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INTRODUCCIÓN 

El riñón tiene como función principal mantener constante el volumen y la composición 

Ue los líquidos corporales. a pesar de la variación en la ingesta de agua y salutes. 

Básicamente el rinón trabaja mediante tres procesos. La filtración glomerular. la 

reabsorción tubular y la secreción tubular. El riñón filtra al dfa 170-180 litros de agua y 

1.5 kg de sal. Alrededor de 1 % de agua y sal y concentraciones variables de los demás 

salutes son excretados en la orina. La filtración gfomerular consiste en ultrafiltrar el 

plasma a través del glomérulo. a una tasa de 120 mi/minuto, es un proceso pasivo que 

depende de la presión de perfusión renal y de la integridad anatómica del glomérulo. El 

ultrafiltrado tiene las mismas concentraciones de sales y moléculas orgánicas que el 

plasma y baja concentración de proteínas. pero carece de elementos celulares. Las 

proteínas neutras con un radio molecular menor a 20 A se filtran libremente. las 

protelnas entre 20 y 42 A se filtran en función de su tamaño y carga. y las protefnas 

mayores a 42 A no se filtran por el glomérulo. 

Con los procesos de reabsorción y secreción. los túbulos renales regulan el volumen y 

la concentración de la orina. Consecuentemente. los túbulos controlan con precisión el 

volumen. la osmolaridad. la composición y el pH de los compartimentos intra y 

extracelulares. La reabsorción tubular consiste en la reabsorción de solutos y agua del 

ultrafiltrado glomerular al intersticio renal, es un proceso activo con gran consumo de 

energla que depende de los procesos de transporte epitelial a lo largo de la nefrona. 

Este proceso permite que el riñón retenga sustancias esenciales y asi regula sus 

niveles en plasma. La secreción tubular es la ruta principal de excreción en la orina, 

consiste en la secreción de sustancias del intersticio renal hacia el lfquido tubular. Asf. 

el riñón excreta productos de desecho del metabolismo y elimina aniones y cationes 

orgánicos exógenos y endógenos. Muchos de estos compuestos orgánicos se 

encuentran unidos a proteínas y por esta razón no pueden ser filtrados por el 

glomérulo. 

La nefrona es la unidad funcional del riñón (Figura 1). Cada riñón humano tiene 1.2 

millones de nefronas, formadas por el glomérulo. que consiste en los capilares 

glomerulares y la cápsula de Bowman; el túbulo proximal, el asa de Henle, el túbulo 
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distal y el túbulo colector. Los túbulos están compuestos por una sola capa de células 

epiteliales que tienen diferentes funciones de transporte a lo largo de la nefrona. 

Figura 1. Nefrona 

ESQUEMA GENERAL DE LA REABSORCIÓN RENAL DE SODIO 

A lo largo de la nefrona diversas sustancias pueden ser reabsorbidas o secretadas en 

el epitelio tubular. por vfas transcelulares (a través de las células) o por vías 

paracelulares (entre fas células). La reabsorción de Na ... depende de la operación 

simultánea de la bomba de Na ... :K·-ATPasa en Ja membrana basolateral. y de diversas 

proteínas acarreadoras de sodio en la membrana apical. En el túbulo proximal y en el 

asa de Henle la reabsorción depende de la carga de Na .... mientras que en el túbulo 

distal y en el túbulo colector depende de la necesidad de mantener el balance de Na•. 

asr. el ajuste fino de la natriuresis se lleva a cabo en Jos segmentos distales de Ja 

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 función es sacar Na• de la célula. en contra de su gradiente de concentración. 
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mediante un mecanismo 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+. Jo que tiene 

como conseicue.ncla la reducción de la concentración intracelular de Na+ y el 

Incremento: de la. ·concentración Intracelular de K• (Figura 2). Debido a que la 

con.centra_clón .• de Na•·dentro de la célula es baja (12 mEq/L) y en el fluido tubular es 

alta·. (140 mEq/L), el Na• se mueve a través de la membrana apical a favor de su 

~radieni~.·~¡é~frico. d~ .con~entraclón. de la luz tubular al interior de la célula. Dentro de 

la-_céiufS,'1~·NS~:K•-ATPasa sansa el incremento en Ja concentración intracelular de Na+ 

Y"0Stimula .su· salida hacia el intersticio renal, regresando el nivel de Na• intracelular a 

Su niyel nOírrlai. Por lo. tanto,- la consecuencia de esta polarización es que el transporte 

de ·Na• es _vectorial, desde la luz tubular hacia el intersticio renal, con lo que la carga 

eléctrica negativa en el interior de la célula permanece constante, se mantiene Ja 

osmolaridad ·intracelular y además aumenta la concentración de Na• en el espacio 

intersticia!~· lo que a_ su vez crea un gradiente osmótico que promueve la difusión de 

agua pOr vlá 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 

Na" 

Figura 2. Esquema general de la 
reabsorción renal de sodio. El Na· ingresa a 
la célula por la membrana basolateral a través 
de cotransportadorcs, contratransportadores y 
canales, y sale al intersticio renal por la bomba 
de Na*:K*·ATPasa 

concentración, a través de procesos de 

transporte pasivo vía 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 protefnas de 

membrana que llevan a cabo este tipo de 

transporte se conocen como transpor­

tadores secundarios porque la energfa 

requerida para el transporte no se obtiene 

por hidrólisis de ATP. sino a partir de la 

energfa generada por el gradiente 

electroqufmico 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 Ja reabsorción de Na• y otros solutos difiere de una 

región a otra. 

Túbulo Proximal 

En el túbulo proximal se reabsorbe alrededor del 67% del ultrafiltrado glomerular y el 

100º/o de la glucosa y aminoácidos. La intensa reabsorción se debe a la gran 

concentración de la Na•:K•-ATPasa en la membrana basolateral. El transporte de Na• 

en el túbulo 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 Ja composición del 

fluido tubular. En la primera mitad del túbulo proximal el Na• es reabsorbido junto con 

moléculas orgánicas como glucosa. aminoácidos. fosfato y lactato. por medio de 

cotransportadores de Na•:gluosa, Na•:aminoácidos, Na•:Pi y Na•:1actato (14). El Na• 

sale de Ja célula por la Na•:K•-ATPasa y los salutes orgánicos son transportados hacia 

el intersticio renal por mecanismos de transporte pasivo en la membrana basolateral. El 

gradiente osmótico transtubular generado, tiene como consecuencia la reabsorción 

pasiva de agua por ósmosis. En Ja segunda mitad del túbulo proximal el Na· es 

reabsorbido junto con cr, por un mecanismo en el que el Na• ingresa a la célula gracias 

a la operación paralela del contratransportador de Na•:H• y de cotransportadores de cr 
:HCOi (10; 154). el cr sale al intesticio renal por cotransportadores de K·:c1· presentes 

en Ja membrana basolateral. Además, cierta parte del NaCI es transportado por vía 

paracelular. En el túbulo proximal la reabsorción de sal y agua es constitutiva, ya que 

está bajo control del balance glomerulotubular (19; 93; 146). 

Asa de Henle 

El asa de Henle se localiza a continuación del túbulo proximal, en la zona marcada por 

la unión entre las regiones externa e interna de la médula externa. En esta parte de la 

nefrona se reabsorbe 20-40o/o del sodio filtrado. Se divide en dos partes: descendente y 

ascendente. esta última subdividida en porción gruesa y delgada. El agua se reabsorbe 

en el asa descendente. mientras que el NaCI Jo hace en la porción ascendente. La 

porción descendente del asa de Henle tiene elevado índice 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 la actividad de la Na·:K·-ATPasa en la 

membrana basolateral es muy baja. por lo que no hay reabsorción activa de solutos. En 

contraste. en el asa ascendente de Henle se reabsorbe NaCI. sin reabsorción de agua. 

En este sitio. fa 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 reabsorción, sin acuaporinas y con uniones intercelulares muy estrechas. El Na• 

ingresa a la célula por el cotransportador de Na•:K•:2c1- (130). En este cotransporte, un 

Na• (a favor de su gradiente), un K• (en contra de su gradiente) y dos cr (en contra de 

su gradiente) se transportan hacia el interior de Ja célula. 

Túbulo Distal 

En el túbulo distal se reabsorbe el So/o del filtrado glomerular. La parte inicial del túbulo 

distal es impermeable al agua y ahí se reabsorbe sodio. cloro y calcio. El transporte de 

Na• en la membrana apical es un cotransporte electroneutro de NaCI. donde el cr es 

transportado hacia el interior de la célula en contra de su gradiente. acoplado al Na•. a 

través del cotransportador de Na*:cr sensible a los diuréticos tipo tiazida. En la porción 

final del túbulo 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* vía 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 cr que ingresa a la célula. acoplado al Na·, sale por 

canales de cr. en la membrana basolateral hacia el intersticio renal. 

Túbulo Colector 

En el túbulo colector se reabsorbe alrededor del 3°/o del filtrado glomerular y es en 

donde se modula de manera fina la reabsorción de agua y NaCI y. por lo tanto. se 

determina el volumen final de la orina (32). Esta región de la nefrona está formada por 

células principales y células intercaladas. Las células principales son las encargadas de 

reabsorber Na* y agua, asl 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). El Na- se 

intercambia en la cara basolateral por K• vfa la Na•:K·-ATPasa. 

MECANISMOS DE CONCENTRACIÓN URINARIA 

Los riñones son los responsables de regular el balance de agua y son Ja principal vía 

de eliminación de agua del organismo. El mantenimiento del balance de agua requiere 

que la ingesta y la pérdida de agua sean igualadas con precisión. 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 característica importante del ritión es la 

habilidad para producir grandes volúmenes de orina diluida. con osmolaridad menor a 

la 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. Ja osmolaridad urinaria puede ser hipoosmótica o 

hiperosmótica en relación con el plasma. La variación va de 50 a 1200 mOsm. mientras 

que el correspondiente volumen urinario puede variar de 0.5 a 18 L/dfa. La 

conservación renal de agua es el resultado de la combinación de la función del asa de 

Henle y del túbulo colector (115; 120), ambos regulados por Ja hormona antidiurética 

vasopresina. así como del mantenimiento del gradiente hiperosmótico en la médula 

renal. Debido a que el riñón controla la excreción de agua independiente de la 

excreción de solutos importantes como sodio. potasio, hidrogeniones y urea. el balance 

'de agua no afecta otras funciones homeostáticas del riñón. necesarias para Ja 

sobreviviencia. 

Dilución de la Orina 

Al ingresar a Jos túbulos renales el filtrado glomerular tiene una osmolaridad igual a Ja 

del plasma. es dP.cir. 300 mOsm. Para excretar el exceso de agua es necesario diluir el 

filtrado mientras pasa por los túbulos. aumentando la reabsorción de solutos en 

relación con la reabsorción de agua. 

El fluido tubular se mantiene isoosmótico en el túbulo proximal ya que la reabsorción de 

solutos y agua se da en igual proporción. En el asa de Henle la reabsorción de salutes 
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y agua ocurre de manera separada; la excreción tanto de orina concentrada. como 

diluida, depende de la adecuada función de este segmento tubular. En el asa 

descendente de Henle. el agua se reabsorbe a !ravés del canal de agua. conocido 

como acuaporina-1 y el fluido tubular alcanza el equilibrio con el liquido intersticial de la 

médula renal, que en el rii'ión 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 

aquí donde se diluye el fluido tubular. El asa ascendente delgada es permeable a NaCI 

y a urea. esta última es transportada del fluido intersticial al Hquldo tubular en pequeñas 

cantidades (96: 140). En el asa ascendente gruesa se reabsorbe sodio. potasio y cloro. 

pero no agua (74). Por Jo tanto, el fluido tubular se dilu~·e en su paso a través del asa 

ascendente y llega al túbulo distal con osmolaridad de 150 mOsm (66). En el túbulo 

distal y en el túbulo colector continúa la reabsorción de NaCI. El túbulo colector influye 

de manera importante en los mecanismos de concentración urinaria (120) (115), ya que 

en ausencia de vasopresina. es impermeable al agua debido a la ausencia de canales 

Figura 3. Gradiente hlperosmótico en I• médula 
renal. La osmolaridad en fa médula va de 300 a 1200 
mOsm en la punta de la papila, y es generada por la 
concenlración de NaCI. urea y osmolilos orgánicos 

de agua en la membrana apical y la 

reabsorción de solutos diluye aún 

más el fluido tubular cuya 

osmolaridad puede ser tan baja 

como 50 mOsm (101). De esta 

manera el riñón 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 túbulo colector. y 

junto con la reabsorción de algunos 

salutes. se forma un gran volumen 

de orina que tendrá osmolaridad 

menor a la plasmática. 
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Concentración de la Orina 

La habilidad del rinón para producir orina con concentración mayor a la del plasma es 

esencial para que los mamiferos puedan vivir fuera del agua. Para producir orina 

concentrada se requieren un nivel plasmático alto de vasopresina y una osmolaridad 

alta en el fluido intersticial de la médula renal. La vasopresina ejerce su acción sobre el 

transporte de salutes y agua. tanto en el asa de Henle como en el túbulo colector. El 

intersticio medular que rodea Jos túbulos colectores normalmente es hiperosmótico. En 

el riñón 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 Ja fisiología del movimiento transepitelial de agua y salutes. 

La primera excepción consiste en que en el asa descendente de Henle no se reabsorbe 

Na• ni cr. pero si agua a través de los canales de agua. conocidos como acuaporina-1, 

gracias a Ja hiperosmolaridad del intersticio medular (119). La segunda excepción es 

que en el asa ascendente de Henle se reabsorbe NaCI. pero no agua. debido a Ja 

ausencia de canales de agua. a la impermeabilidad de Jas uniones estrechas 

intercelulares y a la inusual impermeabilidad de ras membranas celulares (74). La 

tercera excepción es que el fluido que deja el asa ascendente gruesa de Henle es 

hipoosmótico con relación al plasma. entre 100 y 150 mOsm. a pesar de lo cual en el 

túbulo distal continúa la reabsorción de salutes, hasta que se logra osmolaridad tan 

baja como 50 mOsm (66). 

En ausencia de vasopresina el túbulo colector es impermeable al agua. y con la 

reabsorción 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 

túbulo colector aumenta. debido a la inserción a la membrana apical de la célula de 

canales de agua conocidos como acuaporina-2 (67: 138: 165). El agua sale del túbulo 

colector al intersticio medular hiperosmótico a favor de su gradiente de concentración. 

hasta que el lumen del túbulo colector y el correspondiente intersticio medular tengan la 

misma concentración de agua. Al absorberse mucha agua en el túbulo colector. el 

volumen urinario puede llegar a ser tan bajo como 500 mi al dfa y la osmolaridad 

urinaria tan alta como 1200 mOsm. Como muestra la figura 4. el gradiente medular 
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hiperosmótico es mantenido gracias a Ja intensa reabsorción de NaCI en el asa 

ascendente gruesa de Henle y al reciclaje de urea entre el túbulo colector y el asa 

ascendente delgada de Henle. Estos dos procesos también son estimulados por 

vasopresina. 

Figura 4. Acciones de la vasopreslna en el riñón. 
La vasopresina estimula en el asa ascendente 
gruesa de Henlo el transporte do NaCI y en el túbulo 
colector el transporte de agua y el reciclaje de urca 

La presencia de urea es responsable 

del 40°/o de la actividad osmolar en la 

orina y en el fluido Intersticial medular 

cuando la vasopresina está presente. 

La permeabilidad a urea en el túbulo 

colector medular es variable (165). en 

presencia de vasopreslna hay 

reabsorción de urea al intersticio. a 

través del transportador de urea 

conocido como UT1 (116; 117; 140), 

la cual contribuye a la osmolaridad 

intersticial medular. La mayor parte 

de esta urea es secretada al asa 

descendente de Henle (Figura 4). 

logrando asf el reciclaje de urea 

(168). En presencia de vasopresina la permeabilidad a urea y al agua en el túbulo 

colector es alta, así como la permeabilidad a NaCI en el asa ascendente gruesa de 

Henle. 

Los vasos sanguineos que rodean los túbulos renales. que van de la corteza a Ja papila 

y viceversa. son conocidos como vasa recta y como todos los vasos sangufneos. son 

permeables a salutes pequeños y a agua. La sangre isosmótica entra al medio 

hlperosmótico de Ja médula a través de la vasa recta. el NaCI y la urea difunden del 

intersticio medular al lumen de la vasa recta descendente, mientras que el agua se 

mueve en dirección opuesta. Esta entrada de urea a Ja 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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cocentración de solutos mayor que la del intersticio. Para evitar que de esta manera se 

pierda el gradiente hiperosmótico en la médula. al pasar la sangre por la vasa recta 

ascendente el NaCI y la urea salen del lumen de la vasa recta ascendente al intersticio 

mientras que el agua se mueve en dirección 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 sanguíneos descendentes y 

ascendentes intercambian solutos y agua vía, así como a expensas. del intersticio 

medular. El hecho de que el flujo sanguíneo en la médula renal sea relativamente bajo. 

en comparación con el de la corteza. aproximadamente 5-10o/o del flujo sangufneo 

renal, evita también que se pierda el gradiente hiperosmótico en la médula renal. 

Asf. el balance de agua es mantenido por Ja variación en la permeabilidad al agua en el 

túbulo colector y el gradiente hiperosmolar en el intersticio renal es mantenido por la 

intensa reabsorción de NaCI en el asa ascendente gruesa de Henle y por el reciclaje de 

urea del túbulo colector al asa ascendente delgada de Henle. Todas estas son 

funciones de Ja secreción de vasopresina. 

Las células renales mantienen su volumen en la médula interna hiperosmótica, porque 

sintetizan y acumulan salutes osmóticamente activos (58). Así se protejan de las altas 

concentraciones de NaCI y urea en la sangre y en el fluido intersticial de la médula 

renal, que son consecuencia del mecanismo de concentración urinaria. Los osmolitos 

orgánicos predominantes en las células de la médula renal son sorbitol, 

glicerofosforilcolina. myo-inositol, betaina y taurina. Los niveles intracelulares de estos 

osmolitos correlacionan con la concentración de NaCl y en el caso de 

glicerofosforilcolina también con la de urea. El sorbitol se sintetiza a partir de glucosa 

en una reacción catallzada por la aldosa reductasa, ta hipertonicidad aumenta Ja 

transcripción del gen que codifica para esta enzima, así como los niveles de RNAm y 

su traducción. La glicerofosforilcolina es sintetizada a partir de colina vfa fosfatidilcolina. 

la alta concentración de NaCI y urea inhibe la actividad de la enzima 

glicerofosforilcolina:colina fosfodiesterasa, reduciendo asi la degradación de glicero­

fosforilcolina. lnositol, betaina y taurina son transportados al interior de la célula a 

través de cotransportadores dependientes de sodio. y este transporte es estimulado por 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

10 



hipertonicidad a través del aumento en la síntesis de RNAm de estos transportadores. 

Esto permite el mantenimiento del volumen celular sin aumento de la concentración 

intracelular de iones inorgánicos (26; 58). 

La Hormona Antidiurética Vasopreslna 

La vasopreslna actúa directamente en el rit\ón para regular el volumen y la osmolarldad 

de la orina. sin alterar la concentración de salutes excretada. Se trata de una hormona 

peptrdica formada por nueve aminoácidos. Se sintetiza en células neuroendocrinas 

localizadas en los núcleos supraóptico y paraventricular del hipotálamo. las cuales 

tienen extensiones axonales a Ja neurohipófisis (pituitaria posterior). La hormona 

sintetizada se acumula en gránulos que son transportados por el axón de Ja célula y 

almacenados en las terminales nerviosas localizadas en la neurohipófisis. La 

estimulación de los núcleos supraóptico y paraventricular. genera cambios en la 

permeabilidad de su membrana, incrementando la entrada de calcio a las células. La 

vasopresina almacenada en los gránulos secretores de las terminaciones nerviosas es 

entonces liberada al torrente sangulneo. 

La secreción de vasopresina por la neurohipofisis puede ser influenciada por varios 

factores. Los dos principales reguladores fisiológicos de la secreción de vasopresina 

son la osmolaridad de los fluidos corporales y el volumen y la presión del sistema 

vascular. Cambios en la osmolaridad del fluido extracelular. tan mlnimos como 1o/a, son 

suficientes para alterar la secreción de vasopresina. Los osmorreceptores son células 

nerviosas localizadas en el núcleo supraóptico del hipotálamo cuya función es sensar 

ros cambios en la osmolaridad del fluido extracelular, a través de su encogimiento o 

hinchamiento. Los osmorreceptores responden únicamente a los solutos del plasma 

que son osmolitos efectivos. Al aumentar la osmolaridad efectiva del plasma. los 

osmorreceptores mandan señales estimuladoras a las células encargadas de sintetizar 

y secretar vasopresina. De manera contraria, cuando disminuye la osmolaridad del 

plasma la secreción se inhibe. Una vez secretada, Ja vasopresina es rápidamente 

degradada por lo que los niveles circulantes pueden ser reducidos a cero en minutos. 

Como resultado el sistema de vasopresina puede responder rápidamente a las 

fluctuaciones de la osmolaridad de los fluidos corporales. 
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La disminución en el volumen sanguíneo y/o en Ja presión sanguinea también estimula 

la secreción de vasopresina. Los receptores responsables de sensar estos cambios 

son los barorreceptores que se localizan en el sistema circulatorio y responden al 

estiramiento. Las seriales de Jos barorreceptores al tallo cerebral son transmitidas a 

través de fibras aferentes de los nervios vago y glosofarfngeo. El tallo cerebral es parte 

del centro que regula el ritmo cardiaco y la presión sanguinea. de ahf las señales son 

después redirigidas a las células encargadas de la síntesis y secreción de vasopresina 

en et hipotálamo. En condiciones normales. las señales de los barorreceptores inhiben 

tónlcamente la secreción de vasopresina. Cuando disminuyen el volumen sangufneo o 

la presión arterial. se elimina el impulso inhibitorio y se estimula la secreción de 

vasopresina. La sensibilidad del sistema de barorreceptores es menor a la del sistema 

de osmorreceptores y se requiere una disminución de So/o-1 Oº/o en el volumen o la 

presión sanguinea para estimular la secreción de vasopresina. 

Las acciones de la vasopresina en el riñón son incrementar Ja permeabilidad al agua y 

a la urea en el tübulo colector y estimular la reabsorción de sodio. potasio y cloro en el 

asa ascendente gruesa de Henle. El mecanismo de acción de la vasopresina se 

Apical 

Foslonlación 
de prolelnas 

r 
Adenilato 
Ciclasa (VI) 

Figura 5. Mecanismo celular de acción de la 
vasopresina. La vasopresina se une al 
receptor V2 en la membrana basolatcral de las 
células del asa ascendente gruesa de Henle. 
activando la protelna Gs. que a su vez 
estimula a la adenilato ciclasa para generar 
producción de AMPc. mismo que activa a la 
PKA. cuya función es la. rosrorilación de 
protolnas 

muestra en la figura 5. La vasopresina 

actúa uniéndose a su receptor en la 

membrana basolateral de la célula. El 

receptor presente en los túbulos renales 

es el receptor tipo V2 (3; 50; 142; 145; 

191). El receptor tipo V1 es el encargado 

de las respuestas vasoconstrictoras a 

vasopresina. El receptor tipo V2 es 

miembro de la familia de receptores con 

siete regiones transmembrana. acoplados 

a protefnas G heterotriméricas, cuya 

actividad está ligada a la adenilato ciclasa 

(193). La estimulación del receptor con 

vasopreslna estimula la conversión de 

guanosin difosfato a guanosin trifosfato 
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(GDP-GTP) en la subunidad-a de la protelna heterotrimérica G unida a GTP, Gs. La 

Gcxs activada. estimula a la adenilato ciclasa basolateral, resultando en un incremento 

en los niveles de adenosina monofosfato cíclica (AMPc) en la célula. El aumento en Jos 

niveles intracelulares de AMPc activa a la protefna cinasa A (PKA). la cual es 

responsable de fosforilar protefnas en la célula, incluyendo factores de transcripción. 

Esta cascada de señales resulta en la inserción, a ra membrana apical de la célula, de 

vesículas con canales de agua (138) y en un aumento en la fosforilación de las 

transportadores de urea (208). 

En el túbulo colector la vasopresina estimula la inserción de canales de agua conocidos 

como acuaporina-2 (114; 125; 138). Estos canales previamente sintetizados, se 

localizan en vesfculas cerca de la membrana apical de la célula. En ausencia de 

vasopresina. las vesículas 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 rápido control de la permeabilidad al agua de Ja 

membrana. El agua que ingresa a la célula por la membrana apical sale por Ja 

membrana basolateral a través de canales de agua. 

De igual manera la vasopresina incrementa la permeabilidad del túbulo colector a urea, 

mediante el aumento en la fosforilación 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 reabsorción de 

sodio. potasio y cloro a través de la estimulación del cotransportador de Na•:K·:2cr 

presente en la membrana apical de las células. Los mecanismos de regulación del 

cotransportador de Na•:K·:2cr por vasopreslna no han sido estudiados a nivel 

molecular. La presente tesis trata en parte este asunto. 

El rit"ión minimiza la pérdida de líquido durante el déficit de agua, a través del sistema 

de osmorreceptores para vasopresina. Además de esto se requiere una adecuada 

ingesta de lfquido, para contrarrestar la pérdida de agua por la respiración. el sudor y el 
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tracto gastrointestinal. La ingesta de Uquido es regulada por el· mecanismo de sed. que 

junto con el sistema de osmorreceptores para vasopresina. mantiene el control preciso 

de la osmolaridad del liquido extracelular y de la concentración de Na•. Muchos de los 

factores que estimulan la secreción de vasopresina también estimulan la sed. que es 

definida como el deseo conciente de ingerir agua. 

Flsiologia del Asa Ascendente Gruesa de Henle 

En el asa ascendente gruesa de Henle la reabsorción de Na· en la membrana apical se 

lleva a cabo mediante un proceso de cotransporte activo secundario por el 

cotransportador electroneutro de Na .. :K·:2c1· (130). que funciona gracias al gradiente 

qulmico de concentración 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 cr que ingresa a la célula a través del cotransportador 

de Na .. :K•:2cr 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·:cr) (136) (Figura 6). En la membrana apical el potasio es 

reciclado hacia la luz tubular a través de los canales de potasio conocidos como 

ROMK. que pertenecen a la 

súperfamilia de los canales 

rectificadores entrantes (61) 

(Figura 6). El reciclaje de potasio 

hacia la luz es un evento que 

fisiológicamente es necesario 

para mantener la función del 

cotransportador de Na•:K•:2c1- y 

para la reabsorción de cationes 

divalentes_ Debido a la mayor 

concentración de Na• (145 

mEq/L) y CI" (110 mEq/L) en el 

plasma. en comparación con la 

de K• (4 mEq/L). la cantidad 

eumetunlda 
Furasemide 

Ap&e•l 
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filtrada de. NaCI es mucho mayor que la de potasio y. por lo tanto. la cantidad de sodio 

y cloro disponible 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. 

llegaría un momento en que el transportador de Na•:K•:2cr no podría seguir 

funcionando por ausencia de K+ en el medio. Con el reciclaje de potasio a través del 

canal ROMK se asegura que la concentración de K• en la luz se mantenga constante. a 

pesar de la gran actividad del cotransportador de Na•:K•:2cr. Además. el reciclaje de 

K• hacia la luz tubular genera voltaje positivo dentro del túbulo. ya que el Na· que entra 

a la célula por la membrana apical es expulsado hacia el intersticio por la Na•:K·­

ATPasa y el cr es expulsado por el canal de cloro CLC-Kb. En consecuencia. se 

concentran dos aniones y un catión en el intersticio. mientras que el otro catión. 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 vfa paracelular (88; 90). Dada la 

concentración de cationes en el líquido 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). ros cuales lo hacen a través de la protefna 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). Asf. la activación simultánea del 

cotransportador de Na•:K•:2cr. de los canales de potasio apicales sensibles a ATP y 

de los canales de cr en la membrana basolateral hace al epitelio termodinámicamente 

más eficiente porque permite aumentar Ja reabsorción de Na• sin que esto represente 

mayor gasto de energía. ya que la reabsorción del segundo catión se hace por via 

paracelular. 

La reabsorción de NaCI en el asa ascendente gruesa de Henle es vital para el 

mecanismo de contracorriente en Ja médula renal y para la excreción de orina 

concentrada. En el asa ascendente gruesa de Henle, la vasopresina no sólo tiene 

efectos sobre el cotransportador de Na•:K·:2c1· (83; 131; 183), también aumenta la 

expresión del canal de potasio ROMK (41; 156; 203) y del canal de cloro CLC-Kb (133; 

160; 171). Lo cual apoya Ja importancia de cada una de estas proteínas para la 

adecuada función 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 NaCI. mientras que en la parte cortical se ha observado una mayor 

capacidad de dilución de iones (24; 158). 

COTRANSPORTADOR DE Na·:K·:2cr SENSIBLE A BUMETANIDA (CSB) 

El cotransportador Na•:K·:2c1·, 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 lo que también juega un papel importante en el metabolismo ácido-base (65). Su 

función es inhibida por los diuréticos de asa. derivados del ácido sulfamoilantranflico 

(furosemida, bumetanida, piretanida, ácido etacrfnico. etc.} (157). De ahf que estos 

diuréticos sean agrupados bajo el nombre de diuréticos de asa. porque es en el asa de 

Henle en donde ejercen su acción diurética. 

Con anticuerpos especfficos y técnicas de Western blot e inmunomicroscopía se ha 

demostrado que el CSB1 se expresa exclusivamente en la membrana apical del asa 

ascendente de Henle (40: 109). además estudios de inmunomicroscopía electrónica 

han demostrado la presencia del cotransportador de Na•:K•:2cr en veslculas 

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

El CSB1 juega un papel importante en el mecanismo de contracorriente. en el 

mantenimiento del volumen extracelular y en la reabsorción de calcio y magnesio y es 

regulado por factores flsicos y hormonales (70: 77; 108; 200). En la década de los 70's 

y principios de ros BO's. los estudios de microperfusión in vitre en asa ascendente 

gruesa de Henle de mamíferos (24; 25; 85; 164) establecieron cuatro caracterlsticas 

principales de la absorción de NaCI en este segmento de la nefrona. Primero, la 

reabsorción de cr ocurre en contra de su gradiente electroquímico. Segundo, Ja 

absorción neta de NaCI 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 absorción neta de cr dependen de la actividad de la Na•:K·­

ATPasa en la membrana basolateral. Y cuarto, este segmento de la nefrona es 

eléctricamente permeable. por vla celular y paracelular, esta última siendo selectiva 

para cationes. 
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Con la evidencia de Ja existencia de un cotransporte electroneutro de Na•1K•1cr en 

células Ehrlich (60). se logró concluir que en el asa ascendente gruesa de Henle 

(médula) Ja absorción de NaCI se lleva a cabo en la membrana apical de manera 

electroneutra. proceso estimulado por vasopresina que involucra la entrada de 

Na•:K-:2Cr. 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 

potasio. en este segmento de la nefrona. fue confirmada en estudios con vesrculas de 

membranas apicales preparadas de asa ascendente gruesa de Henle (médula), donde 

evaluaron la captación de cr y Na• marcados radioactivamente (47; 112) y la unión de 

[3 H]bumetanida (52). En experimentos con preparaciones de membrana (vesículas) de 

médula externa de conejo. se determinaron las constantes de afinidad aparente y Jos 

coeficientes de Hill para cada uno de los iones. y así se dedujo que la interacción de los 

tres iones en condiciones isotónicas es Na•:K·:2cr (118). 

