b anide ve but
,ndupendenl. To further demonstrate the K--
endent nature of Na~ transpor: by mBSC1-A4
hypotonic conditions, we assessed in the same
ment bumetanide-sensitive **Na - and **Rb "~ up-
in 100 mosmoVkgH,0O media. As shown in Fig.

Fig. 3. Hy alters the iocali
tion of mBSC1-A4 in oocytes.
mBSC1-A4 prote:= was localized in oo-
cytes by using n—_e rabbit anti-mouse
againat

Vol s ted
the unique 55-ar—iuo acid COOH-ter-

Cytosoln
versicles

rrrereniioe arder minal domain of =BSC1-A4 described
19y

P! y was
detected after inczbation of cocytes in
either 150 fleft) or 100 mmmuukgn,o
{right) media by using the same proto-

col described for Sxcar uptnkz: Inleft
panel. most of the staining is localized

in the cytosol, whereas in right p-nal
most staining is localized to the plasma
membrane.
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ENCODING OF FUROSEMIDE-SENSITTVE Na-CL COTRANSPORTER

Flg. é Effect of loop diuretics on "’\n uptake ln
kgH,O hypotonicity. A: combined mulu of 3 experi-
menu in which 2Na~ uptake was asses: in
injected with water 1open bar), mBSC1-Ad-injected oo~
cytes (filled bar), and mBSC1-A4 oocyies in the pres-
ence of 100 uM fulvlernxdu thatched bar). Each bar
represents mean = SE of 95 oocytes. obtained from 3
different experiments. B: cnmblned results of 9 experi-
ments in which ¥2Na" uptake was in cocytes
injected with water ‘open bar). mBSC1.A4-injected oo~
ctes (filled bar), and mBSC1-A3 cocytes in the pres.
ence of 100 uM bumetanide (harched bars E:ch bar
represents mean = SE of 360 cocyTes, obtained from 9
0.001 vs. mBSCl-Ad-in-

:

2Nee Uptake fmakoocyiele)
8§

different experiments. *P <
jected aocytes.

o
74, 100 kg H?O hy ici Ited in a sig-
nxﬁcunt increase in ¥*Na™ uptake in mBSCl~A4 cRNA-

injected cocytes, compared with water-injected con-
trols. The increased ?Na~ uptake was abolished by
addition of 100 23 bumetanide to the uptake medium.
In cantrast, hypotonicity had no efféct on %°Rb - uptake
by mBSCl-AA!-evprcsslng oocytes (Fig. 78). The small
reduction in **Rb" uptake in contrel and mBSC1-Ad-
expressing oocytes is due to the endogenous K~-Cl~
cotransporter (20). Thus with 100 mosmolkgH,0 hy-
polonu: conditions, mBSC1-A4 mediates 22Na~ but not
S5Rb~ uptake. This observarion is consistent with the
lack of effect of K~ omission on 2*Na ™~ uptake as shown
in Fig. 6.
2"\:1 uptake mediated by mBSC1-Ad is reduced by
PKA activation. Because the switch from the Na~-Cl™~
to Na~-K~-2Cl~ transport mode in mouse mTAL has
been shown to be dependent on the present of vaso-
pressin (23), we assessed the effect of the cell-perme-

125 4

100 4

Funcion (%)

Fig. 5. i
mBscx-.u (. solid line ' and mBSC1-F'9 « :, dashed hnel cmup: of
20 oocytes micrvinjected with mBSC -A4 or mBSC1-F9 were ex-
posed o 10" ln 10 4Mlin
the preincubanon and uptake medl:n Data were normalized as the
of uke v.hz of bum‘?b
for

nnlde Uptake w
MBSCI.34 and at 150 ::nlmoV'k;.H;O For mBSCl F9 (21,

a8
6500

o

able cAMP analog DBcAMP and the phosphodiesterase
inhibitor IBMX on the functional expression of
mBSC1-A4. Figure 8 shows the result of a single ex-
periment assessing the s 2pnrate and combined effects
of cAMP and IBMX on **Na~ uptake in mBSCl Ad-
expressing oocytes under 100 mosmolkgH. hypo
tonic conditions. The addition of 1 mM DBcAA\lP to the
uptake medium resulted in a slight, but not significant,
fall in 2*Na~ uptake (6,611 = 700 vs. 5,293 = 663
pmol-oocyte"*-h~1!, with and without DBeAMP, P, re-
spectively). In contrast, the addition of 1 mM IBMX
resulted in a significant 50% reduction of **Na™ uptake
in mBSC1-. A-&-ln‘)ected cocytes 13.585 = 487
pmol-ococyte™-h < 0.01, vs. mBSC1-A4 control).
Moreover, the comb:natmn of DBcAMP ~-IBMX exhib-
ited a synergistic effect that resulted in a further re-
duction in 2Na~ uptake to a value that was 70% lower
than uptake ln mBSC1-A4 control cocxtes (2,080 = 514
pmol-cocyte~'-h~!, P < 0.01) This value was also

i

:

T Uptako fpmavoocyiat)

: 8BS C1-A4 CRNA
Fig. 6. lon y and € *?Na~ up-
ke n e oeriaa injected with water oF mMESCT-AL SRNA,
as stated. Tracer uprake was pufonn.d in the presence of Na°,
K-, a=d CI- in the water injected group +H,O) and in the
mBSC1-Ad injected oocytes (6lled bar). in the abssace of extracel
lular K~ fopen bar:, in the absence of extracwllular Cl~ (cross-
hatched bnr) or in the presence of all 3 ions acd 100 uM hum.l~
anide hatched bar). Each bar represents mean = SE of 21 cocytes.
*P < 0,001 vs. uptake in the presence of all 3 ions ip the mBSC1-4
injected oocytes.
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Fig. 7. ¥INa* and **Rb" uptakes in X laevia cocyres injected with
cither water or mBSC1-A4 cRN. the absence (open bars) of
presence (filled barss of 100 uM b\.memnlde Up;akel were per-
formed under 100 Each
tmean = SE of 20 cocytes. *F < 0.05 vs. H,0 comet 2R o v
absence of bumetanide.

significantly different from the uptake in mBSC1-Ad-
expressing oocytes exposed to DBcAMP alone. We con-
firmed the inhibitory effect of 1 mM DBcAMP+1 mM
IB\!}( on mBSC1-Ad function in two additional exper-
iments by using oocytes from dxﬂ'erenc l‘rogs (8,425 =
912 vs. 1,230 = 285 pmol-ococyte™-h~? wuhnu; nnd
with I:AA\[P*'IB\B. respectively; P < 0.00001). In ad-
dition, Fig. 9 shows the effect of inhibition of endoge-
nous PKA activity with 20 uM HB9 on **Na~ uptake in
mBSC1l-Ad-expressing oocytes under 100 mosmol/
kgH,O hypotonic conditions. The inhibition of PKA
resulted in a significant increase in mBSC1-A4 func-
tion (2,989 = 184 vs. 4,762 = 424 pmol-cocyte™ '-h~
the absence and presence of HS89, respectively; P <
0.0001). Morcover, 2*Na~ uptake in mBSC1-A+4 cRNA-
injected cocytes in the presence of H89 was abolished
by 100 M bumetanide. Thus functional expression of

000

j

hior Uptake (movoocyiwty)

E -
TmMcae - - < e - - * o+
traa M - - - - + .- + 0+

Fig. 3. Effects of diburyTyl-cAMP acd ar 1BMX on mBSC1-A4-in-
in ¥Na~ p!ake in XC ’neris cocytes, Water control
oocym . 1-A4 oocs=es in the absence ‘open bars®

prﬂcn:e tfilled bars, of 100 uM bo=etanide. Addition of 1 mM
dlbutfrﬂc\.\l}’ :u!d/or 1 mM IBMX is Jepicted. Each bar represents
mean = SE of . *P < 0.01 vs. =BSC1-A4 control. £ < 0.0

va. mBSCl'AJ G—\.\IP alonl

SO0
g £00C
-
z
2 2co
2 -
o
Bumewanias - - -+ - -
wao - - - + -+
Fig, 9. Effect of HS89-induced protein kuxa.be 4 nhibition on
mBECT-A4 n bar:

hypoto

upukn in \--ler-u-ueﬂed l:ontroll. flled bnrs. mBSCl-.\-l eRNA-
Each bar 3 mean = SE of 20

oocses. “P < D 01 vs. uptake in mBSC1., '\4 in the absence of H89.

mBSC1-A4 under hypotonic conditions is regulated by
PRKA activity.
DISCUSSION

The present work describes the functional properties
of mBSC1l-A4. the COOH-terminal truncated, alterna-
tively spliced isoform of the murine SLC12Al gene
expressed in TAL cells. Using the X. lgevis oocyte
heterologous expression system, we show that the
mBSC1-A4 x=oform is a functional transporter that

a K~ dent, loop diuretic-sensitive
Na~-Cl~ cotransponer {Figs. 1, 2, 4—7 . Activation of
the mBSC1-A- cotransporter in oocites requires expo-
sure to reductions in osmolarity below 120 mosmol/
kgH.O (Figs. 1 and 2) and this is accompanied by a
shift in expression of cotransporter protein from cy-
tosol to the plasma membrane (Fig. 3:. In addition, we
demonstrate that the ion transport function of
SC1-A4 in hy¥potonic media is further regulated by
cAMP/IBMX (Figs. 8 and 9).

Several lines of evidence have indicated the exis-
tence of a K™ -independent, furosemide-sensitive Na~-
Cl~ cotransporter in mouse (23) and rabbit (5) TAL.
Sun et al. (23), using isolated perfused mouse medul-
lary TAL tubules. demonstrated that ouabain-induced
Ceu swelling was absolutely dependent on salt entry
into cells through the loop diuretic-sensitive, apical
Na--K~-Cl~ cotransport mechanism. In the absence of
vasgpressin ti.e.. cAMP), ouabnln-lnduCed swelling of
the t ceils was aboli d by loop diuretic and by
removal of luminal Na” or Cl~ but not by omission of
luminal K~. When vasopressin was added to the prep-
aration, removal of luminal K~ resulted in prevention
of cell swelling, indicating the existence of a =

Na”-K~-
2C1~ cotransport system in the apical membrane. Thus
Va=opr955|n shifted '.he mode of apical cotransport from

=-Cl1~ to Na~-K~-2Cl1~. In rabbit medullary TAL
ells Eveloff and co-workers €1, 5) had also shown

|- Ve
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id,

cati 4 dent Cl~ cotra ter family are also

evid for the of fur itive
Na~-Cl™ and Na~-K™-2Cl~ cotronsport pathways and
their regulation by osmolality (1, 51. These data taken
together indicate that, in the TAL, when extracellular
osmolarity is low (or cell swelling occurs by other
means) and in the absence of vasopressin for cAMP),
the transepithelial salt reabsorption is mainly due to
aa apical Na~-Cl~ cotransporter, whereas when extra-
cellular osmolarity is increased and/or in the presence
of vasopressin, the major salt transport pathway is the
Na~-K™-2Cl~ cotransporter. Both mechanisms ob-
served in TAIL cells are sensitive to loup diuretics, a
finding consistent with our observations in mBSC1-A4.
and mBSC1-F9-injected cocytes (Fig. 5).

We previously identified six spliced isoforms of the
mouse Na~-K~-2Cl~ cotransporter gene (19). Our ini-
tial functicnal expression of these isoforms revealed
that the three long COOH-terminal domain mBSC1-9
proteins (A, B, and F) encode the loop diuretic-sensitive

va~-K~-2C1~ cotransporter. The shorter COOH-termi-
nal domain isoforms (mBSCl-1A/B/F), however,
showed no expression under our standard experimen-
tal conditions, with osmolarities between 150 and 210
mosmol/kgH O (21). Because increasing the extracel-
lular esmolarity inhibits the K™ -independent Na~-Cl~
cotransporter in_rabbit TAL cells (5), we reasoned that
hypotonicity and/or increase in cell volume could be an
important condition to activate the cotransporter. We
now show that osmolarities below 120 mosmolkgH,0
are required for functional expression of mBSC1-A4 in
ococytes (Fig. 2). The primary cytosolic Jocalization of
mBSC1-A4 protein at an osmolarity of 150 mosmal/
kgHoO shown in Fig. 3, left. provides an explanation
for the lack of function of mBSC1-A1 at higher osmo-
larities, above 120 mosmolVkygH.O (Fig. 2). Incubation
of mBSC1l-Ad-injected oocytes in extracellular medium
with an osmolarities <120 mosmolkgH,O resulted in
dramatic increases in Na~ uptake (Figs. 1 and 2) and
was a iated withi hi hemical localization
of mBSC1-4 at the plasma membrane (Fig. 3, right). A
similar hypotonicity-ind d ir 1 ti ivation
mechanism has been recently suggested by Watts and
Good 124) for the Na“/H™ antiporter, NHES3. in TAL
cells. In addition. other members of the electroneutral,

A

Fig. 10. Propased model for thick ascecding limb tTAL+

: of water 2 :
duricg maximal water diuresis. Sce tex: for discussion.

regulated by hypotonicity (or cell volume), some being
inhibited [by. e.g.. endogenous Na~-K~-Cl~ cotrans-
porter in Xenopus oocytes, Fig. 1, 6, 22); the rat thia-
zide-sensitive Na~-Cl~ cotransporter (18)] and others
;gi;\g activated [K~-Cl~ (KCC) cotransporters (10,

1.

However, the mechanism by which hypotonicity in-
creases the localization of mBSC1—4 at the plasma
membrane and thus its activity as a Na~-Cl~ cotrans-
porter is not clear from the present study. Potential
mechanisms include enhanced posttranslational pro-
cessing of the protein via activation of intracellular
proteins such as heat shock proteins or other chaper-
ones or alterations in local vesicular trafficking to the
plasma membrane. In addition, it is also not clear
whether the fund 1 hanism to lain the
hypotonicity-induced activation of mBSC1-A4 is the
increased cell volume per se or other mechanisms such
as activation or deactivation of intracellular messen-
gers or dilution of potential intracellular inhibitors
ti.e., cAMP or intracellular Cl7). These are complex
issues, and further studi will be n y to clarify
the mechanisms.

The activation of mBSC1—4 in the present study was
observed when we reduced the extracellular osmolarity
below 130 mosmolkgH,0O. e normal osmolarity for
oocytes is ~210 mosmolkgH,0. Thus this reduction
represents a decrease of —40%. Because oocytes are
relatively impermeable to water, this percentage of
reduction is required to develop hypotonicity-induced
cell swelling. Such a low osmolarity (130 mosmeol/
kgH,0) will be rarely present in mammalian renal
medulla. However, similar and even higher percent-
ages of reduction in renal medulla osmolarity develop
during brisk diuresis induced by water loading. In
these circumstances, interstitial NaCl and urea con-
centration decline rapidly and renal medulla osmolar-
ity can be reduced from 1,200 to 600 mosmolkgH,0. In
contrast, due to the high content of osmolytes such as
sorbitol, inositol. or betaine within the medullary cells,
when medullary interstitial osmolarity is reduced,
cells take up water and swell (3). For this circum-
stance, we suggest that mBSC1l-4 may be activated.

e Wwaks Diuresis

Antidiurosis
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According to our previous observations in mouse TAL
(23), Na--K~ Cl :otrnnspon should be sensitive to
PRA m:nvauon receptor-dep

dent generation of cA.\lP (e‘g.. by vasopressini), The
major observations are that activation of PKA.depen-
dent processes 1) enhance the rate of net salt reabsorp-
tion, and hence Na -K~-2Cl1~ cotransporter activity,
by the TAL (15); and 2) change the mode of Na- -Cl -

K~

cotra ter. In this cir ance in the mouse med-
ullary TAL, the NaCl absorption rate is reduced to
~50% of that present in the antidiuretic state and in
the presence of vasopressin (14, 23),

We are grateful te Octavio Villanueva and Jemis Lapex for help
with frog care aed to of th “nit for
ERerne e st dieeamion,

This wark -was supported by research Grants 57629m from the
Coural of Seience and Technology . CONACYT) and 73197

cotransport from to K- ndent
123), Because both mBSC1-9 and mBSCl——i |sororms
coexist in mouse medullary TAL cells 1191, regulation
of both eotransporter isoforms by PKA probabiy con-
tributes to the vasopressin-stimulated state of salt
transport in the mTAL. As we show in Fig. 8. addition
of 1 mM cAMP-1 mM IBMX to the uptake medium
resulted in an ~70% reduction in **Na~ uptake medi-
d.
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ated by mBSC1-Ad. In addiiion, inhibition of
nous PKA activity by H89 in oocytes resulted .in an
increase in mBSC1—4 function (Fig. 9). Moreover, we
have previously shown that mBSC1-A4 has a domi-
nant negative effect on Na~-K~-2Cl " cotransport me-
diated by mBSC1-F9 and that acuvm.xon of PKA abro-
gates this dominant negative efTect (21). The latter
gives rise to an increase in Na~ -K~-2Cl~ cotransport
activity. Thus PKA activation inhibits ion transport by
mBSC1-Al and abrogates the dominant negative effect
of mBSC1-A4 on mBSC1-F9. These effects would in-
hibit K -independent Na“-Cl~ cotransport and acti-
vate Na“-K~-2Cl~ cotransport. The specific mecha-
nism of the dominant negative-like effect of mBSC1-A+
on mBSC1-F9 and its modulation by vasopressin are
presently under investigation.