Los estudios de unión de [ 3H]bumetanida por Forbush y colaboradores (52; 79) 

sugirieron la existencia de dos sitios de unión para el CI". En preparaciones de 

membranas apicales de médula externa de perro. demostraron que Ja presencia de 

sodio, de potasio y de cloro es necesaria para la unión de bumetanida. misma que 

puede ser inhibida con concentraciones altas de cr. Estos datos apoyan el modelo en 

el que la unión del primer cr al sitio de alta afinidad. expone el segundo sitio de menor 

afinidad. el cual puede ser ocupado por bumetanida o por et segundo cr (175; 177). 

Síndrome de Barttcr 

El papel fundamental del cotransportador de Na•:K•:2cr. del canal de potasio y del 

canal de cloro. en el transporte de NaCI en el asa ascendente gruesa de Henle. ha 

quedado plenamente demostrado no sólo por estudios fisiológicos. sino también porque 

se ha identificado que mutaciones en cualesquiera de estos genes son responsables 

del síndrome de Bartter (127: 195). El sindrome de Bartter es un padecimiento 

hereditario, que se transmite en forma autosómica recesiva y se caracteriza por ser una 

nefropatra perdedora de sal. con trastornos en el metabolismo del potasio, del calcio y 

ácido base. El síndrome de Bartter fue descrito originalmente por Bartter y 

colaboradores en Maryland en 1962 (9). en un paciente con poliuria, alcalosis 
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metabólica hlpocalémica e hipertrofia del aparato yuxtaglomerular. En los últimos cinco 

ar'\os. el descubrimiento de varios genes involucrados en la producción de esta 

enfermedad nos ha mostrado que se trata de una enfermedad monogénica. pero con 

heterogeneidad genética y nos ha permitido entender más a fondo la fisiopatologia de 

este síndrome. asi como correlacionar las alteraciones genómicas con las 

caracterfsticas clfnicas de pacientes con síndrome de Bartter. Aunado a esto y gracias 

al estudio de las bases moleculares del sindrome de Bartter se tiene una mejor 

comprensión de la fisiología del asa ascendente gruesa de Henle. 

Esta enfermedad hereditaria se caracteriza por reducción de la función del asa 

ascendente gruesa de Henle que resulta en pérdida renal de sal con hipotensión 

arterial. alcalosis hipocalémica. inhabilidad para concentrar la orina y pérdida renal de 

calcio y magnesio. Por lo tanto. las características fisiológicas de los pacientes con 

síndrome de Bartter sugirieron que el defecto se localizaba en la porción gruesa del asa 

ascendente de Henle. Además. el hecho de que varias de sus manifestaciones clinicas 

fueran parecidas al efecto de la administración de diuréticos de asa y que algunos 

pacientes no presentaran respuesta al furosemida llevó a considerar al cotransportador 

de Na•:K•:2cr como el primer candidato para este trastorno. Con la explosiva 

identificación 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 la relación de éstos 

con diversas enfermedades hereditarias y, hoy en dia. la demostración de que cinco 

genes diferentes causan el sfndrome de Bartter en humanos. resalta la importancia de 

la interrelación que existe entre estas protefnas y la función del asa ascendente gruesa 

de Henle. lo que ha servido para corroborar el esquema de reabsorción de sal 

mostrado en la figura 6. Los genes en los cuales se han detectado mutaciones como 

causa del síndrome de Bartter son el cotransportador de Na•:K·:2cr 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 protefna recientemente descrita, denominada barttina. 

que Interviene en el transporte basoJateral de cr (16: 18; 198) y el sensor de calcio 

(196). La descripción detallada de la fisiopatología moíecuíar del síndrome de Bartter se 

encuentra fuera de los objetivos de la presente tesis. Sin embargo. se puede encontrar 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

18 



este detalle en el articulo incluido en el apéndice J (Meade P. et al. Rev lnvest Clin 

2003) (127). 

La reducción en la reabsorción de NaCI en el asa ascendente de Henle origina pérdida 

de sal y de agua. lo que explica el desarrollo de hipotensión arterial. La hipovolemla 

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 túbulo colector. 

como consecuencia de la reducción en la reabsorción de iones en el asa de Henle. 

aumenta fa reabsorción de Na• por el canal de sodio sensible a amilorida. En esta 

región de la nefrona la secreción de K• depende de la reabsorción de Na•. ya que el 

Na• que Ingresa a la célula en Ja membrana apical es expulsado en la membrana 

basolateral por fa Na•:K•:ATPasa en intercambio por K•. el cual después de ingresar a 

la célula es secretado hacia la luz tubular por canales conductivos. Por lo tanto, el 

incremento en la reabsorción de Na• tiene como consecuencia el aumento en la 

secreción de K• y de ahl la hipocalemia. Al haber más K• en la luz del túbulo se 

estimula también el intercambio de K• con H• por la K•:H·:ATPasa en la membrana 

apical de las células intercaladas y de ahf Ja alcalosis metabólica. La exagerada 

secreción de aldosterona estimula aún más la secreción de potasio y de hidrogeniones, 

lo que contribuye al desarrollo de hipocalemia y alcalosis metabólica. Finalmente, los 

mecanismos por los cuales se produce hlpercalcluria son la falta del potencial positivo 

en el lumen por la pérdida de la función del cotransportador de Na·:K•:2cr que 

disminuye la reabsorción neta de calcio aumentando su concentración en orina y el 

incremento compensatorio en la reabsorción de NaCI en túbulo distal. inhibe la 

reabsorción de calcio en este segmento. 

La Familia de Cotransportadores Electroneutros de Sodio, Potasio y Cloro 

El cotransportador de Na•:K•:2cr pertenece a la familia de cotransportadores 

electroneutros acoplados a cloro (CCC). que dentro de la base de datos del genoma 

humano recibe el nombre de SLC12. Esta familia está formada por proteínas 

membranales con homologfa estructural, cuya función es el transporte de cloro 

acoplado a cationes que pueden ser sodio, potasio o 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•:2cr sensible a 

bumetanlda (CSB): SLC12A1 que codifica para la lsoforma apical especifica del asa 

ascendente de Henle denominada CSB1 (o 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•:cr sensible a liazidas (CST) se conoce un solo gen (SLC12A3) (55; 56; 126; 

178). presente exclusivamente en el túbulo distal y del cotransportador de K•:c1· se han 

Identificado cuatro genes (SLC12A4-7), tres para isoformas ubicuas (KCC1, KCC3 y 

KCC4) (148; 136) y uno para una isoforma neuronal (KCC2) (64). Recientemente se ha 

identificado el octavo gen perteneciente a la familia, que ha sido denominado ceca o 

CIP1 (proteína de interacción con CCC). del cual se desconoce su función, pero al 

parecer tiene un efecto negativo sobre la actividad de CSB2 (27). 

CST Na--= 
50% CI-

CSB1 
Na-

CSB2 K•--: 
CI-20% 

KCC1 

65% 
KCC3 

K--= 

KCC2 
CI-20% 

KCC4 

ceca 

Figura 7. Arbol fllogenétlco de la familia de cotransportadoraa electroneutroa •copiados• 
cloro. Formada por tres ramas: una de la subfamilia de los transportadores que transportan 
cloro acoplado a sodio (CSB1, CSB2 y CST), otra de la subfamilia de los que transportan cloro 
acoplado únicamente a potasio (KCC) y finalmente el gen CCCB. 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 árbol filogenético de la familia de proteinas. en la que claramente 

se observan tres ramas: una de la subfamilia de los transportadores que transportan 

cloro acoplado a sodio (CSB 1, CSB2 y CST), otra de la subfamilia de los que 

transportan cloro acoplado únicamente a potasio (KCC) y finalmente el gen CCCS. La 

identidad que existe entre el gen ceca y las otras dos subfamilias es del 20°/o y la 

Identidad entre la subfamilia de Na•:(K•):Cr y la subfamilia de K•:cr es del 20o/o. 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. así como en el tipo de iones y 

estequiometrra del transporte. los cotransportadores electroneutros tienen alto grado de 

Igualdad en la secuencia de aminoácidos y conservan la misma topologia propuesta a 

través del análisis de hidrofobicldad (135). La figura 8 muestra la topología básica que 

consiste en una región hidrofóblca central de -250 residuos de aminoácidos 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 

hidrofóbico central está flanqueado por dos asas predominantemente hidrofilicas: una 

amino terminal corta de 130 a 270 residuos de aminoácidos. con la mayor diversidad y 

otra carboxilo terminal más larga. que 

varia de 127 a 450 residuos de 

aminoácidos con múltiples sitios 

potenciales para fosforilación vla protefna 

cinasa A (PKA) o proteína cinasa C (PKC) 

(135). La diversidad molecular de la 

familia de cotransportadores 

electroneutros es aún mayor dada la 

:::~,'":c,~;,~t~'!'.c~o~ d~~~~n~~t:_r;.~':e~:r~~~ existencia de lsoformas por empalme 

:~~T:~:. aªs':: 1~~tr~ce~r::'~:~co~=~":!~~re¡~~7 alternativo de algunos genes como CSB1. 
y TMB CSB2 y KCC3. 
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Blologi• Molec:ul•r del Cotrana~r de Na•:K':2cr 

El cotransportador basolateral de Na·:K•:2cr (CSB2) y el de Na·:cr (CST), fueron los 

primeros en ser caracterizados molecularmente. El CST fue clonado. inicialmente a 

partir de la vejiga urinaria del pez conocido como lenguado de invierno 

(Pseudopleuronectes americanus) (56), en el que Renfro y colaboradores (162: 161) y 

Stokes y colaboradores (182) hablan previamente demostrado la existencia de este 

cotransportador. Mediante la estrategia de expresión funcional en ovocitos de la rana 

Xenopus /aevis. Gamba y colaboradores aislaron el ONAc que codifica para el CST del 

lenguado de invierno (56). A partir de este punto fue posible identificar y clonar los 

genes homólogos de los demás miembros de la familia en mamlferos. El CSB2 fue 

clonado a partir de una libreria de DNAc de la glándula rectal del tiburón Squa/us 

acanthias. con la ayuda de anticuerpos monoclonales espectficos para el 

cotransportador de Na·:K·:2cr (202). 

Gamba y colaboradores (55) identificaron en una genoteca de riftón de ratón, mediante 

el análisis de Northem blot (Figura 9) con una sonda generada a partir del CST del 

lenguado de invierno. una banda que correspondia al CST en la corteza y dos bandas 

en la parte interna de la médula externa. una de 4.6 Kb y otra de 3.0 Kb. La banda de 

4.6 Kb correspondla al CSB1. 

MI ME C MI ME e 
RATON RATA 

Figura 9. Northem blDI de RNAm de rlftón de ratm y 
ratón. MI médula lntama. ME médula externa. C corteza 

En el caso del CSB1 hasta el 

momento se cuenta con el gen 

homólogo en rata (55), ratón 

(94), conejo (147) y humano 

(176). En el proceso de clonación 

del CSB1 de riftón de conejo, a 

partir de una librerla de DNAc 

con una sonda generada a partir 

de la secuencia de CSB2 

obtenida del tiburón, Payne y 

Forbush (147) 1-ntificaron en el 

gen de CSB1 la existencia de 

tres exones mutuamente exclu-
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yentes. La región de 96 pb se localiza en el exón 4 y codifica para 32 aminoácidos que 

forman parte de la región transmembrana TM2 y la unión 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 denominó A. B y F. Los análisis de Northern blot. 

realizados con alta estringencia con oligonucleótidos antisentido específicos para cada 

lsoforma. demostraron que las tres isoformas presentan un patrón de distribución 

especifico. La isoforma B se localiza en la corteza, la isoforma F en la médula, mientras 

que la isoforma A se encontró tanto en corteza como en médula renal (Figura 12). 

Con la evidencia de la existencia de otro 

transcrito en la médula externa de riñón 

de ratón (55) (Figura 9), Mount y 

colaboradores (134) y Plata y colabora­

dores (152) identificaron un segundo 

mecanismo de empalme alternativo de 

axones, generado por la presencia de un 

sitio donador interno en el exón 17 del 

gen de CSB1. aunado a un sitio de 

poliadenilación alterno. que consiste en 

la existencia de una isoforma que está 

truncada en el extremo carboxilo 

terminal. Esta isoforma tiene en total 770 

aminoácidos. En comparación con el 

cotransportador de Na•:K•:2cr codi­

ficado por CSB1 que tiene 1095 

aminoácidos, esta isoterma pierde 383 

aminoácidos de los 457 que componen 

al extremo carboxilo terminal, pero tiene 

un dominio único de 55 aminoácidos al 

final del extremo carboxilo terminal 

(Figuras 1 O y 11 ). 

"'~A,BoF 

CSB1-{A,aF]L 

CSB1-lA.aFJs 

Flgu,. 10. laofom•• del cotransportador d• 
Na•:te:2c1· en riftón d• nitón 
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A 1 

61 

121 

181 

241 

301 

361 

421 

481 

541 

601 

661 

721 

781 

841 

901 

961 

1021 

1081 

o 
MSVSrPSNSV PSSASRFOVH VINEGHGSAA AVGDSADPPH YEETSFGDEA ONRLRXSFRP 

o 
GNOECYDNFL QTGETAKTDT TFHAYDSHTN TYYLOTFGHN TMOAVPKXEY YRNTGSVSGP 

KVNRPSLLEI: HEOLJ\K~TV APGSADRVAN GDGMPGOEOA ENKEEOMTGV VK~.:~(iYL 
~~µtI_WGY's MLFIRLSWIV GE~::ct.G"'=v::-L-.-=x-=x'='LL"'s"'TMVT==s=-:I-::T"°G"°L"'s=."'s"'A'"'1"'A""T"N"'c=.-v"'1<"''*""' A 

TM3 TM4 
YYLISRSLGP EFGGSl:_CLI~.~AE"l\N~'lAY'Nifi~GJ'AET\fV DLt..KESDSMM Vt:I!"X'..Nº.t&iX 

TM5 
~E&::t~rt;"L?;;;'"i:-sV"GMEWEA K,n.Q~_i:l!t.Y,:I:.L~:t~~FXG".'~"r,!/):PSNNEKK SRGFFNYQAS 

TM6 • TM7 
IFAENFGPSF TKGEGfFS~F~A_T..~~T_~~~jSGDL EDPODAIPRG Tff~~ 

~@_~~RDATGS M~TIVSGM' CNGSAACGLG YOFSRCOHEP COYGLMNNFQ 

TMB 
VMSMVSGFGP X:--.l;t~J_t._5.~T.";}t.·f(~Al9§PKVFQALCK DNIFKGLOFF 

TM9 TM10 • 
LR!i}¡J¡;í7,¡'~F.j;¡;'j:AEL°'.:NYIA!il@~iNí';¡m;l'Jil\lttAKS 

TM12 o 

AKGYGKNNEP 

TMtt 
PGWRPl!iml 

~,,SLtGJ\%:"°':-z:c~~FVIN~_WW:MV~~_í~Y KKPDVNWGSS TOALSYVSAL 

ONALELTTVE OHVKNF'RPQC IVLTGGPMTR PALLDITHAF TKNSGLCI"CC EVFV~PRKLC 

VKEMNSGMA~AWLIKNKI KAf'YAAVAAD CF'RDGVRSLL QASGLGRMXP NTLVIGYKKN 

l"Kq_NECEEGK_~-9_I_~QLEttt'°,_~--QJ<_br-.L_I_TKPAP KKGGNISSIO SMHVGEFNOK LVEASAQF'KK 

o 
.!i_QGXGTIOVW~WJ.__E~q§G_!o-T~ LIPYILTLRK KWKDCKLRIY VGGKINRIEE EKISMASLLS 

o o o 
KFRIKFAOIH IIGOINIKPN KESWKVFEEM IEPYRLHESH KOLTTAEXLK RESPWKITDA 

o o 
ELEAVKEKSY RQVRLNELLQ EHSRJ\.ANLIV LSLPVARKGS ISDLLYMAWL EILTKNLPPV 

B 661 ONALELTTVE OHVKNFRPOC IVLTGGPMTR PALLDITHAF TKNSGLCICC EVFV~ 

º e 721 GSSAFSLCSQ WVMLGGTEDT HGNRKEKKRL GQEFTSLKKQ TNKOCNRGCK 

Figura 11. Secuencia de aminoácidos de CSBt-L (A) y del extremo c•rboxllo t•rmlnal de CSB't.S 
(B). En A los aminoácidos presentes únicamente en la región carboxilo terminal de CSB1-L están 
subrayados, los segmentos transmembrana están marcados como TM y sombreados en gris. los 
aminoácidos correspondientes al exón 4 (isofonnas A. B y F) están encerrados en un rectángulo. En B 
los aminoácidos exclusivos de la región carboxilo terminal de CSB1-S se encuentran subrayados. 
• Sitios potenciales de glucosilación. O Sitios potenciales de fosforilaclón para protelna cinasa C (PKC). 
• Sitios potenciales de fosforilación para prolelna 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 denominó inicialmente con el número 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•:2cr. y tres isoformas cortas o truncadas. a las que se les denominó con el 

número 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 

aminoácidos de la isoforma larga y del extremo carboxllo terminal de la isoforma corta 

de CSB1 se muestra en la figura 11. 

La isoforma corta y la larga presentan diferentes sitios potenciales para fosforilación por 

protefna cinasa A (PKA) y por protefna cinasa e (PKC) en el extremo carboxilo terminal 

(Figura 11). CSB1-L tiene siete sitios potenciales para fosforilación vfa 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 terminal (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 

CSB1-L CSB1-S CSB1-S 

F¡gurai 12. lrwnunolocaliw.16n c19 cae1-L y CSB1-S en el - -c•nclM ... .....- d9 
Henle. Con anticuaf'pos dirigidos contra el extremo ca•bcudl<Herminal de cada IMlB de las 
lsoformas se fdentifiob la presenc::ia de CSB1-L pnlClominantern en la ~apical. 
mientras que CSB1-S se localizó en la región subapical 
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de CSB1-L. En el extremo único de 55 aminoácidos de CSB1-S hay dos sitios para 

PKC (Ser756 y Thr761) y uno para PKA (Thr761). La treonina 761 es un sitio potencial 

para fosforilación para PKA y también para PKC (134). 

Con estudios de inmunohistoqufmica (Figura 12) y anélisis de Western blot con 

anticuerpos generados contra el 

r. ' ABF 

Flgur. 13. Distribución de CSB1-L y CSB1-S en 
el asa ••cendenle gruesa de Henle. CSB1.A-L se 
expresa en corteza y médula, CSB1 .B-L se expresa 
en corteza y CSB 1.F-L se expresa en médula. 
CSB1-S se expresa menos en la corteza que en la 
médula 

extremo carboxilo terminal especrfico 

de CSB1-L y CSB1-S, se encontró 

que ambas proteinas existen en Ja 

médula renal con el peso molecular 

esperado y que coexpresan en Ja 

membrana apical de las células del 

asa ascendente gruesa de Henle. La 

isofonna CSB1-L de localización 

apical y la isoforma CSB1-S subapical 

(134), como se observa en la figura 

12. 

La presencia de CSB1-S en el asa 

ascendente gruesa de Henle. fue 

menor en corteza en relación con la 

médula externa (134) (Figura 13). 

Regulación del Cotransportador de Na•:K•:2cr 

Tanto factores físicos como hormonales (70; 77) modulan la reabsorción de NaCI en el 

asa ascendente gruesa de Henle (108; 200). Como se muestra en la tabla 1. la 

vasopresina, el glucagón (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 proteínas estimulan la reabsorción de NaCI. 

Mientras que la hipertonlcldad peritubular, la prostaglandina E, (PGE,j, el calcio (84; 

100), la adenosina (11 ). el factor de necrosis tumoral (45). los metabolitos del ácido 

araquidónlco (43; 44), la acidosis (4; 5) y el factor natriurético auricular (143) la inhibien. 
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De estas hormonas, la vasopresina. el glucagón. la calcitonina y la hormona 

paratiroidea se unen a receptores acoplados a protelnas Gs (8). Estas hormonas 

promueven efectos similares, actuando a través de vías dependientes de AMPc, su 

función es estimuladora (185). Otros factores como el calcio extracelular y Ja PGE2 

inhiben esta estimulación por medio de la activación de protelnas Gi (185). El glucagón, 

la calcitonlna y la hormona paratiroidea estimulan además del transporte de NaCI, el de 

potasio, magnesio y calcio en el asa ascendente gruesa de Henle (37; 38). 

La insulina disminuye la excreción de NaCI en orina. este efecto es el resultado de un 

incremento en la reabsorción 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). 

Estlmulaclón 

Vasopresina 

Glucagón 

Hormona paratiroidea 

Calcitonina 

Insulina 

Agentes p-adrenérgicos 

Mlneralocorticoides 

Glucocorticoides 

Dieta alta en proteínas 

Inhibición 

Hipertonicidad peritubular 

Prostaglandina E2 

Calcio 

Adenosina 

Factor de necrosis tumoral 

Acidosis 

Factor natriurético auricular 

Tabla 1. Factores que regulan el transporte de NaCI en el asa ••cendent• de Henle 

Dosis farmacológicas de mineralocorticoides (acetato de deoxicorticosterona) estimulan 

el transporte de sodio por medio de la activación de la Na•:K··ATPasa (76). En el caso 

de los glucocorticoides, la administración de dexametasona a animales 
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adrenalectomizados estimula actividad de CSB1. asf como la expresión del RNAm y los 

niveles de protelna. por medio de la interacción con factores dependientes de AMPc 

(6). 

Estudios de inmunoblot y RT-PCR han demostrado que la acidosis metabólica crónica 

incrementa la reabsorción de NaCI a través del aumento en la expresión del RNAm y 

de Ja proteína del CSB1. así como de su actividad como cotransportador (4; 5). 

Por su parte. la PGE2 es uno de los productos principales de la vfa de la ciclooxigenasa 

en el riñón. y disminuye el aumento en los niveles de AMPc inducidos por vasopresina 

en el asa ascendente gruesa de Henle (192). El receptor presente en esta parte de Ja 

nefrona es el EP3 (20; 21; 186; 188), el cual está acoplado a proteínas Gi (lnhibidoras) 

ligadas a adenilato ciclasa. cuya acción inhibe la producción de AMPc (22; 31). Al 

parecer el efecto de PGE2 sobre CSB1 puede ser a través de la regulación del tráfico 

de vesfculas o directamente sobre la actividad del cotransportador (107). 

El calcio extracelular en el intersticio renal interactúa con una proteína de membrana 

conocida como sensor de calcio (23). Se trata de una proteína de membrana que 

funciona como receptor de calcio. A mayor calcio en el intersticio mayor será la 

producción de fosfolipasa A por parte del receptor y esto trae como consecuencia la 

producción de compuestos derivados del ácido araquidónico como el 20-HETE. que a 

su vez inhibe la función de CSB1 y del canal de potasio ROMK. De esta forma. si 

aumenta el calcio en el intersticio. se reduce la reabsorción de NaCJ en el asa de 

Henle. se bloquea el reciclaje de K• hacia la luz y por lo tanto. disminuye la reabsorción 

de calcio (163). 

La adenosina es un modulador del flujo sanguíneo 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 Ja nefrona de daños isquémicos. inhibiendo directamente la absorción de NaCI 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 el transporte de 86Rb•. probablemente como efecto de la 

estimulación de la sfntesis de PGE2 • 

Los metabolitos del ácido araquidónico. dependientes del citocromo P450 inhiben el 

cotransporte de Na·:K•:2cr (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. 

Regulación del cotransporlador de Na•:1<:2cr por vasopresina 

En 1953. Wirz (201) sugirió que la vasopresina regula el mecanismo de contracorriente 

a través del aumento de la absorción de NaCI en el asa ascendente de Henle. Varias 

décadas después. con estudias de microdisección. se demostró 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). asl como la estimulación de los 

niveles intracelulares de AMPc por vasopresina (193). Pero fue hasta la década de los 

ao·s cuando se comenzó el estudio del efecto de vasopreslna 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 microperfusión in vitro. que la vasopresina 

estimula simultáneamente el voltaje transepitelial y la absorción neta de cr en el asa 

ascendente gruesa de Henle en médula (BO: 85-87: 169). efecto que podfa ser inhibido 

con varias condiciones. como presencia luminal de furosemida. ausencia luminal de 

sodio o cloro. ausencia peritubular de potasio y presencia de ouabaina peritubular. 

Además, los análogos de AMPc aumentaban el voltaje transepitelial y aceleraban la 

absorción neta de cr de manera comparable a lo observado con vasopresina (85). Asf. 

con estos trabajos fue posible concluir que el transporte de cr en el asa ascendente 

gruesa de Henle en médula de ratón consiste en un proceso de cotransporte de Na•1cr 

apical y sensible a furosemida. y que la vasopreslna a través de AMPc Incrementa la 

absorción neta de NaCI. asf como la salida conductiva de cr 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•:2cr sensible a 

bumetanida en el asa ascendente gruesa de Henle es estimulada directa y rápidamente 

por vasopresina (83; 89; 131; 183). pero los mecanismos de esta acción no se 
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conocen. En estudios con anticuerpos especificas se ha demostrado que la 

administración de vasopresina aumenta la expresión de CSB1 en médula externa 

(111 ). En el caso de la isoforma basolateral del cotransportador de Na•:K•:2cr que es 

responsable de Ja secreción de fluidos en varios tejidos. se ha demostrado su 

regulación por fosforilación (123: 189). por lo que es posible que la vasopresina actúe 

sobre el CSB1 de la misma manera que lo hace con el cotransportador de urea UT1, es 

decir. estimulando su fosforilación (208). Estudios de inmunomicroscopia electrónica 

han demostrado la presencia del cotransportador de Na•:K•:2cr en la membrana apical 

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

lo que es posible que la vasopresina incremente Ja actividad del cotransportador de 

Na•:K•:2cr en la membrana plasmática a través de la regulación del tráfico como se ha 

descrito para acuaporina-2 (114; 125). El análisis de la secuencia del promotor del gen 

del cotransportador de Na•:K·:2cr reveló la presencia de un elemento regulador de 

AMPc. que podrfa ser un potencial mediador de regulación transcrlpclonal mediada por 

AMPc(95). 

Regulación del cotransportador de Na•:1<':2cr por una isoforma truncada 

En el asa ascendente gruesa de Henle. bajo ciertas circunstancias. se ha observado Ja 

existencia de un cotransporte de Na•:cr. independiente de K•. pero sensible a 

diuréticos de asa. Sun y colaboradores (183) reportaron en estudios de microperfusión 

y de suspensión de túbulos 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•:2cr. es decir, se vuelve dependiente de la presencia de K• en la 

luz tubular. A este respecto, Eveloff y colaboradores (46: 47), habían demostrado que 

Ja osmolaridad extracelular altera la dependencia de K• en el transporte de sal en el 

asa de Henle_ En células aisladas y veslculas de membrana preparadas de células de 

asa ascendente gruesa de Henle de médula de conejo (46; 47) observaron que en 

condiciones isotónicas. -300 mOsm en mamiferos. la vía apical de reabsorción de Na•. 

medida como captación de 22Na• sensible a furosemida y dependiente de cr. no 

requerfa K+, mientras que al aumentar la osmolaridad extracelular. con Ja adición de 
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200mM de manitol. la reabsorción de NaCI se volvió dependiente de K+. es decir. se 

convirtió en cotransporte de Na+:K+:2cr. 

Estos hallazgos sugieren que el sistema de cotransporte de sodio en la membrana 

apical del asa ascendente gruesa de Henle es regulado por estimulas honnonales y 

volumen celular (Figura 14). Los mecanismos moleculares de estos fenómenos se 

desconocen. Como se mencionó anteriormente. el cotransporte de Na':K':2cr junto 

con el reciclaje de K• hacia la luz tubular favorecen la reabsorción de un segundo 

catión por via paracelular. condición 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 hipertónico y aumenta la 

secreción de vasopresina. con lo que el epitelio del asa ascendente gruesa de Henle se 

torna termodinámicamente más 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 secreción de vasopresina 

disminuyen. con lo que el transporte de sal se convierte en cotransporte de Na·:cr. 

Antldlur••I• 
(v•aopr•aln•) 

Dlureala 
(no v•aoprealn•) 

... 
c1· 

Figura 1•. Flalolog'9 del tr•naport9 •n el •- -.c:enclentao gruea. de Hen ... En condiciones de 
antidiuresis y en presencia de vasopresina. ol transporte es do Na•:K·:2c1· y en condiciones de 
diuresis y en ausencia de vasopresina el transporte es de Na·:cr 
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En el asa ascendente gruesa de Henle. la relación entre moles de Na• reabsorbidos por 

mol de 0 2 consumido puede cambiar de 17:1 t!n ausencia de vasopreslna (85~ 86; 86). 

a una relación cercana a 36:1 en su presencia. es decir. el doble de reabsorción. con el 

mismo gasto de energla (183). 

Apoyando la evidencia funcional de la existencia de dos sistemas diferentes de 

cotransporte sensible a diuréticos de asa, presentes en el asa ascendente gruesa de 

Henle, se han identificado dos sitios de unión a [3H]bumetanida en preparaciones de 

membrana de médula externa de rinón de ratón (78), así como dos sitios de unión a 

[3H]piretanida en preparaciones de membrana de médula externa de rif'\ón de perro (62: 

63). Además. en membranas de rinón de ratón, los estudios de fotomarcaje con el 

análogo fotosensible de bumetanida (3H]ácido 4-benzoil-5-sulfamoil-3-(3-

theniloxi)benzóico o [3H]BSTBA revelaron que el sitio de alta afinidad a [3 H]bumetanida 

correspondia a una protefna de -150-kDa, mientras que el sitio de baja afinidad a una 

proteína de -75-kDa (78). Estos hallazgos, junto con las evidencias funcionales 

mostradas en Jos párrafos anteriores, generaron dos posibles hipótesis. La primera fue 

que el cotransporte de Na•:K+:2cr y Na•:cr en el asa de Henle fuera llevado a cabo 

por dos diferentes proteinas. Una de 150-kDa activable con AMPc e hlpertonicidad y la 

otra, de 75-kDa. inhibible con AMPc e hipertonicidad. Asi. en condiciones de 

antidiuresis se activarfa la de 150-kDa (Na•:K+:2Cr). con inhibición de la de 75-kDa 

(Na+:Cr). mientras que en condiciones de diuresis de agua sucederfa To contrario. La 

segunda hipótesis fue que el cotransporte de Na+:K+:2cr y Na•:cr en el asa de Henle 

tuera llevado a cabo por la misma proteina. En este caso, una protelna de 75-kDa 

podría ser la responsable de transportar Na•:cr. Ante el estimulo apropiado (AMPc e 

hipertonicldad). la proteina de 75-kDa podrla formar un dimero con peso de 150-kDa y 

adquirir la posibilidad de transportar Na+:K•:2cr. 

En el sistema de expresión de ovocitos de Xenopus Jaevls. se analizó Ja función de 

proteinas que resultan por transcripción del gen SLC12A1 del cotransportador de 

Na•:K+:2cr. La expresión funcional consiste en determinar la captación de 22Na+ o 
86Rb+ dependiente de bumetanida en ovocitos previamente inyectados con RNA 

complementario (RNAc). Con este sistema se estudió el efecto de la actividad de la 

PKA sobre la función del cotransportador de Na•:K+:2cr codificado por CSB1-L y se 
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observó que en las tres isofonnas tipo L (A, B ó F), la activación de la PKA con AMPc, 

junto con el inhibidor de las fosfodiesterasas isometil-butiril-metilxantina (IBMX) o la 

inhibición de la PKA presente en los ovocitos. con un inhibidor especifico como el H89. 

no tiene ningún efecto sobre la función del cotransportador CSB1-L (Figura 4) (152). 

Este hallazgo llamó la atención ya que es bien conocido que Ja vasopresina estimula la 

producción de AMPc en el asa ascendente gruesa de Henle y aumenta el transporte de 

NaCI (2; 8; 82; 87; 131; 183), por lo que se pensó que quizá hacia falta algún factor, 

subunidad o protefna en los ovocitos inyectados con CSB1-L que permitiera la 

activación de este cotransportador con AMPc. Con el conocimiento de que la isoforma 

corta CSB1-S está presente junto con CSB1-L en las células del asa ascendente 

gruesa de Henle (Figura 12 y Figura 13) y con la idea de que pudiera afectar de alguna 

manera la función de CSB1-L. Plata y colaboradores (152) estudiaron la captación de 
22Na• dependiente de bumetanida en ovocitos inyectados con ambas isoformas. Se 

observó que la estimulación del CSB1-L por AMPc requiere de la coexpresión con la 

isoforma CSB1-S. En la figura 15 se muestra la captación de 22Na· en ovocitos 

inyectados con RNAc de CSB1-L y coinyectados con RNAc de CSB1-L y CSB1-S. La 

coinyección de CSB1-S con CSB1-L resulta en disminución significativa de la función 

de CSB1-L. efecto que fue revertido al agregar AMPc + IBMX al medio de incubación. 

El efecto negativo de CBS1-S sobre CSB1-L es dosis dependiente ya que a mayor 

concentración de CSB1-S se observó menor función de CSB1-L. Asl mismo, se 

observó que este efecto es especifico ya que no se reproduce al coinyectar CSB1-L 

con RNAc no relacionado, como ranina o el canal shaker de potasio. Por lo tanto. Plata 

y colaboradores (152) propusieron que el efecto de AMPc sobre CSB1-L depende de Ja 

presencia de CSB1-S, mediante un modelo de efecto negativo dominante. en el que la 

actividad de transporte por CSB1-L está reducida por la presencia de CSB1-S. El 

efecto negativo de CSB1-S es modulado por fosforilación dependiente de AMPc (152). 

El trabajo de Plata y colaboradores (152) representa el primer acercamiento hacia el 

mecanismo molecular por el cual las hormonas que actúan a través de receptores 

acoplados a protelnas G, como vasopresina a través de los receptores V2 en el asa 

ascendente gruesa de Henle. aumentan la reabsorción de NaCI. Debido a que CSB1-S 

se expresa exclusivamente en veslculas submembranales (134). una de las posibles 
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Figura 15. Efecto de CSB1..S sob,.. la función de CSB1-L en presencia y •n ausencia de 
AMPc+IBMX. La captación de 22Na· 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 captación de 22Na• efecto revertido en presencia de AMPC+IBMX 
(segunda barra negra) 

explicaciones es que el efecto negativo dominante de CSB1-S sobre CSB1-L implique 

regulación del tráfico de CSB1-L a la membrana plasmática. afectando la expresión del 

cotransportador de Na·:K'":2cr en la superficie del ovocito y por lo tanto su actividad. 

En la presente tesis nos propusimos profundizar en el estudio de las propiedades 

funcionales de las lsoformas CSB1-L y CSB1-S del gen SLC12A1, para lo cual se 

generaron tres hipótesis. 
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HIPÓTESIS 

1. La isoforma corta CSB1-S disminuye la actividad del cotransportador de Na•:K•:2cr 

mediante la regulación a nivel de tráfico de veslculas. 

2. La isoforma truncada del cotransportador de Na·:K•:2cr. CSB1-S. es un 

cotransportador de Na•:cr sensible a bumetanida. 

3. Las lsoformas A, B y F del cotransportador de Na•:K·:2cr (CSB1-L) presentan 

diferencias cinéticas, farmacológicas y funcionales, que correlacionan con las 

caracterfsticas fisiológicas y estructurales del asa ascendente gruesa de Henle. 

OBJETIVOS 

l. Caracterizar los efectos de la activación de la protefna cinasa A (PKA). sobre la 

función de transporte y la expresión en membrana plasmática. de CSB1-L en ausencia 

y presencia de CSB1-S. 

11. Caracterizar las propiedades funcionales y de regulación de la isoforma CSB1-S. 

111. Determinar las caracterfsticas cinéticas, farmacológicas y funcionales de las 

lsoformas A, By F de CSB1-L. 
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METODOLOGIA 

El presente trabajo incluye técnicas de biologia molecular y análisis de la expresión 

funcional y de la expresión en membrana plasmática de las isoformas de CSB1. en 

ovocitos de la rana Xenopus laevis. 

La protelna verde fluorescente 

Para analizar y cuantificar la expresión de la proteina CSB1 en la membrana 

plasmática. se usó la proteina verde fluorescente conocida como EGFP por sus siglas 

en inglés gnhanced §.roen Eluorescent Erotein. Esta proteina EGFP es una variante 

mutante de la proteina GFP. que genera fluorescencia 4-35 veces más brillante que la 

proteina GFP silvestre (30) y se encuentra insertada en el vector pEGFP-C1. 

La protelna GFP (.qreen Eluorescent f!rotein) es una protetna extraída de la medusa 

bioluminiscente Aequorea victoria. La luz es producida cuando la energfa es transferida 

de la fotoprotetna 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 no requiere cofactores. sustratos o productos 

génicos adicionales de Aequorea victoria. 

Flgu,. 1•. Plcoa de emlal6n y e•citmic16n de EGFP 

El cromóforo GFP consiste en un 

tripéptido cfdico derivado de Ser­

Tyr-Gly en la secuencia primaria 

de la proteína y fluoresce sólo 

cuando se encuentra en la 

secuencia completa de la proteina 

GFP. Del polipéplido completo de 

238 aminoácidos. los aminoácidos 

7-229 son necesarios para la 

fluorescencia. La proteina GFP 

silvestre absorbe luz ultravioleta y 

azul con un pico máximo de 
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absorbencia a 395 nm y un pico menor a 470 nm y emite luz verde con un pico máximo 

a 509 nm y con un hombro a 540 nm. 

La proteina EGFP tiene dos sustituciones de aminoácidos Phe64Leu y Ser65Thr. Estas 

mutaciones en el cromóforo cambian el pico máximo de excitación a 490 nm y el pico 

máximo de emisión permanece en 509nm (Figura 16). La proteína EGFP ha mostrado 

ser una herramienta útil en el análisis de la expresión de protefnas en la superficie de 

membrana expresadas en sistemas de expresión heterólogo como los ovocitos de 

Xenopus /aevis (28; 29; 51; 104), y células en cultivo (150). 

Generación de la clona CSB1-L-EGFP 

Para el análisis de la expresión de CSB1-L en la superficie de los ovocitos de Xenopus 

laevis. la protefna EGFP fue insertada en el extremo amino terminal de CSB1 (Figura 

17). La construcción CSB1-L-EGFP se obtuvo de la siguiente manera. La secuencia de 

DNA que codifica para el cotransportador de Na•:K•:2cr fue liberada del plásmido 

pSPORT1, mediante digestión con las enzimas de restricción Sal 1 (extremo 5') y Not 1 

(extremo 3'). El DNAc digerido se corrió 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 fabf'"icante y 

resuspendido en 30 µI de agua. Posteriormente fue ligado con la enzima lígasa T4 a 

16ºC, en el plásmldo pSPORT2, el cual había sido previamente digerido con las 

enzimas Sal 1 y Not l. De esta manera fue posible tener enzimas de restricción 

flanqueando la secuencia de CSB1-L en los extremos 5' y 3' no transcritos, que 

coincidieran con enzimas de restricción presentes en el sitio de muticlonamiento del 

vector pEGFP-C1. 

El DNAc correspondiente al cotransportador de Na•:K•:2cr fue liberado nuevamente 

del plásmldo pSPORT2 con las enzimas Sal 1 (extremo 5') y Kpn 1 (extremo 3') y la 

banda de 4492 pb fue purificada a partir del gel de agarosa y posteriormente ligada en 

el plásmido pEGFP-C1. el cual había sido previamente digerido con las enzimas Sal 1 y 

Kpnl. 

Como resultado de esta ligación se obtuvo el plásmido pEGFP/CSB1-L, que contenfa el 

inserto de la secuencia para el cotransportador de Na•:K·:2cr unido al extf'"emo 3' 
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(carboxilo terminal) del DNA que codifica para la proteina verde fluorescente EGFP. El 

DNAc que contenia la región codilicante de EGFP y parte de CSB1-L fue extraida -1 
plásmido pEGFP-C1 por medio de digestión con las enzimas de restricción Age 1 y Nsi 

l. Con esta digestión se obtuvo un fragmento de DNA de 1339 pb que correspondla a la 

secuencia completa de EGFP (769 pb entre Age 1 y Sal 1) y a 570 pb del inicio de la 

secuencia de CSB1-L (de Sal 1 a Nsi 1). El DNAc digerido se corrió en un gel de 

agarosa. la banda de 1339 pb fue purificada y posteriormente, mediante reacción de 

ligación. fue insertado nuevamente en el plásmido pSPORT1-CSB1-L digerido 

previamente con Age 1 y Nsi l. Finalmente se obtuvo la construcción pSPORT1/EGFP­

CSB1-L. representada en la figura 17, lo cual fue comprobado con mapas de restricción 

usando diferentes enzimas de restricción y con secuenciación. 

CSB1-L 
Inserto 

EGFP.CSB1-L 

! g 3' 

, 
5' 

Figura '17. La prateln• verde fluorescente. EGFP. ln-rtact. en et extremo ..nlno-49rmlnal 
deCSB1-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 restri=ión Age 1 y Nsi 1 para 

liberar el fragmento de DNA de 1339 pb correspondiente a la secuencia completa de 

EGFP y parte de la secuencia de CSB1-L. El DNAc digerido fue purificado y mediante 

reacción de ligación fue insertado en el plásmido pSPORT1-CSB1-S digerido 

previamente con Age 1 y Nsi l. Asi se obtuvo el plásmido pSPORT1/EGFP-CSB1-S. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

38 



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 realización de minlpreps 

(Apéndice C). 

Determinación de la expresión en mernbrana plasmática 

Para estudiar la presencia en la membrana plasmática de CSB1-L-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 laevfs. 

Para sintetizar RNAc, el DNAc se linearizó en el extremo 3' con la enzima de restricción 

Xba 1 (Apéndice D). El RNAc fue sintetizado in vitro utilizando la enzima T7 RNA 

polimerasa, con el estuche comercial 'mMessage mMachlne' de Amblan. siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Apéndice E). La calidad del RNAc se comprobó mediante 

electroforesis en gel de agarosa/formaldehido (Apéndice F) y la cantidad determinada 

por espectofotometría de ácidos nucleares a 260 nm. 

Los ovocitos maduros extraldos y defoliculados de ranas hembras adultas Xenopus 

laevis (Apéndice G) fueron Inyectados con 50 ni de agua que contenla 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 

ni de agua o con 25 ng de RNAc de CSB1-L (sin EGFP) como control. Después de la 

inyección, los ovocltos fueron incubados durante 4-5 días a 16°C en ND96 

suplementado con 2.5 mM de piruvato de Na• como fuente de energla y 5µg/ml de 

gentamicina para prevenir contaminación bacteriana. tiempo suficiente para la 

producción e inserción de la protefna en la membrana. El medio de incubación se 

cambió todos los dlas. Los ovocitos fueron analizados en el microscopio confocal. en 

solución Ringar ligeramente hipotónica (150 mOsm) (Apéndice G). 

Para analizar la fluorescencia emitida por Ja proteína 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 excitación de 488 nm (láser iónico 

multilinea de argón) y registrando la emisión con un filtro de 505 nm. La 

autofluorescencia en los ovocitos inyectados con agua fue minimizada ajustando Jos 
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parámetros de contraste y brillo a un tamaño de pinhote constante. Estos parámetros 

fueron usados para analizar la fluorescencia de CSB1-L-EGFP en todos los ovocitos 

estudiados. 

La fluorescencia en la membrana plasmática fue cuantificada en secciones a nivel del 

ecuador del ovocito. usando al programa para análisis de imágenes SigmaScan Pro 

(Jandel Scientific). 

En la microscopia confocal de barrido el haz de luz. llamado láser. •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 transformándola en señales digitales. En el microscopio 

confocal son usados mecanismos dirigidos por rayos de luz para escanear el 

espécimen observado punto por punto. Una pequeña región es iluminada mediante una 

fuente de láser que provee una alta intensidad de luz incidente sobre el objeto 

observado, el cual a su vez emite luz en forma de fluorescencia. La señal resultante es 

captada en un punto a la vez. por un tubo fotomultiplicador. La apertura focal de la lente 

del microscopio está estratégicamente colocada enfrente de este detector en un plano 

conjugado (condición denominada confocal), de manera que el punto iluminado está en 

foco mientras que se filtra e ignora toda luminosidad que esté fuera de foco. El conjunto 

de señales puntuales. con un increfble grado de nitidez y profundidad de campo. 

ingresa a la memoria de fa computadora. Alll ésta las ordena para reconstruir la Imagen 

total, la que finalmente se presenta al observador con procedimientos estándar de 

video. 

Los resultados obtenidos en los análisis de expresión en membrana plasmática están 

representados en gráficas 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 gráficas 

para facilitar su comprensión y su comparación con las gráficas de expresión 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 plasmática. En el eje de las ordenadas (Y) se muestra la 

media ± el error estándar de la fluorescencia cuantificada en unidades arbitrarias. Las 

pruebas estadísticas usadas para analizar los resultados obtenidos fueron análisis de 
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varianza de una vfa (ANOVA). con múltiple comparación usando las pruebas de 

corrección de Bonferronl: y la comparación entre el mismo grupo de ovocitos expuestos 

a diferentes condiciones fue realizada por la prueba t de Student pareada. 

Determinación de la expresión funcional 

Para analizar y comparar actividad y expresión en la membrana plasmática del 

cotransportador de Na•:K•:2cr. se realizaron experimentos de expresión funcional de 

CSB1-L junto con los análisis de fluorescencia de CSB1-L-EGFP. en ovocitos 

provenientes de la misma rana. Esto con el fin de obtener datos sobre la interacción de 

las isoformas larga y corta de CSB1. realizados con captación de 86Rb• y con RNAc 

sintetizado al mismo tiempo. 

Como el CSB1-L es un cotransportador electroneutro. no es posible utilizar la 

determinación de potencial transmembranal ya que la translocación de iones no tiene 

ningún efecto sobre ésta. Por este motivo medimos la expresión funcional mediante la 

captación de isótopos radioactivos como el 86Rb·. el cual atraviesa la membrana celular 

por las mismas vías de transporte que el potasio. 

Los experimentos de expresión funcional (Apéndice H) se llevaron a cabo en grupos de 

10-15 ovocitos Inyectados con RNAc de CSB1-L. a razón de 50 ni por ovocito de una 

solución a 0.5 µg de RNAc/µI (25 ng por ovocito). En experimentos de ca-inyección se 

inyectaron ovocitos con 50 ni de una solución 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 dlas después. la captación de esRb• fue medida con 

el siguiente protocolo: 30 minutos de incubación en una solución ligeramente hipotónica 

(150 mOsm) sin CI- y K•, en presencia de ouabaina. seguida de captación de una hora. 

a una temperatura de 32ºC, en una solución Ringar ligeramente hipotónica (150 

mOsm) en presencia de ouabalna y con 2.0 µCi/ml de B6Rb•. La ouabaina se utilizó 

para bloquear la entrada de 86Rb• vía la bomba de Na•:K• ATPasa. Para determinar Ja 

captación especifica por el CSB1 se incubó un grupo paralelo. en presencia de 100 µM 

de bumetanlda, inhibidor especifico del cotransportador de Na•:K•:2cr. La ligera 

reducción en la osmolaridad se utiliza porque los ovocitos de Xenopus Jaevis expresan 

el CSB2 que es completamente inhibido por la hiposmolarldad (55; 184). 
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Terminada la hora de captación los ovocitos fueron lavados en solución de captación 

fria y la radioactividad acumulada por ovocito se determinó por centelleo liquido en 

ovocitos lisados en SOS al 10°/o. 

Los resultados obtenidos en los experimentos de expresión funcional están 

representados en gráficas 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 Ja captación de B6Rb• en relación con el grupo de ovocitos 

control Inyectado con agua. misma que fue inhibida en un 95o/o 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 gráficas para facilitar su 

comprensión y su comparación con las gráficas de expresión en la superficie del 

ovocito. En el eje de las ordenadas (Y) se muestra la media ± el error estándar de la 

captación de B6Rb• expresada como nmol/ovocito/h. Las pruebas estadisticas usadas 

para analizar Jos resultados obtenidos fueron análisis de varianza de una vla (ANOVA). 

con múltiple comparación usando las pruebas de corrección de Bonferroni. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados se dividen en tres partes, concordantes con las hipótesis y objetivos, y 

han sido reportados en los articulas correspondientes: 

1. El análisis de la Interacción de las isoformas larga y corta del gen SLC12A1 

(Apéndice J; Meada P. el al. 2003 Am J Physiol Renal Physioi) (128). 

2. El análisis de la función independiente de la lsoforma corta (Apéndice '1; Plata C. et 

al, 2001 Am J Physiol Renal Physiol) (151). 

3. El análisis de las propiedades funcionales de las tres lsaformas A, B y F del 

cotransportador de Na•:K•:2cr (Apéndice J; Plata C. et al, 2002 J Bici Chem) (153). 

Los resultados correspondientes a la primera parte de la tesis se describen en detalle a 

continuación. Estos resultados corresponden al articulo publicado como primer autor. 

En la segunda y tercera parte de la tesis trabajé activamente en colaboración con otros 

miembros del laboratorio. Los artículos correspondientes se encuentran en el apéndice 

J y en esta sección se presenta un resumen de cada una de ellas. En el artículo acerca 

de la caracterización de CSB1-S como cotransportador de Na•:cr sensible a 

bumetanlda. trabajé en los experimentos de expresión funcional. mientras que en el 

articulo de las propiedades funcionales de las lsoformas A, By F de CSB1-L participé 

en el estudio de la expresión en membrana plasmática. Todos estos resultados son 

parte del estudio de las caracterfsticas moleculares y funcionales del cotransportador 

de Na•:K•:2ci-. 

Interacción de CSB1-L y CSB1-S 

El cotransportador apical de Na•:K+:2cr sensible a bumetanida (CSB1) es la principal 

vfa para reabsorción de sal en el asa ascendente gruesa de Henle. El gen de CSB1 de 

ratón 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·:2cr y otra corta (CSB1-S), que ejerce un efecto dominante negativo sobre la 

función del CSB1-L. efecto que puede ser revertido por la activación de la proteína 

cinasa A (PKA) con AMPc. sugiriendo que la interacción entre ambas isoformas es 

necesaria para la regulación de CSB1-L por vasopresina. 
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Con el objetivo de estudiar más a fondo los mecanismos de la interacción entre CSB1-L 

y CSB1-S, centramos nuestro interés en determinar no solamente la actividad funcional 

del CSB1-L. sino también la expresión en la superficie de la membrana plasmática de 

ovocitos de Xenopus laevis. para poder correlacionar función con presencia en la 

membrana. Esto con el fin de probar la hipótesis de que la reducción en la función de 

CSB1-L en presencia de CSB1-S es secundaria a la disminución de CSB1-L en la 

membrana plasmática del ovocito. 

Expresión en membrana plasmática de CSB1-L-EGFP 

Al analizar ovocitos inyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L-EGFP. en el 

microscopio confocal. se observó 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 parámetros (Figura 18a). 

Control CSB1-L-EGFP 

Figura 18. tm•genes repre_n .. tiv•• de 
ovoclto• lnyect.:loa con CSB1 ..... -EGFP. Ovocito 
control inyectado con agua (a) y ovocik> inyectado 
con RNAc de CSB1-L-EGFP (b) 

Con el fin de determinar si la 

fluorescencia registrada en los ovocitos 

inyectados con CSB1-L-EGFP 

correspondia a la presencia en la 

membrana plasmática del 

cotransportador. Se analizó la co-

localización en membrana plasmática 

de CSB1-L-EGFP y del marcador rojo 

fluorescente de lípidos de membrana N­

(3-triethyl ammonium propyl) -4-(6-(4-

(dielhylamino)phenyl)hexatrienyl) pyridinium dibromide, FM 4-64. 

FM 4-64 es un fluoróforo lipofilico que ha sido usado para medir expresión en la 

membrana plasmática de otros transportadores. induyendo el cotransportador de 

Na•:cr sensible a tiazidas (CST) que pertenece a la misma familia - protelnas (92; 

102; 103). El FM 4-64 posee las propiedades óptimas para ser un marcador de 

membrana fluorescente. FM 4-64 se une a la capa extema de lipidos de la membrana 
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plasmática y satura los sitios de unión en -50 segundos. Se mantiene unido a la 

membrana plasmática mientras esté presente en el medio de incubación a una 

concentración suficientemente alta. Es muy fluorescente en ambientes lipidos. no 

penetra la membrana plasmática y no es citotóxico, por lo cual cuenta con las 

características para ser un marcador ideal de membrana plasmática en células vivas. 

Los ovocitos inyectados con RNAc de CSB1-L-EGFP fueron incubados a 4ºC en 

presencia de FM 4-64 (2 µM). La baja temperatura fue usada para inhibir la endocitosis 

de FM 4-64. y asi asegurar que la fluorescencia provenia del marcador localizado en la 

membrana plasmática (103). La fluorescencia emitida por FM 4-64 en los ovocitos fue 

registrada con un filtro de 650 nm en ovocitos excitados con longitud de onda de 543 

nm. la fluorescencia de FM 4-64 es indetectable a longitudes de onda menores a 580 

nm. 

CSB1-L-EGFP FM4-64 Superimposici6n 

Figura 19. Coexpr9Sion de CSB-l..-EGFP con el marcador de lipidoa cl9 .........,...,.. FM ._ ..... 
Como muestra la figura 19. la fluorescencia de FM 4-64 obtenida a 4ºC 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 específica de CSB1-L-EGFP (en verde) y la superimposición de las dos 

imágenes genera una señal amarilla. indicando colocalización de FM 4-64 y de la 

proteina CSB1-L-EGFP. Se observó colocalización 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. indicó que la fluorescencia cuantificada en ovocitos 
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inyectados con RNAc de CSB1-L-EGFP era, en efecto. presencia en membrana 

plasmática del cotransportador de Na•:K•:2cr. 

Con el microscopio confocal la fluorescencia intracelular de EGFP, en ovocitos de 

Xenopus laevis, no es detectada, ya que el láser no penetra células tan grandes y de 

ser asf, la distribución de la senal de EGFP en células grandes es tan difusa que cae 

bajo los niveles de detección (3). Además, para descartar la posibilidad de que 

estuviéramos detectando fluorescencia de EGFP en vesJculas 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 plasmática y 

permanece en veslculas submembranales en ovocitos de Xenopus laevis incubados en 

condiciones isotónicas (151). En los ovocitos inyectados con CSB1-S-EGFP no se 

detectó fluorescencia especifica de EGFP, con el microscopio confocal. al ser 

CSB1-S-EGFP 

b 

150 -
kDa 

Flgu,.. 20. CSB1~GFP. Imagen representativa 
de un ovocito Inyectado con RNAc de CSB 1 -S­
EGFP (a). Análisis de western blot en ovocitos 
Inyectados con CSB1...S-EGFP. CSB1-S y agua (b) 

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 expresión de la proteina, ya que 

como se observa en la figura 20b la 

protelna CSB1-S-EGFP fue detectada 

con análisis de Western blot (Apéndice 

1) usando un anticuerpo monoclonal 

dirigido contra GFP. 

Para demostrar que la fluorescencia de CSB1-L-EGFP representa expresión del 

cotransportador de Na•:K•:2cr en la membrana plasmática de los ovocitos, estudiamos 

la correlación entre la expresión de CSB1-L-EGFP en la superficie del ovocito y la 

expresión funcional de CSB1-L (Figura 21). La actividad del cotransportador de 

Na•:K•:2cr fue medida como captación de 86Rb... (nmol/ovoclto/h) en ovocitos 

inyectados con concentraciones crecientes de RNAc de CSB1-L (3-25 ng). Como 

muestra la figura 21. se observó incrementó en la captación de 88Rb•. en función de la 

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 expresión en la superficie de CSB1-L-EGFP 

se analizó de Igual forma, en ovocitos inyectados con concentraciones crecientes de 

RNAc de CSB1-L-EGFP (3-25 ng). La fluorescencia se cuantificó en unidades 

arbitrarias y aumentó de manera similar, en función 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 observó 

correlación entre la función del cotransportador de Na•:K·:2cr y la expresión en 

membrana plasmática de la protelna 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 expresión 

del cotransportador en la membrana plasmática. 
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Figura 21. Dosis dependencia en I• acthrld•d y I• expresión en rnembraftll plasmMlcai 
del cotransportador de Na•:K•:2CI". La expresión en la membrana plasmática de CSB1-L­
EGFP (circules negros) es expresada corno intensidad de fluorescencia en unidades 
arbitrarias y corresponde al eje de la Izquierda. La actividad de CSB1-L (cfrculos blancos) es 
expresada como captación de aaRb• en nmol/ovocitolh y corresponde al eje de la derecha. 
Cada punto r-epresenta el promedio ± SEM de 20 ovocltos 

TESiS CON 
FALLA DE ORIGEN 

47 



Efecto del AMPc sobre la expresión en membrana plasmática y la función 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 la captación de 22Na+ que no es 

afectada con la activación de la protelna cinasa A (PKA) con AMPc (152; 153). Como 

primer paso en el estudio de la interacción de las ísofonnas larga y corta de CSB1. se 

estudió el posible efecto del AMPc. ahora sobre la expresión en la membrana 

plasmática del CSB1-L-EGFP. 

Para determinar el efecto del análogo permeable de AMPc. dibutiril-AMPc (1 mM) y del 

inhlbidor de las fosfodiesterasas isometil-butiril-metilxantina IBMX (1 µM). sobre la 

presencia de la proteina CSB1-L-EGFP en la membrana plasmática de ovocitos de 

Xenopus laevis, varios grupos de ovocitos se analizaron antes y después de 30 

minutos de exposición a AMPc + IBMX. Como se observa en las imágenes 

representativas de la Figura 22, no hubo cambio alguno en la intensidad de la 

fluorescencia después de la activación de la PKA. Los resultados obtenidos después de 

Flgurm 22 • ......,..._ ___ __ 

ln.-ct..doe con CSB1~-EGFPª En ausencia (a) y 
en presencia de AMPc + IBMX (b) 

analizar la expresión en membrana 

plasmática de CSB1-L-EGFP en 

ausencia y en presencia de AMPc + 

IBMX. en 80 ovocitos de cinco 

diferentes ranas. están representados 

en la Figura 23a. La intensidad de 

fluorescencia en ovocitos inyectados 

con CSB1-L-EGFP fue 37.5 ± 3.1 UA 

antes y 35.B ± 5.8 UA después de 

anadir AMPc + IBMX (p=NS). 

Estos resultados correlacionaron con la actividad del cotransportador medida como 

captación de 66Rb+ 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). la actividad de CSB1-L no fue afectada al anadir 

el análogo permeable de AMPc, junto con el inhibldor de fosfodlesterasas IBMX al 

medio extracelular (15.8 ± 0.7 nmol/ovocito/h en ausencia vs. 17.4 ± 1.4 nmol/ovocito/h 

en presencia de AMPc + IBMX, p=NS). Por lo tanto, la expresión en membrana 
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plasmática y la expresión funcional del cotransportador de Na•:K·:2c1-. inducida por la 

expresión heteróloga de la lsoforma CSB1-L no fue afectada con la activación de PKA 

con AMPc + IBMX. 
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FIGURA 23. Efecto de la activación de la PKA sobre la expresión en membrana plasmática 
y la actividad del cotransportador d• Na•:K•:2c1·. A: Análisis de la intensidad de fluorescencia 
de ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP, antes (barra blanca) y después (barra negra) de 
exposición a AMPc + IBMX. B. Captación de 86Rb• sensible a bumetanida en grupos de ovocitos 
Inyectados con CSB1-L en ausencia (barra blanca) y presencia (barra negra) de AMPc + IBMX. 
Cada barra representa el promedio ± SEM de 80 ovocitos 

Coexpresión de las isoformas larga y corta de CSB1 y la regulación por AMPc 

En el asa ascendente gruesa de Henle. las isoformas CSB1-L y CSB1-S se expresan 

en la membrana apical (134) y en ovocitos de Xenopus laevis, la isoforma corta CSB1-

S Inhibe la función del cotransportador de Na•:K·:2cr. 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 reabsorción de NaCI en el asa ascendente gruesa de Henle. involucra la interacción 

de CSB1-L y CSB1-S y así. sugirieron la posibilidad de que el efecto negativo 

dominante de CSB1-S sobre CSB1-L Implica regulación del tráfico de CSB1-L a la 
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membrana plasmática. afectando la expresión del cotransportador de Na·:K·:2c1· en la 

superficie del ovocito y por lo tanto su actividad. 

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

en un fenómeno dependiente de AMPc. analizamos los efectos de CSB1-S sobre la 

expresión en membrana plasmática 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 claramente. la intensidad de 

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

comparación con el ovocito inyectado únicamente con CSB1-L-EGFP. Después de 

CSB 1-L-EGFP CSB1-L-EGFP + 
CSB1-S 

FIGURA 24. Imágenes repraaentaliv•s de ovoc:ltoa 
de Xenopus la.vis. Ovocito coinyectado con RNAc de 
CSB1-L-EGFP (a) y ovocito inyectado con RNAc de 
CSB1-L-EGFP y CSB1-S (b) 

analizar 100 ovocitos por grupo 

pruvenientes de seis ranas 

diferentes. los resultados obtenidos 

se muestran en la Figura 25a. los 

ovocitos coinyectados con CSB1-L­

EGFP y CSB1-S mostraron fluo­

rescencia significativamente menor 

al comparartos con los ovocitos 

inyectados con CSB1-L-EGFP (42.9 

± 3.5 UA y 73.9 ± 5.3 UA 

respectivamente. p<0.01 ). 

También se midió la captación de 86Rb• en el mismo grupo de ovocitos de Xenopus 

/aevis inyectados con RNAc de CSB1-L solo o junto con RNAc de CSB1-S (Figura 

25b). Consistente con la reducción en la expresión en la superficie de CSB1-L-EGFP 

inducida por CSB1-S. el análisis funcional en 100 ovocitos por grupo. confirmó una 

r-educción significativa en la captación de 86Rb• en ovocitos coinyectados con 25 ng de 

RNAc 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 únicamente con RNAc de CSB1-L 

(15.B ± 0.7 nmol/ovocito/h, p<0.01 ). 
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Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que la isoforma corta del 

cotransportador apical de Na+:K+:2cr induce una reducción en la expresión en la 

membrana plasmática del cotransportador. que resulta en una reducción en la función 

del cotransportador. 

100 A 20 B 

<so 
2. 
.!!! 