On the basis of these findings. we suggest a func-
tional model for the molecular physiology of salt reab-
sorption in the mouse TAL and its regulation by vaso-
pressin. Two distinct functional and molecular ‘models
operate depending on the prevalent stimuli in the TAL.
Figure 10A shows the functional model that operates
during water conservation, a =zituation in which the
osmolarity of the renal medulla is high and vasopressin
is present. In this model, both Na ™ -K~-2Cl~ and apu:nl
K~ conductance will increase due to PKA activation
(12). Coordinated function of both pathways ensures
K~ recycling and generation of a lumen positive volt-
age. Because the apical membrane of the TAL is im-
permeable to water, the intense reabsorption of salt
dilutes tubular fluid and concentrates the medullary
interstitium. In this model, the Na~ entry pathway in
apical membranes is the Na~-K~-2Cl~ cotransporter
encoded by the mBSC1-9 isoforms. In contrast, Fig.
108 shows the functional model that operates during
maximal water diuresis, a situation in which the wash-
out of medullary tonicity provides a relatively hypo-
tonic environment and vasopressin secretion rate is
low. It has been shown that when the interstitial solute

concentration in the renal medulla decreases rnpxdly‘._

d as an ¢
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i thick limb of Henle's loop tITALHL? The

© bumetanide-sensitive Na":K*:2Cl1~
(BSCD is the ‘mujor pathway for salt reabsorption in the

function of this cotransporter in the TALH ta critical for salt

apical ne of the
limb of Henle. Three of the r
known as A, B, and F, exhibit axinl expression along l.hc
thick ascending Limb. We report here a functional com.
parison of the three isoforms from mouse kidney. When
expressed in Xenopus oocytes the mBSC1.A isoform
showed hi; of tr . with no difference
in the urf ion. Kinetic character.
ization revelled divergent nn‘nuleu for the three co-
ions. The Cyp values for Na ™, K*,
and C1~ were 5.0 = 3.9, 0.96 = 0.16, and 22.2 = 4.8 m™ for
mEBSC1.A; 3.0 = 0.6, 0.76 = 0.07. and 11.6 = 0.7 mM for
mBSC1-B; and 20.6 = 7. 1.54 = 0.]8. and 29.2 = 2.1 mm

sorption, for the p an, of the
h:nllon mechnnurn. and ls also involved in v.he
cation

listm (17, The disruption of the Na- :K-:2C1~ cotransporter gene
in humans (2) and mice 13+ p Bartter's sy

nuw;nmal rccezsne disease characterized by metabolic nlkAluu.
hy ia, and severe volume depletion, ac.
companied by a reducnon in arterial blood pressure. ln addition.

the N'a~:K™:2C1* cotransporter protein in the TALH is the main
phnrrnuculomcnl target of loop diuretics 14), which are used ex-
the tr of states

The PrimAny structure of the kidnes-specific. bumetanide-
e NaT:K~:2Cl~ cotransporter (BSC1 or NKCC2) has

for mBSC1-F. r y. ivity was
higher in mBSC1-B compared with the mBSCl1-A and
mBSCI1-F isoforms. All three tranaporters were p-nmlly

been elucidated by cloning ¢cONA from rat (55, rabbit (6), mouse
(7). and human kidney 21 BSC1 belangs to the superfamily of
chloride cotransporters for which

inhibited by icity but to di
The cell swelling-induced inhibition profile wnn
rnBSCl F > mBSC1-B > mBSC1-A. The function of the
ik -3C1™ was not { by extracel-
Iulnr PH or by lhe ad ion of metolazone, 4.4 -diisothio-
2.2 ic acid (DIDS), or R +)1-12,

n.butyl.6,7-dichl 2. 2,3 ¥ -1-0x0
H-indenyl-5- yl)-oxv]ncenc acid (DIOA) to the ex-
tracellular of aceytes to
11zCl; before the uplnke ptrlod reduced the activity of
the cotranaporter. The effect of HgCl, was dose-depend-
ent, and mBSC1-A and mBSC1-B exh ted higher affin.
ity than mBSCl F. Overall, the funcuonnl comparison of
the ical *:K*:2C1~ cotran
porter lmrnrm- A. B. and F re\eal- important fun
and differences. with

ations.

1
bn!h phys.olog-cnl and structural imp!

eight genes have been identified (8). Two of these genes encode
for Np~:K~:2Cl" cotransporters: BSC1, a kidney-specific co-
transporter expressed only at the apical membrane of the
TALH. and BSC2 ‘also known as NKCC1:, a ubiquitously ex-
pressed gene at the basol 1 mbran helial cells.
which is also d in several i ! cells. The de-
gree of identity between these protemns is ~<07%, and in hu-
mans. the BSC1 and BSC2 genes are localized 1n chromosomes
15 and 3. respectively. The murine BSC1 gene gives rise to six
alternatively spliced isoforms caused by the combination of two
splicing mechanisms. One results from the existence of three
mutually exclusive cassette exons of 96 bp named A, B. and F.
whlch encode 31 amino acid residues that are part of the

ane 2 and the connecting seg-
menl be:ueen trnnsmembrnne segments 2 and 3 (6, 7). The
ather is a pol signal in the
intron exens 15 and 17 producing a COOH-terminal

o

The bumetanide-sezstive Na ™K~ 2CI~ cotransporter is the
major salt tragsport pathway in the apical membrane of the

truncated ssoform that lacks the last 327 amino acid residues
but contains 53 residues at the end which are not preunt inthe
lunger isoforms (9). the two i are

d of each other, six isoforms are present in the

* This work was suppcred in part by Rerearch Grants 9762y,
the Mexican Council of Scence and Techn 3.o@y (CONACYT and T
553601 from the Howa=d Hughes Medical lnstitute to G.G. and
DK36303 from the Natior-al Institutes of Health (10 5. C. H and G. G.».
The costa of publicatior. of this article were defrayed in pars bv the
paymect of page charges. Th:s article must '-h!vvfor- be he ked

“advertisement” in actorimnce with 18 U.5.C. Section l-:!»l gox—l\'

2 Supported by

TALH cells: three isoforma with a long COOH-terminal domain
1A, B, and F) and three with a short COOH-terminal domain
tA. B, and F1(9, ton

! The abbreviations used are: TALH, thick ascending limb of Henle's
toop: cTALH. cortical TALH: mTALH, medullary TALH: BSC1. bumet-
unide-sensitive cotransporzer L ialso known as NKCC2 : BSC2. bumet-
2 (also known as NKCC1s:

indicate this fac:.
by scholasstup grants fremm CONACYT and from :hn
Direcc:dn Generni del Perwor.al Academice 5f the National Un;

Mexico. BSC1, mou:
1To = should be ac Physol.
oy Urit. Vasco de Quiruga 15. Tlalpan 24000, Mexico cny. Mexica.
T 525 513-9865" Fax: 555 . E-=ail:

-dllluthlncynnntoﬂllll-u.-z.z ~disulfo-

se BSC1; DIDS. 3.
nicacid] DIOA Ro s iiZon-burs]
Lorel-#oindeny). S ylome acetic ‘acid: GFP. green fluorescent protain;
EGFP, FP;

*“Rb". tracer rubidium.

11004
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Functional Characterization of mBSC1 Isoforms

The splicing at the COOH-terminal domain in mouse BSC1
has remarkable effecta on the cotransporter properlu-’

from 2 mouse auter medulia cDNA library, using the founder thiaside-
Na-:Cl1- Anspe A as o probe 5. 9). The short B
<DNA was ! 4 e PCR and tamated 1o the Hem? ana

Whereas the three longer isoforms tA. B. and Fi &t
bumetanide-sensitive Na™:K™:2C1" cotransporters V\hlch are
partially inhibited by hypotonicity (5, 111, the shorter isoform
operates as a K- -independent. but nevertheless bumetanide-
sensitive Na~:Cl~ cotransporter that is activated by hypotonic-
ity : 121. Both transporters are equally senaitive to loop diuret-
ics. In addition, the shorter isoform is sensitive to cAMP and
exerts 3 dominant-negative effect upon the Na™":K -

2C1” ca-
transporter which can be abroguted by cAMP (11). Thus. splic-
1ng of the COOH-.terminal domain changes the tvpe and sto-

shiometry of the cutrausported ions, the response to cell
swelling. and pravides a latory of the
Na~ C1- cotransporter activity.

The ] effect of of the 1y
cassette exons A, B, and F, encoding part of the xran.smem-
brane segment 2. is atill unknown. but it has been suggested
that the exons could affect the transport properties of the
cotransporter. Early studies on isolated cortieal TALH
:TALH) segments by Burg t13' and medullary TALH
(mTALH> segments by Rocha and Kokko (14} indicated that
mTALH transports NaCl more rapidly than the cTALH but

Natl siten of the mBSCI-F isofarm (1. All of the mBSC1 1soforms used
in the present study re inserted in the plasmid pSPORT1 ( [nvitrogen ).
ch tsoform cDNA was linearized at the 3'-end using
and cRN.A wa.
vrern. ueing the T7 RNA palymerase mMESSAGE kat Ay, Tran:
o product integrey wa. d on agarose gels. and the
n wa Ty reading at 260 am DL
S0 Bochman, Fuileron. G- (RGA was stured froten 10 alguots o
~ %0 'C until used.
Accessment of the Na~ K~ 2C!" Cotransporter Function—The f\.\n:.
siom 0T el W 2GC cOtransporter was Assessed by measur
tracer ~Rb- uptake PerkinElmer Life Sciences) in sroups of at least 15
a0exses followng this seneral protocol: » 30-mun .rcubation in isatanic
ard Cl-dfree medium in m¥: 56 sodium givconate. 6.0 calom
1 1.0 5 HEPES/Tr:a. pH 7.4) with 1 mm
ouaban foilowed by 3 60-min uptake p.m—ﬂ in the presence of Na ", K~
an . For most »xperiments the isatonic medium contained (in ms:
sl TR TS « 1 M¢Cl,. 5 HEPES. pH 7.4, supplemented
with 1 mX ouabain and 2.0 uCi of “Hb". Because X laeurs cocytas
express an endosenous Na©:K-2C1- munn.p.,.-.r 15) every expari-
ment the EToup: s,
To analyze the 1on ttansport Kinetics of the 2C1- cotrans-
Porter 1soforms, experiments “ere performed v, the concentra.
tions of Na®, K" ard C1°. For Na- wnetics. m. .vmceuul.r K* an

with greater diluting power in the ¢TALH (15}
heterogeneity of the transport properties along the TALH. Sup-
porting this possibility. the apparent affinity for Cl° observed
by Greger (16), Hus-Citharel and Morel (17), and Eveloffert al.

(184, when CT:\LH was used as a source of the pl.uma mem-
braze was from the ob-
tained by Koenig al. (19) and Burnhnm et al. €20 when

mTALH was used. In this regard. it has been shown that the
splicing isoforms A. B. and F extubit axinl distribution along
the TALH. The F isoform is absen: in the ¢TALH and present
in the mTALH, with higherexpression in the inner stripe of the
outer medul The A isoform s present in both ¢TALH and
mTALH. with higher expression in thie outer stripe of the outer
medulla. and the B :soform is presexnt only in the cTALH 6, 7
21 Thus heterogecesty in the sal: sransport along the TALH
could be caused by the axial distmbution of the three isoforms
A. B. and F of the Na~ 2C1° estransporter. However. the
furctional characterzzation of these isoforms has not been
addressed

In the present study. we show a “:acuonal ch;.\raclcnxauun
of the longer 1soforrms A B, and F i the murine Na K v
cotransporter using the Nenopus [aeis oocytes as an helerolo-

re fixed at 10 and 90 m ly. For 3
were fixed at 50 mo, and for C1- kinatics the Na-
 reapectively. 'ro

cl-
kinetics, Na~ and Cl

maintain osmolarity and ionic
used as an Nu~ and K- s used s A CI-
LK, orCl ) was
me, with the same
batch of cocyles and solutions. In the same experimen: uptake was also
measured for each poinl in water-injected 00cytes tdaza not shown), and
r Rroups wera subtracted in corresponding
i¥ze only the “Rb"- uptake because of the injected
mBSC1 1soform. Kinetic analysis was performed by estimating the EC,,
values for each ion. The EC., vaiues were calcuisted from loglion
concentration) rersus V1, plots using GraphPad Priam software and
an uphiil doseresponise equation with variable slope the latter allows
the Hill slope to var: Som unity.. The senmtivity and kinetics for
were by xroups of mBEC 1 cRNA-injected

oocytes ta bumetanide 31 concentrations varnng frem 10-° to 104 u
The desired concentration of the Joop diaretic was Fresent i both the
\ncubation and uptake permcds. Finaily, we also assessed the effect of
osmeolarity upon the furction of mBSC1 isoforms :4:ng the following
conditions during uptake: hypotomaty af 160, isatcricity of 210, and
For these exper:ments the three
MBSC1 isoforms were a.s analyzed at the same time. and all solutions
contained 65 mm NoaCl and 5 mM KCI, which resulted i1 an osmolanty
of -~ 160 mosmolkg. To prepare the solutions wath 210 and 260

Lkg we added 43 ard 90 MM sucrose. respectively.

gous expression system. Qur data revealed differ-
ences in the affinity for Na*, K™, a=d CI~ among isoforms as
well as in the sersitivity to burmetanide ond response to
hypotomcity

MATERLALS AND METHODS
N, lcevis Oonte Prezcras male X. laecis frogs aere ob-
tanec Srom Nasco 1Ferz Atkinson. MI . Oocytes were harvested by
urder 0.171 tricaire and incubazed for 1 h in the frog Ringer
m: 3 1 MgC)L and 3 HEPES Trs,
pH T 3 in the presence of 2 mg/ml collagecase B n. COCItew Aere
washed four times in D

concectration of 0.3 ug = 25 ng of CANA cocyte). After injection. oo-
etes were incubated for 3—3 days 10 NDSe5 with sodium pyruvate and
gent 2n. The incubat:on medium was cianged every 24 h. The night
Fefore the uptake caperiments were performned. oocytes were incubated
in C1~-free ND%6 in mas; ium
18 eal ) : 5 my HEPES. 2.5
sodium pyruvate. S mgt gentamicin, pH T 41123).

In Vitro mBSCI eRNA Transiation—Tim cloning and preparation of
mouse MBSC1 <DNA used in the study have been reported previously
19). In bref. mBSC1-F and mBSC1-A isofarms were cloned by homology

All uptakes were performed at 30 *C. At the end of “Ze uptake period,
oocytes were washed five times in ice-cold uptake solution without
remove extraceiluiar fluid tracer. After the oocytes were
was determined zr each cocyte by

10 SDS. tracer activity
lation counting

Assessment of mBSC? lsoform Expressivn in Qocn.te Plasma Mem-
brane—The surface expression of each mBSC1 isofcrm in the cocyte
plaama membrane was measured by flucrescence usinz *nhanced green
Nuorescent protein (EGFP .mBSC1 fusion construcss. To make
GFP-mBSC1 fusion conssructs. the fragment contanicg the full»len‘!h
MBSC1-A cDNA was removed from pSPORT1-BSC1. with the restrice
tion enzymes Sall and .\'ocl. gel isolated and ligated nto pEGFP-C1
TCLONTECH, Palo Alta. CAs resulting in the piasmid pEGFP-CL/
BSC1. which contains an :n-frame fusion of the mBSC1-A ligated inta
the COOH terminus of GFP. Then, the cDNA fragmer: containing the
GFP-mBSC1-A was removed from pEGFP-CU/BSC1 bx restriction en-
2yme digestion with Agel ard Norl and ligated into pSPORT1. To obtain
GFP-mBEC1-8 and GFP-mBSC1-F. the fragment Sa!l 20 Vil of GFP-
mBSC1-A. which contains the entire GFP sequence. -nu’ pert ormBsc
sequence before the secocd :ransmembrane domai
mBSC1-B and mBSC1-F. which were already in pSmRTl 323 GPP.
mBSCl-A- GFP-mBSC-B. and GFP-mBSC1-F cRNA was transcribed
in citro and microinjected :nto X laevis oocytes (25 ng cocyts). Water
and noa-GFP mBSC1-F-in, cocytes wers used as control. After 4
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Fi i ! Characteri:
23000
£ o0
f s
2
3 vo0m
H
F o 2C1-
°
O MBCI1-A macsi-a mDCS1-F
Fic. 1. of mBSC1 n X. lae
ex tnet were Injented with water or with 55 g of :n.v.\
from mBSCi-A. mBSCI-B, or m -F, av indicated. Rb-~

take was assessod in control conditions ruthite bars) or in the pmenu
of 107+ bumetanide iblack bars). Each bar represerts the mean = S E.

of 11 fro frogs. e differ.
ence from the upmk- in a control group «p = O 00 * indicates o
significant difference from the uptake in meCLB and mBSC1-F

groups p < 0.001).

days of incubation in regular NDS6. occxytes were monitared for GFP

fluorescence usingk a Zeiss laser <confocn!

lens 10, Nikon). Light 3f excitation wasveiength 488 nm and emiasion

513-565 nm was used o viuulize GFF Suarascence. Plasma mvmbrnne
was v deter i5 the pixel round

the entire oocyte L using S Pro image ﬂnal\-u

software,

of the diffe b

* vamance with multiple cam-
he Kruskal-Wallis one-way
re Dunn method for multiple
The results are presented as

Anal;

The
groups was tested by oreway unalysis
pamson using Bonferroni correction ar b
analysia of vanance ar: ranks with

companson procedures. 35 needed.

=z SE

mean =

RESULTS
Expression of mBSC: Isoforms in Xenopus Oocytes—We and
others (3, 21-26) have shown previcusly that Xenopus cocytes
e\hnbn. an endogenous expression of the bumetanide-sensitive
Cl~ cotransporter. As shown in Fig. 1. ""Rb~ uptake
in H,o njected oocytes was 2,113 = 346 pmoloocyte " “h~ 1 in
control conditions and 317 202 pmolovcyte™'h°! in the
presence of a 10 * st coccentration of the loop diuretic bumet-
anide. Background *Rb" uptake was, however, increased by
micronjection of X. lae: s cocytes witZ mBSCI-A, mBSC1-B. or
mBSC1-F cRNA. The uptake was r(—dueed significantly in all
groups in the preseace of bumetar:Ze. Thus, to analyze the
**Rb" uptake induced only by each mBSCl isoform. in all
experiments perfnrmed for this study. ™Rb" uptake was meas-
ure in water-inj = oocytes. and the mean
values for the water groups were sufiracted in corresponding
mBSC1 groups.
shown in Fig. 1. ™Rb~ uptake :2 mBSCl-A.injected oco-
cvtes was 19.395 = 1.997 pmoloacyte bh whereas in
mBSC1-B oocytes it was 13.229 = 1,640 pmoloocyte *h™?, and
in mBSC1.F it was 12.068 = 1.561 pmoloocyte "*h-}. Thus
*Rb~ uptake in the mBSC1-A isoform is significantly higher
than in mBSC1-B and mBSCI-F isoforms (p < 0.001:. The
results shown in Fig. 1 are the pooled data from 11 different
experiments, using cocxies from different frogs, with an aver-
age of 18 cocytes/group in each experiment. The cRNA used
was obtained from three and every time
oocytes were ipjected with the same amount of cRNA (25 ng/
oocyte). The cDNA of the three isofore=s used were inserted in
the same vector (pSPORT1), contained the same 5'- and 3°-

of mBSC1 Isoforms

untranslated regions. and eRNA was transcribed in rvitro for
the three isoforms ultaneously. uring the <ame T7 RNA
polymerase. Thus, differences among isoforms in Fig. 1 are
unlikely to be the result of injecting MBSC1-A cocytes with a
better quality cRNA. with higher concentration of cRNA/oocyte
or that mBSC1-A ¢cRNA was better transinted than the other
two. Instead, these results suggesc that the mBSCl1-A
exhibits either higher surface exp or higher
transport thun the mBSC1-B and mBSCI1-F isoforms. To de-
termine whether the differencer in functional expre.

caused by variatuon in the surface expression of the Na
corranapnrter isaforms. X.

iR
lcevis Cocytes i1njected with
GPF-mBSC1-A, GFP-mBSC1-B. or GFP-mBSC1-F cRNA ilo-

forms were d b; fluor microacopy.
2. A-D. present a representative picture of cocytes m;ened
with each isoform, and Fig. 2£ shows the result of these exper-
iments in which at least 40 ooy tes isoform were evaluated. As
Ith, s were on mBSC1-
F-injected oocytes (31.212 = 1,165: n = 48) than in those
injected with mBSC1-A (48.888 = 8.042; n = 501 or mBSC1-B
¢43.995 = B8.495; n = 40 analysis of variance showed no
significant differences in surface expression among the three
1soforms. Thus, under our experimental conditions it is un-
likely that the type of mutually exclusive cassette exon affects
the surface expression of the cotransporter in oocytes. This
observation supports the h_\‘polhesls from Fig. 1 that mBSC1-A
might be the isof with the high, of transport.
Transport Kinetics of mBSC1 Isoforms—The kinetic trans-
port properties for each 10n wWere assessed for the three iso-
forms simultanecusly. in the same batch of injected cocytes.
Fig. 3A shows the Na~ transport kinetics of each isoform, and
panels B, C, and D depict the Hill coefficient plots for Na™ in
mBSC1-B, mBSC1-A. and mBSC1-.F. respectively. The Na~
dependence of "*Rb”~ uptake was assessed with fixed concen-
trauons of K* and C1° at 10 and 96 myr, respectively, with
changing concentrations of Na ™ from ) to B0 m»y. **Rb* uptake
increased as the Na~ concentration was increased unul a pla.
teau phase was ible with Michaeli
behavior. Table 1 shows 1he EC.,; and Hill coefficient \'nluesA
The EC,, values for Na~ were similar between mBSC1-A and
mBSC1-B isoforms but different from the values observed for
the mBSC1-F isoform. Fig. 44 shows the K~ transport kinetics
of ¢ach 1soform. and panels B. C. and D depict rthe Hill coeffi-
cient plots for K° in mBSC1-B. mBSC1-A, and mBSCI-F, re-
#pectively. The expetiments were performed with fixed concene
trations of Na~ and Cl° at 96 mym, with increased
concentrations of K~ from 0 to 10 mM. The **Rb~ uptake
increased as the K~ concentration increased in the extracellu-
lar medium until a plateau phase was renched. ECy, and Hill
coefficients are shown in Table 1. As with Na~ transport kinet.
ics. the ECyo values observed in mBSC1-A and mBSEC1-B were
similar. whereaa the EC,, for K~ in mBSC1-F isoform was
higher. F1g. 5A depicta the Cl~ transport kinetics for each
mBSC1 1safarm, and pancis B. C, and £ show the Hill plots for
Cl°. These experiments were carried out with Na~ and K~
concentrationa fixed at 96 and 10 mar, respectively, with in-
creased Cl- concentrations from O to 96 my. **Rb- uptake
increazed as a function of the Cl~ concentration. The plateau
phase was reached in mBSCl1-A and mBSC1-B, but not in
mBSCI1-F. As shown in Table I, the EC3, value for Cl~ was
higher in mBSC1-F than in mBSC1.A or mBSC1-B. Hill coef-
ficients for Na~ and K~ in the three isoforms were close to
unity, whereas Hill coeflicients for C1~ were above unity, con-
sistent with the 1Na”. 1K™, and 2C1~ stoichiometry. As Figs.
3-5 show, in general mBSCI-A and mBSC1-B exhibit very
similar kinetic properties for the three cotransported iona, sug-

shown in Fig. 2,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

—————

N77-22



Functional Characterization of mBSC1

Fig. 2. Plasma membrune fluores-
cenca of GFP.mBSC) fusion con-
structs expressed in X lasrvis GoCyte:
Oocytes ware injected with water or with
23 n‘ofcRNc\ from GFP-mBSC1-A. GFP-

SC1-B. or GFP-mBSC1.-F, as i
c.g.d Panels A-D, confocal micrographs
showing ropresentative examples of X.

s injected with water or with

tinct plasma membrane-associated fluc-
which is similar 1n the three

from three different frogs. mBSC1 groups

Isoforms
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Fia. 3. Kinetic u—-n-pon analysis for Na~ in mBSC1
les'. mBSC1-B rboxes), and =BSC

. 5. an
ischaelia- Nienten cquniion. Each point represents the mean & 5 E.
mBSC1-A. and mBSC1-F. respectively.

gesting that affinity for each ion is similar between these two

isoforms. In contrast, the ECsq values for Na~. K=, and C1~ in

mBSC1-F-injected oocytes were higher. suggesting that this is
the

1-F llrlnrlzlru cRNA. The expe:
and CI i
of 15 cocvtes. Panels 8. C. and D show lhn Hx" plol.l for N- in m 1-

soforma. Panel A. Na*-dependent “Rb" uptake in X larvis cocytes injected with

Tert was performed with mmum. Na~ concentraticas of 0.5,
._‘.—: at 10 and 56 mM,. respecti re fit using
BSC!

mBSC1-B. and mBSC1-F transport in cocytes. As shown in Fig.
6, all three i were by the loop di ina
. the ICs, for bumectanide
of *Rb" uptake was lower in mBSC1-B (600 n)

Lhz  isoform with the lo-en affinity for ted ions.
tics of B: Inhibii of mBSC1 f B

induced inhibiz T activity is one of the

- colmnspomr ‘Thus, we ana-

of b on mBSC1-A,

hallmarks of the Na~
Iyzed the

than in mBSC1-A (2 uM) or mBSC1-F (3.4 uM). In addition, the
percentage of inhibition of the Na~ -K'.zCI' mu-uuponer
function from 1077 ta 10°% s

higher in mBSC1-B than in mBSCl F and mBSCl-A. Thus, th
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o .
Taner T
EC, values and Hill coeflicient for No ' .K . and CI™ transport in mBSC! isoforms
Sdrum Ptassium
ECw, £C-, Hitt
mBSC1.H 30=08 0.76 = .07 1.00 = 0.1
mBSC1-A 30=39 096 = 0.16 0.83 = 0.09
mBSCL.F 206 = 7.2 1.54 = 0.16 0.95 = 0.05
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g
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F:G. 4. Kinetic transport analysis for K* in mBSC1 isoforme. Panel A, l\ -g'-p.nd-nl “*Rb° uptake in oocytes injected wnh mHSCl-A
K- of 0. .,

06,
ach point
mBSC1.F. rnp«uvely.

mBSC1-B isoform exhibited higher affinity for bumetanide
than the other two isoforma.

Rzgulﬂtwn of mBSC1 hoﬁzrmx &» Osmolarity—-As all mem-
bers of the d chloride eoxrnnsponer
b

(cireless, mBSC1-B tbores . and m 1-F rrangles) cRNA. Uptake wos
1.0.2.5,and 10 m, For the K* kinezcs analysis the Na = and C1~ concentration was fixed at
e mezxn = SE. of 15 oocytes. Panels 8, C. D show the Hill plots for K-

o
96 mM. Lines were fit u.nnu the M:ch
v mBSC1-B. mHSCL-A, and

kg with sucrose added to the 65 mym NaCl uptake medium to
adjust osmolarity. -n-.grerore “Rb' uptake was nnuud in
three osmolar conditions, in
NacClt ation or ionic h. The in i

di was token as 100% ncnvlly. As sho"n in Flz 7 incu-

family, l-he Na=:K~:2C1™ <er is a cell
Iated protein. We have shown before 5. a significant reducnon

of the rat ascx F cotransporter function when cocytes were

{1

bation of cocytes in 260 € in a
in the activity of the end: expressed oocyte
*:K~:2C1~, whereas the activity of the mBSC1 isoforms was

unchanz-d When *"Rb~ uptake was performed in 160 mosmol/
ty

a
with mlomc l'ro‘ Ringer 1 ~210 mosmalkg). We also observed
in hypotonic medi that the reduction of the
expressed Na~:K~:2Cl~ cotransporter in oocytes was signifi-
cantly higher than the inhibition observed in rat BSC1-F. sug-

at ivity to cell vo! might be di among
Na *:K":2C1" cotransporter isoforms. Acvordingly, we assessed
the bumetanide-sensitive ®Rb " uptake in oocytes injected with
mBSC1-A, mBSC1-B, and mBSC1-F cRNA and exposed to an
uptake medium containing 65 my NaCl at three diﬂemnt os-
molarites: ic (~ 160 ‘kg. the larity ob-
tained by the 65 mM NaCl concentratian in the uptake medi-
um), isotonic (~ 210 mosmol/kg). or hypertonic (~ 260 mosmol/

kg. the oocyte Na~ vK :2C1~ cotransporter activi
was inhibited completely (5.1 = 1.0% of the function observed
in isotonicity). whereas the activity of mBSC1 isoforms was
only partially reduced. but to a different extent among the
isoforms. Comparing with uptake assessed in isotonicity, the
"SRbL” uptake in 160 mosmolkg in mBSC1-A was 74 = 3.3%, in
mBSC1-B was 57 = 3.2%. and in mBSC1-F was 46 = 2.9% (p <
0.01). Thus, the cell swelling-induced inhibition profile of the
Na~:K~:2C1- cotransporter isoforms was mBSCi1-F >
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Functional Characterization of mBSC1 Isoforms
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Fic. 6. Kinetic analysis of the Na“:-ICl- cotransporter iso- s % Z
forms inhibition by bumetanide. Oocr-es were microinjected with 160 210 200
mBSC1-A (circles). mBSC1-B (boxﬂ) ard mBSCI1-F (lnurl‘ltl' :R_V(\.
and 3 days later =b- uptake was { ander contrul or y
in ¢ of from 10-* Fia. 7. in X laevis
10+ % Uptakes wers performed during The 60 mmin in wptake solution 0,0 it R b BOCI A takire barey BSOS :uaa
containing 96 my Na- and C1° and 10 mu K. 1€ values for bumet- bare), and mBSCLY (gray bars). Uptake was assensad in
anide inhibition were 2 wit. and 3.4 uxt for mBSCI- T3 The mean vale the &>
mBSC1 C1-F tanforms, respecgly. Each pomt represrnta o grous

-A, and mBSH
the mean = S.E. of 15
mBSCl-A and mBSCI-F:
mBsc:

Effect af PpH on rBSCI Function and Bumetanide Inhibi-
shows the “Rb"~ plah‘ in X. taevis cocytes
nd

. * indicates > < 0.05 versus uptake in
= indicates » < 0.05 versus uptake in

to show the bumetanide-sensitive pn € the uptake.
axposed to Lipeake Mmedia with cemelarities of 160, 210, or 260 mesmal
k. * indicates p < 0.05 cersus the uptake in isctonicity. * indicates p <
0.01 cersus all ather Eroups in 160 mosmol/kg. Each point represents
the mean = S.E. of 40 cocytes from two different frows.

were ining 96 mm NaCl and 10 mx

to

enracellullr pH from 6.0 w 8.0. Fig. 88 ehows the percentage
of each i Uptake

of

KCI, with pH v-luet of 6.0. 6.5, 7.0, 7.5, and 8.0. Bumetanide
was used at 5 X 10°7 ». As shown in Fig. 84, **Rb~ uptake was
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F:G. 3. Effect of extracellular pH upon Ih! function and bu-

of mBSCI-A BSC1.B (boxes). and
mBSCI.F (triangles). Panel A, “Rb"~ _puke n cantrol conditions.
Panel 8, percentage of inhibition by 5+ 10°" u bumetanide. * indicates
£ < 0.05 mBSCI1-F versus mBSCI-A or BSCI'B. Each Ppoint repre-
ser:s “he mean = S.E. of 15 oocytes.

similar from 6.0 to 8.0 for cach isoform. Thus, we observed no
difference in the Na":K ™:2C1” cotransporter activity at differ-
ent pH values. Also. as shown in Fig. 38, no !Ixnll'cun! ditfer-

rram

-
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LT r——

°
3 H 3 8 3
H E] =4 >
1 ERE R
&
Fia. 9. =Rb- uptake in mBSC1-F cRNA-injected X. quu oo
in the f 107% »

cytes unde or

metalazone (T2, DIOA. DIDS, bumetanide, ar 50 s HeGlL. an

stated. * indicates p < 0.05 cersus control. Each point represents the
15 cocyte:

mean = S.E

had no inhibitory pmperlles upon the Na“:K~:2Cl" cotrans-
porter. 10" of b

din iti oflhe cotransporter activity. In
addition to the specific inhibitars, it is well kxaown that many
ion trassporters are affected by exposure o HgCly. In the
electroneutral cotransporter family, Mercade 2 al. (30) have
shown that the X laevis K™:Cl™ cotransparser in oocytes is
activated by HgCl;. whereas Jacoby et al. (31 found that the
basalateral isoform of the Na =:K~:2C1~ cotrazsporter is inhib~
ited by HgCl,. and we also have evldence th.':' HgCl, reduces
the of the thiazid Na“=:Cl1~ cotransporter
(32). As shown in Fig. 9. we also analyzed the effect of 50 uM
HgCl, upon the "*Rb" uptake induced by mBSC1-F. A signifi-
cant inhibitory effect of HgCl, on the function of the apical
Na“:K~:2C1” cotransporter was observed. Thean. to assess the
effects of HgCl; on the three isoforms, \X. laevis cocytes injected
with mBEC1-A, mBSC1-B. or mBSC1-F cRNA =were exposed to
increased i of extr (] HgCl. from 1 to 75
uu. Higher concentrations were not vsed because we have
observed a dramatic increase in "SRb~ uptake in cocytes when
HgCl, is ased at 100 uM or above (30). As shown in Fig. 10, the
of mBSC1 isoforms to HECl, resulted in significant

ence was observed in the degree of b of
each isofarm at pH from 6.0 to 8.0. Note. however, that at most
of the studied ptl values, the degree of inhibition by 5 x 10~7
M de was si Iy lawer in mBSCI1-F isoform.
cxcept when uptake was performed at 7.5, suggesting that
lower or higher pH

sensitivity among mBSC1 isoforms. making meCl-B nnd
mBSC1.A more sensitive to the effect of loop diuretics than
mBECI-F.

Erfect of Inhubitors and Mercury—The electroneutral cation-
coupled chloride cotransporters are defined in part by their
sensitivity to several diuretics and ichibitors. For instance,
thiazide-type diuretics are specific inhibitors of the Na~:C1~
cotransporter .5), and the alkaloid compound DIOA has been
propaosed as a specific inhibitor of the K™:Cl~ cotransporter
(27). In addition, other drugs such as the stilbene compounds

and dose—ependent inhibition of the cotransporzer function. In
addition. mBSC1-A and mBSC1-B exhibited a samilar pattern
of inhibition. whereas the percentage of reduction in the func-
tion of mBSC1-F was significantly lower thaz in the other
isoformas.
DISCUSSION

The ger.e encoding for the apical Na~:K~:2Cl~ cotransporter
in mouse FIVes rise to six alternatively spliced isoforms that are
expressed exclusively in the apical membrane of the TALH (9).
On one hard, two isoforms are produced after truocation of the
COOH-terminal domain. The longer isoform is made up of
1,095 amino acid residues, and the shorter isoform has 770
residues. On the other hand. three isoforms are produced be-
cause of the existence of three 96-bp mutually exclusive cas-
sette exons demg-nnted A, B. and F. which encode part of the

exhibit inhibitory properties upon Cl~ transporters, including
the CI‘-HCO_, exchanger (28), the K the ter (294,

ane in 2 and the ing
ane ins 2 and 3 (7). Because this splicing

and the wer t5). Thus, we
the effect of metolazone. DIOA, or DIDS upon “*Rb - uptak

mBSCl P-uuec' oocy‘les As shown in Fig. 9, the uunxlde-hke
tkaloid DIOA, and the stilbene DIDS

hani can be b with the COOH-terzninal domain
aplicing, then, six isoforrms are produced: three with a long
COOH-terminal demain and three with a short COOH-termi-
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FiG. 10. Dose-dependent inhibition of mBSC1 isaforms by
HgC, IR farves conres injected with mBSC1-A Teicten MBSCIG
baxes . and mBSC1-F ttriangles) cRNA were exposed 10 an increased
corcentration of extracellular HgCl: in the last 15 min before the
uptake period. = indicates p << 0.05 tersus control in the same 1soform
in the absence of HgCl,. = indicates » < 0.05 versus the same point in
mBSC1-A and mBSC1-B. Each point represents the mean = S.E. of 12
ococytes.

nal domain (1. We have shown that the three long COOH-
terminal domain isoforms encode for the bumetanide-sensitive
:K~:2C1~ cotransporter (11) and that the short
exert a dominant-negative effect upon the Na—:K~:2Cl1~ co-
transporter which can be abrogated by cAMP (114, [n addition,
we have also demons!rn(ed that the shorter llofunm work as

anscy A .av.ﬂ LIV TSI TCLATIAIA INGIVRG
=asc el =

. 11. Amino acid f the exclu-

Rasctte exons A B, and F. Gray bures dcp.c‘ Amino acid resi-

hat ¥ t 1n the three exons. Residues :n black boxes are
dl{"'en-n: in one of the three exons.