~ 60 

~ 40 

¡¡: 

20 

o 

FIGURA 25. CSB1-S reduce I• expresión en membrana plaam•tlc• y la actlvid•d del 
cotransportador de Na•:K•:2cr. A. Análisis de la intensidad de fluorescencia en ovocltos 
inyectados con CSB1·L-EGFP (barra blanca) y con CSB1-L-EGFP/CSB1-S (barra negra) 
••p<0.01 vs. CSB1-L-EGFP. B: Captación de eeRb• sensible a bumetanida en ovocitos 
inyectados con CSB1·L (barra blanca) y con CSB1-UCSB1-S (barra negra) •p<0.01 vs. CSB1-
L. Cada barra representa el promedio ± SEM de 100 ovocitos. 

La reducción en la expresión de CSB1-L-EGFP en la membrana plasmática del ovocito 

y en la actividad de CSB1-L. mostró un comportamiento similar en relación 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 observó una disminución significativa y dosis dependiente en la 

intensidad de fluorescencia (Figura 26a). analizando 50 ovocitos provenientes de 5 

ranas diferentes. Un patrón similar de inhibición dosis dependiente se obtuvo como 

resultado en los experimentos de expresión 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. 
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FIGURA 2&. Dosis dependi9ncia dal efltc:to Inhibitorio de CSB1-S ..,.,._ el c:atranepoñ.tor 
et. Na•:IC:2CI". A: Análisis de la intensidad de fluorescencia en ovocitos inyectados con CSB1-
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concentraciones crecientes de CSB1-S. "'p<0.01 vs. CSB1-L. Cada bafTB representa el 
promedio± SEM de 50 ovocitos. 

Dada la reducción en la expresión en membrana plasmática y en la actividad del 

cotransportador de Na•:K•:2cr inducida por CSB1-S en ovocitos de Xenopus laevis. 

estudiamos el efecto del AMPc + IBMX sobre la intensidad de fluorescencia y la 

captación de 86Rb .. en ovacitos 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 

AMPc 

minutos de exposición a 

IBMX. se observó un 

incremento claro en la intensidad de 

fluorescencia en los ovocitos 

después de añadir AMPc + IBMX. 

Como se observa en la Figura 27, 

donde se muestra la imagen del 

mismo ovocito antes y después de 

ser expuesto a AMPc + IBMX. Con 

FIGURA 27 • ........, au¡wwwwllt8llwa de un owocllo col-- con CSB1-l.-EGFP y CSB1-S. Ovocito 
coinyectado con RNAc de CSB1-L-EGFP y CSB1-S en 
ausencia (a) y en presencia de AMPc +IBMX (b) 
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el análisis de 40 ovocitos de 3 diferentes ranas. obtuvimos los resultados graficados en 

la Figura 28a. La reducción en la expresión en membrana plasmática de CSB1-L-EGFP 

en ovocitos coinyectados con CSB1-S fue parcialmente revertida al añadir al medio de 

incubación 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 2Bb. resultados similares fueron obtenidos al estudiar Ja 

actividad en ovocitos coinyectados con 25 ng de RNAc de CSB1-L y 25 ng de RNAc de 

CSB1-S (7.76 ± 0.5 nmol/ovocito/h en ausencia vs. 9.0 ± 0.7 nmol/ovoclto/h en 

presencia de AMPc + IBMX, p<0.01 ). 

100 A 
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.,;e 

< 60 ~~ 15 
2. ~~ "' ·g 60 ..e o 

~~ ¡;¡ .,,- 10 
-o~ 

"' 40 c:5! g :g~ 
u: -E.~ 5 

20 {3-;: 

o o 

FIGURA 28. Efecto de la activación de la PKA sobre el efecto inhibitorio de CSB1-S 
sobre el cotqnsportador de Na•:K•:2CI". A: Análisis de la intensidad de fluorescencia en 
ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP solo (barra blanca) o junto con CSB1-S antes (barra 
negra) y después (barra gris) de AMPc + IBMX. B: Captación de eeRb. sensible a bumetanlda 
en ovocltos inyectados con CSB1-L solo (barra blanca) o junto con CSB1-S en ausencia 
(barra negra) o presencia (barra gris) do AMPc + IBMX. Cada barra representa el promedio± 
SEM de 40 ovocitos. 

Adicionalmente. la construcción CSB1-S-EGFP también es capaz de reducir la función 

de CSB1-L y esta reducción también puede ser revertida en presencia de AMPc + 

IBMX (Figura 29). 

En los ovocitos de Xenopus laevis la expresión en la superficie y por lo tanto. la función 

del cotransportador de Na•:K·:2cr pueden ser reguladas por el AMPc solo cuando las 
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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 regulación por AMPc + 

IBMX se observaron cuando EGFP estuvo insertado en CSB1-L o en CSB1-S. 
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FIGURA 29. Efecto de CSB1-S-EGFP sobre la 
actividad del cotransportador de Na•:K•:2c1·. 
Captación de 86Rb. sensible a bumetanida en 
ovocitos inyectados con CSB1-L solo (barra 
blanca) y junto con CSB1-S-EGFP en ausencia 
(barra negra) o presencia (barra gris) de AMPc + 
IBMX. 

Con la información de estos resultados. 

se puede proponer la hipótesis de que 

el mecanismo por el cual CSB1-S inhibe 

la función del cotransportador de 

Na•:K·:2cr incluye una reducción en la 

expresión en membrana plasmática, 

que es parcialmente revertida al activar 

a la PKA con AMPc. 

Los resultados observados hasta el 

momento podrian explicarse en general 

por dos diferentes posibilidades. Una es 

que el efecto de CSB1-S y del AMPc 

sobre CSB1-L se lleva a cabo a nivel de 

tráfico de vesiculas y la otra es que 

exista interacción entre CSB1-L y 

CSB1-S en la membrana celular que 

resulta en disminución de la actividad 

de CSB1-L. En este caso. el efecto del 

AMPc seria el de reducir esta 

interacción. lo que permitirla a CSB1-L trabajar en forma adecuada. pero sin que esté 

implicado el tráfico de vesfculas entre el espacio submembranal y la membrana celular. 

Para estudiar más a fondo estas posibilidades. se usó la construcción de la isoforma 

corta CSB1-S-EGFP. Se coinyectaron ovocitos con RNAc de CSB1-L y CSB1-S-EGFP. 

Como era de esperarse no se observó fluorescencia en la membrana plasmática de los 

ovocitos. ya que experimentos previos en nuestro laboratorio ha demostrado que en 

estas condiciones CSB1-S no llega a la membrana plasmática (152). Una de las 

posibles acciones de la PKA es la estimulación de la llegada a la membrana de 

vesículas con heterodimeros formados por CSB1-L y CSB1-S o en su defecto la 
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liberación de CSB1-L de los complejos heteroméricos formados con CSB1-S. Por lo 

cual. estudiamos el efecto de la activación de la PKA con AMPc + IBMX en este grupo 

de ovocitos, coinyectados con CSB1-L y CSB1-S-EGFP. Se registraron 20 ovocitos a 

diferentes tiempos de incubación con AMPc + IBMX. de 5 a 30 minutos, y no se 

observó fluorescencia emitida por CSB1-S-EGFP en la membrana plasmática de los 

ovocitos (agua 0.18 ± 0.1 UA; CSB1-UCSB1-S-EGFP en ausencia 0.28 z 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 plasmática bajo estas condiciones. ni como homodfmero o 
como heterodlmero con CSB1-L 

La regulación de la expresión de CSB1-L en la superficie de los ovocitos. podria ser el 

resultado de alteraciones en el tráfico hacia (exocitosis) o desde (endocitosis) la 

membrana plasmática. Para estudiar este posible mecanismo, analizamos el efecto de 

colchicina. un inhibidor de la polimerización de tubulina (132) sobre la expresión en la 

superficie y la actividad del cotransportador de Na+:K+:2cr 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 

expresión en membrana plasmática de CSB-L-EGFP en presencia del inhibidor de la 

exocitosis colchicina (20 µM) (132). Los ovocitos fueron preincubados 15 minutos en 

presencia de colchicina antes de la incubación con AMPc + IBMX + colchicina. La 

FIGURA 30. lm..gen ................. cM un ovoclto 
colnyectado con CSB-L..t::GFPICSB-S. En presencia 
de colchicina (a) y con colchicina en presencia de 
AMPc + IBMX (b) 

intensidad de fluorescencia en 

ovocitos coinyectados con CSB1-L­

EGFP y CSB1-S es menor que la de 

ovocitos inyectados únicamente con 

CSB1-L-EGFP y el incremento 

debido al AMPc + IBMX fue pre­

venido con la adición previa de 

colchicina al medio extracelular. Un 

ejemplo de un ovocito coinyectado 

con CSB1-L-EGFP y CSB1-S en 

presencia de colchicina y en 
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presencia de colchlcina + AMPc +IBMX se observa en la Figura 30. Después de varios 

experimentos los datos obtenidos se muestran en la Figura 31a (7.1::t2.8 UA antes vs. 

6.7 ± 0.7 UA después de AMPc + IBMX + colchlcina, p=NS). 

De igual manera se analizó la actividad de CSB1-L en ovocitos coinyectados con 25 ng 

de RNAc CSB-L y 25 ng de RNAc de CSB-S. Se midió el efecto del AMPc + IBMX 

sobre la captación de 86Rb• en ovocitos tratados previamente durante 15 minutos con 

colchlcina. Los resultados observados (Figura 31b) fueron similares a los análisis de 

expresión en membrana plasmática. La captación de 86Rb• observada en ovocitos 

colnyectados en CSB1-L y CSB1-S (6.2 ± 0.6 nmol/ovocito/h) no fue afectada por 

AMPc + IBMX en presencia de colchicina (6.3 ± 0.8 nmol/ovocilo/h). Asi, al bloquear los 

mecanismos de exocitosis con colchicina. se previene la respuesta de CSB1-L al AMPc 

+ IBMX. tanto en expresión en membrana plasmática como en actividad del 

cotransportador de Na•:K•:2cr. La adición de colchicina en ovocitos inyectados con 

CSB1-L no tuvo efecto alguno sobre la presencia en la membrana plasmática de CSB1-

L-EGFP, ni tampoco sobre la función de CSB1-L (Figura 31). 

20 

AMPcllBMX 

Colchk:fna 

A 
12 

B 

FIGURA 31. La Inhibición de la endocltoals bloquea el efecto de AMPc + IBMX. A: Análisis 
de la Intensidad de nuorescencia en ovocitos inyectados con CSB1-L-EGFP solo (barra blanca) 
o junto con CSB1-S (barras ne9ras) antes y después de cotchlcina y de AMPc + IBMX + 
cochlcina. B: Captación de 88Rb sensible a bumetanlda en ovocitos inyectados con CSB1-L 
solo (barra blanca) o junto con CSB1-S (barras negras) en presencia y en ausencia de 
colchlcina y de AMPc + IBMX + colchicina. Cada barra representa el promedio j:: SEM de 25 
ovocitos. 
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Los resultados anteriores muestran que el efecto que la activación de la PKA con AMPc 

+ IBMX tiene sobre Ja presencia en la membrana plasmática del cotransportador de 

Na•:K•:2cr. involucra el tráfico de vesículas hacia la membrana. permitiendo que las 

vesículas que contienen CSB1-L migren a la membrana plasmática. 

En resumen. en esta parte de la tesis se muestran los resultados que describen el 

efecto de la lsoforma truncada en el extremo carboxilo terminal del gen murino 

SLC12A1. CSB1-S. sobre la expresión en membrana plasmática y la actividad del 

cotransportador de Na•:K•:2cr. Usando el sistema de expresión heterólogo de ovocitos 

de Xenopus laevis. demostramos mediante análisis de microscopia confocal que la 

isoforma CSB1-S ejerce un efecto negativo dominante sobre la expresión en 

membrana plasmática de la isoforma larga CSB1-L. Esta reducción en la superficie se 

acompaña de una disminución en la captación de 86Rb• y es dosis dependiente, entre 

más CSB1-S se inyecte en los ovocitos. menor es la expresión en membrana 

plasmática. asi como la función del cotransportador de Na•:K•:2cr. Este efecto 

dominante negativo es revertido parcialmente con fa activación de la PKA por AMPc + 

IBMX. en presencia de la isoforma corta CSB1-S, la expresión en la membrana 

plasmática de CSB1-L-EGFP aumenta con AMPc + IBMX. este fenómeno también está 

asociado con un incremento en la actividad del cotransportador. Finalmente. el 

incremento inducido por AMPc + IBMX sobre la expresión membrana plasmática y Ja 

función es bloqueada con el inhibidor de la exocitosis colchicina. 

Este trabajo reúne información suficiente para sugerir que el mecanismo por el cual la 

isoforma corta CSB1-S disminuye la actividad del cotransportador de Na•:K•:2cr. es 

mediante la inhibición de la llegada a la membrana plasmática del cotransportador. 

La posibilidad de que CSB1-L y CSB1-S compitan por la maquinaria de traducción en 

Jos ovocitos coinyectados. se descartó con los experimentos de coinyección de CSB1-L 

con RNAc no relacionados. como renina o el canal shaker de potasio. donde no se 

observó reducción alguna en el transporte de Na• (152). 

La regulación funcional de proteínas 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). 

proteínas no membranales. como factores de transcripción (7; 187) y en la regulación 
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de la actividad de la GMP-ciclasa dependiente de óxido nitrico (12). El gen del 

cotransportador Na•/fosfato también produce isoformas truncadas con un efecto 

negativo dominante sobre la función del cotransportador (190). 

Un ejemplo interesante en regulación negativa dominante, ocurre en el canal de potasio 

KvLQT1. este gen está asociado al síndrome congénito de QT largo, y produce dos 

lsoformas por empalme alternativo. Una forma el canal de potasio funcional y la otra, la 

isoforma truncada en el extremo carboxilo terminal, no tiene función como canal, pero 

ejerce un fuerte efecto negativo dominante bloqueando la función del canal, tanto en 

ovocitos de Xenopus laevis, como en células de mamffero (35). Además, se ha 

demostrado que los ratones transgénicos que sobreexpresan la isoforma truncada 

desarrollan arritmias cardiacas (35) y que en humanos, con ta forma recesiva del 

sfndrome de QT largo (sfndrome de Jervell y Lange-Nielsen), las 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 vesículas intracelulares que 

contienen diferentes lsoformas o la formación de heterodfmeros entre isoformas se han 

sugerido como posibles mecanismos. El único estudio que existe al respecto es en el 

receptor para gluococorticoides en el que se ha observado que la formación de 

heterodímeros no funcionales parece ser el mecanismo por el cual la isoforma negativa 

dominante reduce la función del receptor (144). La extensa revisión de la literatura e 

interacción con miembros de la comunidad cientifica nos pennitió concluir que no 

existen estudios sobre este tema en transportadores de membrana. Por Jo tanto, éste 

es el primer estudio que reporta mecanismos de interacción entre las lsoformas de 

cotransportadores de membrana, generadas por empalme alternativo de axones. 

Se ha detectado la presencia del cotransportador de Na•:K•:2cr dentro de vesículas 

subapicales ( 141 ), por lo tanto, el tráfico de vesiculas con CSB 1-L a la membrana 

apical debe jugar un papel importante en su regulación. Además. en el riñón de ratón el 

anticuerpo contra CSB1-S reconoce principalmente la región submembranal, sugiriendo 

que esta isoforma tiene una distribución subapical en el asa ascendente gruesa de 

Henle (134). 
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Como posible mecanismo de regulación se propone que la interacción entre las 

isoformas corta y larga de CSB1 genera complejos heteroméricos de CSB1-L y CSB1-

s. los cuales permanecen en vesfculas submembranales. La interacción de CSB1-L y 

CSB1-S impide que las vesiculas con el cotransportador de Na•:K•:2cr se inserten en 

la membrana. La acción del AMPc podria ser prevenir o disolver la interacción. lo que 

libera a CSB1-L y le permite migrar a la membrana plasmática; o bien, estimular la 

llegada de los heterodlmeros de CSB1-L y CSB1-S a la membrana plasmática. La 

posibilidad de que CSB1-S no llegue a la membrana plasmática no está del todo 

descartada. es posible que permanezca un periodo de tiempo muy corto ahí y que sea 

inmediatamente intemalizado 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 podrfa 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 está presente en la membrana apical, de ser asf es necesario estudiar si 

ambas protefnas 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 fosforilación vía 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 plasmática. Este efecto negativo es 

inhibido al activar Ja PKA con AMPc y el hecho de que la colchicina prevenga el efecto 

del AMPc. sugiere la participación de la exocitosis de vesfculas submembranales. La 

presencia de CSB1-S es necesaria para la activación del cotransportador de 

Na•:K•:2cr por AMPc. La distribución axial de CSB1-S en el asa ascendente gruesa de 

Henle. menos en corteza en relación con la médula externa (134), apoya la 

observación de que la vasopresina afecta la reabsorción de NaCI en el asa ascendente 

gruesa de Henle medular, más que cortical (24; 158). 

En resumen. hemos demostrado que el efecto negativo dominante de CSB1-S sobre 

CSB1-L es la Interacción al nivel de tráfico de vesículas. Se requieren más estudios 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

59 



para definir el papel de la formación de heterodimeros en este mecanismo de 

interacción. 

CSB1-S Codifica para el Cotransportador de Na•:cr Sensible a Bumetanlda 

Como mencionamos en la introducción. evidencias fisiológicas y bioqulmicas sugirieron 

la presencia de dos tipos de cotransporte en el asa de Henle. El de Na"':K"':2Cr y el de 

Na"':Cr. Ambos sensibles a diuréticos de asa como furosemida y bumetanida. El 

estudio de las propiedades funcionales de la isoforma CSB1-S mostró que esta 

isoforma es la que se comporta como un cotransportador de Na"':Cr sensible a 

bumetanida (151). 

Las características funcionales de CSB1-S fueron estudiadas en el sistema de 

expresión de o..,ocitos de Xenopus laevis. mediante captación de 22Na"' o 86Rb"' 

dependiente de bumetanida y furosemida en ovocitos previamente inyectados con 25 

ng de RNAc de CSB1-S. 

En condiciones de osmoraridad normal para el ovocito (-200 mOsm). los ovocitos 

inyectados con RNAc de CSB1-S no presentaron captación de 22Na· y los análisis de 

inmunohistoquímica mostraron que la mayorfa de la proteln~ de CSB1-S. en estas 

condiciones, se encuentra en el citoplasma del ovocito y no en la membrana 

plasmática. 

Al exponer a los ovocitos inyectados con CSB1-S a hipotonicidad (100 mOsm). se 

observó un incremento significativo en los niveles de captación de 22Na"' pero no en los 

de 86Rb•. La captación de 22Na"' fue dependiente de cr. sensible a bumetanida, inhibida 

con la estimulación de PKA con AMPc + IBMX y estimulada con el inhibidor de la PKA 

H89, pero fue independiente de la presencia de K•. Además, la captación de 22Na• 

incrementó al disminuir la osmolaridad del medio entre 120 y 70 mOsm. En condiciones 

hipotónicas, los estudios de inmunohistoquímíca mostraron que CSB1-S se expresa en 

la membrana plasmática. 

Estos resultados demuestran que la isoforrna corta CSB1-S codifica para un 

cotransportador de Na•:cr. activable con hipotonicidad. sensible a bumetanida y a 

AMPc. Y sugieren que la generación 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•:cr a Na·:K•:2Cr en las células del asa ascendente gruesa de Henle. Así. la 

presencia de dos isoformas del gen CSB1 afecta la estequiometria del transporte. Ja 

respuesta a cambios de volumen celular y la regulación de la actividad del 

cotransportador de Na•:K•:2cr 

Arllculo publicado en Apéndice J. 

Propiedades Funcionales de las lsoformas A, By F de CSB1-L 

Como se mencionó en la introducción. existen tres isoformas del cotransportador de 

Na•:K·:2cr. generadas por empalme alternativo. conocidas como A. B y F. Estas 

isoformas son el resultado de la existencia de tres axones mutuamente excluyentes. 

que codifican para parte del segmento transmembrana TM2 y para la unión con el 

segmento transmembrana TM3. 

El análisis de las propiedades funcionales de las tres isoformas de CSB1-L, se realizó 

en el sistema de expresión de ovocitos de Xenopus /aevis. mediante captación de 86Rb• 

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 expresión de las tres isoformas en membrana plasmática de los ovocitos fue 

similar. la captación de 86Rb• 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 alta afinidad y baja 

capacidad de transporte; mientras que la isoforma F es un cotransportador de baja 

afinidad y baja capacidad de transporte. 

Estas caracterfsticas cinéticas de transporte correlacionan con la localización de las 

isoformas a lo largo del asa ascendente gruesa de Henle. En el asa ascendente gruesa 

de Henle medular se ha reportado una mayor capacidad de transporte de NaCI. 

mientras que en la parte cortical se ha observado una mayor capacidad de dilución 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 expresión en 
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la médula externa. La lsoforma F con la menor afinidad por los iones. se expresa 

únicamente 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 

lsoformas A, B y F. fueron parcialmente inhibidas por hipotonicidad, pero en diferentes 

grados: F > B > A. Lo cual concuerda con la mayor exposición a una reducción de Ja 

tonicidad de la médula renal de la parte interna de la médula externa. 

Los resultados de este trabajo demuestran la existencia de diferencias cinéticas. 

farmacológicas y funcionales importantes que concuerdan con la localización axial de 

las isoformas a lo largo del asa ascendente gruesa de Henle, lo cual tiene 

implicaciones fisiológicas y estructurales. 

Artfculo publicado en Apéndice J. 
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CONCLUSIONES 

Todos los resultados anteriores son parte del estudio de las propiedas moleculares y 

funcionales de las isoformas del cotransportador de Na·:K•:2cr. 

Con base en los resultados obtenidos proponemos el siguiente modelo de reabsorción 

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 estímulos 

honnonales y volumen celular. Por Jo tanto. en condiciones de antidiuresis. cuando el 

organismo intenta retener agua y sal, el intersticio medular renal se vuelve muy 

hipertónico y aumenta la secreción de vasopresina. en Ja membrana apical aumenta Ja 

reabsorción de Na•:K·:2cr y el reciclaje de K• como resultado de la activación de la 

PKA. la intensa reabsorción de sal diluye el fluido tubular y concentra el intersticio 

medular. En esta situación el Na• es reabsorbido por medio del cotransportador de 

Na•:K•:2cr. CSB1-L. En cambio. en condiciones de diuresis de agua. cuando la 

tonicidad de Ja médula renal disminuye y la secresión de vasopresina es baja. el Na• es 

reabsorbido en ausencia de K+ por medio del cotransportador de Na•:cr. CSB1-S. Por 

otro lado. en las condiciones en las que CSB1-S no está activo como transportador y 

no llega a la membrana plasmática. su función es la regulación de la reabsorción de 

Na•:K•:2cr por CSB1-L. Asl, CSB1-S reduce la función de CSB1-L previniendo su 

llegada a la membrana plasmática por medio de interacción a nivel de tráfico de 

vesículas. 
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APÉNDICE A 

GEL DE AGAROSA PARA DNA 

Gel 
Por cada 1 O mi de gel: 
0.1 g agarosa 
10 mi de TAE 1x • 

Mezclar la agarosa con el TAE 1x en un matraz. 
Disolver calentándolo (horno de microondas 1 minuto). 
Dejar enfriar a -50º C y vaciar en la caja. 
Dejarlo secar 20 minutos. 

Buffer de Carga 
Para 2 mi: 
1 mi glicerol (50%) 
40 µI 0.5 M EDTA pH 8.0 (10 mM) 
5 mg Azul de Bromofenol (0.25%) 
5 mg Xylene lyanol FF (0.25%) 
Esterilizar por filtración 

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

Tei'lir el gel en un recipiente con 100 mi de agua y 7 µI de bromuro de etidlo (1 O mg/ml) 
durante 10-15 minutos. 
Para destef\ir lavar en agua durante 5 minutos. 

• TAE 50x (1 litro) 
242 gr tris base 
56 mi ácido acético glacial 
100 mi 0.5 M EDTA pH 8.0 
Esterilizar por filtración 
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APÉNDICE B 

TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS 

Todo el procedimiento debe de ser en frio y con puntas de pipeta resistentes a aerosol 
(PCR) para prevenir la entrada de otros plásmidos no deseados 

PREPARACIÓN 

Enfriar tubos de 15ml (Falcan 352059) en hielo 
Enfriar puntas de pipeta para PCR en el congelador para tomar las células 
Descongelar en hielo las células competentes Escherichia col/ tipo XL 10-Gold 
(Strategene). mezclar con la punta de la pipeta antes de usarlas 
DNA de las clonas a 50 ng/µI 
Cajas de Petri (100 x 200 mm) con agar LB y agar LB-ampicilina (100 µg/ml) 
Baño marin a 42ºC 
Medio LB a temperatura ambiente (100 µI por tubo) 
Baño seco o maría a 37ºC 
Horno a 37ºC 
Varillas para plaquear 
Controles: plásmido sin DNA en agar con ampicillna y agua en agar con y sin ampicilina 

PROCEDIMIENTO 

1. Mezclar el templete y las células: poner en un tubo fria 25-100 µI de células con una 

punta fria y 1 µI de DNA (- 50 ng/µI) 

2. Mezclar suavemente 

3. Incubar en hielo durante 30 minutos 

4. Calentar a 42ºC durante 45 segundos 

5. Incubar en hielo durante 2 minutos 

6. Agregar 100 µI de medio LB estéril a temperatura ambiente 

7. Mezclar suavemente 

8. Incubar durante 1 hora a 37ºC y 225 rpm 

9. Sembrar las células en el agar 

1 O. Incubar toda la noche a 37ºC 
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APÉNDICEC 

OBTENCIÓN DE DNAc PLASMIDICO (Mlniprep) 

1. Crecer una colonia en 2 mi de medio LB-ampicilina (100 µg/ml) 
2. Incubar a 37ºC y 225 rpm durante toda la noche 
3. Centrifugar 1.5 mi del cultivo bacteriano durante 30 segundos. a 14,000 rpm y 4ºC. 

Guardar el resto del cultivo a 4ºC 
4. Deshechar el sobrenadante 
5. Resuspender en 100 µI de solución 1 fria 
6. Agitaren vortex 
7. Agregar 200 µI de solución 11 preparada antes de usar 
8. Mezclar por inversión (cinco veces) y mantener en hielo 
9. Agregar 150 µI de solución 111 fria 
10. Mezclar por inversión 
11. Incubar en hielo 3-5 minutos 
12. Centrifugar 5 minutos a 14.000 rpm y 4ºC 
13. Ar"'ladir 1 V de fenol-cloroformo-isaamil alcohol 25:24:1 
14. Agitar en vortex 
15. Centrifugar 2 minutos a 14.000 rpm y 4ºC 
16. Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo 
17. Precipitar el DNAc con 2 V de etanol a temperatura ambiente 
18. Agitar en vortex 
19. Incubar 2 minutos a temperatura ambiente 
20. Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm y 4ºC 
21. Deshechar el sobrenadante e invertir el tubo en una sanita para eliminar el resto de 

sobrenadante 
22. Añadir 1 mi de etanol al 70% 
23. Mezclar por inversión 
24. Centrifugar 2 minutos a 14.000 rpm y 4ºC 
25. Deshechar el sobrenadante 
26. Incubar el tubo abierto a temperatura ambiente 5-1 O minutos para evaporar el resto 

de etanol 
27. Resuspender en 50 µI de agua biologla molecular 
28. Almacenar a -20ºC 
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Solución 1 
50 mM glucosa 
25 mM Tris-HCI (pH 8) 
10 mM EOTA (pH 8) 
esterilizar en autoclave 
almacenar a 4"C 

Solución 11 
0.2 N NaOH (diluida en el momento de stock 10N) 
1% (w/v) SOS 
preparar en el momento 
usar a temperatura ambiente 

Solución 111 
5 M acetato de potasio 
ácido acético glacial 
H20 
almacenar a 4"C 

60ml 
11.5 mi 

28.5ml 
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APÉNDICE D 

DIGESTIÓN DE DNAc 

1. Digerir el DNAc (3µg) con la enzima de restricción apropiada (volumen final 50 µI): 
3 µI de enzima Xba 1 

5 µI de buffer 

3 µlde DNAc 

39 µI de agua blologla molecular 

2. Incubar dos horas a 37°C 

3. Llevara un volumen final de 100 µI (50 µI) con agua biologla molecular 

4. Extraer con 1 V de fenol-cloroformo-lsoamll alcohol 25:24:1 (100 µI) 

5. Agitar en vortex 

6. Centrifugar durante 4 minutos a 4°C a 14.000 rpm 

7. Pasar la fase acuosa a otro tubo ependorf (-95 µI) 

8. Precipitar con 45 µI de acetato de amonio y 450 µI de etanol al 100% 

9. Guardar a -20ºC 1 hora 

10. Centrifugar durante 30 minutos a 4ºC a 14.000 rpm 

11. Desechar el sobrenadante 

12. Lavar el pelle! con 1000 µI de etanol al 70% 

13. Mezclar por inversión 

14. Centrifugar durante 15 minutos a 4 ºCa 14.000 rpm 

15. Quitar el exceso de etanol y secar bien en el speed vac (3-5 minutos) 

16. Resuspender en 8 µI con agua biología molecular 

17. Tomar 1 µI para correr un gel de agarosa 
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APÉNDICE E 

SÍNTESIS DE cRNA 

1. Añadir al DNAc linearizado (7 µI): 

Agitar en vortex y mlcrocentrifugar los reactivos (kit de Ambion) 

1 O µI de Ja mezcla 2x de ribonucleótidos 
2 µI de buffer 10x de transcripción 
2 µJ de Ja mezcla 10x de enzima T7 

2. Mezclar bien e Incubar durante dos horas a 37" C 

3. Agregar 1 µJ de DNAsa libre de RNAsas, mezclar bien 

4. Incubar durante 15 minutos a 37° C 

5. Agregar 115 µI de agua del kit y 15 µI de ac_e_tat? de_ am~nlo 

6. Agitar en vortex (volumen final 150 µI) . . . 

7. Extraer en 1 V de fenoJ-cloroformo-lsoamil aJcohol 2_5:24:1. (150 µJ) 

8. Agitar en vortex 

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

10. Pasar Ja fase acuosa a otro tubo ependorf (-145 j.tJ) 

11. Precipitar con 1 V de isopropanol 150 µJ 

12. Agitar en vortex 

13. Incubar a -20º C mínimo 30 minutos 

14. Centrifugar 30 minutos a 4 ° Ca 14,000 rpm 
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15. Lavar con 1000 µJ de etanol al 70% fria 

18. Mezclar por inversión 

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 µI de agua biología molecular 

19. Leer en el espectrofotómetro 2 µI de cRNA con 498 µI de agua 

20. Tomar 1 µI de cRNA para correr un gel de agarosa-formaldehfdo 
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APÉNDICE F 

GEL DE AGAROSA AL 1% FORMALDEHIDO PARA RNA 

Gel 
Por cada 10 mi de gel: 
0.1 gr agarosa 
8.5 mi agua destilada 
1 mi MOPS 10x • 
0.5 mi formaldehfdo 

Mezclar la agarosa con el agua destilada en un matraz. 
Disolver calentándolo (horno de microondas 1 minuto). 
Ai'iadir el MOPS 10x. 
Dejar enfriar a 50º C y añadir el formaldehfdo. 
Mezclar y vaciar en la caja. 
Dejarlo secar 20 minutos. 

Buffer de Carga 
Por cada muestra de RNA: 
5 µI formamida 
1 µI MOPS 10x 
2 µI formaldehfdo 
1 µI gel loading (Sigma) 
0.16 bromuro de etldio (10 mg/ml) 

Mezclar 8.1 µI de buffer de carga con 1 µI de RNA. 
Calentar a 65º C por 10 minutos. 
Vaciar las muestras en el gel sumergido en MOPS 1 x. 
Correr el gel a 75 V durante 1 hora. 
Para desteñir el gel se enjuaga en agua durante 10 minutos. 