13 mM)

for the cotransported ions, with EC,, values for Na-
K~ =~ 1 mo. and €1~ €11-20 mau which are clearly helow the
concentration of these ions in tubular fluid. allowing the reab-
sorption of salt to take place, even when tubular fluid is more
diluted than plasma. Thus the expression of the high affinity
isoforms mBSC1-B and mBSC1-A in ¢TALH can be the reason
behind the greater dilution pawer of cTALH compared with
mTALH. Isenring ¢f al. 133-35) performed a seres of chimera
clones and point the h and shark
basolateral isoform of the Na~:K™:2Cl1~ cotransporter, known
2s NKCC1 or BSC2, and that the u
domaina important to define kinetic properties are domains 2
and 4 for Na~ affinity; 2. 4. and 7 for K~ affinity: and only 4 and
7 for Cl™ affini Here we show that mutually exclusive cas-
sette exons A, B, and F in mBSC1 are critical for defining the
affinity for the three cotransported ions. We cannot verify the
role of other membrane in ion

with of the exon cassettes. the rest of the

tanid; tive,
enl. Na-:Cl” cotr porter, which is inhib by i of
protein kinase A with cAMP (12
In the present study we have established the major proper-
ties of the three lonyg isoforms A, B, and F of the murine apical
Na-:K~:2Cl- cotransporter. The long isoforms mBSC1-A and
mBSC1-B exhibit tranaport kinetic properties for Na—, K™, and
Cl1~ which are similar between ecach other but different from
the tramsport kinetic propertics observed in the long isoform
mBSEC1.F. Qur data show that this last isoform possesses the
lowes: atfinaty for the cotransportec tons. In addition. although
surface expression of the three isofcrms in the oocytes plasma
membrane is similar -Fig. 2. “SRb~ uptake was significantly
higher in mBSCl-A-injected cocytes. 2ven after 11 experimenta
were ponled together «(Fig. 1), suggesting that this isoform could
have a higher transport capacity. Taking all of these data
together, we propose that mBSC is the high affinity, high
capacity transporter; mBSC1.B is high affinity, low capac-
ity isoform: and mBSCI.F is the low affinity, low caopocity
isoform. These transport kinetics properties are in accordance
with rhe localization of the isoforr=s along the TALH. It has
been shown that mTALH possesses a hugher capacity for NaCl
transpor: than ¢cTALH. but ¢TALH zessesses a higher capacity
for 1on dilution 113-15« At the beginning of the TALH. ion
oTral 1n the tubular fluid z=at comes from the inner
medulla are very high: but as TALH reaches the cortex. the
conceatration of ons is of the b: of
intense salt reabsorption and low waier permeability. In fact,
at the end of the cTALH the tubular ftuid is more uted than
plasma. Accordingly. the mBSC1-A isoform. which exhibits the
higher capacity of transport. is preseat all along TALH. but
with higher expression levels in the outer medulla. In addition,
mBSC1-F, the isoform with the lower affinity for the cotrans-
ported ions, has been localized only 12 the mTALH. with pre-
dominant expression at the inner strpe of the outer medulla
where ion concentration is very high 7. 21). Thus, the higher
capacity of transport in mTALH can be the result of the higher

mBSCl 1soforms are identical. However, the fac: that the only
difference among mBSC1-A, mBSC1-B, and =BSCI1.F 1s the
exnn cassette indicates that in the apical Na":K™:2C1" cotrans-
porter. this is the region that defines differences 11 affinities for
Na~, K-, as well as for Cl’

\\' served some ion the for ions
and for bumetanide. mBSCI1-F exhibits the lower affinity for
ions and also for bumetanide, whereas mBSC1-B behaves as
the isoform with the higher affinity for CI~ and also for bumet-
anide. In this regard Isenring and Forbush -3 showed that
affinity for . C1~ and bumetanide of human baso-
Interal Na 2Cl‘ cotransporter is higher t2an the shark
ortholog. and we have made a similar observazion in the thia-
zide-sensitive Na~:Cl~ cotransporter: the rat cotransporter ex-
hibits higher affinity for Na~, Cl~, and also for tRiazides, than
the winter flounder urinary bladder ortholog - 22. 37}, indicat-
ing that in of the cotr: ter family,
the higher affinity for the ted ions is ied by
higher affinity for inhibitors. These observatiors support the
hypothesis that in| ion of the cotransporter activity by bu-
metanide probably involves competence between ions (particus
larly C17) and the loop diuretic for the same site o0 the protein
381,

In the present study we observed a significant difference in
the response to changes in cell volu by mBSC1 isoforms.
When cocytes were exposed to variativns in exzracellular os-
molarity. the change in mBSC1 function was different among
the three isoforms. During cell swelling. the decrease in co-
transporter function was 54% in mBSC1-F, 43% 1n mBSC1-B,
and 26% in mBSC : during cell shrinkage the increase in
cotransparter activity was 24, 9, and 1%, respectively. Thus
mBSC1-F is the isoform with the highest sensitivity to changes
in cell volume. We also observed that endogenous Na ":K*:2C1~
cotransporter in cocytes exhibited an even higher sensitivity to
cell 4 the f i of this cotrac=sporter was
hnbned by 95 during cell lwelhn‘ and activared by 44% in

The

expression of the mBSC1-A cotracsporter. In ast, in
C¢TALH mBSCI1.B is the predominant isoform, with some ex-
preasion of mBSC1-A. These two isofowms exhibit high affinity

hyper ter Imﬂly in our
experiments was observed by changing the normal osmolarity
for cocytes from ~ 210 to 160 mosmolkg: i.e. about 25% change.
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Functional Characterization of mBSC1 1soforms

‘This ity (160 }is likely to be in
1 renal ¥ . 1lrrnlnr and e\en higher
of in renal
di Under these !
and

as a consequence of water |
tial NaCl and urea concentrations drop rapidly.
renal medulla tonicity is reduced: however. because of the high
contents of osmolytes, such as betaine, inasitol, or sorbitol
within the mTALH cells, when extracellular osmolasity is re-
duced. cells take up water and swell 191. Along the TALH. this
phenomenon occura with more intensity in the inner stripe of
the ocuter medulla, where the mBSC1.F 1soform is mainly ex-
ur observation of mMBSCI-F as theisoform with
vity for changes in cell volume agrees with its
propased localization. The present study. however. does not

the by which hy the
function of the mBSC1 isoforms to a different extent.

During the firat half of the 20th century, mercunals were
used as the first potent diuretic agents (39 they were later
discontinued because ol' their high toxicity and the tendency
toward tachy dition to th
ment of better dlurenc ngenu such as Joop diuretics and thm-
zides. The site of action in the nephron was localized at the
thick ascending limb and distal nephron, where mercury inhib-
ited net Cl™ reabsorption (10). However. the mechanism of
nction was never determined. \We have observed recently that
mercury reduces the function of both the rat and the flounder
thiazide-sensitive Na~:Cl~ cotranspurter (32). In addition, Ja.
coby et al. 131) have shown that the basolateral isoform of the
Na*:K":2Cl1~ cotransporter can also be inhibited by mercury.
In the present study we show that exposure of Xl lgetis oocytes
to HgCl, few minutes before the beguxnlng rll the uplake period
resulted 10 a si and af
mBSC1 activity. Thus, the diuretic effect of mercury could be
caused by direct inhibition of both the Na":K Cl™ and the
Na~:Cl- cotransporters located at the apical membrnne of the
TALH and the distal tubule. respectively

Depicted in Fig. 11 are the amizo acid sequences of the
mutually exclusive cassette exons ram mouse kidney 7. 91
Although the exons expand 31 aminio acid residues. differences
among isoforms are smail. There irs only three amino acid

d that are v difT 1 in the three 1soforms. [n
nddition to these lhree residues. some amino acids are different
in one uul’orm mmpnrcd “uh Kh!.' otZer two. For instance, the

. met a=d marked on

mBSCl F are dl'Tv:rcnl in mBSC1-A and mBSC1-B. but these

are for A and B. that

these four amino acid caid could de ble for kinetic

differences between mBSC1.A and =BSC-B, with mBSCI1-F

isoforms. Particularly interesting is e presence of one methi-

onine and cysteine in mBSC1.F whiza could confer diffecent
tertary siructure to this isoform.

In summary. our data revealed siz=ificant kinetic. pharma-

among the isoforms A. B,

2C1 " ceiransporter. Because the

an
and F of the munne Na ":K
only structural variation among these three isoforms is the
mutually exclusive cassette exon, scme amino acid re
within these exons must be respoasibie for the observed differ-
ences in functional properties. Furtber atudies will be neces.

sary to elucidate the role of each different amino acid residue of
the exon upan I propertiea of mBSC1

e
isoforms shown in the present study.
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Mercado, Adriana, Paola de los Heros, Norma
Vnzquez. l’ntncin Meade, Dnvnd B. Mount, and Ger-
ardo G F ional and lar characterization of
the K-Cl cotransporter of Xenopus lacvis ococytes. Am
Physiol Cell Physiol 281: C670-C680, 2001.—The K-Cl co-
transporters (KCCs) have u brond range of physiological
roles, in a ber of cells an We report here that
Nenopus lacvis oocyles express n K-Cl cotransporter with
significant functional and molecular mnulurn.y to mamma-
lian KCCs. Under i
exhibit a C1"-d "Rb*
tivation by the c\sl H N-ct!
ide «{NEM) and mcrcunc chloride (HgClz) The nchvatmn of
this K.Cl cotransparter by cell swelling is prevented by inhi-
bition of protein phosphatase-1 with calyculin A; NEM acti-
vation of the transporter was not blocked by phosphatase
inhibition. Kmeuc charncu.nzauon reveals nppnmnl values
for the of 27.7 = 3.0 and 164 =
4.7 mM for Rb* und Cl1-, respectively, with an anion selece
tivity for K* transport of C1~ = PO}~ = Br- > [~ > SCN "~ >
gluconate. 1'he oocytc K-Cl cotrnnapnrmr was sensitive to
several i loo wi apparent
hnlf'mnx:mnl xnhlbllmn values uf 200 and 500 nM for furo-

ide and b . A partial cDNA encod-
ing the Xenopus K-Cl cotrnnxporu-r was cloned from oocyte
RNA: the corresponding transecript is widely expressed in
Xenopus tissues. The predicted COOH-terminal protein frag-
ment exhibited particular homolegy to the KCCI/KCC3 sub-
group of the mammaliun KCCs, and the functional charac-
teristics are the most similar to those of KCC1 (Mcercado A,
Song L. Vazquez N. Mount DB, and Gamba G. J Biol Chem
275: 30326-30334, 2000).

potassium-chloride cotransport; cell volume; cell swelling

nﬂ.er ac-

THE ELECTRONEUTRAL coTiansrort of K* and Cl~ is largely
accomplished by parallel K* and C1~ channels or via
the operation of K-Cl cotransporters. K-Cl cotransport
was first defined in the red blood cell (10, 32), the tissue
for which functional characterization is the most com-

3 4.

on the pr of each transported ion,
and sensitivity to loop diuretics. However, these two
transport mechunlsms diverge significantly in several
characteristics, in pnmculnr their response to cellular
volume ch and to ion of protein phos-
phorylm.mn and dephosphorylation. The Na-K-2Cl co-
transport is thus shrinkage activated and inhibited by
protein phosphatases (45), whereas K-Cl cotransport is
activated by cell swelling and completely abolished by
inhibitors of serine/threonine protein phosphatases
(10).

In addition to red blood cells, K-Cl cotransport has
been detected in a variety of different tissues and cells,
including neurons (48), epithelia (3, 17), myocardium
159), skeletal muscle (58), and vascular smooth muscle
{2). Four mammalian K-CI cotransporter isoforms were
recently cloned and designated KCC1 (16), KCC2 (44),
KCC3 (20, 40), and KCC4 (40).! K-Cl cotransport ac-
tivity has also been demonstrated in several nonmam-
malian cells, including teleost erythrocytes and hepa-
tocytes (5, 8, 18, 26), amphibian red blood cells (19),
lobster neurons (56), and malpighian tubules from both
Drosophila melanogaster (34) nnd the forest ant For-
mica polyctena (33). The physiological roles of K-Cl
cotransport remain poorly understood. However, acti-
vation by cell swelling suggests n prominent role for
KCCs in the regulatory volume decrease of cells ex-
posed to hypotonic conditions or swollen by cellular
insults such as ischemia. There is also evolving cvi-
dence for the participation of K-Cl cotransport in trans-
cpithelial salt tr t and intracellular ion ho-
meostasis (3, 17, 48, 56).

! We initially referred Lo the KCC on human chromosome 15q14 aa
KCC4 and the KCC on chromosome 5p15 as KCC3 (40). However, in
deference to the wl-ar publication of Hiki et a) (20). we reversed
i ofo to refer to the KCC on

plete. Red blood cell K-Cl cotransport shares a

of functional properties with Na-K-2Cl cotr rt,
including clectroneutral characteristics, a functional

4d for reprint and other Gamba,
Molecular Physiology Unit. Vasco de Quiroga No. 15, 'I1n|pnn 14000,
mx).

Mexico City, Mexico (E-mail: gnmba@conacyt.mx
Cce70

0363-6143/01 $5.00 Copyright © 2001 the American Physiological Society

l‘ an KCC3 and the KCC on chl’onlo-ome 5p15 as
KCC4 (soe Num ADDED IN FROOP in Rel. 40).

The costs orpubhmuon of thia article were defrayed in pan. by the
pnymenl. ur page . The article must thereforc be hereby
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lolaly to indicate this fnct.
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CHARACTERIZATION OF THE KCC IN NENOPUS OOCYTES .

During the course of the clonmg and characterizn-
tion of elcctroneutral cati loride cotr ters
(13, 14, 38—40, 46), we initially obscerved that oocytes
from the frog Xenopus lacvis do not contain thiazide-
sensitive Na-Cl cotransport (14, 39) but do express an
endogenous bumetanide-sensitive Na-K-2Cl cotrans-
porter that can be activated by hypertonic conditions
(13) and inhibited by activation of protein kinase C
(47). Suvitayavat et al. (54) and Shetlar et al. (51) have
reported similar findings. More recently we and others
have obtained prehmxnnr_y evidence that Xenopus oo-
cytes also contain an K-Cl cotra ter
(38, 40, 53). During reproduction frogs place their oo-
cytes in hypotonic pond water, resulting in profound
cellular swelling in the ab of a ol
response. Although swelling-activated K-Cl cotrans-
port has not been reported in oocytes, these c:lh are

i < -]

(in mM: 96 Na* isetl 1.8 Cu**-glu-
conate, 1 Mg?*.gluconate, 5 llF‘PLS 2.6 sodium pyruvate,
and 6 mg% gentamicin, pH 7.4) for 2 h before the usany.
Asasessment of K- cotransporter function. Functional
analysis of the K-Cl cotrnnusporter consisted of measuring
tracer **Rb* uptake (New England Nuclear) in giroups of at
least 15 cocytes. "Rb* uptake was measured under both
.guwmc nnd hypm.omc cundll.luns with the rnllomng genernl
tion period in a K*
50 N-mcthyl D-glucnmmu

Cl‘-fn:o mc(hnm lin
(NMDG)-gi 4.6 Cn%~ 1.0
5 HEPES/Tris, pH 7.4) with 1 mM ounbnnn. followed by a
60-min uplnku penod in a hypotonic Na‘.free and KCl-
containing medium with variable K* and Cl- concentrations
(in mM: 0-50 NthG Cl, 0-50 KCI1, 0-50 NMDG-gluconate,
1.8 CaCly, 1 MgCls, 5§ HEPES, pH 7.4), supplemented with 1
mM ouabain, and 2.5 uCi of HoRp+, Experiments in iaotonic
condlunn.s were performed using the same solutions but
with nt, 3 5 #/100 ml to incn:nae the

known to possess hypotonically activated Cl—
(1). Once the oocytes become fertilized eggs, they are
particularly resistant to cell swelling, pou_ntmlly be-

lality of the 3 for
8 (~210 moumongHZO) Ouubmn wag added to pre-
vent "“Rb‘ uptake via the Na *'-K*-ATPase. The absence of
extr Na* and the hypotonicity of the uptake medium

cause of conformational changes of the
t.hm. mducc t.hc capacity of the ccll to swcll (28). A

to hyp y has also been
demonsu-nwd in X. lacvis spermatozon, which remain
immotile until the osmolarity of the semen is diluted in
pond water (21),

To begin to study the role of K-Cl cotransport in X,
laevis, we initinted a molecular and functional study of
the oocyte transporter. In addition, since Xenopus oo-
cytes are used for the chuructcnznuon of other KCCs,
functional characteri y to under-
stand the regulation of the cndogcnnus transporter and
to the of heter

hibi

prevented “RbL* uptake or "Rb*-K* cxchange by the endog-
enous Na-K-2Cl cotransporter that is present in cocytes (13).

All uptakes were performed ot room temperature. At the
end of the uptake period, cocytes were washed five times in
ice-cold uptake solution withaout isotope to remove extraccel-
lular tracer. Oocytes were dissolved in 10% sodium dodecyl
sulfate, and tracer sctivity was determined for ench oocyte by
beta scintillation counting.

‘To determine the ion transport kinetics of the K-Cl co-
transporter we performed experiments using varying concen-
trations of K* and Cl~. To maintain esmolality and ionic
strength, gluconate was used as a Cl- substitute and NMDG
as o | K* aubstitute. The scnsitivity and kinetics for several

itors were b ing groups of cocytes to

pression. We report here thn!. Xenop oocytes
an endogenous K-Cl cotransporter that can be acti-
vated by hypotonicity. We also describe the major ki-
netic parameters of the cotransporter, as well as its
inhibitory and regulatory profile. Xenopus oocytes also
express mRNA r_-ncodlng a K- Cl col.runsportcr protein
with to alinn KCCs.
This constitutes the ﬁrst. dem:lcd functional character-
ization of K-Cl cotransport in a nonmammalian, non-
erythroid cell.

METHODS

Preparation of Xenopus laevin oocytes. Adult female nor-
mal and albino X, lacvis frogs were purchased from Carolina
Biologrical Supply (Burlington, NC) and maintained at the
Institution animal facility under constant control of room
temperature and humidity at 16°C and 65%, respectively.
Frogs were fed with frog brittle dry food from Carolina
Biologicnl Supply, and water was changed twice a week.
Oocytes were surgically collected from nnesthetized animals
undr.'r ©0.17% tricnine and incubated for 1 h with vigorous
shaking in ND96 (in mM: 96 NaCl, 2 KCl, 1.8 CaClz. 1 MgCly,
and 5 HEPES/Tris, pH 7.4) and 2 mg/ml of collagenase B,
after which cocytes were washed four times in ND96 and
manually defolliculated. Stage V-V1 oocytes (11) were incu-
bated for 2—4 days in ND96 at 18*C supplemented with 2.6
mM undlum pyruvuu.- nnd 5 mg/100 ml of gentamicin. The
every 24 h. The day of the
influx experiment, oocyuu were switched to a Cl~-free ND96

Y
inhibitor at concentrations varying from 20 1M to 2 mM. For
these experiments, the desired ration of the inhibi
was present during both the incubation and uptake periods.
We also assesscd the effect of several drugs on the activation
of the K-C1 cotransporter by adding the drug during 15 min
before the uptake period.

RT-PCR amplification of KCCs. A BLAST search of the
National Center for Biotechnology expressed sequence tag
{EST) database revealed a 549-bp coding sequence EST (Gen-
Bnnk nccesulun no. AW646505) from X, /acuis oocytes with

v to the liun KCCs, and we am-
plified this 549-bp fragment from Xenopus oocyte total RNA
by RT-PCR. Xenopus KCC oligonucleotide primers were de-
signed using the EST sequence. The sense primer 5°-ACAG-
TACTTCTGGGAGACTACC-3° and antisense primer §'-
GATACGTAAATGATAAAGAAAGG-3’ amplified a fragment
of 528 bp. The amplified band spans a region of the KCC
protems that is encod by l.hroe exona in a Drosophila

(8ee GenB: AE003462) and all
four mammalian KCCa (D B. hluunl. unpublished data).
Given the level of genomic conuervnl.mn between ths rcglon
of the KCC genes in 1s and Dr i
genomic structure is likely for '.hla KCC gene in x laevis,
such that the PCR primers used for the initial RT-PCR
reaction will amphl‘y a larger DNA frugment from contami.
nating genomic DNA, if at all. However, reverse tranacrip-
tase was omitted in contrul samples to verify that contami-
nating genomic DNA was not amplified in the RT-PCR
samples. To increase the specificity of the PCR amplification,
nested PCR of the amplificd band was performed with two

AJP-Cell Physiol « VOL 281 + AUGUST 2001 » www.njpeell.org
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‘ CHARACTERIZATION OF THE KCC IN XENOPUS OOCYTES

internal primers thot amplify o band of 359 bp; the sense
primer for nested PCR wus 5-AGCAGAGCAGGCACTGAAA.
CAC-3"_and the antisense primer was 5°-GGAAGGGCA-
GAAGCATAAGC-3'. A second overlapping EST (GenBank
nccession no. BES576764) was subsequently identified, ob-
tained from Rescarch Genetics, and sequenced in entirety
using fluorezcent dye termination chemistrey (BigDye, Ap-
plied Biosystems),

Total RNA was
other tissues using the
chloride method 4. Poit was performed with 1 g of re-
verse-transcribed RNA in 20-u) reactions containing 1x R
buffer tin mM: 10 Tris-HCI, 1.6 MgCly, 50 KCI, pH 8.3), 0.1
mM of cach ANTP, 10 uM of each primer, and one unit of Tag
DNA polymerase (Life Technologiea). Thirty-five PCR cycles
were performed with the following profile: 1 min at 94°C, 1
min at 60°C, and 1 min at 72°C. The last cycle was followed
by a final extension step of 5 min at 72°C.

The PCR product from oocyu-s wan gel punﬁcd froma l. 5%
agarose gel and 1 by the di ain ter
method (50) using the ing kit (USB).
Once the nature of the slngle I"CR band frum oocytes was
confirmed by DNA of the
mammalian KCC colrnnuponcru (nee RESULTs), Southern blot
of all tissue PCR products was performed under high-strin-
gency conditions using the §528-bp fragment to generute n
nonradioactive probe by using the PCR DIG probe syntheais
kit tBoehringer Mannheim, Germnny). Hybridization bands

~xlrnctcd from defolliculated cocytes and

isoth

seven experiments in which 8Rb™ yptake was as-
sessed using an uptake solution containing 2 mM and
50 mM of extracellular K~ and Cl™, reapectively. Up-
takes were performed under both isotonic conditions
(220 mosmolkgH;0 for Xenopus oocytes) and hypo-
tonic conditions (110 mosmolkgH20). Under isotonic
conditions, oocyteq exhibited a Rb” uptake of 10.1 =
1.4 pmol-cocyte™'+h~! that was mduced to 6.3 = 1.3
pmol-oocyte~'-h~! when vtes were i in
Cl" -free However, the dlﬂ'ercnl:l. did not
reach significance. Under hypowmc condluons. Rb™
uptake in the pr of extr increased to
52.5 = 11.0 pmol-ococyte”-h~! (P < 0. 00001); the in-
crenscd Rb* uptake was C1~ dcpcndent. since uptake
under hyp 1--free was 522 = 1.0
pmol- ~1.h ~! (P < 0.001). Therefore, oocytes ex-
h:bn". a Cl™-dependent ®¥Rb * uptake mechanism that is
activated by cell swelling (hypotonic conditions). A
similar observation was made using oocytes harvested
from the albino type of X. laevis (data not shown). In
addition, Fig. 1, inset, shows the result of a single
experiment in which 3¥Cl1- uptake was assessed in the
presence of 10 mM and 50 ml\‘l of extracellular K* and
T ly. Ini . 3%Cl1 - uptake was sim-
ilar in the presence or nbsencl. of ext_rnccllulur K‘
(908 = 124 vs. 912 = 346 pmol-oocyte” 1. P
(NS)]. In contrast, incubation in hypo-

were d d by an reaction.

Statistical analysis. Statistical signi. is d d ns
two-tailed P < 0.05, and the results are preucnu.d as
means = SE. The si of

groups was tested by one-way ANOVA with multiple com-
parison using Bonferroni correction or by the Kruskal-Wallis
one-way analysis of variance on ranks with the nn's
method for multiple ison pr as

RESULTS

Exp i of an 7 K-Ct c ter in
.\cnopus oocytes. Figure 1 shows a summury from

~
«
b

Fig. 1. K-C1
{aevis oocytes. ““Rbh* \lpuku‘ wern menlur\.vd
under or isotonic an in-
dicated, in the presence of 2 mM K<, with
{open bars! or without (filled bars) extracel-
lulnr Cl-. Each bar represents mean = SE of
7 experiments from different frogs, *Signifi-
cantly different from uptake in contrul group
at 110 mosmol/kgHzO (1* < 0.001), Inset: a
single ex‘penmcnt. ln which %Cl~ uptake was
or
in the pr\v‘cnm (upen bars) or absence
(hatched bars) of 10 mM extracellular K*.
For Ci~ uptake experiment, " wers
t.-xpoaed a 30-min incubation period in a
hypotonic or isotonic K° and Cl-.free meo-
dium, followed by 30-min uptake period in an
ixotonic or hypotonic Na*.free medium in the
presence of 1 uCi/ml of H3CL. *P < 0.01 va.
uptake in 220 mosmol/kgzHzO. ** P < 0.01 vs.

%*Rb* Uptake (pmolioocylelh)

tonicity induced an increase in 7°Cl~ uptake to 2,960 =
455 pmol- oocyte_' h-1t (P < 001) that was pumnlly
but i K~ (1,615 = 296
pmol- ~1. h_I P < 0.01). Thus ococytes also ex-
hibit a K’-dcpcndcnt 38C1~ uptake mechanism that is
only apparent during cell swelling.

K-CIl cotransport in several cells is uniquely acti-
vated by the N-alkylating agent N-ethylmaleimide
(NEM) (32), whereas Na-K-2Cl cotransport is inhibited
by this agent (55). We therefore analyzed the effect of

—
%Gt Uptake

4000
3000
2000
1000

°

110 220
mOam/kg

wim [ ] mim

uptake in control group in 110 mosmol/ o
kgHZ0.

410 mOsm/kg 220 mOsm/kg
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CHARACTERIZATION OF THE KCC IN NENOPUS OOCYTES -

The K-Cl cotransporter is one of the efflux pathways
that are activated by cell swelling, as part of the reg-

j 1200 - ulatory volume decrense (RVD) response. With this in
mind, we also examined “SRb" ecfflux when oocytes

g were exposed to hypotonicity (Fig. 3). Over a 150-min
E 00 period we observed a progressive reduction in the
& - amount of "SRb ~ remaining in the cells, together with
K] a gradual increase in the tracer Rb* in the extracellu-
2 lar medium. As shown in Fig. 3, A and B, the addition
D w00 - of the loop diuretic furosemide significantly reduced
-] the efflux of *SRb* fram the cells, indicating the pro-
H portion of efflux that was through the K-Cl cotrans-

— porter.
o —— Kinetics properties and anion dependence of the oo-

5 10 30 80 o0 120
F-u. 2. Time course (in min) of *Rb* influx in X. /oevis oocytes.
Oucytes were incubated for SD min in K+ -nd Cl=-frec hypolanu:
medium and thenin a 10 mM in
<o) or absence (@) of 50 mM cl- Upl-nks periods are indicatod. Each
puint represents mean = SE of 15 cocytes. *P < 0.001 ve. Cl~-free
group.

NEM upon »¢Rb* uptake in oocytes incubated in iso-
tonic conditions. In the presence of 10 mM K* and 50
mM Cl1™, exposing oocytes to 1 mM NEM before the
influx period increased the ‘“’Rb‘ uptake by —2-fold
from 117 = 6.3 pmol-oocyte ™ 'h ! in the control group
to 227 = 29 pmol-oocyte~t-h-! in the NEM-treated
group P < 0.001). The lncrl.'uscd uptake induced by
NEM was Cl° dependent. In the absence of extracellu-
lar Cl7, influx was similar between the control and
NEM-treated oocytes (88 * 7 wvs. 60 = 11
pmol-oocyte”*-h -1, P = NS), Therefore, under isotonic
conditions, addition of NEM resulted in increased ac-
tivity of the K-Cl cotransporter.

Figure 2 illustrates the time course of "*Rb~ uptake
when cocytes were exposed to a hypotonic uptake me-
dium containing 10 mM of extracellular K*, in the
presence or absence of 50 mM Cl-. When Cl7 was
present in the extracellular medium we observed in-
creased **Rb* uptake that was linear for 90 min. This
uptake was due to the K-Cl cotransporter since no
uptake was observed in the Cl™-free uptanke medium.

cyte K-Cl cotransporter. Figure 4 shaws the Rb* and
CI~ dependency of the K-CI cotransporter in Xenopus
oocytes. To assess the Rb* kinetics, uptakes were per-
formed in extracellular media with fixed concentration
of CI~ at 50 mM, changing concentrations of Rb* from
O to 50 mM. In contrast, to assess the Cl- kinetics,
uptakes were done with a fixed concentration of K* at
20 mM, changing the concentration of C1- from 0 to 50.
As illustrated in Fig. 4, Rb* uptake showed Michaelis-
Menten behavior. The calculated Michaelis-Menten
constant (K,,) and maximal velocity (V,,.x) for extra-
cellular Rb* concentration were 27.7 = 3.0 and
1,631 = 78 pmol-oocyte” '-h ™}, respectively, and the
apparent K,, and V..« values for extracellular CI—
concentration were 154 = 4.7 mM and 318 = 39
pmol-oocyte~1-h~!, respectively. Consistent with elec-
troneutrality of the transport process, the Hill coeffi-
cient for both jons remained close to unity: 1.04 = 0.17
and 1.07 * 0.14 for K* and CI-, respectively.

It has been shown that some extracecllular anions
other than Cl™ can support jon translocation through
the K-Cl cotransporter of sheep and human erythro-
cytes (43). It was thus of interest to study the anion
series for the oocyte K-Cl cotransporter, assessed as
the relative amount of ¥¥Rb* influx in the presence of
anions other than Cl-. We obscrved no significant
difTerence in tracer 89Rb ¢ up!.akc in the prcsence of C1~
(129 = 18 pmol-cocyte—1-h-1), POI- (120 = 21

A 250 B 500
g - Fig. 3. ®Rb* efflux in X. laevis vocytes. A: ninglo ex-
= 200 . 400 periment showing time course of tracer Rb* remaining
§ 3 in cocytes (pmoloocytes). #: mean of 3 experimenta
a showing time course for appearance of ™Hb* in the
£ 150 = s00 * extraceltular medium {counts per min (cpm)]. For these
> - 3 oxperiments, cocytes were incubated for 1 h in regular
£ = isotonic ND9g com.mmm: 6.0 uCi/ml of "“Rb~, At the
| 00 - o end of this loading peri were washod 5 times
[ B 200 and ¢
= & mM) 48 N-methyl- D—glucumm- glucona
by - CaCls, 1 MgCla, 5.0 HEPES, and t ouab
2 8o 100 extracellular *Rb~. in the absence (0) or pruanea (@)of
& 2 mM extracellular furcsemide. */> < 0.01 va. same
time point in pressnce of furosemide. In A each point
° ol mean = SE of 15 . In B each point
° so 400 450 ° 50 100 450 Feprescnts mean = SE of 3 experimenta.
Time (min) Time (min)
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CHARACTERIZATION OF THE KCC IN NENOPUS OOCVTES
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Fig. 4. Kinetic analysis of Rb* uptake in Xenopus cocytes. A: Rb~
dependency of Rb- uptake. Uptakes were performed over 4 G0-min
‘wit]

period in 110 h o fixed CI- at 50
m, o of b ({Hb- 1.3 feom O ta
50 ma1. B: 1~ dependency of **Rb* uptitke. Uptakes wers performed

over n 60-min period in 110 mmmul/kgHJO with a fixed concentra-
tion of K- at 20 mM and xtr of C1~
ac1-. from O to 60 1nM. For data on A. uptakes were also messured
in groups of cocytes in the absence of Cl~ (data not shown), ond the
mean values for Lhcsv.- groups were subtencted in corresponding
RbLCL grou o 1 only the Cl--dependent "*Rb*
uptake. For datn on l! um uptake gbserved in n solution containing
20 mM K* and 0 mM Cl- was subtracted from uptakes in all other
froups. Lines were fit using the Michaelis-Menten equation. ‘The Hitl
wemcn.-nu for K* and CI- were close to unity: 1.04 = 0.16 nnd
1.07 = 0.14 for K* and CI-, - Each point
mean = SE of 15 vocytes.

pmol-oocyte” “h~1), or Br~ (101 = 16 pmol-oocyte~*h™h,
whereas a signifiennt reduction (P < 0. 001) was observed in
the presence of [” (67 = 15 pmol-oocyte~1-h~1), SCN- (44 =
12 pmol- ooc?'w“ h-1), and gluconate (25 = 5 pmol-:
oocyte™!-h=T). The function profile in the presence of
different anions of the oocyte transporter was thus
Cl- = PO}~ = Br- > I~ > SCN~ > gluconate.
Scnsztw:ty to inhibitors. Figure 5 illustrates the cf-
fect of a 100 pM concentration of several inhibitors of
cation-chloride cotransporters on the oocyte K-Cl co-
transporter. At a 100 uM concentration, DIDS had no
effect on S°Rb~ uptake, whereas the mammalian KCCs
are sensitive to DIDS at this concentration (32, 38, 42).
The addition of n 100 M concentration of the loop
diuretic furosemide or bumetanide to the uptake me-
dium resulted in a 22 and 20% reduction in the Cl~-
dependent tracer Rb* uptake, respectively, compared