• MOPS 10x (1 litro) 
41.86g MOPS 
6.8 g acetato de sodio 
20 mi EOTA 0.5 M 
pH 7.0 con NaOH 10 N 
Esterilizar por filtración 
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APÉNDICEG 

EXTRACCIÓN V PREPARACIÓN DE OVOCITOS DE Xenopus laevis 

1. Anestesiar una rana por inmersión en tricaina al 0.17º/o (ácido etil éster 3-amino­
benzolco), durante 30 minutos 

2. Hacer una pequeña incisión en Ja parte inferior del abdomen 

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

4. Colocar los lóbulos en una caja de petri con ND96 (ringar de rana) y cortarlos en 
pequeños 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. Lavarlos 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 mi de 
gentamicina 

ND96 
96mM NaCI 
2.0mM KCI 
1.BmM CaCl2 
1.0mM MgCl2 
5.0 mM HEPESITris 
pH 7.4 
Esterilizar por filtración 

ND 96 sin Ca2 • 

96mM NaCI 
2.0mM KCI 
1.0mM MgCl2 
5.0 mM HEPESITris 
pH 7.4 
Esterilizar por filtración 
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APÉNDICE H 

CAPTACIÓN DE 86Rb• EN OVOCITOS DE Xenopus laev/s 

Incubar en ND96 sin cloro Ja noche anterior al experimento 

Procaptaclón 
1. Incubar durante 30 minutos en solución de precaptación. ligeramente hipotónica (150 
mOsm) sin cr y sin K+ con 1 mM de ouabaina 

Captación 
1. Incubar durante 60 minutos a 32°C en solución de captación. ligeramente hipotónica 
(150 mOsm) con 1 mM de ouabalna y 2.0 µCl/ml de 86Rb• 

2. Lavar los ovocitos cinco veces en la solución de captación sin 86Rb• a 4ºC 

3. Transferir cada ovocito a un tubo de centelleo con 300 µI de 1 Oº/o SOS 

4. Después de que el ovocito esté llsado, ai'ladir 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 1 o ¡JI de 
la solución de captación en la que estuvieron los ovocitos. por triplicado 

Ouabalna 
Concentración final 1mM (10" M) 
Peso molecular 733.3 
Stock 100 mM (10·1 M) 44 mg/600 µI de DMSO 
1 O µI de solución stock en 1 mi de solución de precaptación o captación 

Bumetanida 
Concentración final 100 µM (10"" M) 
Peso molecular 364.4 
Stock 10 mM (10º2 M) 3.64 mg/1000 µI de DMSO 
10 µI de solución stock en 1 mi de solución de precaptación o captación 

Dlbutlrll·AMPc 
Concentración final 1mM (10" M) 
Peso molecular 509.4 
Stock 100 mM (10"1 M) 10 mg/200 µI de DMSO 
10 µI de solución stock en 1 mi de solución de precaptación o captación 
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IBMX 
Concentración final 100 µM (10"" M) 
Peso molecular 222.2 
Stock 100 mM (10-1 M) 2.2 mg/100 µI de DMSO 
1 µI de solución stock en 1 mi de soluciór:- de precaptación o captación 

Colchiclna 
Concentración final 20 µM (20-5 M) . 
Peso molecular 399.4 
Stock 20 mM (20-2 M) 1 mg/125 µI de agua 
1 µI de solución stock en 1 mi de solución de precaptación o captación 

ND96 slnCl-
96 mM lsetionato de Na+ 
2 mM gluconato de K• 
1.8 mM gluconato de ca2+ 
1 mM gluconato de Mg•• 
5 mM HEPESfTris 
pH 7.4 
Esterilizar por filtración 

Solución de Precaptaclón 
150 mOsm 
68 mM gluconato de Na• 
6.0 mM gluconato de ca2• 
1.0 mM gluconato de Mg>• 
5 mM Hepesrrris 
pH 7.4 
Esterilizar por filtración 

Solución do Captación 
150 mOsm 
62 mM NaCI 
10 mM KCI 
1.8 mM CaCl2 
1.0 mM MgCl2 
5 mM HepesfTris, 
pH 7.4 
Esterilizar por filtración 
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APÉNDICE! 

WESTERN BLOT 

Extracción de Proteinas 
Homogenizar ovocitos en 2 µl/ovocito de buffer de homogenización, pasando los 
ovocitos por una aguja varias veces 
Centrifugar 10 minutos a 1009 y 4°C 
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo. evitando el precipitado y la capa blanca en 
la superficie 
Centrifugar 1 O minutos a 1 OOg y 4°C 
Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo 
Cuantificar proteínas 
Almacenar a -BOºC 

Buffer de homogenización 
250 mM sacarosa 
0.5 mMEDTA 
5mMTris-HCI 
pH 6.9 
Añadir antes de usar 
Cocktail de inhibidores de proteasas 1 tableta/50ml (Roche 1697 498) 
1 mM de phenylmethylsuifonylftuoride (PMSF) 

Cuantificación de Proteínas 
Reactivos de Bio-Rad 
Mezclar 
10 µI del estándar o de la muestra (previamente diluida) 
50 mi del reactivo A 
400 µI del reactivo B 
Incubar durante 15 minutos 
Leer las muestras en el espectrofotómetro a 750nm 

Curva de calibración con albúmina bovina 
Estándar Stock Solución Salina Concentración 

St5 
St4 
St3 
St2 
St 1 
Blanco 

(µI) (µI) 
100 o 
80 20 
60 40 
40 60 
20 80 

o 100 

(mg/ml) 
1.47 
1.176 
0.88 
0.588 
0.294 
o 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

74 



Gel de Pollacrllamlda 
Gel de separación al 7 .5°/o 
Agua destilada 
Acrilamida/Bis-acrilamida (29: 1) 
Tris 1.5 M pH 8.8 
SDS10% 
APS 10% 
Temed 

Gel de concentración 
Agua destilada 
Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 
Tris 1.0 M pH 6.8 
SDS10% 
APS10% 
Temed 

5.05ml 
2.25ml 
2.5ml 
100 µI 
100 µI 
6µ1 

2.8ml 
600µ1 
500µ1 
40 µi 
40 µI 
6 µI 

Hacer una marca en el vidrio chico a 5 cm de la base 
Vaciar el gel de separación hasta la marca 
Agregar lentamente agua hasta el borde. para evitar malformación del gel 
Una vez solidificado el gel de separación. tirar el agua y secar el exceso 
Vaciar el gel de concentración y colocar el peine (1 mm} 

Buffer de carga 2x 
50ml 
SOS 6°/o 
Glicerol 15°/o 
Tris 150 mM 
Azul de bromofenol 0.3o/o 
pH 7.6 
P-mercaptoetanol 2°/o 

Buffer para electroforesis 5x 
1 litro 
Tris 
Glilcina 
SDS10% 
Agua 
pH 8.3 

15.1g 
94g 
50ml 
11 

3g 
6mi 
0.91 g 
0.15 g 

1 mi 

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 concentración y a 100V gel de separación 
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Tinclón de las Proteinas en el Gel 
Para observar la separación de las protelnas en el gel de poliacrilamida, se tine el gel 
en una solución de azul de Coomasle durante 1 hora, en agitación 
El gel se destif\e con la solución de destenido en agitación, hasta eliminar el exceso de 
colorante, cambiando la solución cuantas veces sea necesario 

Azul de Coomasie 
100 mi 
Metanol 
Agua destilada 
Acido acético 
Azul de coomasle 0.25o/o 

Solución de desteñido 
1 litro 
Metano! 
Agua destilada 
Acido acético 

45ml 
45ml 
10ml 
0.25g 

450 mi 
450mi 
100 mi 

Transferencia de Proteinas 
Membranas de difluoruro de poliviniio (PVDF) 
Buffer de transferencia, ánodo y cátodo 
1 Ox Tris/CAPS buffer (60 mM Tris y 40 mM CAPS) Bio Rad 161-0778 

BufferAnodo 
1 litro 
1 Ox Tris/CAPS buffer 
Metanol 15º/o 
Agua nanopura 

Buffer Cátodo 
1 litro 
1 Ox Tris/CAPS buffer 
50510% 
Agua nanopura 

100 mi 
150 mi 
750ml 

100 mi 
10ml 
890ml 

Remojar membranas de PVDF 
15 segundos en metanol 
2 minutos en agua destilada 
30 minutos en buffer cátodo 

Remojar geles 
15 minutos en buffer cátodo 
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Remojar papel filtro 
15 minutos en su respectivo buffer 
uno en buffer cátodo y uno en buffer ánodo 

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

Detección de Proteinas 
Bloquear las membranas en leche (svelty) al 10°/o en TBST durante 1 hora a 
temperatura ambiente con agitación vigorosa 
Diluir el anticuerpo primario en leche al 1 º/a en TBST 
Incubar toda la noche a 4°C con agitación, en una pequena bolsa de plástico sellada. 
Se puede reciclar el anticuerpo si es necesario 
Lavar en TBST la membrana 3 veces 1 O minutos, 4 veces 15 minutos y 1 vez 30 
minutos. con agitación vigorosa 
Diluir el anticuerpo secundarlo (HRP-conjugado anti-ratón o anti-cabra) en leche So/o en 
TBST. 
Incubar 1-2 horas con el anticuerpo secundario a temperatura ambiente con agitación. 
en bolsa de plástico sellada 
Lavar con TBST la membrana 3 veces 1 O minutos, 4 veces 15 minutos y 1 vez 30 
minutos con agitación vigorosa 

Revelar con el kit ECL +plus de Amersham (RPN2132) 
Mezclar 1000 mi de solución A y 25 µI de solución B 
Escurrir bien la membrana e incubar en el revelador durante 5 minutos 
Exponerla a placa radiográfica 

TBST 10x 
1 litro 
1 M Tris pH 9 
NaCI 
Tween 20 

100 mi 
87.6 g 
10 mi 
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rc~cent membrane d~·e F:-.1 .J-64. Tht.> fluorc11c:t'ncc intt'ns1t.y 
in L-::nBSCl-EGFP OOC"V'tes di<l nv't chanJ,Cc aficr c.A.."\.IP was 
addt>d to the t''(tracellÜlar mt.-diu.tn. In contrast. L-mBSCl­
EGFP ftuon.-:.<c'"nc ... inh•n,dty WO$ reduced in u dost>-depen­
drnt manner. with coexpn•11sion oí 5-mBSCl. The inhibitory 
effect of S-mBSCl ..... tu abrogattd by cAMP. Finally. thc 
exOC"o"tosis in?ubitor colchicine blocked the effect of c.A.."\.lP on 
Ule L-mBSCl·EGFP/S-mBSCl-coin_~ oocytcs. AJI changes 
in L-mBSCl :.<urface e::'li.-prt>ssion corn:lat.ed with modifü:ation 
ofbumetanid'"•:."ensitive -Rb - upt,ake. Our datn suggest that 
tht' dominant•n,..gat.h·e effect ofS-rnB5Cl on L-mBSCl trans­
port function i:J due to the effect.s of the colrani;iporter on 
trafficklng. 
kidney: thick :L-!-Cendin2' limb; .'<t!n~;:;¡.s lae1.m1; ooc,ytt'S; gret'n 
ltuort>::K"ent prcne1n; ="-hCC2 

SALT ~SORJ":'tON 1:-0 ":"HE TIUCK a_-cending limb of" Henle 
<TAL• invol'\·e~ ~aCI entry acros:: apical membrnnes by 
the apical bum~tnnide·sensitive :r-:a-·K'""·2CJ - cotrnns· 
porter- 'BSCl. :SKCC2 1. apical ~-cling vin RO:\-IK K-

Addn-u for ttFr.i:t requ-u and uther ~pundence: S. C Heo-bert. 
Vale Cnn·. Schco.•¡ of :\ledia..1:H!•0 333 C-tou- SL. SHM 8147, PO Box 
208026. x- Ha'l.VC. CT 06.S20-8026i: E·n:.zil: ~n.beben@yoah~.edu 1. 

~~lsn':;~;. 8~s~~;f.}~~c"ti~~I ::n~~~Ío~~ c;~c~i;eo~h:'h; 
genes encoding these transpon. proteins in the human 
TAL cause Bnrtter•s S}"Tldrorne f34-36l. nn autosomnl 
rece.:!'sive disense featuring hypokalei:::nic meca.bolic al­
kalosis with hypercnlciurin and low arterial blood pres-
sure l23). · 

A fundamental mechanisrn f"or enhancing salt trans­
pon. in the TAL is the generation oí c:....\...'[P vía activn­
tion of G<.,._..·coupled rcccptor-s by hormones such as 
""a.!<oprcssin. calcitonin, parathyroid hormone, glucn­
gon. and cntecholamine e 13. 15, 161. The effects of"these 
hormones are crucial t.o thc normal iunctioning of the 
TAL in reabsorbing 10-15'C of"filtered ~aCl. providing 
for normal diluting and concentrat.ing power and reg· 
ulating divalent mineral excretion. \.'\.~Je vnsopressin 
has becn shown to direct.ly ucti'\"ate the apical Na•-K--
2Cl - cot.ransportcr in mouse T-~ f25 •. thc molecular 
mechanisrn of" this activation is not known. 

• .\.n emcrging ficld of rcgulation of" severa! membrane 
tran.:::porters, including thc apical Na -.K--2c1- co­
transportcr, appears to in'l.·olve altcrnath·e splicing 
that. gencratcs isoforn1s '\'l.."it.h rcgulat.ory roles (9). In 
this regnrd. the murine renal specific :.;u--K--2c1-
cotr-nnsportcr gene SLC12.Al. knov.·n ns BSCl or 
NKCC2. gives rise to six alt.crnativc spliccd isofonns 
tlue to t.he combination of" two indcpendcnt splicing 
mechanisms ( 18, 27 J. One splicing event. produces A, B, 
and F isoforms that. vary in a portian of" the predicted 
second transmcmbrane scgment. nnd the contiguous 
intracE:-llular loop connecting t.r-ansmembranc domain 
2 wit.h 3 ( 18). The other splicing mechanism is nn 
nlternativc polyadenylation site that prcdicts two 
mBSCl proteins that are iden~ical at the :-.,·~h·terminal 
nnd t.r-ansmcmbrane domains. as wcll as in the first 7-1 
amino a.cid residues of the COOH-terminal domnin 
(27J. These isoforms difTcr in t.he scquence ond lcngth 
of thc r-emaining COOH-terminal domain. The longer 
isofonn. L·mBSCl Cpreviously known as mBSCl-9J. 
cont.ain.s 1,095 amino ncids residues, with the last 383 

The CO!':O. oípublicauon oíthia an:.zcle weni defraye-d in pari. by th., 
pnyment of page charges. The art..icle muat therefore be hereby 
marked ·cd,·~rt,.~m .. nt• in .;iiccorda.nce wnh 18 C.S.C. Seo-ction 1734 
suleo-ly to ll::.dicate thi• ra~ 

ht.tp;/,,........_.ajpre=-U.org 0363-61.:?':..:>3 S5.00 Copyright o 2003 tlut An:ie.r:ca.n Phys1ologjcal Soc•ety 

TESIS CON 
FALLA DE.ORIGEN 



REGl.;'J. •. ATIOS' OF APIC.i\.I. :S' · ·1'. ·:!CL COTR.\.'"SlV)KTf:R 

residues being unique. The .shorter iso(orm. S-mBSCl 
(previously known ns mBSCl-41. consist.s 0(770 amino 
acids residues. with the initinl 74 amino acids of the 
COOH terminus being identical to thnt oí L·mBSCl 
but followed by a short. unique sei,."Tllent o(55 residues. 
The shorter COOH-tenninal domain or S-mBSCl prc­
dicts distinct consensus PK..-\. and PKC phosphoryla­
tion sites. Beca.use the two splicingevcnt.s are indepen­
dent or each other. the combination of both mcchn­
nisms results in thc product.ion of six differcnt 
isoforms: lhree with n long COOH-tenninal dom.nin 
fL-mBSClA. B. or F~ and th.ree with a short. COOH­
t.erminal doma.in 1S-mBSCL-\.. B. or F>. Bot.h L-mBSCl 
and S-mBSCl are c.xprcsscd in thc apical mcmbrnne af 
t.he TAL (27>. 

L·sing hctcrologous expres.;;ion in }(enopus lacr..:is oo­
C)-"tcs. we hnve previously shown thnt thc L-mBSCl 
isoíorm is a bumetanidc-sen.:;itive Na--K--2c1~ co­
t.ransporter(32. 33). wherens t.he 5-mBSCl isoform is a 
hypotonicity-activnt.ed. K--independcnt. bumetanidc­
sensitive Na•-c1- cotransporter thnt is inhibit.cd by 
c.-\..,IP (31). Undcr isotonic conditions. however, 
S-mBSCl is not t.rnffickcd to t.he plasma mcmbrnne 
'\.\.·hen cxprcsscd alone but cxert.s a dominnnt-negative 
cffect. on the Na - -K- -2CI - cotransportcr function. This 
latter cffect can be abrogatcd ,.,.;th Pl(A acti"·ation by 
c.-\....'lP (33). Thus S-mBSCl and L-mBSCl interaction 
cculd be critical for activation of thc Na --K--2c1-
cotransportcr by hormones such ns vnsopressin. This 
t:1--pe of intcroction bt!tween a.lt-ernntivcly spliced iso­
forms has becn observed in se-..·eral renal cotronsport­
ers. but the mechanisms are not. known <9). Cornpeti­
t.ion betW"een intracellular ,.·e::icJes ar hcterodimers 
containing diffcrent isoforms !las bccn suggested as 
pos.siblc rncchanisms of intcrac-:ion; hoWC'\."cr, no study 
has nddrcssed this issuc for n:..;.:nbranc transport.crs. 

In thc prcscnt study. we inve,;::igatcd thc n1cchanism 
of interaction beh .. ·ecn thc Ion.:- and short isoforms of 
thc ~n--K--:!c1- cotransparti~. To this cnd. we as­
ses.sed thc etrects of t.he S-mBSC 1 isoform on both t.hc 
surfacc and functional exprcssion ofthe L-mBSCl iso­
fonn in .Y. laevis oocytes. Our results show t.hat S­
mBSCl reduces the suñacc cxp~ession, and hcncc thc 
act.h;r.y, of the L-mBSCI Na - -n:- -2Cl · cotransportcr 
isoform by a mechanism that ir..·.·olvcs PK..'\ phosphor­
ylntion proce,.,.,¡;es and the cxocy"':..::.isis machincry. 

1\IETllODS 

.Y. /c::~ds OOC':'tt! prrparatlon arad :_-;_>e"r:tla,1. ,.\dult. female -1(. 
laer.:i.11 frogs Wl"n!' purchased from :S~.-.co IFort Atkin.:ton, ,:\JI•. 
Frogs were maintained at. the aninl..;!.] f"acility under constant 
control ofroorn temperat.ure and hu::iiility at ls•c and ssq,. 
respecti,:ely. Oocytes were harvest-=-::i from tricaine 10.17-:¡.,. 
anesthetized frogs and incubated for 1 h with vigarous >1hak· 
ing in Ca:r-.frtt :"l:D-96 {Cin mM• 96 SaCI, 2 KCI. 1 !\fgCl:r. 
and 5 HEPE....<;..Tria, pH 7.4J in the presence of 2 mg/ml of 
coll.agenase B. Oocytes "••ere washed t.hree times in regular 
ND-96 l•in m..'1 1 96 Na.CJ. 2 KCI. 1 5- CaCl:r. l MgCl:t. and 5 
HEPES'Tris, pH-; . .aJ. manuallydefo~C'°Ulate.-d, nnd incubated 
overnight at t6•C in incubation ~um IND-96 :3iupple• 
mented with :?.5 ml\.I sodium pyru"'-~ and 5 mg/100 mi or 
gentamicinJ. O""*-ies 161 were inje~ •-ith 50 ni oí water or 

a solution cont.aining L-mBSCl cR.~A at 0.5 µ.g cR.'lNµ.1125 
n~ cRN'A/oocyteJ. In coinjection experiments. oocvtes were 
inJec;~ed wit.h the same volume an<! amount. ofL-mBSCl plus 
var:nng amount~ of 5-mBSCl cR!'A . .A.fter injection. oocytes 
•were incubated at. ts•c during -&-S day.I!'. and the medium 
~·a.t changed every da.y. Oocy-ie!!' ,,..-~re incubated º"·'-"rnight. in 
c1--free N'D·96 f1in mi\J1 96 sodium iset.hianate.:? pota.ssium 
~lucanate. 1.8 calcium .11luconate. 1.0 magrH!'•ium gluconate. 
.o HEPES. and 2.5 so<hum PYTU"'"nte as . ..,,.eJl as 5 mg/100 mi 
gentam1cin. pH 7 .-l 1 11 IJ berure -Rb • uptake experiment.s 
"''ere peñormed. 

rriBSC 1 cD."\:4. uoformtt. The cD="A encodinK" the long nnd 
:3ihc.rt. COOH-r..erminal spliced 1.soforms ofthe apical :"la - -K-. 
2c1-. cotransport.er. L-mBSCl ond S-mBSCl, resp..-cti'l.·ely. 
wn:!' 1n:1ert.ed in the plm•mid pSPORTl 1 In ... ;tro,,,:en, Carl.:tbnd. 

;~~h ªcso~:!.cr!:,::r;;~~~~rn~~~::dt;~~hº!; ·~!°~~:fn';~~~ei 
•~e~· England .Biolnbs. Beverly. ,:\L-\.• restnction enzyme. and 
cR:-.:A was in v1tro tran.:tcribed, using t.he T7 RSA polymerase 
m:'.\lESSAGE kit. •Arnbion·, Ausdn. l"XI. Transcript integrity 
was confirmed on ngarose gels, and concentration was deter­
mined by absorbance nt 260 nm 1 De 6-40. Beckman. Fuller .. 
ton. CA1 and by densitometry of r.he corre!"ponding banda in 
agaro,;oe gels. cRNA was stored frozen in aliquota at -ao·c 
until use. 

_4.8ses.,rnenl of tlie .Va ··K--2cl - colran.sporler funclion. 
The runction ofthe N'a • -K • ·2Cl - cotrnnsporter wa..i assessed 
by mea!"uring tracer .. o1Rb- uptakc ':-.;'ew England N'uclearl in 
s,.1T0Ups of 10-15 oocyte"'. F'our da:-·s nfi.er "-'·ater or cRNA 
injection. '"'Rb - uptakc wns rnea.:tured •A-ith the following 
protocol: a 30-min incubution period in mild hypotonic C-160 
mosmol/kgH..!OJ K-- and CI--free medium rlin m:'-J) 68 so­
dium gJuconate. -l.6 cnlcium gluconate. 1.0 magnesium glu­
conate. and 5 HEPESirris, pH 7.4). with 1 ouabain; this waa 
followed by n 60-min upt.ake ~riod in a mild hypotonic C-160 
masmol/kgH;iO> uptake medium (fin mM • 152 S'aCl, 10 KCI. 
1.8 CaCl;i. 1 :'-lgCl . ..!, 5 HEPE5rTris. pH 7.-&:. with 1 ouabain 

:::~~a~ ~KC-~;:1¿1º!" ~:~~a~:;-r;,;:::::;u~c~::O~~c~ ;;:!~;haec~;::!~~ 
stud:-· -:he .. oiRb- uptake in E.rroups of oocytes was nnnlyzed in 
the ab,;;l:>nce or pre.:oenc1t of 10-a !\I concentr::nion ofthe cell 
membrane·pcrmeable d1but)-Tyl-c..-\...'IP f Roche. :\Iannheim, 
Germa.n_y1 plu.!1 10-"' :'-1 concentration of"the phosphodiester­
ase inhibitor IB:\IX •Sigma. St. Loui.:t, !\10·. Ahhough t.he 
hypotonic conditions used in our experiments inhibit the 
endogl:>nou.:t Na •.K-.2c1- cotransport.er that. 1s expre!lsed in 
~Y:. loe'. u oocytes 1101. uptakes were nlso mea:;ured in water• 
injecttd oocytcs (data not shown '· nnd the r:cean "·alues for 
water !t?"Oups were ~ubtracted from correspor.ding L-mBSCl 
f,.rroup:!' to O.S.:f4"SS total '"'Rb • uptake due to L·mBSC l. 
Ouabain •Sigma! wa.., addcd t.o pre'l.·ent -Rb- entry ""ia 
Na --K-·ATPa.:te. eptakcs werc pcrformcd at 32~C. and nt 
the end ofthl! uptake period oocytes were ,,...a.J!hed five times 
1n ice-cold uptak1t solution without. isotope t.o remove tracer 
in extrar:ellular Huid. Oocytcs were then dissolved in lOt¡: 
SOS. Tracer acth·it.y "·n.:t determined for ea.ch oocyte by 
JJ·.:tcintillation counting. 

A.•.sr$$mrnl of rnBSCI rxpres.sion in oocyle pla.11rna rnefn· 
brane.s. "Jñe suñace expression oí t.he L-mB-.c;:cl isofonn in 
the OOC)"'te plasma membrane wa.s rnea..sured by ftuorescence 
using an enhanced green fluorescent. protein •EGFP>-mBSCl 
fusion construct. To obtain the pSPORTUS-inBSCl·EGFP 
constru~~ the fragment contnininK" the EGFP .sequence was 
remo ... ·t=U from pSPORTtJEGFP-L-mBSCl and ligated int.o 
pSPORTl-S-mBSCl. L-mBSCl-EGFP cRNA wns in ,,.¡tro 
t.ranscribed and microinjected into X laet.·i.s oocytes in a 
volume of 50 ni at 0.5 µg cR..'1.A/µ.I (25 ng cR.S...Voocytel. fn 
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coinject.ion experimenta, OOC)o"t.e.s "·ere iajected with the sorne 
volume and omount of L.mBSCt-EGFP plus varying 
amounts of S·mBSCt cR..'lrJA. -~er injection, oocytc• were 
incubot.ed at lG•C ror 4-5 da,ys. During this time. the incu­
bnt.ion mc.-dium was changtrd e'l.·ery duy. Individual oocyt.c.-s 
were monitured ror EGFP ltuore$cc.>nce lexcit.ation - 488 n;. 
emit.tance .,. 505 nm '· us1ng a Zei$~ conrocal laser-:tcanning 
microscope LS:i.1510 1;...: 10 objec~i'\.·e lens, excit.at.ion with 
488-nm line of a muhi.line .argon ion luser; Carl Zei.ist. Flu­
orescent emissiuns were pu.!Uied through a 505·nm bond-pass 
filter. \Vater and wild-type L-mBSCl-inject.ed oocytes wert< 
ul!!ed a.s controls. Background autofluuresccnce of '''ater•in­
jected oocyt.cs wa.i: minimized by adju•ting brichtnc:t11 and 
cont.rast. set.lings at. a c;oonslant ptnholc size. "Tht;cose ;;ettings 
were then used to assess f1uore>"cence ofL-mBSCl-EGFP. To 
study t.he crTcct of PKA ac;ot.1,,·ouion on thc 11urrace e:oipre.i11ion 
of L-mBSCl-EGFP. the fluure.=cecce 1ntunsity ,.,,·as uasessed 
in oocyt.es befare and 30 min a..tT.er exposure to dibutyryl­
cA.."-IP-IB::'\.IX. AJI confocal microscopic;o experiments were 
perf'orrned using conditions ident.ical to thol'lc for the func;o­
tionnl experiments O.e., the :iame hypotonic solutions. incu­
bation t.imel'I. nnd drug concentrat:ions). 

For rnembrane colocnlizutlon, ~"te:J were bnthed at 4•c 
wit.h 2 µ.M F:'.'1.1 46-1 [.'\"-•3-triethyl::unmuniumpropyll-4-16-14. 
ldiethylamino) phenyl 1-hexatrieo:d · pyridinium d1bromidel 
f l\Ioleculnr Probes, E u gene, OR • .::1 fluurcscent. membrane 
marker. The low temperature wa.:;o u:-ed to minimize enducy­
tosi:o or F:..I 4·6·1 :.io n.i. tu ensurtc- ~hat. fluorescence \'l."a>J pri­
mnnly com1ng from dye locnhz.::n:ion in the plasmn mern­
brane. For determinauon uf fluore>"C'ence >1econdnry to F::'\.I 
4·64 membrnne labt..~lini;r, t.he excn.;niun was at 543 nin nnd 
the emissions were pass~ through 3. 650-nm band pa.s:1 filter. 
To u~e t.his d;ye for colocalization experiment.s with EGFP­
tagged rnembrnnc prott-ins, the fh.:.oresc;oence emis.!!'ion of F:'.'1.1 
4-64 detec;oted .at -670 nm becoc:,.,-.,;:. undetec;ot.nble at wnve· 
length.:t bdow 580 nm •dnta rn:>r::::i :"\lol1._•c;oulnr Probes '· \\'e 
found 1n preliminary exper1ml.'Ol-"' ciar.a nut shown• that F::\I 
4-64 fluorescence becomes undet~....:i.bl~ when measured nt 
5G5 nm. the emi.!!'~Íon waveleng-::~ :"or EGFP tluon.•scence 
¡.·)uore,;cencc uf both EGFP an<l F:O.I -t-64 was quantified nt 
equatorinl foc;oal :'t~ction:'!' of uoc~""t<r" us1ng SiJ,,"maScan Pro 
1.Jandlc'l Scienufic. San R.:sfael. C • .,,., ~a¡;e-analysz.- ,,;of\wnre. 

U."estern blottur¡.:- Oocyte homo~~nat1._•>1 w1._•re obtained 4 
dnys nfter 1nj1._~ction w1th water. 5-:nBSCl, or S-mBSCl­
EGFP cR-'1A. Group.i of 30-50 ooc:·~<r:> wcrc homogcnize<l in 
2 µ.Vooc,ytc of humogcnizutiun buf:~r l•in ml\I) 250 sucrose, 
0.5 EDT.~ and 5 Tri~Cl. pl-I 6.9. plus protease inhibitors), 
c;ocntrifuged tw1n• at. 100 g for 10 n:..:.:::i. at 4•c. nnd the super­
niltant ""·as recoll1._•ctcd. Ooc)o"tt.' protc-::..!:I •6 uocytc~nne. 12 µl I 
was heated in :<amplC' burT1._•r cont.~::.!.n¡.: 6'i- SOS. 15'C ¡,;lyc· 
'-'rol. 0.3CC- bromoph'-'nol bluc. 150 =-'! Tri:1. pH 7 .f>. am.1 :?,.. 
P·mt.0rcaptucth.1nol. n•,;ohed by La ... ::::.Jnli SDS-PAGE •7 ,3•;-1, 
and tran,.cferrcd m 10 -" Tri~C.APS ~ ~ polyvinyhdenc dillu­
uride m~mbrnn"' by semidry 1._•lt"ctr-:C::~ottin¡.:. Prestained mo­
le-cular mnss markers were used • B:.~&d, Herc;oule.-.. C.A1. 

For i.Jnmunocfotect.ion. we used :J. monoclonal antibody 
against. GFP dilutcd 1:1.000 tClont~ Palo AJto. CA•. The 
membrane was bluc;oked for l h in te .. -.. niilk t 10 m::\I Tris, pH 
9.0, 150 m::\I :-;'aCI. O.l"'C Twcen 20; TBS-TI nnd exposed to 
anti-GFP antibody diluted in l~ a::.i:i.k powderrrBS-T over­
night at ..i•c . .Aflt.'r a wru11h.ing in T&..~T. the membr.ane wns 
cl(:posed to horsera.dish peroxida~E-!inked anti-mouse 1¡.~ 
secondary antibody (Aznersham l_Z,¡¡. Science, Arlingt.on 
Heighu, ILJ for l h at room t.empcra::-.:.re. Aftt.>r .a wa.:ihing in 
TBS-T, n.ntigen-.:mübody compl"'ses ·a·<fc"n;o detlc'Ctl.'d by autora­
diogrnphy-enhnnct!d chemiluminesce~ce f ECL Plus \\"estern 
blot nnalysis ay:!'tt.'m. Amersham Lire Sc:iencel. 

Slati.stical Oll.Qlysi.s. The significonce of' the differencea 
between groups wos t.e11t.ed by one-way A.."'li:OVA with multiple 
c;oomparisons u.sing Bonferroni correction. '"Iñe .significance 
within t.he snme group was analyzed u•ing Ute paircd t-t.C?st. 
"lñt!' resulu are presented .as means = SE. 

RESL~TS 

Sur{"ace e:cpression of L-rnBSCJ-EGFP protein in X 
/aeds oocytes. _y_ /aec.:is oocyt.es injected ... vith L-mBSCl­
EGFP cRN'A exhibit.ed a ring oi fluorescence at their 
;;:urfaces, as dctermined by confocnl fl.uorescence mi­
croscopy t Fig. lb J. Control oocyt.es inject.ed with water 
showed no significant fiuorescence at the em1ssion nnd 
excit.at.ion wa'\·eJengt.hs for EGFP IFig. laJ. To deter­
mine whether thc L-mBSCl-EGFP-,;;pecific fiuores­
cence w~s mainly at the oocyt.e plasma rnembrnne. we 
londed oocyt:es with F:\1 4-64 under conditions that 
would suppress endocytosis oi t.he dye. i.e .• 4•c <22). 
F:\I -1-64 is n lipophilic fluorophore thnt has been used 
to mcasure surincc expression of othcr membrane 
trnnsport.ers ( 19, 20), including t.he rat thiazide-sensi­
tive ~a --c1- cotrnnsport.er in X laet.•is oocytes (17), 
becausc it possesscs the optima.l propertics far a fiuo­
rescent rncmbranc mnrkcr. Figure le shows Fl\I 4-64 
fluorcscence at 4ºC obt.aincd in the sn.me L-mBSCl­
EGFP-injectcd oocyte shmvn in Fig. lb. Thc red F~[ 
-4-6-1-specific fluorcsccnce ...,.·ns detccted in n suriace 
ring pattcrn similar to t.hat ior L-mBSCl-EGFP-spc­
cific fiuorcscence <Fig. lbJ. As shO\\."O in Fig. Id, the 
supcrimposition ar the two irnages 1 Fig. 1, b and e) 
gh·cs a yellow signal, indicating colocalization oi Fl\I 
4-64 nnd L-mBSCl-EGFP protein. \Ve observed >99% 
surface colocalizntion ofL-mBSCl-EGFP and F:\14-64 
tluoresccnce in ali tested oocytes, suggesting that the 
L-mBSCl-EGFP fluoresccnce rneasured at equatorial 
confocal scctions in ooc,ytcs ""'ns indicativc of exprcs­
sion on plasma membrnnc. 

To furthcr cxclude thc possibility that we were dc­
tecting primarily EGFP Ouoresccncc in 'l..·esicJcs below 
thc plasma mcmbrnne, wc also examined fluorcscence 
from an EGPF-labclcd protein that we had prcviously 
shown to be exclusively expresscd just hclow the 
plasma mcmbrane. S-mBSCl protcin does not reach 
the plasma membrane but rernains in ""·hat nppears to 
be a ;¡:ubmcmbranal pool ofvesicles in .. '\:. laeuis oocytes 
incubated undcr isotonic conditions f31J. S-rnBSCl­
EGFP-injectcd ooc:-'lcs exhibited no EGFP surface flu­
orcscE:>nce 1 Fig. le•. Thc absence ofsuñace fluoresccncc 
in the S-mBSCl-EGFP-injected oocytes .... -as not dueto 
the lack ofprotein expression beca use S-rnBSCl-EGFP 
protein wns dctected by Western blot annlysis using 
anti-GFP monoclonal antibody <Fig. lfl. Jn nddition. 
S-mBSCl-EGFP protein retained the ability to inter­
act "dt.h L-mBSCl lsec bclow). 

To further demonstratc that L-mBSC1 ... EGFP fluo· 
rcscence rcprcsents cotransporter expression in oocyte 
plasma rnembranes. "·e assessed the correlation bc­
twecn L-mBSCl-EGFP suñace expression and 
L-mBSC 1 functional expression 'Fig. 2) ... ~ctivity of the 
Na--K--2c1- cotransportcr assessed by measuring 
86Rb - upuikc increased as a function oi the nmount of 
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Fig. 1 Ta.a repr .. ,. .. •nt.:>.~:·.·~ coníoc;.11 :~i;+~ oí.'\". f,,..,.,,. n<>c;"y"t.,.;i Ín.J••o:t. .. I . .. ..~o·r •<1' ur :!3 ::,; .,¡ ior.i,: ,,:-.-_,:_,r:;. 
tenni::.al uoforn1 of m:.::-..::. .. ap1c::al b1..=t--t.ir::.1dtH1 ... n'41t1"1:e :-.=a--K-·:.?CI c~~=-~=--'"r><•rt .. r i: .. n.,. ~BSCl•· .. r.h..i.::.c.,.¿ 
J:Tt!1!C :ho.oreMC .. ct prot._.:...::. EG~·p¡ fui:-:~ =on11tnict 1L.-mBSCl-EGFP 1 cP.~: • .:.. ··.--;:h •h• <>r ..... !t::.out the F="-f ~--51 
Jtuu"H'Cecce d~ .. ,·1. d: 1·-;;-nmpo.1 .. 1tor. ;:" '."> .and C' •• \/uldt .. : cocfoc;d 1n1.1¡: .. ~ :: .-:·.:·-tl..,, 1111...ct,od ·,·ah :.?S n~ ni ~:-• .,.r: 
COOH·tenn1nai 1 .. uforrr. ::·=BSCl-EGF? :'.:..iuncom1truct S-rr.BSCt-EC.F? : .:-wnl1 L·mB:':C!-EGF"Phefort.• .; 
and a.-":er expo,.l<n- to di:::·.;::::.-ryl·cA:\IP- 3:\t:X •hl f \\"e'"t"rn blot uMini: .1r.:.· :;::: x.ontJ<.·lon;1l .l:.Ubody nfpr.,t~::-.>1 
obtau::Pd from O .,,._>C}"t~s -=:~cted w1th ::'-=BSCl·EGr·r cR:S-.\.. 5-mOSCt cP.::.~_ .:- watL•r. Br1:~·~-i: repre•u•r.tJ~:·.· .. 
image• of~'l .. ~ .·01nJ.-ct..-:: w1th :!5 ni: :..-=B5Cl·EGFP plu.f ;!."ji ngofS·n:B.~ :-: :?:.:s"".\ bo.·for._. ·; i..~d aft.,.r ""!<O-<;;~·.;:-.,. 
to d1l:-..:t:i--,.-,.·l-c.A...'IP-IB'.\=·: •·· and 1Jr1 or ::-:>:c::uc1nL• •/•ns 1r.d1c.at.,.d 

cRNA injcct .. ~d in o-:c:-"""t.cs, rcac!--.:.ng a plntcau at -20 
nglooc:-~e. Thl." surfa.=e cxprcss:r.::i of L-mBSC 1-EGFP 
protein incre.\:.<l!'d si=..:.!arly as a =""..i.'"lction ofthc amount 
of cRXA inj .. •i:tcd. _.:._:: of these- !"esults ""'hen taken 
together indh.-:ttc th.~.:: thc surfac-e EGFP tluorescencc 
detccted in ~ur L-n:.35Cl-EGFP-injcctcd oocyt:es ''-"O.S 
predominant:y corni=:.~ from cot~sportcr cxpression 
in plasma ml!':nbrnne::-. 

Absence of .-..4...\/P =--:: {unctionc: and surface e.Tpres· 
sion ol L-mBSC l in _-,::, lact•is ooc;--tes. \Ve have shown 
previously t33 · that :=icroinjecticn of . .Y. laet..·is ooc~~es 
with L-mBSC !. cR:r-:.~- :-esults in a significant increase 
in 22:-;a - upt.lkl!' tha-: :.s not alTectE-d by PK...\. ncth·ation. 
Bccnuse Xa - -K · -2c: - c:otran:5po:-: :.n nati'l.'t? TAL cells 
is cnhanced =-~- c.A."'\1? and PK...."'- • 25). this pre"·ious 

c:oc¡:-::-=-.:=-.-:nt ,;iug-ges-:ed thnt $Orne- factor ::r protein was 
m1.::;.:::; ~n L-mBSCl·injected f'lOcyt~s th.1-: ·would allow 
tht .;;..::~·.·atiun ofthis cotranspf'lrter by c.-\....,lP. To deter­
mino:- :::'=' efTt.•ct of dibutyryl-c..-\...."'\IP- IB~CT on the sur­
foce: .;x;:-es,,iiun ar thc mouse: Xa --K--::::?cl- cotrnns­
por..e!" :!l .Y. laeL·is oocytes. we nnalyz.:-d 20 oocytes 
inji::-c::~-: with L-mBSCt-EGFP cRXA befcre and 30 min 
nfte-!" .a=.dition ofdibutyryl-c.A..."'\IP-IB:\J:X. -~ shown in 
Fig .. ;.....;.. no change in tluorescence inter:sity was ob­
::>er"'·-:-: ::......=:er PK.-\. ac-:ivntion. Ooc'l.."tes exhibited a mean 
of37. ~ = 3.1 arbitra-:y units t.-\.L.*~before .:i..nd 35.8: 5.8 
.-\L- a:"::.;:- addition of" dibut.yr:.·1-c.-\....'lP- IB:..LX. A repre­
senta:::·.·-:- ex:unple ?r the tluorescence r,Oservcd in a 
sing:-:- :.·:nBSC 1-EGFP cRXA-injected <:.Qcyte befare 
nnd 3-=-=:.-:!" addition ~:· dibutyryl·cA_,[P....- IB~LX is shown 
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'º 20 30 50 

cRNA ("Ofoocyte) 

Fig. 2. Con-elation be~·-n lhe do- dep!ndency oíL-rnBSCl-EGFP 
surface e:.:pres.ion. a..-saed by lauer-.canning confocal rnicroseopy 
'•'· and lhe dose dep!ndency oí -Rb- upt.ake by L-BSCl (=-) in 
.Y:fl'nopu• fafl'L'I• ooc:ytes. Each point ~preosenta the mean = SE or 20 
~~•. AU, nrbitrary unlts. 

in Fig. 1, g and h, respective)~-. Xote that fluorescencc 
intensity is similar in both pictures. Similarly. dibu­
tyi:·I-~lP+ IBl\.IX fniJed to increase bumetanide-sen­
sitive 86Rb- uptake in L-in.BSCl-injccted oocyt.es 
[15 . .S = 0.7 vs. 17...i:: 1.4 nmol·oocyt.e- 1 ·h- 1 , respec­
tively, P - not significant <XS ·). consistent with our 
previous results «321. Thus the plasma membrane and 
functional expression or Na--K--2c1- cotransport. in­
duced by hetcrologous expression of the L·mBSCl iso­
rorm were not affectcd by PK.A. nctivation """ith dibu· 
tyryl-cA.MP .... IB;\IX. 

Coe.-cpression of the long anc· .:;hort mBSC 1 isoibrnt 
and !""egulatio'1 by c:.-\.\/P. In nut;"·e TAL cclls, L-mBSC l 
and 5-mBSC l i~oforms are CIX:'~-presscd in tht! apical 

~ .......... 
Fig. 3. EaC"Ct o( dibut)-r,.·l-cA..'\1P nnd ra~ on the func:uon .. nd 
surfac:C!' erpres•1on oí L-8-C::Ct or L·BSC 1-EGFP 1n croup• oí .'C. l~i:1• 
ooc:yt.e.w &J:ialyi:"1 Ln the ,¡¡b1<ence top.!n ~1 or p~nc:e •hatcbed 
bars) oC 1 ID!\I c:.'L'\IP• t ..,!\t IBMX:. A; ~-~nmc c:oníocal mi­
c:rosc:op:r of80 OOC,."tt.'a fror:= 5 ditTrrent Cn::ies iz:ij~ w1th L-rnBSCl• 
EGFP c:R."li;A b•íor-P and 30 i:nin o"J.ftrr d1~l-cA.MP ... IB!\IX e:itJ>O­
•ure. ~nUa\·e imaps are shown in F""i.s. l,g 11nd h. B; bur:net.­
anide--.isitive ,..Rb· up~ in 2 i:TQu~ :iC~ inJC"Cted .,,.,;Ui 25 
ng oC L-BSCl cR..'I:.\.. Bu=rt.anide •••as ->ded to th~ pre1nC1.1bation 
nnd upt.a.kc. mediuzn .at to·• !\l. E.lch bar ~-nts the rnt!an =SE 
or - too ooc:;yte• frorn 5 d.i:'r .. reont froi;:s. 

menibrane (27). We have also previousJy shown that 
S-m.BSCl exerts a dominant-negative-like effect on the 
bumetanide-sensitive Na ... -K--2c1- cotransport activ­
ity or L-mBSCl expressed in oocyt.es and that the 
inhibitory efTect of S-mBSCl was Ja.rgely reversed by 
addition ofcA_'\.IP+IBl\.IX C33). Given thnt S-mBSCl is 
exclusively expressed in a submembranal pool when 
expresscd nlone {31), we hypothesized t.hat the domi­
nan:-negative efTectorS-mBSCl on L-mBSCl func:tion 
may involve modulation in trnfficking of L-mBSC 1 to 
or from thc pla5ma membrane. 

To hegin to assess the mechanism by which 
S-m.BSCl regulates L-mBSCl in a c.-\..._"\IP-dependent 
manner. we examined the effects or the S-mBSCl iso­
forrn on the surface expression of thc L-mBSC 1 iso­
fonn.. Thus we assesscd the fluorescence intcnsity in 
ºº'*"'tes injectcd with L-mBSCl-EGFP cR...'lA alone or 
with S-mBSCl cRNA. Wc also measured 86Rb ... ·uptake 
in the same batch of .. "'<.. laeuis oocytes injectcd with 
L-m.BSCl cR...'"A alone or togethcr ·with S-mBSCl 
cR._....;_..\.. As shown in Fig. 4A., the f!uoresccncc intensity 
of oocytcs injccted with L-mBSCl-EGFP alone was 
signifi.cnntly highcr (73.9 = 5.3 AL"') than intensity 
obsen·ed in ooc~"tes c:oinjected with L-mBSCl-EGFP 
nnd S-mBSCl (42.9 = 3.5 AU. P <: 0.001). A rcpresen­
tative cxample showing thc confocal images from a 
L-mB5Cl-EGFP oocyte nnd a L-rn.BSCl-EGFP+S­
mBSCl oocytc is prescntcd in Fig. l. g and i. respcc­
tively. Consistcnt with the reduccd surface expression 
ofL-rn.BSCl-EGFP induced by S-m.BSCl tFig. 4). func­
tional analysis confirmcd a signific:ant reduction in 
bumeta.nide-sensith:e -Rb- uptnke in L-rnBSC+S­
m.BSCl-injccted OOC)-"tcs 17.76 =: 0.5 nmol·oocytc- 1 ·h-•J 

A B 

Fi¡.:. "'· ?.-.:lucuon oC t.ha Sa ·-K--2Cl- cotra~po~r surfac:e mnd 
íunctiocoa.J espression induc-ed by S·mBSCl c:R."i.A i..c.'\: /a~ui• ouc:yte• 
1nj<!-c:t.-d ~'lb. 25 n&" oí L-m.BSCt·EGFP or L-BSCI cJL"li;.A a.lone (open 
ban1 or -:.ocet.ht!r with 25 ne or S-mBSCt dl.......-A rftlled barsJ. A: 
l:uer·~C coníocal m..i~ac:opy ftuor.aceoc:• ÍICl~n.ity. R..pr.-n­
t.:1tive ~ are depined in Fic. l. 6 and l. ••p < 0 .. 001 v•. 
L-mBSCt-EGFP-injec:wd sroup. B: burnet.anide--=..sitive -ab- up­
t.ake in :.=x>l•oocy1e· 1·b· 1 • Bumet.anide wa• added t.o the preincu­
ba.uon a::d upt.ake mednun• at to- .. !\I concentraUon. Ea.ch bar 
depic:u t!:.. mean :: SE or too ooc:yt.e• from 5 dif!".,r..nt fro1.'ll. •p < 
0.001 vs. L-snBSCt. 
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campa.red with values obtnined in L-mBSCl oocytes 
'15.8 = 0.7 nmol·oocyt.c-t·h- 1 .P < 0.0011. Thc rcduclion 
in suñnce cXpression of L-rnBSCl-EGFP nnd in 
L-rnBSCl bumetnnide-sensith·e ~Rb- trnnspori. showcd 
similar relnt.ionsh.ips to the a.rnount of coinjt?Ctcd 
S.mBSCl. As shown in Fig. 5.-\. ,..,·hen oocytcs injccted 
";th 25 ng of L-mBSCI-EGFP cR.."\;'A wcre ndditionally 
injccted with increasing concentrntions of S-rnBSCl 
cR..~A. from 6 to 50 ng/oocyte. 3 5ignificant dosc-dcpen­
dent decrense in fluoresccnce intensity WWI o~erved. \Ve 
observed n dose-dependent inhibition of !M>Rb" uptnkc 
""'ithin thc snme rangf? ofS-rnBSCl coinjcct.ions 1 Fig. 5BJ. 
Thu.s the lower the L-m.BSCl-to-S-mBSCl ratio. lhc 
lower the suñnce expression a.nd activity ofthe ~a--K·-
2c1- cotrnnsporter. 

Given the rcduction in No. - -K- -2CI ~ cotransporter 
suñace expression and function induccd by S-mBSCl 
isoform in .Y:. lae1.,•is oocytcs, ,,,.e measured the efTcct of 
dibutyryl-cAl\IP+IB~IX on the ftuorescence intensity 
and MIRb .. uptnke in coinjected oocyt.es. As shown in 
Fig. GA. the reduction in the surfacc cxpression of 
L-m.BSCl-EGFP in S-mBSCl coinjcctcd oocytes wns 
pan.ially rcverscd by the addit;on of dibutyryJ­
cA..'lP+-IBMX (30.3: 4.8 without ,..s. 49 := 7.1 AU with 
dibutyryl-cA . .1.'\fP+-IB~lX. P < 0.001 •. A rcprcsentative 
exa._-nple of an ooc~"'t.e coinjected ,,;th L-mBSCl-EGFP 
and S-mBSCl isof"orms bcforc and 30 min nftcr expo­
sure to dibutyryl-c.-\.....'IPTIB~IX is shown in Fig. l. i 
nnd j. respcctively. A clcar in~ense in fluore5cence 
ira:.ensíty is observed in Fig. lJ comparcd wit.h Fig. li. 
As depicted in Fig. 6B, similar result.s wcre obtained 
'\."hen functional expression wa:o: a:;:sesscd t7.76 =. 0.5 in 
the absencc vs. 10.9 .:: O. 7 nmol · oocytc - 1 • h - 1 in thc 
presencc of dibut.yryl-cA ... '\.IP-IB'-lX. P < 0.0011. In 
nddit:ion, Fig. 6C shows thnt the 5-mBSCl-EGFP con­
strnct. is also a ble t.o reduce the :U.nction of L-mBSCl 
nnd that this reduction cnn nl5o be abrogntcd by dibu­
tYT:'o·l-c.:\ ... '\lP+IBZ\CX:. Thus in~"'<- :0 c<?'!.:is oocytes. the sur­
face exprcssion, and hcncc the :Unction. of the Xa ·­
K--2c1- cotransporter can be modulated by dibutyryl· 
c..A:\IP only when L-mBSCl and S-mBSCl isoforms are 
coexpresscd but not when the L-mBSCl isoform is 

Fig. ~ EtTect of tncreasu:.g conn•ntrauc~ ::.f 5-mBSCt 
cR....,.A "ª •urfa.:e expr.,..,•1on of L·mB.=:C1-EGFP and 

;~~o~::~en;:~~0~i~~· ~°:!:~~~tt i:'n;~~·;:it~~';."¡: 
of L-=..BSCl·EGFP cR......-A alone or to~r .... ·uh 1n· 
en!'~ amounta of S-BSCl cR::SA as i.J::Qc:::at.d. ••p < 
o.oot -rs. L-mBSCl·EGFP-in.Jt"Cted ~cp. B: bumet· 
anid~a.sitive -Rb" upr.a.ke was as-~ :n croups oí 
OQC)"1:- t.bat "·ere injened whh 25 n8' !X L-mBSCt 
cR...,.A .aloae or together ,,.,;th increasi:::..c:" amounta of 
5-BSCl cR."'lA .;u •tated. Bumetanide was .:.dded to the 
pn!'in~bation and uptakP mediums at 10- ~ !-t: conc•n• 
trauoc. Ea.ch bar depu:ta t.he m•an ::: SE ':1€ SO oocyte• 
from 3 ¿uy"erent frop. •p < 0.001 v•. L-=BSCl. 

A 

cxprcssed alone tFig. 3J. Furthermore. similar "ºRb• 
responses to cJibutyryl-cA.'\IP-IB:O.CC are observed 
"'"·hether the EGFP reporter is on S-mBSCl or 
L-mBSCL ~loreover. expcriments ,,·ere pcrf"'ormed in 
which L-mBSCI and S-mBSCI-EGFP were coinjccted 
nnd EGFP fiuorcscence intensit.y "'·as ns!!'essed in the 
abst!nce nnd prcscnce of cA..'lP. Xo S-mBSC1-EGFP 
fluorescence was detected 30 min afl.er cA..'\IP (H2 0 
injectcd 0.18 =: 0.1 AU (n """ 10 ·: L-rn..BSCl•S-mBSCl 
coinjected. 0.28.:: 0.06AU1-c.~'IP; n - lSland 0.23:: 
O.O-& At: f .... cA."\[P; n - 19>; P - XS compared with H~O 
injo;cted). suggesting thnt S-mBSCl may be rapidJy 
removed from the membrane after coinsertion with 
L-mBSCl after cA..."\lP. 
~e results in Fig .. 6 suggest that the mcchanism by 

wh1ch thc S-mBSCl 1soforrn reduces the function ofthe 
N'a--K--2c1- cotransporter includcs a rcduction in the 
suríace exprcssion of L-mBSCl. which is partinlly nb- · 
rogated after PKA activat.ion with dibutyryl­
c:A..'lP-IBl\.IX. The modulation of L-m.BSCl suñace 
expression could result from nlterations in trafficking 
to fexocytosis) or from fcndocytosis) the plasma mem­
brnne. To study this possible mechn.nism, we asscssed 
the efTects of colchicinc. nn inhibitor of" microtubules 
126 •. on thc surface und funct.ionnl expression of t.he 
N'a--K--2CI · cotransportcr in oocytcs: coinjected with 
L-mBSCl-EGFP or L-mBSCl cR~A- togethcr with S­
mBSCl cRNA. As shown in Fig. 7.-\. 'thc fluoresccnce 
intensity in L-mBSCl-EGFPTS-rnBSCl-coinjected oo­
C.J."tes "'·as lowcr than oocytes nlone and the dibutyryl­
cA.."\lP- IBi\lX increment was pre .. ·ented by prior expo­
surc to colchicinc. Colchicinc alone had no efTect on the 
fluorcscencc intensity cithcr in t.he L-mBSCl-EGFP­
injected group rdata not shown' or in the L-mBSCl­
EGFP-S-mBSC 1-coinjectcd group. Representntive im­
age.s of nn OOC)'tC e.xposed to colchicine alontl or to 
colchicine and dibutyryl-cA..'lP- IB:\CX nre shown in 
Fig. l. 1¡i. nnd l. rc5pectivcly. z-..;o change in fluorescence 
intensitv is obsen:ed. Similar results v..·ere observed 
when ~Rb· uptake was assessed. The ~Rb .. uptake 
observed in L-m.BSCl+S-mBSCl-injectcd oocyt:es 
(6.2 = 0.6 nmol•oocy'te- 1 ·h- 1 J "'"a.s not afTected in the 

e 

................................. ~ ..... ~­
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presence of"colchicine (5.9;:: 0.8 nmol·oocyte- 1 ·h- 1 J or 
by dibutyryl-c:A..'IP- IB?\<CX in the presence of"colchicine 
(6.3: o.a nznol·oocyte- 1 -h- 1 ). suggesting Ülat blocking 
the exocytosis mec:hanisms ·with colchicine prevents Ülc 
L.m.BSC1 response to dibut~·l-c.-\..'-IP-m:\OC IFig. 7BJ. 

DISCt:SSJON 

Tbe present work describes the efTect of" the COOH­
terminal t.runcated. altematively spliced isofonn ofthe 
rnurine SLC12Al gene S-mBSCl on the suñoce and 
f"unctional expression of" the ~n--K--2c1- cotrans­
pon.er lL-rnBSCl). U,,.ing lh~ .\.". laei.:is ooc:yte's heter­
ologous expression system, ,,.-e show by confoca.l lnser 
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Fig. 7. Colchicine pre<o·•nta the efT~ ar the d.Jbutyryl~'lP and 
JB:O.IX on suñace exp~s1on and tranaport. in L·mBSCl and S­
mBSCt coiruecteod oocyt.es. A; nuorescence inte-c...1ty an ooc:yte• in· 
Jected "A,th 25 na- of L·mBSCl·EGFP clt."llA .Uone !open bar) or 
togeth•r with 25 ng of" 5-mBSCt ftillt"d bars) w-itb or 'Wlchout colchi­
cine ni:d d1butyryl-c....\...'lP-lB;\JX a.a 1nd1cated. The ftlled bars depict. 
the fluorescence ínten•ity in che same JlTOUP orooc:o-~s tnoror .. and 30 
man oaft•r exposure to colch1cine and 30 min a~r eXpOsure to colchi­
cme .u:d dibutyryl-c...~'IP-IB~IX. Representati,.·e ima¡re• are •hown 
in Fig. t. Ar and l. """'P <O 001 vs. L-mBSCl·EGFP·z.nJect~ c-rvup. B: 
bum•ta..c.1d•·s•na1u .. ·e -Rb- upt.ake in oocyt.es u:;.-cwd with Z6 n&- of 
L-mBSCl cR.'"A alonf!" •open bar• nnd to¡:eth•r ..,..,th 25 ng of S­
mDSCl cR.'°A •till..-d bars• w1ch or w1thout cold::Jctne a.nd/or dibu• 
tyryl·c.A .. '\IP-18:0.IX .is 1nd1cated. Colch1c1ne- wa• ~ddt!'d lG lhe prPin­
cubauor.. med1um at. 20 ..,.:o.r. 15 min be-fore che addition oí 
C4\...'\IP-IB:\IX. Each bar r•p...,.senu the mean = SE of 25 oocyt.es 
from 3 ¿¡ff.,....,.nt frop. •p < 0.001 vs. L-mBSCl. 

image annlysis that thc 5-mBSC 1 isofonn exerts a 
domina.nt-negath·e efTcc:t on the surínce expression of 
thc longer isoforrn L-mBSCl. which results in a reduc­
tion oft.he cotran,;:portcr a.ctivity tFigs. l. 4, a.nd 5). The 
dominant-negative efTcct on surfa.cc expression. and 
hence functional acti'\.·ity, wns partinll:-· nbrognted by 
PKA activation ,,;th dibutyryl-cA.l\.IP-W:\CX <Fig. 6). 
Finnll:--. we dernonstrate thnt the efTec"t of" dibutyeyl­
c:A.'-lP- IB~IX wa.s prcvented by the exoc::i-"t.osis inhibi­
tor colchicine tFig. 7J. 

Fig. 6. E:Te<t oí d1hio:tyr:od·C1\...'IP and IB;\IX on 5-:::::i.BSCl·induced 
n!'ductior: oísuñace .. -c-;>ro!'ssion and 1n S·mBSCl or S-mBSCl·EGFP­
mduct!'d :-..-duct1on 1r. ~.;r.ct.1onal expr•sinon o( ch .. :-.:"a--K--2CJ- co­
transpor-Ar. A; tluor<!'~•r..ce 1nten•ltY 1n QOCyt.es u:::::*<t.ed w1th 25 ng 
of L-mB5C1-EGFJ• cR.S.~ alon<!' fopen bar} or toget.!::er with 25 nll' oí 
S-mBSCl in lh<l' ab: ... •ec• • tilled barl or pre-nce hau:hed barJ or 1 
m:O.l cA..''IP and l ..,.:\1 IB:\CX. The ftlled and hatche-d ban depict th• 
Huore.c:on:.ce ant•n•ity U:l t.he same group o(ooryt.es before and 30 i:nin 
aft.er t!:llpOIJUnt to d1b~Q-ryl-eA.,IP•IB;\IX_ Repl"lt-Sentauve imaps 
are•ho...-n in Fic. l.1 o:u::dJ. B; bum•tanide--ns1tive .. Rb. uptake in 
OOC)lte• ~ with Z5 DC oí L·mBSCl cR.'VA a.loe.e fopen bar} or 
l06.°'!'ther -.,th ZS ng- ofS-=..BSCl cR.'VA in the absec.ce • filled barJ and 
presencw hau:hed b..... of" d.ibut)'T)'l-c:.\...'1P• IB!\CX.. C; bumet.a.n.ide­
se!ns1t:a,.-e .. Rb · uptake> ic oocyte-s injected wich 25 ne oí L-mBSCl 
cR-"llA aloDe lo~n bar ~ topther with 25 ng of 5-i:nBSCl·EGFP 
cR-"llA i..n the ab••nce •fill.d barl and p"'9ence hatc:hed barJ oí 
d1butyryl<A.'\IP+.IB:O.IX.. 1n both B and c. bumetacide. cA.'IP. and 
IB:MX we.,. added to th9 premcubation and uptak.e ~edia 11t to-•. 
io-·•. and io-• !\f conciec.a-auon. respecuvely. Eacb bar representa 
the mean : SE oí 40 ooc:"""t<rs írom 3 d1ffen.nt írop. 
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It. is well established tho.t genero.tion oí cA..'\.IP by 
hormones. such ns vnsoprcssin. nctivates transepithe­
linl snlt. trnnsport in the murine TAL (l. 12. 15 '· How­
ever. the mechanism of this activar.ion wns unkno"vn. 
\Ve previously showed thnt PKA act.ivntion with c...\..."\[P 
did not. enhance t.he uptake ar 22Na - by L-mBSCl 
expressed in ~l{. laevis oocytes, suggcsting thnt othcr 
factors/proteins not present in oocyt.cs are rcquired to 
reconstitute t.he observed c.A..."\IP activat.ion of apical 
:--:a--K·-2c1- cotransport in murine TAL t33 •.\Ve had 
previously suggestcd tho.t the critica! additional pro· 
tci::. rcquired for cA.."\tP-di::ptndent. modulntion ar the 
functionnl cotro.nsporter isoronn, L-mBSCl. ·was thc 
shon COOH-t.erminal mBSC 1 :;plice variant. This was 
based on the following observations. First. both iso­
forms are expressed in the mouse TAL. The L-mBSCl 
isoform was expressed nlmost. equally in both medul­
lary <l\.ITAL> and cortical TAL (CTALJ scgments. but 
expression of t.he S-mBSC 1 isoform wns highcst. in the 
!\.ITAL nnd diminishcd significnntly along the CTAL 
toward the cortical surfnce e 27 J. This gradicnt of S­
mBSCl expression parnllels the medullary-to-cortico.1 
magnitude of hormonc-induced cA..."\IP accumulation ln 
t.he TAL nnd mnv nccount for the obscrvation that 
vnsopressin enhañccs snlt reab:;orption predominnntly 
in ;:\.IT .. :\.L rnther than CTAL 1 l-11. In addition. ""-e hod 
also previously reported thnt thc ~hort COOH-terminnl 
isoform, S-mBSCl. cxcrts a dom.inant-ncgative-like ef­
fcct on ion transport by the L-mBSCl Nn--K--2c1-
cotransportcr (331. This wns not dueto compctition for 
translation in S-mBSCl + L-mBSCl-coinjected oocyt.es 
beca use unrelated cRNAs such as renin or the Shaker 
K- channcl did not significantly afTcct transport by 
L-tn.BSCl. Thus S-mBSCl would reduce thc funct.ional 
expression of L-mBSCI in nativo TAL cclls. lmpor­
tantly. wc showcd thnt cA:\IP re ... ·erscd thc negative 
efTcct. of S-mBSCl on L-mBSCl function 133•. Thc 
latter c:ould provide a mcchani:;.m for cA.."\IP-mediatcd 
nctivntion of Na--K--2CI ~ cotransport in native TAL 
cclls. 