800

{pmol/oocyleth)
P8

Ci-dependent ¥Rb* Uptake

q""g, % Y e, %,
e

Fig. 5. Effect of transport mh:bﬂum on €Y~ -dependen'. #Rb* uptake.
Uptakes were aasess M K+ and 50 mM Cl'-hypowmc
medium. In the C1--free .;mup T was used as ‘The
concentration of all inhibitors was 100 uM. */” < 0.05 vs. uptake in
control conditions (1st bar). Each bar represents mean = SE of 16
oocytes.

with uptake observed in control group. The reduction
was statistically significant (P < 0.001). In contrast, a
100 uM concentration of [(dihydroindenyloxylalkanoic
acid (DIOA) reduced the uptake by 76% (P <
0.000001). Thus the cocyte K-Cl cotransporter is more
sensitive to DIOA than to loop diurctics, as is the case
for the mammalian xsoforms (38). Flgure 6 shows the

ration-d 1t inhibition of the oocyte K-Cl
cotransporter by loop diuretics. The ICso values for
furosemide and bumetanide were calculated at 200 and
500 uM, respectively., Although the four mammalian
KCCs differ in relative sensitivity to the two loop

128

100

7

25
° o0z te 20

KCC Funclion {%)
g

Loop Diuretic {mM]}

Fig. 6. Kinetic annlyses of K-Cl comm.pnrur (KCC) inhibition by
loop diuretics. Uptakes wero Groupe
of 10 Xﬂlopu-l oocyw- were d n: ing

ide (0) in the and upm-
medmm rmm 20 to 2.000 uM. Data were nurmnhmd as the percent-
age of uptake, taking 100% s the value in the abeence of loop
diuretics, ’x‘he calculated 1Cao wus 200 uM and 500 M for rum-
semido a: ly. Each point
mean = SE of 15 cocytes,

AJTP-Cell Physiol « vOL 281 » AUGUST 2001 « www.ajpcell.org

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON

17-33



CHARACTERIZATION OF TH

diuretics, bumetanide is always less effective than fu-
mscmidc. ns is the case for the ococyte K-Cl cotrans-

porte!
Regulanon of the ococvte K-Cl cotransporter. In red

blood cells of several i uwel] I3 1 activa-
uon of K Cl ch. t app s i 1 a protein
ylation step, pi t 'y of the tr

protein n.self(l()) With l.hxs in mind, we assessed thc
functional effect of inhibiting the protein phospha-
tases. To discriminate between phosphatases, we used
100 nM of calyculin A, which inhibits the function of
both protein phosphatases 1 and 2A (PP1 and PP2A), 1
nM of okadaic acid, a concentration that inhibits only
PP2A (4), and 100 pM cypermethrin, which inhibits the
function of protein phos&hum:e 2B (PPP2B) (12)- As Fig.

7 shows, the increased **Rb* uptake induced by hypo-

ity was lctely abr ed by calyculin A. In
contrast, no effect was observed with okadaic acid and
cyp(.rmet.hnn

Many ion transporters are dramatically affected by
exposure to Hg?* (22, 36, 57). For example, orthologues
of the basolateral isoform of the Na-K-2Cl cotrans-
porter exhibit variable inhibition by mercury (22),
whereas other proteins such as aquaporin.6 are acti-
vated by Hg2* (60). We thus analyzed the effect of
Hg?* on the “*Rb* uptake of Xenopus oocytes. As Fig,
8 shows, oocyte bation in the pr of 150 MM
HgClz under isotonic conditions for the 15 min previ-
ous to the influx period resulted in a dramatic increase
in ®6Rb* uptake. We used this chlz concentration

E KCQC IN NENOPUS OOCYTES

©oco
é 4000
- -
3
2000
3
B
&
=
°
HOCly - - - »> b d -
orr - - - - - -
en, > - +* - > -

Fig. 8. Effect of 150 uM HyClas and 10 mM dithiothreitol (DTT) on
®4Rh- uptake in Xenopus vocytes, Cells were incubated in isotonic
conditions during the uptake. Befors the uptake poriod, oocytes were
exposed to 30 min of DTT alone, 16 min of HgCl; alone, or 30 min of
DTT ptus HgCly in the lust 15 min; HEClz or DTT was not present
durmg the upuxku ponod A.- indicated. uptakes were porformed in
Cl-. Each point represents
the mean = SE of 30 oo:yu:n *P < 0.001 vs. HECla control group,

revealed that HgCly-induced increase in *°Rb ¢ uptake
is composed of at least two distinct pathways, each
accounting for ~50% of the total uptake. One pathway
is Cl- dependent, consistent with K-Cl cotransport,
Wherens the other is Cl~ independent, suggesting the
of a cation channel.

since this was the dose at which resp was

tes express a & of the

observed. This increase was compl d by

pretreatment of oocytes with 10 mM ol‘ thu rcducmg
agent dithiothreitol (DTT) (22). The incubation of co-
cytes with and without extracellular Cl™ during uptake

MRb* Uptake (pmoloacytem)

Xe oocy!
lian KCCs. A BLAST search of EST databases revealed
the existence of one X. lacvis EST (accession no.
AWE46505) from cocytes that was homologous to KCC
sequences, exhibiting 76% identity to the rat KCC1
sequence. On the basis of this Xenopus EST, we de-
signed a primer pair to amplify & fragment of 5628 bp
(see meTODS). A single band of the expected size was
amplified whereas no band was observed in the ab-
sence of reverse transcription (data not shown), A sec-
ond primer pair was used for nested PCR-amplifying of
349 bp using the first band as a template. In addition,
the 528-bp PCR band was gel purified and the DNA
sequence was confirmed. A second overlapping EST
was subsequently identified, obtained from Research
Genetics, and sequenced in entirety; the composite
cDNA (nccession no. AF325505) encodes the COOH-
terminal 358 amino acids of the Xenopus KCC and the
cnurc 3’-untranslated rcgwn Figure 9 shows the

of the ded d amino ncid sequence of each
ol‘ the mnmmnlmn KCC cDNAs with the partial se-
of the KCC; this COOH-terminal frag-

Jactonicity Mypotonicity
Fig. 7. Effect of protein h inhibition upon the
ity-induced of the K-C} r in Ne ooCytes.
Influxes were parforl’nisd _under isotonic_or hy‘pol.nnxc mndmnm,
id, or €y during

aci
pr!lncubnuon nnd uptake periods as -unled Uptakes were asseased
in 10 mM (open bars) and

absence (filled bara) of extrn&lluhlr Cl ’P << 0.001 va. uptake in
control conditions in hypotonicity.

AJP.Cell Physiol - VOL 213 «

ment cxhibits 68% identity with rat KCC1 (accession
no. U55815), 56% with rat KCC2 (accession no.
U55816), 76% with human KCC3 (accession no.
AF105366), and 62% with mouse KCC4 (accession no.
AF087436). We also performed RT-PCR and Southern
blot analysis of RT-PCR products obtained from sev-
cral tissues, using the 528-bp product from ococytes as a
nonradioactive probe. Figure 10A shows the amplifica-
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CHARACTERIZATION OF THE KCC IN NENOPUS QOCYTES

of the

terminus, which is predi to bo cy

mouse KCC4.

tion of n ~528-bp product from all tested tissues. Con-
trol PCR reactions in the absence of reverse transcrip-
tase were negative for all tissues (data not shown,
except for oocytes mRNA in last lane of Fig. 10A),
indicating that the amplified product was not duc to
contamination with genomic DNA. In addition, Fig.
108 shows that the PCR product obtained from all
tissues was able to hybridize with the KCC-specific
probe on a Southern blot of an agarose gel.

DISCUSSION

In the present study we have defined the principal
functional, pharmacological, and regulatory properties
of the K-Cl cotransport pathway that is expressed in X.
laevis ococytes. Under isotonic conditions, some individ-
ual experiments (e.g., Fig. 7) showed a small but sig-
nificant Cl--dependent ”“Rb‘ pt.uke. This is poten-
tially due to weak 1 i ion of
the K-C! cotransporter; however, experimental vari-
ability at this low level of transport may also play a
role. In addition, this is theoretically due to activity of

K-C1 s KCC1 to KCC4, with the deduced amino acid
:nce of lhc XNenopus cocyte K-Cl cotransporter (XKCC). Thn fragment corresponds to a part of the carboxy
are boxed. HRCC3, human KCC3: MKCC4,

the oocyte Na-K-2Cl cotransporter, since Lytle ot al.
(35) have proposed that in the absence of external Na,
as was the case in our experiments, the Na-K-2Cl
cotransporter can potentially catalyze Cl -dependent
K/Rb exchange. Regardless, when data from multiple
experiments are analyzed (Fig. 1), the difference be-
tween isotonic Rb™ uptake in the presence and absence
of C1- does not reach statistical significance. Under
hypotonic conditions, oocytes exhibited a very signifi-
cant CI‘-depcndent. 8SRb* uptake. In these circum-
stances, it is particularly unllkely that Rb* transport
activity in the ubsence of Na* was duc to the Na-K-2Cl
cotr ter, this cotr ter in
inhibited by hy icity (13). In addition, cocytes ex-
hibit a K*-.dependent 3%Cl~ uptake pathway that is
activated by hypotonicity. The Cl--dependent 8Rb*
uptake in oocytes exhibited the following characteris-
tics: 1) transport can be activated by cell swelling and
to a lesser extent by NEM, which are the classic acti-
vators of K-Cl cotransport in several cell types and
species (32); 2) the transport of K* and Cl- exhibits

ytes is
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CHARACTERIZATION OF THE KCC IN NENOPUS QOCYTES

= fasledinii
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Fig. 10. A: an acrylumide gol of RT-PCR products from several
Xenopus tissues, using a KCC-specific primer pair to amplify a
B"S-bp fm.;mem_ The lnul Inno shows the control PCR from oocyte

NA in the rso tranacrei [RT(-)). B: Southern
blot nnnlym. of u'r.l*cu Produtts abtained from total KNA extractod
from soveral X. laevis tissues. Membranes were probed under high-
stringency conditions with a probe constructed from the 528-bp

of ‘e K-C1 rter.

Intnslmo
Sk, Muscle

Brain

interdependency and electroneutrality, with Hill coef-
ficients of 1; 3) the K-CI cotransporter is sensitive to
loop diuretics, with higher affinity for furosemide aver
bumetanide, a common feature of the K-Cl cotransport-
cors (16, 44); 4) it is also sensitive to the specific K-Cl
inhibitor DIOA (15); and 5) activation by hypotonicity
can be prevented by the protein phosphatase inhibitor
calyculin A, At the molecular level, we have identified
a partial cDNA clone that encodes a protein with a high
degree of identity (>75%) with mammalian KCC se-
quences. Although we show no direct evidence that this
gene is responsible for the Cl”-dependent SRb* up-
take observed in this study, our data clearly indicate
thut Xenopus oocytes express a K-Cl cotransporter that
shares functional and molecular properties with the
mammalian KCCs.

To be fertilized, the Xenopus female lays the cocytes
into pond water of very low esmolarity. Because of still
not_very well undcrutnnd mechanisms that include
confor of the cy kel when oo-

cytes become fcruhzed eggs Lhcy develop a complete
resistance to cell swelling. Kelly et al. (28) showed that
frog fertilized eggs transferred to dilute buffer with

lality of 10 VkgH20 for several hours de-

1 d no ch in cell 1 whereas oocytes
exhibit a slow increase in cell volume over time and
evcntunl]y burst. Since it was shown in the same study
that oocytes do not davelop a clear RVD response, the
authors suggested that in oocytes cxposed to dilute
buffer osmaolyte efflux occurs and limits swcllmg. Thus

oocytes clearly p the tr
relense intracellular ions m reduce cell swelling while

they become fertilized eggs, since they express a swell-
ing-activated K-Cl cotransporter that is capable of K-Ci
efllux (Fig. 3).

Kinetic analysis of the **Rb* uptake in swollen oo-
cytes showed that both K+ and Cl™ are required. The
Hill coefficients for both ions were close to unity, indi-
cating an electroncutral transport process with a stoi-
chiometry of 1:1. The affinity for extracellular ions
revealed an apparent K,, for extracellular K* of ~22
mM and for extracellular Cl - of ~15 mM. These values
are similar to those of the mammalian KCC1 isoform
(38). Whercas all of the KCC isoforms studicd thus far
exhibit similar affinity for extracellular C1~ (14 to 17
mM), they differ dramatically in the affinity for extra-
cellular K*. The isoform with the highest K™ affinity is
rat KCC2, with a K,, for extracellular K~ of ~5 mM
(42), followed by KCC4 (Km of ~17 mM) (38), KCC1 (K,
of ~25 mM) (38), and KCC3 (K,, of ~51 mM) (37).
Although the direction of transport is ultimately dic-
tated by gradients for the transported ions, it has been
proposed that KCCs with a hxghcr cation aflinity
(KCC2 and KCC4) can transport K* in both directions
at higher rates. This has been verified experimentally
in neurons, which predominantly express KCC2 (23).
In contrast, isoforms with lower K* affinity (KCC1 and
KCC3) are more suited to function as extrusion mech-
anisms, when the gradient for K* will favor efflux (42).

Despite the lack of variation in Cl- affinity, K-Cl
cotransporters differ in the anion serics of rubidium
transport, i.e., the relative activity in the presence of
anions other than C1- (37). The Xenopua transporter is
similar in this respect, in that anions other than CI1~
could also support K* transl . In fact, the anion
series of the endogenous oacyte K- Cl cotransporter is
very similar to the anion scries observed in KCC1-
injected cocytes (38).

As shown for K-CIl cotransport in other species, the
Xenopus transporter is sensitive to loop diuretics and
other inhibitors of anion transport (16, 20, 42). In
addition, **Rb* uptake was also sensitive to DIOA,
which appears to be a specific inhibitor of K-Cl cotrans-
port (15); this compound has no effect on the oocyte
Na-K-2Cl cotransporter (data not shawn).

Inhibition of protein phosphatases prevents the
swelling- and NEM-induced activation of the K-Cl co-
transporter in s(_vcral ccllq (6, 25, 27, 29, 52), and it is
widely d tha horylation is required for
activation of the cof.rnnsporlcr Consistent with the
data from other cells, we observed in the present study
that the protein phosphatase inhibitor calyculin A
abolishes hypotonic activation of the cocyte cotrans-
porter (Fig. 8). Calyculin A inhibits two types of phos-
phatase, both PP1 and PP2A (9). To determine the
phosphatase involved, we tested the effect of okadaic
ncid, which is a specific PP2A inhibitor at the 1 nM
concentration used, and the 'P2B
cypermethrin (4, 12); neither inhibitor aercLed lho
activation of the cotr er by h
fore, it is likely that in Xenopus oocyms, PP1 is t.he
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CHARACTERIZATION OF THE KCC IN XENOPIMUS OOCYTES

phosphatase involved in activation of the K-Cl cotrans-
porter during cell swelling (6, 25).

Several cotransporters are known to be affected by
exposure to mercury (Hg2* ). For example, transport by
the NaSi cotransporter (36) nnd the an”l-3 cotmns-
porters in Xenopus 'y T
when oocytes are exposed to Hg" (57). Slmxlarly. het-
crologous expression of the basolateral isoform of the
Na-K-2Cl cotransporter in HEK-293 cells is sensitive
to Hg** (22). In contrast, when expressed in Xenopus
oocytes, aquaporin-6 is activated by this henvy metal
(60). It is known that Hg?* affects the function of
channels nnd transporters by interacting with sulfhy-
dryl groups (-SH) on cysteine residues (7, 60), and in
some cnses this has been proven by mutagenesis stud-
ies (30, 41). In the present study we observed that
exposing Xenopus oocytes to 1560 uM HgClz resulted in
increased ®SRb* uptake by activation of at least two
pnthwnys' one that is C1~ dependent and another that
is Cl1~ independent. Because uptakes were performed
in the absence of extracellular Na*, it is unlikely that
the opening of this Cl~-dependent “"Rb influx path-
way represents activity of the Na-K-2C) cotransporter.
In addition, Jaceby ct al. (22) have shown that No-K-
2Cl1 cotransporter is inhibited by Hg2*. Thercfore, the
Cl1--dependent fraction of the Hg" -induced increase in
*SRb"~ uptake is due to activation of K-Cl] cotransport.
The mechanism by which Hg?"~ affects the function of
membrane proteins is not clear, but it is known that
Hg?*~ interacts with cysteinyl sulfhydryls (-SH). The
observation that the effect of Hg?* on "*Rb* influx in

properties resemble those of mammalian KCC1, and
the sequence of the COOH terminus is closest to KCC3,
indicating that this Xenopus KCC is the amphibian
orthologue of once or both of these low-affinity K-Cl
cotransporters.
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RESUMEN

of Bartter’s syndrome

ABSTRACT

i A

El sindrome de Bartter es un padecimiento hereditario, auto-
sémico recenivo, caracterizado por poliuria, alcalosis metabéli-
ca, hi e hipercalciuria. Hasta hace poco tiempo se

Bartter's synd is an

la de esta Sin

terized by A i 2
with hypermzl:‘urul. palvuﬂa and hypotension due to volu-

me dep The &y of this hercditary discase
was largely unknown uneil the lau few years in which inacti-
vating mutations in up to [ive different genes have been

embargo, en los Gltimos afos se han descrito mutaciones en
cinco genes que codifican para proteinas de membrana que se
localizan en la porcién grucsa del asa ascendente de Hunle.
Estos s han

de este i ydela

del asa de

shown to produce or be aum.-mu-d with the d of
this sy . All the i are uprraltd either
in the apical or basolateral membrane of the thick ascending
limb of Henle's loop. These clinical and { findi
have increased our understanding of the Bartter's disease
and also of the thick ascending limb physiology.

Key words. Bartter. Hypokalemic, Alkalosis. Loop of Henle.

El Sindrome de Bartter (SB) es un padecimiento
hereditario, que se transmite en forma autosémica
recesiva y se caracteriza por ser una nefropatia per-
dedora de sal, con trastornos en el metabolismo del
potasio, del calcio y dcida base. El SB fue descrito
originalmente por Bartter y colaboradores en Ma-
ryland en 1962,! en un paciente con poliuria, alealo-
sis metabdlica hipocalémica e hipertrofia del aparato
yuxtaglomerular. En los Gltimos cinco afios, el des-
cubrimiento dc varios genes involucrados en la pro-
duccién de esta enfermedad nos ha mostrado que se
trata de una enfermedad monogénica, pero con hete-
rogencidad genética y nos ha permitido entender con
cierto grado de precision la fisiop 1 (u de este
sfndrome, as{ como corr i las ult-..
némicas con las caracterfsticas clinicas de pacientes
con SB. Aunado a esto y gracias al estudio de las ba-

Henle.

Palabras clave. Bortter. Alcalosis. Hipocalémica, Asa de

Henle.

ses moleculares del SB se tiene una mejor compren-
s8ién de la fisi in del asa d e de Henle.

E! objetivo del presente trabajo es presentar una
descripcién de las caracterfsticas moleculares, fisio-
patolégicas y clinicas de este sfndrome, con especial
énfasis en las alteraci del tr te tubular de
iones.

FISIOLOGIA DE LA REABSORCION DE 10NES
EN EL ASA ASCENDENTE DE HENLE

La janza entre la pr acion clinica del SB
¥ la toxicidad de los diuréticos de asa permitié supo-
ner que ¢l defecto en este sindrome estaba localizado
en el asa ascendente de Henle. Esta idea ha sido co-
rroborada, ya que, hasta el momento, se han descri-
to mutaciones en cinco genes que codifican para pro-

Revista de Investigaclon Clinica / Vol. 55, Nun 17 Enero-Febrero, 2003
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Luz Intersticio

tubular renal
Apical

Basolateral

Filgura 1. f da sal en el asa as-

cendente da Honle.

deia

tefnas que intervienen en el transporte de xones en
esta regién de la nefrona.

En ¢l asa de Henleser
20% del filtrado glomerular. Esta porcldn de la ne-
frona tienc la capacidad de reabsorber grandes canti-
dades de sal, pero es impermeable al agua. Su fun-
c¢ién es critica para diluir o concentrar la orina, ya
que Ia reabsorcién de sal en la porcién ascendente
gruesa del asa de Henle es la responsable de mante-
ner la hipertonicidad de la médula renal, gracias a
In cual, en presencia de hormona antidiurética se
puede reabsorber agua en el tabulo colector.

La figura 1 muestra la fisiologia de reabsorcién
de iones en ¢l asa ascendente gruesa de Henle.2 El
transporte de NaCl en la membrana apical selleva a
cabo mediante un proceso de cotransporte activo se-
cundario (cotransportador de Na*:K+:2ClI"), que fun-
ciona mediante ¢l gradiente qufmico de concentra-
cién de Na* entre cl fluido tubular y el citoplasma
celular, generado por la bomba de Na*:K*-ATPasa
que se localiza exclusiv ente en la brana ba-

b b a
be a

brana basolateral.* Como mucstra la figura 1, el pota-
sio que ingresa a través del cotransportador de
Na+:K*:2Cl"en la brana apical es reciclado hacia
la luz tubular a través de los canales de potasio cono-
cidos como ROMK. que perteneccen a ln superfamilia
de los dores entr 8 El reciclaje de
potasio hacia la luz es un evento que fisiolégicamente
es necesario para mantener la funcién del cotrans-
portador de Na*:K+*: 2Cl' yparala reubsorclén de ca-
tiones divalentes. La ién es la : En el
primer caso, debido a la mayor concentracién de Na*

(145 mEq/L) y Cl' (110 mEq/L) en el plasma, en com-
paracién con el K* (4 mEq/L), la cantidad filtrada de
sal es mucho mayor que la de potasio y, por lo tanto,
la cantidad de Na* y CI- disponible para transporte
en la luz del asa ascendente de Henle es mucho ma-
yor que la de K*. Por este motivo, si el K* no recicla-
ra hacia la luz det asa, llegarfa un momento en que el
transportador de Na*:K*:2Cl" no podria seguir fun-
cionando por ausencia de K* en el medio. Con el reci-
claje de potasio a través de los canales ROMK se ase-
gura que la concentracién de K* en la luz se
mantenga constante, a pesar de la gran actividad del
cotransportador de Na*:K*:2Cl". En el segundo caso,
el reciclaje de K* hacia la luz genera voltaje positivo
dentro de la luz, ya que el Na* que entra a la célula
por la membrana apical es expulsado hacia ¢l intersti-
cio por la bomba de Na* y K* y los dos cloros son ex-
pulsados por los canales de cloro CIC-Kb. En conse-
cuencia, se concentran dos aniones y un catién en el
intersticio y el otro catién, que es ¢l K*, se queda en
la luz del asa de Henle. Como muestra la figura 1,
el voltaje positivo que se genera es responsable del
transporte de cationes por via paracelular. Dada la
concentracién de cationes en el liquido tubular, los
que con mayor probabilidad pueden transportarse por
este mecanismo son el Na* y los cationes divalentes
como el Ca2* y Mg"" Este mecanismo es el funda-
mcnto del manejo de la hipercalciuria con cargas de
i6n salina y diuréticos de asa, ya que al inducir

solateral, por lo que el gradiente generado permite
el transporte vectorial, desde la luz del tibulo ha-
cia el intersticio renal.

El cotransportador Na*:K*:2Cl" (CSB1 o NKCC2)
se localiza en la membrana apical, transporta Na*,
K* y CI" al interior de la célula y su funclén cs Inhlbl-
da por los diuréticos de asa (fur
piretanida, dcido etacrinico, ctc.).® De ahf que estos
diuréticos sean agrupados bajo el nombre de diuréti-
cos de asa, porque es en el asa ascendente de Henle
cn donde cjercen su accién diurética. El transporte de
CI- al intersticio renal se lleva a cabo por los canales
de CI' denominados CIC-Kb, localizados en la mem-

diuresis por la solucién salina, y con el transporte de
Na*:K*:2C} bloqueado, se aumenta la produccién
de orina, al mismo tiempo que se reduce la reabsor-
cién renal de calcio. De hecho, Ia figura 1 también
muestra el mecanismo por el cual el calcio extracelu-
lar regula la funcién del asa de Henle. El calcio en el
intersticio renal interactiia con una proteina de mem-
brana conocida como sensor de calcio.® Se trata de

una pr de brana que funci: como recep-
tor del calcio. A mayor calcio en el intersticio mayor
serd la pr i de fosfoli A por pnrte del re-

ceptor y esto trae como la pr de
compuestos derivados del dcide araquidénico como el

Meade P, et a!. Fisi del

de Bartter. Rav Invest Clin 2003; 55 (1): 74-83
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20-HETE, quec u su vez inhibe 1a funcién del cotrans-
portador de Na*:K*:2Cl" y del canal de K* ROMK.
De csta forma, si aumenta el calcio en el intersticio,
se reduce la reabsorcién de sal en el asa de Henle, se
bloquen el reciclaje de K* hacia la luz y por lo tanto,

inuye la reabsorcién de calcio.” Este es el meca-
nismo por el cual se produce poliuria en estados de
hipercalcemia.

BASES MOLECULARES
DEL SINDROME DE BARTTER

Las caracter{sticas fisiolégicas de los pacientes
con SB sugiricron que el defecto se localizaba en ln
1h

gen homdélogo en el humano y estudiarlo en enfer-
mos con sindrome de Bartter. Asi, el CSB1 fue cl pri-
mer gen en el que se demostré asociacién con ¢l SB.
Simon, et al.? clonaron e! gen homdélogo humano
para CSB1, el cual fue localizado en el cromosoma
15 y estudiaron a seis fnmnllns con SB neonatal. Va-
liénd de la exi de marcadores genéticos po-
limérficos en este locus, localizados dentro y cerca
de la secuencia de CSB1, genotipificaron a los miem-
bros de las familias afectadas y compararon la segre-
gacién de los marcadores con la presencia de la en-
fermedad, lo que se conoce como anilisis de
ligamiento. Todos loa individuos afectados fueron
homocngotus para los alelos en el locus de CSB1,

ia clara de hgnmlento entre el SBy el

porecién gruesa del asa de Henle. Ad as, e
de que varias de sus manifestaciones clinicas fueran
parccidas al efecto de la administracién de diuréti-
cos de asa y quc algunos pacientes no presentaran
p ala fur ida llevé a iderar al CSB1
como el primer candidato para este trastorno. Con
lx explosiva identificacién molecular de los diversos
genes que codifican para las prcteinas de transporte
en Ia nefrona, ha sido posible estudiar la relacién de
éstos con diversas enfermedades hereditarins y hoy
cn dia, la demostracién de que cinco genes diferentes
causan el SB en humanos, resalta la importancia de
la interrelacién que existe entre estas proteinas en la
funcién del asa de Henle, lo que ha servido para co-
rroborar el de reab cién de sal mostrado
en la figura 1. Los genes en los cuales se han detecta-
do mutaciones como causa del SB son el cotranspor-
tador de Na*:K+*:2Cl- CSB1; cl canal de potasio
ROMK; el canal de claro C1C-Kb, una protefna re-
cientemente descrita, denominada barttina y que in-
terviene en el transporte basolateral de Cl* y el sen-
sor de calcio,

en el cotr rtador de

Na*:K*:2CIr (CSBl)

Mutaci

Después de la clonacién del cotransportador de
Na*:K*:2ClI" del rifién de rata® fue posible clonar el

ev
locus de CSB1. Se identificaron seis diferentes muta-
ciones en CSB1 que segregan con la enfermedad. En-
tre estas mutaciones se encontraron cambios en el
marco de lectura y codones de paro prematuros que
interrumpen la sintesis de la proteina, asi como sus-
tituciones no conservadas de aminodcidos en resi-
duos altamente conscrvados entre las especies en las
que se ha clonado el CSB1. Con esta evidencia fue
posible comprobar que mutaciones en ¢l gen que co-
difica para CSB1 causan SB.

El cuadro 1 muestra los tipos de mutaciones en
CSB1 que han sido reportados y el porcentaje de
cada tipo de mutacién en relacién con el total.®13
Para entender los sitios en la protefna en donde se
han observado mutaciones, la figura 2 muestra un
esquema con la topologia propuesta para el cotrans-
portador de Na*:K*:2Cl, Ia cual consiste en una re-
gién central hidrofébica con 12 regiones transmem-
brana, flanqueados por una regién aminoterminal
corta y otra carboxiterminal mais larga, de localiza-
cién intracelular. Las flechas indican ejemplos de al-
gunas mutaciones. Como mucstra el cuadro 1, de las
mutaciones cncon!.rndus en CSB1 en pacientes con
SB, ¢l 6172 son m no vadas; es decir,
en las que cambia un aminodcido por otro que nao
pertencce al mismo grupo. Por ejemplo, la mutacién
en donde el aminodcido fenilalanina en la posicién

Cuadro 1. i P enel de Bartler.
Total de Sustitucion Delecién o Proteina Pérdida Pérdida Referencias
mutaciones m insercion truncada coddn de sitio
reportadas conservada inicio empalme
csB1 p< 61% (14) 4% (1) 3% (7) 0% (0) 4% (1) 9, 11, 13,39
ROMK 24 71%(17) 4% (1) 25% (6) 0% (0) 0% (0) 16,17, 18,20, 22
CIC-Kb 0 43% (13) 36%(11) 13% (4) 0% (0) 7% (2) 28, 30
Barting 7 43% (3) 14% (1) 0% (0) 29%{2) 14% (1) x
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Figura 2. Topologia de las proteinas en
que se han descrito mutaciones en el SB, al-
gunas de las cuales estan indicadas por fle-
chas.

272 cambia a valina lo describimos como F272V,
Asf, las mutaciones no conservadas rcportadas has-
ta el momento son G193R, R199G, G224D, G243E,
A267S, F272V, R302Q, G319R, C436S, GA78A,
AS508T, A510D y A555T. El 4% de las mutaciones en
CSB1 son deleci o inserci en las que se pier-
de o se agrega un codén completo, por lo que se
pierde o se gana un aminoidcido, lo que resulta en
una proteina no funcional. De este tipo sélo hay un
caso de delecién reportado y corresponde al residuo
N526. El 31% son mutaciones que resultan en pro-
tefnas truncadas, ya sea porque introducen un nue-
vo codén de paro, o porque cambian el marco de lec-
tura, lo que resulta en un nuevo codén de paro unas
cuantas bases después de la mutacién. De este tipo
se han trado mutaci en M195, R302,
W6E25, Q823, e Y998, Finalmente, un caso (4%) de
los reportados de SB por mutacién en CSBI1 se debe
a una mutacién puntual en la que adema4s de cam-
biar un aminodcido se pierde el sitio de empalme,
por lo que es posible que el RNA no pueda madurar
por completo.

La pérdida en la funcién de CSB1 cxphcn In fisio-
patologia del SB. La red i6nenlar cién de
NaCl en ¢l asa ascendente de Henle origina pérdida
de sal y de agua, lo que cxphca el desarrollo de hipo-

de iones en el asa de Henle, a la reab cién
de sodio por el canal de Na™* sensible a amilorida.
En esta regidén de la nefrona la secrecién de potasio
depende de la reabsorcién de sodio, ya que el sodio que
ingresa a la célula en la membrana apical es expulsado
cen la membrana basolateral por la Na*:K*:ATPasa en
intercambio por potasio, el cual después de ingresar a
la célula es secretado hacia la luz tubular por canales
conductivos. Por lo tanto, el incremento en la reab-
sorcién de Na* en el tibulo colector tiene como con-
secuencia el aumento en Ia secrecién de potasio y de
ahi la hipocalemia. Al haber mds potasio en la luz
del tubulo se estimula también el intercambio de K*
con H* por la K*:H*:ATPasa de la membrana apical
de las células intercaladas y de ahf{ la alcalosis meta-
bélica. La exagerada secrecién de aldosterona esti-
mula atdn mas la secrecién de potasio y de hidroge-
niones, lo que contribuye al desarrolloc de
hlpocalemm y alcalosis metabélica. Finalmente, los

ismos por los cuales se produce hipercalciuria
son dos: a) la falta del potencial positivo en el lumen
por la pérdida de la funcién del cotransportador de
Na*:K*:2Cl' disminuye la reabsorcién neta de calcio
aumentando su concentracién en orina ¥ b) el incre-
mento compensatorio en la reabsorcién de NaCl en
tabulo distal, inhibe la reabsorcién de calcio en este

tensién arterial. La hi te activa

La aparicién de SB por mutaciones en CSB1 ha
sido corroborada por las observaciones realizadas
por Takahashi, ef al.l* ¢n el modelo murino de dis-
rupcién del gen del cotransportador de Na*:K*:2Cl,

el sistema reni 1d ona y de ahf

1a hipertrofia del aparato y dular. El

en la carga de Na* que llega al tubulo colector,

como in de la red iSnenlar cién

Meade P, et al. Fisi ia oel de Bartter. Rev invest Clin 2003; 55 (1): 74-83
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Los ratones homocigotos CSB1 -/- presentan seme-
janzas con los pacientes con SB, Desde el primer
dfa de nacidos, los ratones muestran signos de de-
plecién de volumen y retraso en el crecimicnto, en
el dia 7 tienen deshidratacién grave, insuficiencia
renal, hiperealemia, acidosis metabélica, hidronefro-
sis, niveles elevados de renina en plasma y la morta-
lidad es del 100%. Ei tratamiento con indometaci-
na desde el nacimiento previno el retraso en el
crecimiento y el 10% de los ratones tratados sobrevi-
vieron, aunque ya adultos presentaron poliuria, hi-
dronefrosis, hipocalemia, alcalosis metabélica, pro-
teinuria e hipercalciuria.

Mutaciones en el canal de K* (ROMK)

Los canales de potasio conacidos como ROMK se
localizan en la membrana apical de las células del
asa ascendente de Henle y son los encargados del re-
ciclaje de potasio del interior de la célula al liguido
tubular (Figura 1). Los agentes antagonistas de los
ROMIK tiencn efccto inhibitorio sobre la funcién del
CSB1, lo cual demuestra el papel clave de estos cana-
les en la regulacién de la actividad del cotransporta-
dor. Por este motivo se consideré a este gen como
candidato para el SB. Simon, ef al.? al estudiar pa-
cientes con SB observaron que no todas las familias
tenfan andlisis de ligamiento positivo con el gen de
CSB1, por lo que se dieron a la tarea de buscar
otros genes que explicaran la presencia de la enfer-
medad en estos pacientes. Gracias a la identificaciéon
molecular del gen ROMK a partir de rifién de rata a
principios de los 90’s,'® Simon, e? al.1% pudieron clo-
nar ROMK de humano, localizado en el cromosoma
11, y analizaron nueve familias con SB neonatal, sin
mutaciones en el gen CSB1, pero que tenian caracte-
rlstlcun clinicas y bquull’nlcus indistinguibles de los

tes con mut en CSB1. Los sujetos afec-
tados con la enfermedad en estas familias fueron ho-
maocigotos para mutaciones de ROMK?2 que cosegre-
gaban con la enfermedad y que no son comunes en
el resto de la poblacién.