There is prccedence far a dontlnant-ncgative type af 
efTect ofaltematively spliced isoforms ofsevernl genes, 
including scvernl renal cotro.nsporters (9). For exam­
plc. t.he Na• -phosphate cotransponer gene can cxprcss 
truncated isoforms with dominant-negative elTccts on 
the cotrnnsporter function (37 •. One intcrcsting exam­
ple of dominant-negative regularion occurs in thc hu­
man KvLQTl K- channel that is associatcd with thc 
congenitnl long QT syndrome. One of the two ah.crna­
tiveh· spliced KvLQTl vnrianu forms the funct.ional 
K- .,;ha.nnel. Thc other. n COOH-terminal truncatcd 
isoform. docs not. possess chnnneJ function but exen.s a 
strong dominant-negative efTcC't on channel funct.ion 
(4). Jt hns becn sbown that trn.nsgcnic mice º"·erex­
prcssing the truncated isofonn develop severnl inter­
esting cnrdiac arrh,.""thmias <5 • and thnt. in humans 
with the recessive form of the long QT syndrome 
(Jen.·eIJ nnd Lange-:--:ielsen syndrome), mutntions in 
the dominant-negati"'·e isoform correlato with the phe­
not.ype or the cnrdiac nrrhyt.h.tn.in (24). The mecha· 

nisms by which t.runcated isoforni.s produce their ncg­
ative effect..s are still poorly understood. 

The competidon bct"""een intro.ccllular vesicles con­
tnining diITerent. isoforms or fonnation ofheterodimers 
bet.ween isofonns has been suggestcd ns possible mech­
nnisms. In the glucocorticoid rec~ptor. the formntion of 
nonfunctional heterodimers sccms to be at least. pnrt of 
t.he mechanism by which the dominnnt-negnt.ive iso­
form reduces t.he function of the receptor •29). How­
ever. to our knowledge no study has addressed this 
issue in membrane trnnsporters. 

Tho: int.eraction bet.ween the long o.nd shon isoforms 
of mBSCl could be due to competition bct.ween 5-
mBSCl and L-mBSCl containing vesiclcs. L-mBSCl 
has been detected in subapical vesicles 128>- Thus t.raf· 
ficking or L-mBSC 1 vcsicles to the apical rnembrnne 
could play a role in cotrnnsporter regulation. We ob­
served no S-mBSCt-EGFP fluorescence in L-mBSCl+ 
S-mBSCl-EGFP-coinject.ed ooc;~es aft.er c:A.'\.IP treat.­
ment. suggesting that S-mBSCl-EGFP protein may be 
rnpidly removed from thc membrnne nfter coinsert.ion 
wit.h L-mBSCl. In addit.ion. wc hn"·e shown that. S­
mBSC 1 antibody staining wns predominnntly in a sub­
apical distribution in mouse kidney 127>. Therefore. it. 
is possible thnt the alternatively spliced S-mBSCl iso­
form affocts the interaction of the trnnsporter proteins 
with t.he cyt.oskeleton (7) and/or the vesicular trnffick­
ing machinery. lf" so. then coassociation of S-mBSCl 
and L-mBSCl isoforms may result in .. t.rnpping"' ofthe 
L-mBSCl complex within subnpical '-"Csicles. 

To begin to understand the int.ernction between the 
short and long isoforms of the murine ~a·-K--2c1-
cotrnnsporter, """e nssessed the elTect. of the short 
mBSCl isoform on the surfnce expression aran EGFP­
tngged long mB5C 1 isoform using the .Y. laer.:is heter­
ologaus expression system. Se"'·eral lines of evidence 
suggest thnt t.he EGFP tluorcscence observed in our 
prcsent. study quantified cotransporter localization in 
the ooc~""le plasma membrnnc. First, EGFP has bccn 
uscd to nssess suñace cxprcssion of many membrane 
proteins cxpressc-d in oocytcs C2, 3, 8, 21) as well as 
cultured cells (30 '· In oocyt.es, intrncellular EGFP flu­
orescencc is not detected with confocal microscopy be­
cnusc t.hc laser does not penctrate deeply cnough to 
visunlize the intracellular EGFP pool at. equatorial 
scctions in these !argc cells. Even if there ""·ere sorne 
intracellular light penetration, t.he distribut.ion of the 
EGFP signal in thcse large cells is so difTusc thnt it 
"'··ould likely fall bclow the levcl oí dete-ction 13J. Sec­
ond. we show in Fig. 1 that L-mBSCl-EGFP fiuores­
cence is colocalized "'--ith the membr::i.ne markcr F:\.( 
4-64 under condit.ions t.hat. would reduce F!\l 4-64 en­
docytosis and potential labeling of a subplasma mew­
brane pool. Third. v.·e show that the S-r:n.BSCl-EGFP 
isoform. which under isot.onic condition.s remains in 
the submembranal compartment of thc oocyte (31). 
was not det.ected b,_- con focal analysis. Finnlly, we show 
in Fig. 2 a direct correlation between EGFP fluores­
cence a.nd the magnit.ude of bumetanide-sensitive 
:16 Rb • upt.ake. \\Den t.aken togcther. these result.s 
demonst:rat.c that tbe L-mBSC 1-EGFP ftuorescence de-
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tected in the prescnt. study was predominant.ly at the 
ooc)"t.e plnsma membranc. \Vhilc our results in oocytcs 
:>uggest. one mechanism for rcgulntion of BSCl func­
tion by cA...'IP. verificution of this mcchnnism in TAL 
cclls would be informativc: howevcr. no on11: has been 
nble to stnbly express BSCl in a mnmmalian cell linc. 

Our results indicat.e thnt the S-mBSCl isoform reg­
ulat:es cotrnnsporter funclion by inhibit.ing L-mBSCl 
t:rafficking to thc plasma membrane. The following 
obser-.·:ltions support this conclusion. The nltcniatively 
spliced S·mBSCl isoform reduces, in a dose-dcpendcnt 
manner, both ~Rb- uptake by. and plasma merr.branc 
expression of, the L-rnBSCl ~n--K·-2c1- cotrnns­
portcr. \Ve nlso shm.v thnt in the prescnce of the S­
mBSCl isoforrn. but. not in its absence. the suñnce 
expression of L-mBSCl-EGFP is incrcased by PKA 
ncth·at.ion with dibutyryl-c.A:\lP-IBl\.IX. This increase 
in plasma mcmbrane exprcssion is also associated with 
an incrense in "Rb- uplnke by thc cotransport.er. 
Finally. the dibutyryl-cA.'IP- m~IX-induced increasc 
in :¡;urfnce nnd functionnl cxpression was blocked by 
colchicinc, nn inhibitor of thc exocytosis m.c.chinery. 
Thus the presencc of thc S-mBSCl isoform prccludes 
the L-mBSCl complex from migrnting to the plasma 
membrane. and this inhibitory efTcct is nbrogated by 
c.~'lP. To our kn°'·"·lcdge, this is the tirst study to 
address thc mcchanisn1s of interaction bet.w~en altcr­
nnth·ely spliced i:so1brms of mernbrane cotransporters. 
Furt.her studics "-ill be rcquircd to determine whcthcr 
S-m.BSCl nnd L-mBSCl forrn heterodimers and thc 
l"C'le of PKA phosphorylntion processes on this interac~ 
tion and the trafficking mechanism. 
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Plata, Consuelo, Patricia !\leade. Amy llall. Rick C. 
"\\o'elch. Norma V&zquez. Ste,•en C. llebert, and Gerardo 
Gamba. Alt.emati...-e1y sp1iced isoform of u pica) :o-;a • -K • • 
ct-cotrnnsparter gene encades n furoflemide-sensith·e !'la*• 
c1- cotran:tparter. ..\m J Phy:riol Renal Physrol 280: 
F57-1-F582. 2001.-ln t.he absencc ofvnsopreMsin. medullary 
thic:k uscending limb cells expreso!' n K*-independ ... nt. furo­
semide-sensitive :-;a. - -Cl • cotransporter that is inh1bitt.-d by 
hypertonicity. Th"" :nurine renal .:tpecific Na --K- ·:? c1- cu­
tr:in>Jporter gene SLC 12.-\ 1 • gi.._·o?s rise t.o :u .. ..,. alt....-rnatively 
spliced isoforms. Three ft.0ature a. long COOH·tennlnal do­
main that encod~ t.he butmetanidc-sensiti.._.e :-.;a--K--2 Cl · 
cotransporter <BSC1-9/NKCC2•. and three '"'"·i.th a short. 
COOH·t.erminnl domain. kno·wn as 1nBSCl·A-l. B4. or F4 
t 19•. Hcre we ha ... ·'-" dt.0t1:c"rm1ned the functional characteristics 
of mBSCl-. ..\4, as .:-xprl";tt<t.•d in ."\.·~.'lopus laeL'IS OOC)""tt.•!'. \\ñen 
incubated at ncr:n.:il OOC)~e O!'molnrit.y f -200 mosmoV 
k:;H:!O 1, mBSC 1--l-injectcd oOC)"tcs do nut ex pre$,;. :>-ignifi­
ca.nt :-;a· uptake o ... ·er H.:O·inJe-cted controls, and unmuno­
h~tochemical an::tlyns shu\'"S that the majority ofmBSCl-4 
prot"'in is in the ~:-·tt!" cyt:opla..:m and nut at the plasma 
membrane. In con"tr"a.$t, -when mBSCl-4 oocytt.•M are e:<eposOO 
to hypotonicity C-100 mosmol/kgH:iO), a significant t.ncrease 
in :-;a - uptake but not in '"'Rb • uptake is ob,¡:erved. The 
increased :-.¡3 .. upt.a.ke is Cl - dependent, furosemide 5ensi­
tl ... e. and c . .\..."\IP $E.-n..=:1tive but K • indt;0pendent. Sodjum up­
take 1ncrea,oes ...... t...,_, dt"creas1ng o:;molarity bet'"""·et-n 1:.:!0 and 
70 mosmolkgH2 0 .- • 0.95, P < 0.011. lmmunohiHochemi· 
.::al analy51,o show:!' ~at in hypot.:inic cundition,,. mBSCl·A·• 
prott'in jg ._.,pres~E-d 111 the plasma membrane. TIU.':!'t' :!'ludies 
mdic"ute th.it the =BSCl·A-1 i:<oform of thc SLCI::!.~1 gene 
encocles n h'"·poton.ically activato:-d. cA..'\IP· and fu~midt.­
sen:!'iti.._.e :-.;:i,·.c1- C"Otrnnsportt'r. Thus it is possible that 
ulternnth·e .,.plicin~ of the BSCl ~ene c:ould pro ... ·idll" the mo­
lecufa..r mll"Chanisrn enabling the Xa. --ci--to-Sa. --K--2c1 · 
switching in thick ;i_c.cending limb cells. 

burnet.anidt!'; proteiD klna.:Jt' A; ndenosine 3' ,s·-cycljc monu­
phosphat.e; thick a...~nding 1imb or Hen1e 

Ad~• for i-Tpnn~ ~urst.s and otl:.~r c:orre&pondenee: G. Gamba. 
Molec-a.Jar Pb,-.,ololKY t.•nit. lnatituto Sac:ional de la S"utnaón Sal· 
vador Zubirais. In..rir.:"tO de lnve!ltipc:iones Biomédicas. t.-SA.\I, 
v.._.eo de Quiroga S°<>. 15. TJ,:¡Jpan 1-1000, M~:cic:o City •E-mail: 
gan:r.b-'iJ'maiJ~r.n:r.ain.~cyt..m:.:l. 

L .... CREA.SlNO SET ~ACL REABSORPTION in the thick ascend­
ing limb ofHenle tTAL> by hormones such as vasopres­
sin. which generate c.A.."IP vin their respective G.­
coupled rcceptors. is a fundnmcntnl mechnnism for 
regulnting salt. transpon in this nephron segrnent (13. 
15. 16). The cfTects ofthese hormones are crucial to the 
normnl functioning of the TAL in renbsorbing 10-lS"X 
nf filtered ::-O:aCI. pro ... -iding for normal diluting nnd 
conccntrating power, nnd regulnting di .... alcnt mineral 
excretion. 

,·asopressin incrcases t.ransepithcli:il renbsorpt.ion 
in the TAL by acti ... ating both Na-. K-, and c1- uptakc 
nnd K- rccycling through stimulation ofthe Nn--K--
2c1- cotrnnsporter and apical K- conductance C14). 
This coupling of="aCI ";th K- during ion reabsorption 
has very important. implications for the ccllulnr phys­
iology of thc TAL, because K - -recycling is lurgcly re­
sponsible for the gcnerntion of the positive luminnl 
pot.cntinl difference that drivcs paracellular cntion 
transport. Vasopressin nppears to directly nctivnte the 
apical Nn • -K- -2Cl - cotrnnsportcr in mouse TAL by a 
mechanism that. is not completcly understood but thnt 
includes switching of t.he K- dependencc of Na- co­
transport in t.hc apical mcmbrnne. In t.he nbsencc of 
... -as:opressin, furoscmide-sensitive ="a -.e¡- cotrnns­
por"t '"·as obscr .... cd in the mouse T.-\.L. whereas in thc 
prcsence of hormonc, furosemidc-scnsitive Na - trans­
port. bccame K- dependent t23). Thus "\."asoprcssin can 
S"\Vitch cotrnnsport. in mouse TAL from a completely 
K · -indcpcndcnt., but. nc,·ert.helcss loop diuretic-sensi­
t.ive. :"l:a·-c1- m.ode. to a K--dcpcndent N"n--K--2c1-
mode 123). E .... -idence for switching betwcen K--inde­
pendent nnd K--dependcnt. N°a--ci- cotransporters in 
T_-\..1. had been prrviously observed by EvclofT and Cu­
Jamia (51 in rabbit mTAL cclls. They showed thnt 
ext.racellulnr osmolarity alters the K- dependency of" 
zr..;"n - -Cl - cotra.nsport. In normal mnmmnlian osmolnr-

Tbe cos1- o( publicabon of this anic:le were defrayed in part by tbe 
paym.,nt of pare c:h.a.&-gt!'S. The anJc:le must tberefore be hereby 
ma.rk*'4:! '"adl·~rr,_,,_n~- 1n aeeordanc:e with 18 e_· .S.C. Sec:tion 1734 
soleh.- "'° indieale i.his fart. 
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ity (-300 mosmoVkgH2 0J. the npicnl Na - pnthwny is 
mainly Na - -c1- trnnsport.. '""·hcrcns when thc extrnccl­
lutar osmolarity is incrensed. the .NnCI pnthwny c:chib­
ited the classic chnrncteristics oC Na--K--2c1- co­
transporL Both transpon systems werc sensith.-e to the 
loop diuretic Curosemide (.51. Takcn together. t.hese 
findings indicnte that at t.he luminnl side oC the TAL 
the predominant .Na - cotransport systcm nppcars to be 
detennined by hormonal stimuli and ccll volume. Sup­
port.ing the functionnl evidence thnt two difTerenr loop 
diuretic-sensitive cotransport. sy.stcms ~re present in 
TAL. t.wo binding sites with distinct affini:ies for the 
trncer loop diuretics I 3 HJbumetnnide or (;iHJpirctanide 
hnve becn identificd in crude plnsma membrnne 
prepnrations from mouse • llJ and dog CS, 91 kidncy, 
rcspectiveJy. Furt.hcrmore. photolabeling mouse kid· 
ney membrnnes with lhe photosensitive bumctanide 
analog (3 H)4-benzoyl-5-sul.famoyl-3(3-thenyloxyJbenzoic 
ricid rcvenlcd that the high- and low-13H)bumctanide 
bindings siles e:chibitcd incorporation or lhe lnbcl in 
two regions: one of -150 k.Da nnd anothcr of - 75 k.Da. 
rcspectively. suggesting that eithcr thc activation and 
inhibition of lv,,.o distincl protcin.s or thc dimcrizntion 
of onc polypeptidc could account for the switching 
between Na--ci- and Na--K--c1- cotransport modc. 

The recent ident.ification of scveral isoforms of the 
mouse renal specific bumeuinidc-scnsitive ='a - -K- • 
2c1- cot.ransportcr gene 1SLCJ2Al> provides new in­
sights into the mechnni.sms of s.alt t.rnnsport. rcgulnlion 
in TAL< 19). A tot.al ofsix alternat.ively spliced isoforms 
are encoded by SLC/2.Al gene. Thesc isoforms are 
produced after t.he combination of lwo independcnt 
splicing events 119J. Onc is the ut.iJization of an altcr­
natívc polyadenylation silc that predict.s two t:'.\-pe 1 
bwnctanide-sen...tjtive Na--K--:?cl- cotr..insport.er •BSClJ 
proteins idcntical at the en:ire NH2 -t.crminal and 
lransmembrane domnins. a;; ·wcll as in the first 74 
nmino ncid residues ofthc COOH-tcrrninal domain but 
difTercnt in thc sequcnce and lengt.h of the remaining 
COOH terminus. Thc Ionger isoforrn < 1,095 amino ac­
ids J contains 383 residucs tha: nre not prcsent in thc 
shortcr isofonn. In contrast. thc short.er. truncatcd 
isoform t770 amino ncidsJ exhibits a COOH tcrminus 
with 55 residues thnt are not prcsunt in the longcr 
isofonn. Intcrestingly. thc long and short COOH-tcr­
minal domains contain different putntive protcin ki­
nase A CPKAl and protein kinasc C tPKC> phosphory­
lation siles. \Ve ha\.'C dcsignatE>d thc longcr and ;;horter 
trnnscripts as mBSCl-9 and mBSC 1-4. rcspect.ivcly 
Cl9t. The other splicing evcnt is duc to thc presence of 
three mutually exclush·e variants of coding exon 4, 
denoted A. B. and F Cl7J. Tbe combination of both 
splicing m~chnnisms results in the production ofthree 
mBSCl-9 ,rnBSCl-A9/B9/F9• is.oforms that encade the 
bumetanide-sensit:h·e Nn - -K- -2Cl - cotranspor:er • 21) 
and three mBSCl-4 <mBSCl---\..a/B4/F4) proteins. wilh 
unknown function. lnterestingly. however. interaction 
between mBSCl-9 and mBSCl-& isoforms appears to 
be critica! for vasopressin activation of the ~a--K--
2c1- cotrnnsport.er bccausc mBSCl-4 cxerts a domi­
nnnt negntive effect. on the cotran.sporter Cunclion that 

can be prcvented by P~.\. activnlion t21}. In the prescnt 
pnper we dcmonstrate that the mBSCl-A-1 isoform 
encades a K--independent f'urosemidc-sensi1h·e Nn-­
Cl - cotrnnsporter that is act.ivated by hypotonicitv and 
inhibited by PKA. acti\.·ation. Our results pro\.·ide n 
molecular mcchan1sm that can account for s'vilching 
between Na--c1- and xa--K--2c1- cotransporters in 
lhe marnmnlian TAL. 

~IETHODS 

.Yr:nopu:r lec:.·¡~ ovc.vte! JH'e!paration and in~tton. ln the 
pres1;.>nt study "'·e used the ."<. laer.:is ooc:¡.'"tes heterologous 
expre:1u;ion system. Ooc~"'tes "'"ere hnrve11ted f"rom anesthe-. 
tized 10.17~ tricainul froga and incubated for 1 h under 
";gurous :1haking at. room temperature in a Cn.J--free N"D-96 
1 in mM: 96 NaCI. 2 KCI, 1 :O.lgCl2 • and 5 HEPE5rrris, pH 7.41 
c:ont.aining 2 mg/ml ofcollagenase B tBoehringer, :\lannheim. 
Germanyl. Oocyt.es were ""'·ash~ tJu-ee tin1es in standard 
ND-96 fin mM: 96 NaCI. 2 KCJ. 1.8 Ca.CJ2 • 1 MgCl2 , and 5 
HEPESfTris. pH 7.41, manunlly defolliculuted. and incubated 
overnight at li•C in incubation medium IND-96 supple-. 
mented with 2.5 m:O.I Na - -pyruvate and 5 mg/100 mi of 
gentnmicinl. Stage V-Vl ooc~~s (41 to 00 used for controls 
""ere either noninjected or inject.ed with a 1-m:O.I Tris solution 
150 nl1. nnd experirnento.l ~"'tes were injec:ted with either 
mBSC1-A4 or mBSC1-F9 cR="'"A • 25 ng/ooc:yte in 50 nll. After 
injectiun, oocytes were incubated at l ;•e in incubntion me­
dium for 3-5 days. During thia period. 1ncubation medium 
was changed daily. 

mBSCJ cD.VAa isoform.s. The mBSCl i.:1oform cDNAs were 
in tht;.> pSPORTl • Lffe Technologiesl plnsmid. and their gen­
erntion has been described in detail t 19 •. For prepnration of 
cR;o..;A templo.tes. ench isofonn cDNA was line:irized at lhe 3• 
end by using .Vor 1 or ~1Cba l restric:tion enzymes. nnd cRN'A 
""·as then tran:1cribed in ""itro by using the Tf R:-.:A polymer­
a.:>o.: in thc presence of Cap annlog lm:\IESSAGE. Alnbion. 
.--\u,:;.tin. TXI Tran$cription product int1;.>!,!"rity was c:onfirmed 
on agnrosc gels. and concentration wns d ... r.ermined by nbsor­
bance reading at 260 nm e OC 6-&0, Beckman. FulJerton. CAi. 
cR:-.;.--\ was :1tored in aliquots at - ao•c. 

Functional charact~rization of n1DSC 1 uoform:r. Func­
tionaJ charncteristics of the mBSCl isoforms were assessed 
by measuring tracer 22Na - or -Rb- uptake in groups of 
20-25 oocytes under various osmolarities. 22!'-fa • uptake was 
me'1$ured with the following protocol: a 30-min incubntion 
period in .:\ hypotonic and c1--f"ree medium (in m~I: 25 
~a--gluc:onnte, -&.O Ca2 ·-gtuconate, 1.0 :O.lg2--gluconnte. 5 
HEPEsrTris. pH '-"''· with 1 m~I ouaba1n and 100 ,...:-.1 
amiloride. folluwed by a 60-min uptake period in a hypotonic 
uptake medium •in mM: 25 :o.;aCI. 10 KCI. 1.8 CaCl 2 • 1 
~lgCt.~. 5 HEPES.Tns, pH 7.41 c:ontnining 2.5 µ.Ci/ml of 
:=S'a - 1NEN. Boston. :0.IAI and the sume drugs used during 
the incubation period. Various degrees of tonicity were stud­
ied by adding sucrose t.o the incubation and uptake media to 
obtain •olutlons with osmolarities between 70 to 150 mosmol/ 
kgH.zO. The hypotonic condition.<1 inhibit the endogenous 
oocvi.e Sa .. -K .. -2CI - cotrnnsporter l61. Ouabain wns added to 
pre\.·ent Na· exit ";ª so.--K--ATPo.sc, and amiloride pre­
vents !>ia - upta.ke ,;a Sa - channels or Na - m- o.ntiporters. 
To perform uptakes in isotonicity, we used an incubo.tion 
mediurn c:ontaining 96 rn!\I ="'"a-gluconate and regular ND-96 
as the upta.ke mediurn. To determine the K .. - nnd c1--
dependent fr::iction or 22Na - uplo.ke. pnired groups ofoocytes 
were incubatt."d in upt.ake media withoul c1- fsubstit.ut.ed by 
gluconatel ar without K- fsubstituted by ,'\.·-melhyl-o-gluca-
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minel in the presence orthe K--c1- cotransporter inhibitor 
[1dihydroindenyl1 oxyfnlknnoic ncid iDJOA; 100 µ.:\11 f71. 

'"'Rb .. uptnke was nlso as•eased under vuriou• degree• ar 
hypotonicity with the following protocol: 30-min incubution 
period in a hypotonic K-- and c1--rree solution fin m:\I: -10 
=-:u--gluconate • .f.6 ca:r--gJuconate. 1.0 :\lit'"-gluconate. 10 
Ba-sulfote, 5 Hepesrl"ris. pH 7.-11 with 1 m:\I ouabain. fül­
lowed by a 60-min uptake penod using a hypotonic uptake 
medium Cin mM: 40 NnCI, 2.0 KCI. 1-B CaCI.,. 1.0 ::\lgCl2 • 10 
BaCl2 , 5.0 HEPES. pff 7.-1 • •.nth 1 m:\I ouabain. and 2.0 
µCi/ml of"'flRb. specific uc:th;ty 0.57 µ.Ci/nmol •=-:EX•. 

2~No - and -Rb- uptakes were performed at 3o•c and 
,.,,,.ere linear 01,.er the ffrst 60 min. At the end or the uptake 
period. OOC)"tes were washe-d five times in ic:e-cold uptake 
:5olution w1thout isotope to remo"·e extruc:ellular fluid tracer. 
after whic:h ooc~"tes were dissoh·ed in 10"."i: sodium dodecyl 
:!ulrate, and tracer activity wn..;i: determincd by '1 scintillation 
counting. 

Jmmunohistoc:hemical stnin1ng of oocyles. L'nfhced X /Qe­
d.• oocytes.injected with mBSCl·A4 c:RNA were embedded in 
OCT <Tissue Tek. :\files, Elk.hart. IN> ond slowly frozen at 
-54•c. Ten-micrometer sectionA ""ere cut. by using a Leic:a 
3050 cryo:Jtat at. -13•c. Sect1ons '-Vcre fhcud for 3 min in 
- 2o•c ac:etone. The sections '"'·ere washt.•d three times (5 
min> with PBS-T t0.05% Tween 20 in PBS. pll - 7.-IJ t.hen 
blocked with 1-:l- BSA·PBS-4'C normnl goat serum for 30 min 
at room tempernture. Slides ""·ere inc:ubnted º'·ernight al 4•C 
'•dth 1: 100 dilution of affinit~·-purified rabbit nnti•mouse 
mBSCl-4 ant1body (191 dilute-d in l'Y; BSA-PBS-4'<: normal 
gont serum. This antibody is dire-cted aga1n!lt the 55 unique 
amino ac1d residues prcsent in mBSCl-4 nnd not in 
mBSCl-9 i:1oforms. We ha"·e :!hown previously that this 
nntibody recognized only mBSCl-4 protein 119•. S'-"Ctions 
'''ere wa.ihed t.hree times es m1n ""·1th PBS-T. then incubated 
for 1 h wnh anti-rabbit. Alexa 594 c:onjugate antibody <Mo· 
lecular Probes. Eugene, OR• d.iluted 1:5.000 in 1,.. BSA­
PBS-4~ nonnal gont serum. s~1ons were wnshed a..s above 
and mount..-d '"·1th Aquapuly=ount 1 Polysc1ence,,;. "Vnr­
r'Ín~on. P.li. •. Slides wcre examir..:-d. with a N1kon Ec:hp<>e 800 
re:>earch m1croscopt.> . 

• ~nima[,, and mal<?rials. Adult :-e-mnle ."(. /artllS frogs -were 
purchased from Carolina BiologiC3.I Supply fBurlington. NCJ 
and from ~asco (Fon. Atkinson. ~111. Frob~ were mnintaint.-d 
nt the animal facility under con.it.a.nt. control uf room tempt!'r­
ature and humidity nt t6•C ::u::.d 65<'.l,, respecti"·ely. Frof..~ 
Wt."~ fed "uh brittle dry frog food :from Nasco. and water was 
changed t,~,ce n u·eek. Dibutyryl c.-'-..'\IP IDBcA..'\IPJ. collnge­
n~e B, and ali rei'triction enz~-=es were fron1 Boehringer. 
H69 wa~ irom Calbiochem. Tl:,..,. c:RNA trnnll'cription kit 
m.:\IESSAGE wns from Ambion. Trncer o1odium •~2:-:a - , und 
rub1dium ,...Rb- • -were purch.-i.s.ed from DuPont-NEN. 
Ouabuin . .:im1loride. bumet.anide. IB::\IX. und general chemi­
c:uls wt!'re from Sigma iSt. LouU . .:\101. 

Srali&th·c.: analysu. Statistic:nl ngnific:nnce was defined as 
n f.'\'l.·o-tail..-d P < 0.05, nnd the resul~ are presen1~ a:1 
menns : .5E. The .Jignific:anc:e oi' the differenc:es bet.ween 
groups wen.- tested by the one-v.·ay ANOVA with multiplc 
c:omparison by u.si.ng thu Bonfer:-oni c:orn-c:tion or by t.he 
Knllkal-\\':Uli .. Ai,....;'OVA un ra.nJu ·..-ith the Dunn•s method far 
the inultipl!i!'-<ompa.rU-on procedu~. ns n-ded. 

RESL"LTS 

E:rpn!!:rsfon of the mBSCJ-A-1 isoform in OOC)ltes. We 
hove pre,-iously sbown thac :nBSCl.-4 exhibit..s no 
f"unctional ..tctivicy assessed by either :z-.zNa - or "'6Rb­
uptake for .,smolarities between 210 and 150 mosmoV 

kgH20 (21J. A similar observation is shown in the first. 
f"our bars in Fig. l. Na - upt.ake in water or mBSCl-A-1 
cR:io:A-injected oocytes was similar under isotonic (200 
mosmol/kgH20; 2,061 = 176 vs. 2.391 ::= 115 
pmol·oocyte-t·h- 1

• respecdvely) or in slight. hypotonic 
1150 mosrnollkgff2 0; 236 = 63 vs. 2a.I ::= 48 
pmol·oocyte- 1 ·h-t. respectively) conditions. The sig­
nificant decrease in ~a - uptake obsen.·ed in solutions 
"";th osmolarities bet.ween 210 and 150 mosmoVkgH2 0 
in both wJ.ter and mBSCl-A-1-injected ooc~es was due 
t.o inhibition of the endogenous N'f'I.- -K.- -2Cl - cotrans­
porter. The last two bars in Fig. 1 show that. exposing 
the mBSC1-A4 cR...'-:A-injected oocyt.es to a fürther re­
duction in osmolarity to 100 mosmol/kgH .. O resulted in 
nn increased 22Na - uptake in m.BCSl-4-injected oo-

~~e~h~J.~~s ;-~~:{º~~.1i~~ ~~ª;rr!~1 ::~~~~ÍT~ 
respectively, P < 0.0001). Figure 2 shows the efTects of 
decreasing osmolarity frorn 150 and 70 mosmlkgH2 0 
on 22Na- uptakes in mBSCl-A4 c:R..'lA-injcc:ted oo­
cytes. Thus mBSCl-A4 f"unctional expression in oo­
c:Jo"tes is activnted by hypotonicity in a dose-dependent 
f"a.;;hfon below osmolarities of" 120 mosrnoVk.gH 20. 