En la figura 2 sc muestra la topologia de los cana-

les ROMK que iste en dos regi tra

brana flanqueados por una regién aminoterminal hi-
drofilica, corta y una carboxiterminal larga. Las
flechas indican los sitios en donde se han observado
algunas mutaciones y en el cuadro 1 se muestran los

V296G, N124K, S294C R31 IQ F325C y R311Q-
L220F. Las mut por d. ién sélo se han re-
portado en un caso (4 9%) cn el cual se ha perdido
gran parte de la secuencia que incluye los exaoncs
uno y dos. El 25% son mutaciones que cambian el
marco de lectura, generando un nuevo codén de
paro delante de la mutacién y por lo tanto, una pro-
tefna truncada. Estas mutaciones estin localizadas
en Y60, F13-14, W58, T313-K314, 1557 (delecién
AAAG) y R338. Estudios in vitro2%27 han demostra-
do que ciertas mutaciones afectan la llegada de la
protefna a la membrana plasmatica, pero no su fun-
cién. Es decir, la protefna si funciona, pero llega
muy poca a la membrana apica! del asa de Henle.
Otras mutaciones se han localizado en regiones re-
guladoras como sitos especificos para fosforilacién o
para regulacién por pH. Finalmente, existen algu-
nas mutaciones en las que se conserva parte de la
funcién del canal.?2

Todas estas observaciones han demostrado que
mutaciones en ROMK son causa del SB. Siguiendo
lo expuesto en la figura 1, la pérdida de funcién de
ROMK ticne como in la imposibilidad
para reciclar potasio hacia la luz tubular. Por lo
tanto, la concentracién de potasio cn Ia luz del tibu-
lo disminuye de forma tal que se bloquea la activi-
dad de CSB1 y con csto la reabsorcién de sal en el
asa ascendente de Henle.

Mutaci cn el 1 de CL- (CI1C-Kb)

No todas las familias con SB son explicadas por
mutaciones en CSB1 y en ROMK, motive por el que
Simon, et al.,2% con la ventaja de la reciente clona-
cién del DNAc que codifica para canales de cloro epi-
teliales,?® continuaron con la busqueda y estudiaron
al canal de CI' conocido como CIC-Kb, como un ter-
cer gen candidato. Este gen se localiza en el cromo-
soma 1p36 y es 80% idéntico al canal de CI- CIC-Ka
que se expresa en la membrana basolateral del asa
ascendente delgada. Las 17 familias estudiadas ini-
cinlmente mostraron evidencia de que CIC-Kb es
otro gen causante de SB.2% Se identificaron mutacio-
nes que inclufan codones de término prematuros,
grandes deleci sustit i no rvadas,
que resultan en pérdida de la funcién normal del
gen (Cuadro 1). Estos resultados sugieren la ausen-
cia de vias alternas para la salida de cloro que pudie-

tipos de mutaciones.}8:17°22 De las mutaci

tradas en pnclcnuzs con SB por defecto en ROMK, el

71% son t. no vadas ¢n los aminod-
cidos S200R, A195V, M338T, A156V-L220F, V53E,

P91L, W80C, V103E, A179T, G167E, D108H, D74Y,

ran la defi en el canal CIC-Kb. En
la l'gura 2 se muestra la estructura secundaria pro-
puesta para CIC-Kb que consiste en 12 regiones
transmembrana con multiples conexiones hidrofili-
cas. Con flechas estin indicadas algunas de las mu-
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taciones observadas y en cl cuadro 1 se muestran los
tipos de mutaciones encontradus. Ademis de Simon,
ct al.,2® y otros autores han reportado mutaciones
en ¢l canal de CI° CIC-Kb ¢n pacientes con SB.3¢ El
43% de lus mutaciones son no conscrvadas en los
aminodcidos P124L, A204T, R438C, A349D, Y432H,
H357Q, S297R, L139P, K560M, S337F, R538P,
8573Y y A77T; ¢l 36% son deleciones de grandes scg-
mentos de DNA donde se pierden varios exones o in-
clusive la secuencia completa. Algunas de estas mu-
taciones son producto del entrecr: iento desi
entre los genes CLCNKb y CLCNKa. El 13% son
mutaci que cambi el marco de lectura ¢ inser-
tan un codén de paro, generando una proteina trun-
cada, de este tipo se han encontrado mutaciones en
Q513, 463 y 518. Finalmente, el 7% son mutaciones
que generan pérdida del sitio de empalme S323 y
R438C.

Las mutaciones en el canal de CI* CIC-Kb resul-
tan en SB por un mecanismo similar a lo que obser-
vamos en los dos casos anteriores. El aumento en el
cloro intracelular inhibe la reabsorcién de sodio por
el cotransportador de Na+:K*:2Cl*, lo que desenca-
dena la pérdida de la funcién del asa ascendente
gruesa de Henle. De estn manera, la cxlslcncm de

&

ciones en ¢l gen BSND, que probablemente resultan
en pérdidu de la funcién dec esta protefna, y que es-
tiin indicadas en la figura 2 y en el cuadro 1. De las
mutaciones observadas en ¢l gen, BSND en cuatro
familias se han trado m va-
das en los aminodcidos REW (una l'nmlhn) RSL (una
familia) y G10S (dos fnmllms) En otra familia el de-
fecto en BSND iste en delecién de los 3
4, mientras que en seis familias se picrde el codén de
inicio, cinco de ellas por io de una ad por
timina en el codén de inicio ATG y en una por cam-
bio de guanina por adenina en este mismo codén. Fi-
nalmente, existe el reporte de una familia en donde
la BSND esti truncada debido a mutaciones que ge-
neran pérdida del sitio de empalme.

En los casos de Bartter causadas por defectos en
los genes CSB1, ROMK y CIC-Kb se estudié la posible
implicacién de estos genes candidatos, porque se co-
nocfa la funcién de estas proteinas y por eso se supu-
so que podrian ser las causantes de la enfermedad. En
contraste, el gen BSND se identificé por andlisis de
clonamiento p al, sin su funcién. Se
propuso que el producto dcl gen BSND podria ser
entonces una proteina r dora de los tr porta-
dores de iones involucrados en SB y recientemente
sed ré que éste es el caso. Segtin resultados pu-

pacientes con SB en los que el defecto
ser en el cotransportador apical de Na*: K‘-2Cl' en
el canal apical de K* o en el canal basolateral de CI-,
demuestra la importante interrelacién de estas tres
protefnas.

Mutaciones en Barttina (BSND)

Brennan, et al.®! y Vollmer, ¢t al.?2 demostraron
la existencia de una nueva variante del SB, al estu-
diar a pacientes de familias beduinas con sordera
neur ialy SB n 1. Demostrarocn en estas
familias ligamiento del sindrome con el cromosoma
1p31 y, posteriormente, Birkenhiiger, et al.3? mapea-
ron en cl cromosoma 1p un locus para el gen res-

ble de la enfer dad. A este gen lo denomina-
ron BSND y a su producto lo llamaron barttina y
corresponde, por lo tanto, a una cuarta variante del
SB nconatal. En estos casos ademds, ¢l trastorno
funci 1 renul se ia con sordera neurosensorial
e insuficiencia renal. Como muestra la figura 2, este
gen codifica para una proteina que tiene dos poten-
ciales a-hélices transmembranales. Por medio de
anilisis de hibridacién in situ detectaron la expre-
sién de BSND en el rifién humano y en células del
oido interno (células marginales del stria vascula-
ris).32 En cl anilisis de diez familias afectadas con
este sindrome se han detectado siete diferentes muta-

blicados por Estevez, ¢f al_.,?4 barttina es una subu-
nidad del canal de cloro CIC-Kb. Al no funcionar
estn protefna, sc bloquea la adecuada funcién del ca-
nal CIC-Kb y con esto se produce el SB. Es intere-
sante mencionar la diferencia entre el SB resultado
de mutaciones en ¢l canal CIC-Kb que no se acompa-
fin de sordera y ¢l sindrome de Bartter con sordera
neurosensorial por mutaciones en BSND.

Exi: mis sindrome de

que
Bartter

A pesar de que se han identificado cuatro genes cu-
yas mutaciones causan SB, no todos los pacientes con
esta enfermedad tienen afectado alguno de estos ge-
nes. Esto indica que debe existir cuando menos un
quinto gen, si no es que mais, asociado con la produc-
cién de este sindrome. En este sentido, Vargas-Pous-
sou, et gl.3% reclentemenhe reporturon el caso de un
nifno con hi debid
a una mutacién del tipo “ganancia en la funcién™
¢l sensor de calcio. Este paciente se presenté a la clf-
nlcn con mnnlfcstncwncs claras de SB que inclufan

béli i6n en-
contrada (L125P) hace al sensor de calcio mucho mas
sensible al calcio, por lo que esta protefna permanece
activa, aun a bajas concentraciones de calcio. Como
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vimos anteriormente, resuitados de miltiples traba-
jos han sugerido que el calcio sérico regula la funcién
del asa de Henle a través de su efecto sobre el sensor
de calcio en la membrana basolateral.” Dos casos si-
milares fueron reportados recientemente por Watana-
be, et al.?® Estos hallazgos demuestran que ¢n el hu-
mano, un aumento en la funcién constitutiva del
sensor de calcio resulta en inhibicién tal de la funcién
del asa ascendente gruesa de Henle, que los sujetos
afectados desarrollan SB.

CORRELACION CLINICO-MOLECULAR

El SB es una enfermedad con un patrén de heren-
cia autosémico recesivo, cuya incidencia es de 1.8
por 100 mil nacidos vivos, la mayorfa de los cuales
se presentan en familias consangufnens.3” Los datos
caracteristicos del SB son la alcalosis metabdlica hi-
pocalémica, la hipercalciuria y la pérdida de los me-
canismos de concentracién urinaria. Los pacientes
clinicamente presentan poliuria, hipotensién arte-
rinl y nefrocalcinosis.?® En el sindrome que se pre-
scnux desde la etapa prcnnml el dcsnrrollo de polihi-

el fe bié

se ha modificado ahora que conocemos varios de los
genes que puceden producir SB. Como muestra el cua-
dro 2, se describen cuatro tipos de SB dependiendo de
la proteina afectada (los dos reportes de SB por muta-
ciones en el sensor de calcio no se incluyen en esta cla-
sif id Exi: ilias con SB en los cua-
les no se ha podido encontrar ain el gen afectado, Jo
que indica que existe cuando menos, un gen mas impli-
cado en la fisiopatogenia de esta enfermedad. Los cua-
tro tipos hasta el momento descritos se encuentran
asociados a mutaciones en los siguientes genes: Tipo
I al CSBA1, tipo 1l a ROMK, tipo III al CIC-Kb y el
tipo IV al BSND (Cuadro 2). Las mutaciones en
CSB1, ROMK y BSND se encuentran asociadas con
mayor frecuencia a la forma neonatal, mientras que
cuando ¢l gen nfect.ado es el canal de cloro CIC-Kb se

pr la forma i de inicio tardio, 3840
Tanto el polihidramnios en el periodo nconatal,
como la poliuria posterior al nacimiento estin aso-
ciados a pérdida en los mecanismos renales de con-
centracién urinaria. Es probable que por eso esta
manifestacién sea poco frecuente en los pacientes
con SB tipo III, en Ios cuales se conserva razonable-
la idad de tracién urinaria. En

dr os fr
muy caracteristico: son ninos dclgndos con frente y
pabellones auriculares prominentes, ojos grandes, fa-

cambio, en pnclcntcs con SB tipo IV, estas manifes-
tncmncs son de mayor gravedad y el parto es con

cies triangular, poca masa lar y practi
te todos presentan cierto grado de retraso en el crecl-

fr anterior a la semana 31.4! La razén pro-
bublemente se deba a que BSND es una subunidad
no e del CIC-Kbh, propio del asa ascendente

tienen estr
En algunos casos la fiebre de origen desconocido, cl
vémito y la diarrea, llegan a ser los sintomas predo-
minantes de Ia enfermedad y son consecuencia del au-
mente cn los niveles séricos de PGE,. Las infecciones
de vias urinarias pueden presentarse cn forma recu-
rrente.

Antes de que se desarrollaran técnicas que permitie-
ran el anilisis molecular del SB, éste se dividié para su
estudio -dependiendo sobre todo de la edad de presen-

miento. El 50% de los p bi:

gruesa de Henle, sino también del CIC-Ka, que es el
resp ble del tr: te de CI en al asa ascenden-
te delgada. De hecho, los ratones knocout para el
gen CIC-Ka desarrollan diabetes insfpida.i2

La pérdida o disminucién de los mecanismos de
concentracién urinaria y de la reabsorcién de sal en
el asa ascendente gruesa de Henle tiene como conse-
cuencia disminucién del volumen cxtracelular y por
consgiguiente, ¢l desarrollo de hipotensién arterial.

tucién- en SB clidsico y SB tal. Esta clasifi En resp a la pérdida de volumen, los pacientes
Cuadro 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con sindrome de Bartter.
I " m v
Gen afectado CsBt ROMK CIC-Kb BSND
Sintomas en periodo neonatal 100% 9% 55% 100%
Potasio sérico (mEg/L) 26+03 2905 24x04
kuria 50% 65% 30% 100%
Nefrocalcnosis 5§ Si No Si
Polihidramnios 100% 95% 25% 100%
Hipoacusia central < 10% < 10% o 100%
tRCT* No No No Si

IRCT* = Insuficiencia renal crénica terminal,
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con SB tienen importante activacion del sistema re-
ni iotensina-ald srona. De hechao, la hipertro-
fia del aparato yuxtaglomerular es una de las caracte-
risticns morfoldgicas de los rifiones de pacientes con
SB. Ad de ln hip. 1 in crénica, otros factores
que se han impl do como es de la hipoten-
sién arterial son las niveles clevados de prostaglandi-
nas,?! alteraciones cn la secrecion de é6xido nitricoy
de vias de senalizacién intracelular que implican a
las proteinas G.43

La hipocalemia es universal en esta enfermedad. Es
de mayor gravedad en pacientes con Bartter tipos Ly
IV. Los pacientes con mutaciones en el canal de K*
(tipo II) pueden llegar a presentar hipercalemia en cl
periodo postnatal in di Sin bargo, la mayorin
desarrolla hipo en el tr s0 de la enferme-
dad, aunque ésta es de menor gravedad que la desarro-
llada por los pacientes con SB tipos 1, IIl y IV. La ra-
zé6n probable es que el canal de potasio ROMK no sélo
es responsable de la secrecién de K* en el asa ascen-
dente gruesa de Henle, sino también en el tibulo distal
¥ en el tibulo colector.® Por lo tanto, aunque exista
incremento en la llegada de sal a la nefrona distal, la
seccrecién de potasio no aumenta a tal magnitud. De
hecho, los ratones knockout para ROMK no desarro-
lan hipocalemia.444% Se desconoce la via alternativa
por la cual los pacientes con SB tipo 1I secretan pota-
sio en los tibulos distales. Sin embargo, recientemente
se ha postulado que cuando se incrementa la carga de
fluido tubular en la regién distal de la nefrona, los
maxicanales de potasio localizados en las células prin-
cipales e intercalares aumentan su actividad, incre-
mentando la secrecién de K*.

No todos los pacientes con SB cursan con hiper-
calciuria y nefrocalcinosis, ya que en enfermos con
mutaciones en CIC-Kb (tipo III) la nefrocalcinosis es
infrecuente e incluso en algunos casos se ha reporta-
do In presencia de hipocalciuria.?® Estos datos son
interesantes ya que es con mutaci en otro
gen que codifica para canales de cloro en la nefrona
(CIC-5; sindrome de Dent), 47 desarrollan nefrocalci-
nosis desde edndes tempranas. Por el momento es di-
ficil conjeturar sobre el papcl que pudieran tener los
canales de CI" en el mancjo renal del calcio.*®

La excrecién urinaria de magnesio es normal, ex-
cepto en el SB tipo III, ya que hasta un 30% de pa-
cientes con mutaciones en CIC- Kb tmnen numento
en la excrecién urinaria de
se hasta el momento los factores lnvolucrndos."

rez, ya que incluso en nifios sanos prematuros la in-
cidencia de hipoacusia ¢s mayor que en la poblacién
normal. En pacientes con mutacion en BSND, se
debe a quo disminuye considerablemente 1a secrecién
de endolinfa. La proteina barttina funciona como
subunidad de los canales de cloro CIC-Ka y CIC-
Kb_3441 Ambos canales se expresan en la stria vascu-
laris del oido interno en donde su funcién es necesa-
ria para mantener la produccién de endolinfa. De
esta manera, la ausencia de barttina afecta la fun-
cién de bos canales y bloq con esto la produc-
cién de endolinfa.

El diagnéstico diferencial del SB son los estados
de intoxicacién crénica por diuréticos, pérdida intes-
tinal de cloro y el sfndrome de Gitelman. Este ulti-
mo es también una enfermedad autosémica recesiva
caracterizada por alcalosis metabélica hipocalémi-
ca.%% El sindrome de Gitelman es ocasionado por mu-
taciones en el cotransportador Na*:Cl- sensible a
tiazidas3! y se puede dlferencmr del SB por la edad
de pr acién ( te en mayores de 15 anos)
¥ por algunas alteraciones metabdlicas que las dis-
tinguen.3%4% En el SB, al disminuir la reabsorcién de
sal en el asa ascendente de Henle, sc reduce también
la reabsorcién de calcio y, por lo tanto, los pacientes
con SB tienen hipercalciuria. En cambio, en el sin-
drome de Gitelman, la disminucién de reabsorcién
de sal en el tubulo distal se acompaiia de aumento
en la reabsorcién de calcio, por lo que los pacientes
ticnen hipocalciuria. La otra clave ests en el magne-
sio sérico. Es interesante, sin embargo, que un ve-
porte muy reciente de Zelokovic, et al.52 describen
qué mutaciones en el CIC-Kb pueden asociarse a fe-
notipo de sindrome de Bartter o Gitelman.
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