Hypotonicity alters locali::ation ofmBSC 1-A.J protein 
from the cytosol to the plasma mt!mbrane. Figure 3 
shows t.he immunolocnlization ofmBSCl-A4 protein in 
representative oocyt.es incubated in either 150 (leff) or 
100 mosmoVk.gH:!O CrightJ media. The incubntion pro­
tocol was identicnl to that. used far .:!:!:--.:a - upt.ake. In 
ooc:i-"tes incubated in the 150 mosmoVkgH2 0 medium. 
the majority or stnining is localized to the oocyte cyt.o­
plasm just beneath the plasma membrane. In contras t., 
in oocyt.es exposed to the 100 mosmoVkgH .• O medium, 
most of the staining is localized in thc plÜsma mcm-

--;¡¡¡;--- --,-50-- 1CJD 

Extr•cellul•r oamol•rity (mOarnlllg) 

Fi¡r. l. Hyputonic-induced runct.ional ••p~ .. ion or mBSCl·A• in 
.Y".rnopu.. /o~t-·i• oocyt.rs. 22!'11'a - up1.a.ke was n::.•••ured in oocyte:s 
inj~ with water •open t>.rsl or with 25 ne or m.BSCl·A .. c:RNA. 
jfilJted ban) under 3 diffe~nc. eat.-.cellul.,- osmolantiea a• indíc:.t.ed. 
N"aCI ooncentrations in exc.racelluJar m.idium •ere 96 m!\f in 200 
mosmo&/llc:H-:rO. 62 rn.'1 in 150 mosm.ol/kcH.,O. -ad 40 mM íor the 
100 n:osmollkcH,.O solution. Eacb bar represecu mean ~SE of22 
ooc,.~. •s1¡¡nificantly dift"ereneo from. upe.a&. in the sam• croup 
incuba~ at :ioo m09mollkaH-:rO rp < O.OOU. tSianitk-.ntlyd1fre~nt 
frorn ali ¡rroups fP < O.OOOOU. 
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Extracallular osmolarlty (mOam/ll;g) 

L;_ a~· u~~~k~1::n!~s~~~~':':~·r~!~~;;~ ~)~:S"~º~~~,:?r.~!:~~~=~~ 
:"athson. E.Jch poinc repreR"nts rr.t-i.::. : SE oí 20 ooc:yte..,, 

br:ine. Thus in _y_ laevis ooc:.--:..:-;; hypotonicity alters tht! 
localization of rnBSCl-A-l ;::::-.,tein from the cyt.osol to 
the plasma mernbranc. Th:;;: ~spression of' mBSCl-A-l 
protein at the plasma me:r.brane with 100 mosmoV 
k~H.?O hypotonicity is con;;::;;-:.ent \'lrith the change of 
rr-8SCI-A-I from 3. nonfunc":.:·:>na.l to a functional truns­
por..er ·a,¡; shown in Fig. l. 

-:BSC J-.4.-1 enc1Jdes the i•:•::::; diuretic-sen.<;itit·e _Va · • 
e:- cotransport¿-. Figure .;.: .-\ and B, show .!;!~u -

u;::akes in mB.SCl·A·l cR:-.=-A-.njcctcd oocyt.e~ in thc 
a!:-;;:ence or prcsence of 100 _:'\[ conccntration,; of furo­
st::::.!de (.-\ or bu:r..etanide •B Thc addition ofeithcr of 

~~: ;~~~c~~~.dctJ~x~r:s~l~~~k; ~-;;:~5\~~~;;-i!tj~~~!~º~o~: 
tr":':;;: in mBSC 1-A-l-expres.;::.:-. .;- oocytcs. Fig"ure .'5 com-

ii~~~;;: ~pe~~~r::~r~~~~:~kc:n~~¿~~~~º"bie~B~~:.:~-ihi~; 

:r.B5Cl-F9 •21J. Both mBSC-1 isoforms ex:hibitcd sim­
!13~ ICv, values of-10- 6 ~l. 'Iñus :nxa- uptakc medi­
.:l:::cd by mBSCl-A-1 is loop diuretic sensitive. and the 
d!:'!'E-renct: in thc COOH tcrmini between mBSCl-A-1 
ar.d mBSCl-F9 does not nppear to alter this bumet-
3r¿de ,;ensiti'\"ity. Beca use thiazide diuretic:s inhibit the 
:-E-:ated ~a --ci- cotrnnsporter TSCl or NCC. we ex­
a;:::ned the efTect of 100-µ._'\.I trichloromethiazide on 
-~:s".:i ~ uptake in mBSCl-A4 expre~sing oocytes. This 
::1:-'i.z:de hnd no efTect on mBSCl-A-t. function Cdatn not 
s::-:·.,·n•. 

B~l'!.l.USc K -tndependent. bumetanide-sensitive 
:-.=.:i - -CI cotransport has been described in mouse TAL 
2.:;. we assessed the ion dependency of 22Nn- upt.ake 
:~ ~BSCl-A-1 cR..'lA-inject.ed ooc)"t.es. Figure 6 shows 
":.!ia.: mBSCl-A4-expressing oocytes exhibited an in­
c~<:-.3.sed .::.i:-.;a - uptake over water-injectcd oocytes 
· 3.'5yo = 592 ,.-s. 52 = 10 pmol·ooe')o"t.e- 1 ·h- 1 • respec­
ti·.·t:.:-·· that was not dependent on extracellular K-
2.:.7'5 = 438 pmol·oocyte- 1 ·h- 1 • P - not significant) 

bu: :!i.at wns :;ignificantly reduced when c1- was omit­
te.-d from the extracellular rncdiun:l (1.297 = 289 
pn:l'.li.·oocytc- 1 ·h- 1

• P < 0.0005) or when 100 µ._'[bu­
rr.c-:anide was addcd to the uptakc rnedium (998 : 293 
p:r..•:¡·oocyt.e- 1 ·h-•. P < 0.0002J. The uptnkcs shown in 
F:~. '3 werc performed in the presence of DIOA to 
in:,:::nt any cndogcnous K--c¡- cotransport (201. Si­
rr.u::aneous experimcnts in OOC)-"t.es showed thnt OIOA 
ir.:-.:b:ts thc cndogenous K--c1- cotransportcr but has 
n•: ..::Tect on :-.;a--K--2c1- cotrnnspon.er nctivity tdatn 
n-:: .;.hown1. Thus mBSCl-4 rnediates 22Na- uptakc 
t:i.:?.: !: CI dc.·pendent. and bumetanide sensitive but 
K - ~ndepc.•ndcnt. To further demonstratc the K-­
in¿t-~endcnt naturc of Xn - transpo:-t. by mBSCl·A4 
ur.d~:"' hypotonic conditions, we ns.se;;sed in the .snme 
ex;:o:::-:mcnt bumetanidc-scnsitive 22:"a - and 86Rb- up­
t.:i:-u-,;:; !n 100 mosrnoVkgH:?O media. -~ shown in Fig. 

'fESlS CON 

~i&. 3. Hypotonu::~- alten1 the locaJiza.­
uon of mBSCl-A-1 in OOC')'1.e9. 
mBSCl-A-1 prote:.:. •·aa localized in oo­
cytes by us1ne tl::.• rabbit anb.·mou­
pol.)·cJonal antibo;.o;;!y d1rected againat 
the unique 55·ai:.Jno acid COOH·t .. r­
mina.J doma1n or =.BSCl·A4 deacnbed 
pnrvioualy f 19~. l=l:nunoataininc waa 
d~c..-ct.....J aft .. r m~-b.ir.non OÍ OOC)"teS in 
eather 150 ~l,{l1 or 100 mosmol/k¡rH2 0 
fT16hl 1 mecha by ~...::llll' the aame proto­
col described for =x.- uptakea. In /,ft 
pan•I. mo.c. oí th• ..ua.inine ia Jocalized 
1n th• cyu>aol. Vl•!::.er.oaa in ri¡Jhl panel 
mosc. atillininlll' is loe:::i.!.ized to the plasma 
membrane. 
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FiR'. 4. EIT«t of loop dlurll'tie• on =:-;o - upc.ake in 
m.BSCl·A-'·inj..:ted ~ ex~ to 100 mosmall 
k¡:H30 hypotonieny. A: combined mulu oí 3 e•JWri• 
m.ll'na.. in which aa:-;a- upUtke w- ----u 1n ~ 
inj~ w1th wntt!'r 10JM!n bar•. rnBSCl·A.&·1nj..ct.ed oo­
C>~s lfilled borl, and mBSCt-A..¡ ~"le• in lhot pre-s­
encll' oí 100 ~!\.I ÍUTUM:mid., tbatchll'd barJ. Each b..­
repres ... nts mt!'nn = SE of 95 ~"'t.-. obtained rrorn 3 
diffll'rent ... icpll'rimt!'nt.a. B: combined re11ult.s of 9 exporri­
rnt!'na.. in wh1ch =:-;a - upuake WIUI ~sed 1n OOCJ."f.t!'S 
injt!'C'l.ll'd with watPr 'oJM!n bar>. rnBSCl·A.&·iaj .. cted oo­
c::'>"'t.ll'• ffilh!d barJ, and rnBSCl·A.& ~'"le• in th .. pres• 
11!'1:1Cll' of 100 u.!\.I bu.mll'1'"'nide lh•u<"hll'd bar• E~ch b:1r 
reprt!"senu m .. nn = SE of 360 ooc,.~. obt.ained frorn 9 
difrerll'nt exp.:.nmt!'nU. •p < 0.001 , .... tnBSC1-A4-in• 
JPC'teod oocyt .... 

~i'fic;~~ ;;:~;~~!:1;~1J.r~a1.!~~!'1.?' ~~56~-i~nc~~: 
!~~Í~~e~~~~:~s~~m~N:~ ~~:!'k:~:~-~~i~e;eJºb; 
nddit.ion or 100 ......._,[ bumct.anidc to the uptake medium. 
In contrast, hypotonicity had no efTect on 86Rb- uptakc 
by rnBSCl-A4-expressing o~"tes (Fig. 7BJ. Thc small 
reduction in 86Rb- uptnke in control and mBSCl-A4-
expressing oocytes is due to the endogenous K- -c1-
cot.runsporter l20L Thus vodth 100 mosmol/kgH2 0 hy­
~tonic conditions. mBSCl-A-t mediales 22:-.la - but not 
c-6Rb- uptake. This obscrvntion is consistent. with thc 
lnck oretTect orK- omission on 2~a- uptake as shown 
in Fig. 6. 

2 :!_va- uptake rnediated by mBSCJ-A.J is reduced by 
PKA. actit-ation. Becnuse the sv.-it.ch from thc ~a--c¡­
to xa--K--2c1- transport mode in mousc m.TAL has 
been shown to be dependcnt on the prcsent ar vnso­
pressin (23l, we assessed t.he eflect. or the cell-perme-

125 

100 

~ 
_E 75 

~ 
"' .;: .. 
e 

7 " 
Bumett::noe (- log M) 

Fig. 5. Bwr.,,.tanide concentr.ltioi::.-:l~ndt!'nt inhibit.ion or 
mBSCl·A .. 1:. tolid Une• and mBSCl-F9 • :. daah~ linll'I. Group• of 
20 ~ m.Jcnt11\it!'C:U!d with rnBSC"!-A-& or mBSCl-F9 werll' t!'~­
~ to incno.uinc conCll!'ntration• ofb~jde 110-v to 10-• ~I) U\ 

t.he Pf""ll'""...J:lCUbanon and uptake rnO!'cha. Dat.a wen: nonnaJized as thO!' 
pt!'~tap o{ :na..-Oma.1 uptakt!' obt.ai~ Ul m .. abst!'nc.r of bumet• 
asude-. l.'ptak .. -..·;u .os--..d at.osrnolar::;::..es oí 100 mm1mol/keK.,O for 
m8-~t-A4 as:.i .:.t 150 :no•moVka:H.:O :far aiBSC1-F9 •21t. 

able c.A.'IP annlog DBcA..."'.-IP and the phosphodiesternse 
inhibitor IB~tx on the f"unctional expression ar 
m.BSC1-A4. Figure S shows t.he result ora single ex-

:;~~~r;¡ :~~t~~fxti:,~ s:J:~~~t:;:1a'i~º¡';;b~B~é~~~ 
expressing oocytes under 100 mosrnoVk.gH2 0 hypo­
tonic conditions. The addition of 1 m-'f DBc.A..'-IP to the 
uptake medium. resulted in a slight, but. not significnnt, 
fall in 22Nn - uptake (6,611 ~ 700 '-"S. 5,293 = 663 
pmol•oocyte- 1 ·h- 1 , with and without DBc.A.l\IP, re­
spe-ct.ively). In contrast. the addition of 1 m.1\1 IBMX 
resulted in a significnnt 50~ reduction or22Na - uptake 

~nmol ~:;y~::-"}t~"¿.~t~ o.;Gs~5 mi:i~¿>f_~4 ~nt!~{ 
.:'\Ioreover. the combinatíon oC DBcA..'lP-IBl\DC exhib-­
ited a synergistic effect. that resulted in a rurther re­
duct.:ion in 22.Na- uptake to a ,_-alue that wns 70% Iower 
than uptake in mBSCl-A4 control ooc:"tes (2,080 = 514 
pmol·oocyte- 1 ·h- 1

• P < O.OlJ. This '-"alue was nlso 

I~ 
i 
i,,.,, 
~ 

H,O 
rr8SC1-A4 d:c~ 

Fig. 6. Ion dept!'ndei::.cy and bum•t.anid• sea.sitivity of ~a - up­
t.Akt!' U::a .'C. laitt.·1• ooc:yt.es injeeted with watt!'r or a:iBSCt-A .. cft.'""JA. 
as st.a~. Tract!'r upt.ake waa perf'on:aed in t.h• presence oí Na·. 
K-, a.:.d c1- in th• water iitjected croup •H 2 0J and in tbe 
mBSCl-A .. injected oocyt.ea Ui11ed barJ, in th• ab-nce ofe•tracel• 
lu.lar K- fopt!'n bar•. in th• abs•Dt:e of e•traarllular c1- (crasa• 
houche-d. bar) or in tbe pnr•ence of ali 3 ion• ou::d 100 5o1-l'o( bui:pet• 
anidll' bat.ched barJ. Each bar nrpre-nt.s mean ::::: SE of21. oocyt.es. 
•p < Q.001 vs. uptake in lh• pre-nce ofall 3 io111.9 in t.he mBSCl-4 
1njece.d oocytes. 
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i=u._i=L j.=a l r.oc 

¡¡ ~ • t 
a a 

H;O l'T'I~ --;;;o ..,.,~ 
Fi&". 7. 33Na* and -Rb- uptaket1 in.'\: la,rJ1• OOC)r1.e• 1njtc'Cted with 
eit.her water or rnBSCl·A-1 cR."'"A.. in th~ ob.1Pnc• lopo!'n bnrs) or 
pre-nce UUled bnrti • oí 100 ~'I bum1Ptan1de. L"ptnke• were P-"r· 
fbn:aed under 100 mosmoVkgH 3 0 eandition•. Each bar r<Ppre•ent:a 
mean : SE oí 20 oocytes. •p < 0.05 'l.·a. HaO control. "'P < 0.05 va. 
ab-nce oí bumet.Atllde. 

significantly different frorn the uptake in mBSCl-A4-
expressing oocyt.cs exposcd to DBc.A.1."'\IP nlone. \Ve con­
firmcd thc inhibitory cffcct of' 1 mll-1 DBcA."\IP+l ml\.f 
ra:\OC. on mBSCl-A4 function in two ndditional exper­
iments by using oocyt.cs frorn different f'rogs <8,425 : 
912 ""S. 1,230 = 285 pmol·oocytc- 1 ·h- 1 without nnd 
with cA.i."\IP+IB:\IX.. rcspccth·ely; P < 0.00001>. In ad­
dition. Fig. 9 sho-·s thc cffect. of inhibition of endoge­
nous PKA activity with 20 J.L.-"\I HB9 on :i-..i:Na- uptnke in 
mBSCI-A4·expressing ooc);'"tes under 100 rnosmoV 
kgH2 0 hypolonie conditions. The inhibition of' PKA 
rcsult.ed in a significnnt in crea....~ in mBSC 1-A-t func· 
tion '2.989::: 184 vs. 4,762::: -124 pmol·oocyte- 1 ·h- 1 in 
the absence nnd prescnce oí H89, rcspectively; P < 
o.0001). ~[orcover. 22Nn- uptake in mBSCl-• .\-l cRNA· 
injec"tcd oocytcs in the presenc-E- of H89 ""·as nbolishcd 
by 100 µ.l\[ bumctanidc. Thu.s !unctional cxprcssion of 

·--- + + 
+ 

+ 
+ 

Fig. ~- EfTecu oí dibu.Q""TYl-cA..'\IP a.c.C..or JBMX on mBSCl-A-6·1n· 
duclPd ~-- in =:..-a - upt.akll!' in-~ ::-or:;;_. OOC')"t1Ps. "ºater control 
ooc:yt.es •h•t.c:b.d borl. a:1BSCl·A4 ooc:y-- ui the nb.enc:e 'ºP""n bars 1 

or p~nce HUlf'd bars1 of 100 .... :H b~ide. Add1uon of" 1 m:\1 
diburyr.vl-c.A..-'IP 3.Dd/or 1 =..." 18:\L'<. is ~1cted. Each bar repre-nU 
mean=· SE oí'!Ooocytes. •p < 0.01 v•. =BSCl·A-1 control. -P-c O.Ol 
vs. mB..C::Ct·A-1-c..\.."IP alone. 

o.L.---~­
aunw~ ... + 

+ 
+ 
+ 

Fitr. 9- EfTot« oí H89-induced prote1n lunase> A 1nhib1uon on 
rnB-C:Cl·A-1 íunctional 111xpreaaion in hypotoruc cor.d1t1on9· Open bar: 
upt..ab in water-injected controla: tllled baMI. mBSCt-.\4 c:R.'IA· 
ir.J.c"U!'d ooc:yte• :u indicat.ed. Eac:h bar repre•er.u mean : SE oí20 
~· •p < 0.01 va. upt.ake 1n mBSCl·A-1 ui Ule absence oí H89. 

rnBSC1-A4 under hypotonic conditions is regulo.ted by 
PK..-'. o.ctivity. 

DISCCSSION 

T!Je present work describes the functional properties 
oí m..BSC1-A4. the COOH-terminnl tru.ncated, alternn­
th·ely spliced isoform oí the murine SLCJ2Al gene 
expresscd in T.~ cells. t:sing the _"\.': laeL'is oocyt.e 
heterologous expression system, "·e sho""'" that the 
mBSCl·A4 isof'orm is a functional t:ransporter thnt 
encodes a K--independent. loop diurctic .. sensitive 
~a--c1- cotransporter <Figs. l. 2, 4-°;"·. Activation of 
the :n.BSCI-A-1 cotransportcr in ooc:""te:i rcquires expo­
sure to reduct:ions in osrnolarity be!o,,· 120 rnosrnol/ 
kgH.::0 fFigs. 1 and 2) and this is accompanicd by a 
shif: in expression of cotrnnsportcr protein from cy­
t.osol t.o the plasma membrane fFig. 3 •. In nddition. we 
demonstrntc that the ion t.ransport function of 
m.B5Cl·A4 in hypotonic media is fur-:.her regulated by 
c...\..."\(P/IBl\lX e Figs. 8 nnd 91. 

5e,·eral lines of cvidence have indicat.ed the exis­
t.ence ofa K--indcpendent, furosemidc·sensitive Na-­
c1- cotrnnsporter in mouse C23) nnd rabbit (5) TAL. 
Sun et al. (231. using isolated peñused mousc mcdul­
lar.· T • .\.L tubules. demonst.rntcd that ouabain-induccd 
celi swclling ,,..-as absolutcly dcpcndent on sult entry 
into cells through the loop diuretic-sensitivc. apical 
Xa - .n;:-·CI - cotransport mcchanism. ln t:he absence of 
va.sopressin ci.e .• cA .. '\IPJ. ouabnin-induced swelling of 
the tubulnr ccUs was abolished by loop diuretic nnd by 
rema"·al of lurninal Na - ar c1- but not. by omission of 
lum.inal K-. \'-'Den vasopressin was ndded to the prep­
aration. removal of luminal K- resulted in prevention 
of cell swclling. indicnting thc cxistence of a Nn--K-. 
2CI - cotransport systcm in the apical Dl.embrane. Thus 
vasopressin shif\.ed the mode of apical cotransport from 
Na--ci- to Nu--K--2c1-. In rabbit medullnry TAL 
cells. Eveloff nnd co-workers l 1, 5J had also shown 
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evidencc for the coexistencc oí íurosemidc-scnsitivc 
xa--c1- nnd :sa--K--2c1- cotrnnsport pnth,.,·nys and 
thcir rcgulntion by osmolniity 'l. 51. Thesc dntn tnken 
together indica te thnt. in the TAL. when extrnccllulnr 
osmolnrity is Jow for cell 5 welling occurs by other 
means) nnd in the abscnce oí vasopressin for cA..'\.IPJ, 
the trnnsepithelinl salt reabsorption is mninly due to 
a."I apical Na --Cl - cotrnnsporter, whereas whcn extra­
cellulnr osmolarit.y is inc:reased and/or in the prescnce 
ofvnsopressin. the mnjor salt transpon. pathwuy is thc 
xa--K--2c1- cotram1porter. Both mechanisms ob­
ser ... ed in T.'\.L c:ells are scnsitive to l~p diuretics. a 
finding consisten t. with our observations in mBSCl-A4· 
nnd mBSCl-F9-injectcd OOCYtCS fFig. 5). 

\\·e previously idcntificd six spliccd isoforrns of thc 
mouse Nn--K--2c1- cotransporter gene fl9t. Our ini­
tial funclic.nnl expression oí these isoforms rcvenled 
thnt the three long COOH-t.erminnl domain mBSCl-9 
proteins <A. B, and F) encade the loop diurctic:-scnsitive 
:-..-a - -K--2Cl - cotransporter. The shorter COOH-termi· 
nal domnin isoforms lmBSCl-4AIB/FJ, however, 
showed no expression under our standard eXperimen­
tal conditions, "vith osmolarities between 150 nnd 210 
rnosmoVkgH 2 0 <21). Bccnuse incrensing the extracel­
lular osmolarity inhibits the K- -independent Xa - -Cl -
cot.ransporter in rnbbit T~ cells (5), wc rensoned that 
h,ypotonicity nnd/or incrcnse in ccll volume could be an 
important condit.ion to ncti\.·ate the cotransporter. \Ve 
now show thnt osmolarities below 120 mosmoUkgH2 0 
nre required far íunctionnl expression of mBSCl-A4 in 
oo~"t.es <Fig. 2). The primar:· cy"t.osolic localization of 
mBSCl·A4 protein nt an o~molarity oí 150 mosmoV 
kgH2 0 shown in Fig. 3, left. pro"·ides nn explanntion 
for the lack of thnction of mBSCl·A4 nt higher osmo­
larities, abovc 120 mosmol/kgH;:O IFig. 2J. Incubntion 
ofmBSCl·A4-injectcd oocytes in rxtrncellular medium 
with an osmolarit..ies < 120 mos:moVkgH2 0 resulted in 
drnmntic incrcases in Na - upt.ake IFigs. 1 and 21 and 
was associated n'"ith immunohistochemical localization 
ofmBSCl-4 at t..he plasma mernbrane CFig. 3, right). A 
similar hypotonicity-induced translocation-acti,·ntion 
mechanism has becn recently ,;:uggested by \\"atts nnd 
Good 124) for the N"a·11.¡- antiporter. NHE3. in TAL 
cclls. In nddition. othcr mcmbers: oí the electroneutral. 

l-'1¡r. 10. Propo~ rnodel íor thick U1•ce.c.dine limb 1TAL1 
fu11 ... ~100. A: op.oration. of'watercun.en·a::!on. B: operution 
duru:g maximal water diuresi•- 5- ter.: !or di-.c:u-ion. 

A 

.. 
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cntion-dependent c1- cotransporter íamily are also 
regulated by hypotonicity Cor cell volume), sorne being 
inhibit.ed (by. e.g .• endogenous Na - -K--c1- cotrans­
port.er in Xenopus oocytes. Fig. 1, t6. 22J; the rat thia­
zide-sensiti"·e N"a--c1- cotransporter 11B)J and others 
being act.i,·ated (K--c1- <KCC) cot.rnnsport.ers (10. 
20•). 

However, the rnechanism by which hYPotonicity in­
creases the localizntion of' rnBSCl-4 at the plasma 
membrane and thus its activity as a Xa--c1- cot.rans­
porter is not clear from the present. studv. PotPntial 
mechanisms include enhanced posttr3.nsl0.tional pro­
cessing ar the protein via act.ivation of intracellular 
proteins such ns hent shock proteins or other chaper­
ones or nlterations in local vesicular trafficking to the 
plasma membrnne. In addition, it. is also not clear 
whet.her the íundnmental rnechanism to cxplain the 
hypotonicity-induced activation oí m.BSC1-A4 is the 
increased cell volurne per seor other rnechanisrns such 
ns activation or deactivation of intracellu1nr messen­
gers or dilution oí potential intracellular inhibitors 
1 i.e., c:A..'IP or intracellulnr c1- ). These nre complex 
issues. and íurther studies will be necessary to cl3.rify 
the mechnnisms. 

The activation ofmBSCl-4 in the present study was 
observed when "'·e rcduced the extracellu1ar osmolarity 
below 130 mosmol/kgH2 0. The normal osmolnrity for 
oocytes is -210 mosmoVkgH2 0. Thus t.his reduction 
represents a decrcnse of -40c:t. Beca.use oocyt.es are 
rclatively impermeable to water, this percentuge or 
reduction is required to develop hypot.onicity-induced 
cell swelling. Such a low osmolarit.y ( 130 mosmol/ 
kgH2 0) will be rarely present in mnmmalinn renal 
medulla. Howe ... er. similar and even higher percent­
nges of reduction in renal rnedulla osmolarity dcvelop 
during brisk diuresis induced by water londing. In 
these circumstances. interstitinl Na.Cl a.nd urea con­
centration decline rapidly and renal medulla osmolar­
itY can be reduced from 1,200 t..o 600 mosmoVkgH2 0. In 
contrnst. due to t.he high content of osrnolytcs such as 
sorbitol. inositol. or betaine ""ithin the medullary cells, 
when medulla~· interstitial osmolarit.y is reduccd, 
cclls tnke up water and swell (3J. For this circum­
stance. we suggest. that. mBSCl-4 may be activatcd. 
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.According to our prcvious observnt.ions in mouse T.1'\.L 
«23>. Na--K--2c1- cotransport. should be sensitivc t.o 
P~ nct.ivat.ion induced by G.-coupled. rcceptor-depcn­
dent generation oí cA.,(p f e.g .• by ""asoprcssin 1. The 
mnjor observations are thnt activntion of PK..-\-dcpen­
dent processes J) enhnnce the rate ofnet snlt reabsorp· 
t.ion. and hence Na - -K--2c1- cotrnnsporter nctivity. 
by the TAL < 15J; and 2> change the mode oi :-.;a - -Cl -
cotransport. frotn K- independent to K- dependcnt 
f231. Because both mBSCl-9 and mBSCl--l isoforms 
coexist in mouse medullary TAL cells 119 •. regulation 
of both eotran!'porter isofor:ns by PKA probably con­
tributes to the vasopressin-stimulatcd state of salt 
transport. in the mTAL. As we show in Fig. S. addition 
of 1 mi\-[ cA.."\(p..,.. ¡ m!\-( IB:\CX to the uptake medium 
resulted in an -70% reduction in 22Na - uptake medi­
ated by mBSCl-A•1. In addhion, inhibition oí endoge­
nous PKA activity by H89 in oocytcs rcsulted .in an 
increase in rn.BSCl-4 function 1 Fig. 9J. :\Iorem.-er, we 
have previously shown that mBSC 1-A4 has a domi­
nant negativc efTect on Na - -K- -2Cl · cotransport mc­
diatcd by mBSCI-F9 and that activation of PKA abro­
gatcs this dominant ncgati"·c cffcct <2U. The latter 
gives risc to nn incrcasc in xn--K--2c1- cotransport 
acthity. Thus PK.-\ activation inhibits ion transport by 
mBSCI-A·l and abroga tes the dorninant ncgath:e cffccl 
oi mBSCl-A4 on mBSCl-F9. Thcsc e!Tcct= .. ,·ould in· 
hibit K • -indcpendent Na - -Cl - cotransport and acti­
vate !'iia·-K--2c1- cotransport. The spccific mecha· 
nism oíthe dominant ncgati...-e-like cffoct ofmBSCl-A-1 
on mBSCl-F9 and its modulation by vasopressin are 
presently under in,.·estigation. 

On thc bnsis of thcsc findings. we suggest a func­
tional model for the molecular physiology of salt rcab· 
sorption in the mouse TAL nnd its rcgulation by vaso· 
pres.sin. Two distinct íunctional and molecular modcls 
operate dcpcnding on thc prcvnlent stimuli in thc TAL. 
Figure IOA shows thc íuncti:onal modcl that opera.tes 
during water con~ervation, a :;:ituation in """hich thc 
osmolnrity ofthe renal mcdulla is high and vasopressin 
is prescnt. In this modcl. both ='n--K--2c1- and apical 
K- conductancc ,,,..¡11 incrca.sc due to PKA acth·ation 
( 12>. Coordinnted function of both pathways ensurcs 
K- recycling and gcncration ola Jumen po~itive volt· 
ugc. Becausc thc apical membrane of the T • .\.L is im­
permeable to watc-r, thc intense reabsorption of salt 
dilutcs tubular fluid and concentrntcs thc n1edullary 
intcrstitium. In thi:; modcl, thc :-.:a - cntry pathway in 
apical membrnnl.>s is thc Nn-·K--2c1- cotransportcr 
cncodcd by thc mBSCl-9 isoforms. In contrnst. Fig. 
IOB shows the functional model that opcrates during 
ma..'timal water diuresis. a >1ituation in which the wash­
out of mcdulhu~· tonicity pro";des n relath·ely hypo­
tonic environment and '\."nsopressin secretion ratc is 
low. It has been shown t.hnt when the intcrstitial salute 
concentrntion in the renal mE<iulJa dccreascs rapidly, 
t.he cells take up water due to the high content of 
osmotically active substances :S=uc:h as glycine. inositol, 
cte. f2, 3). Thus under thcse circumstanccs. T.-\L cells 
swell and t.he Na- pathwny in i:he npical membrane 
operatcs as a Na--c1- rather than as a Nn--K--2c1-

cotrunsponcr. In t.his circumstnncc in thc mouse med­
u))ary TAL. t.he NoCI nbsorption rate is reduced to 
-sorr of thnt prcscnt in the antidiuretic stnte and in 
the presencc of ""nsopressin f 14. 23 l. 

,, . ._._ .. re ¡;:r.:1.tef1.:.l to Oct..:1.\-:io '\."illa.nueva :a.nd JeitUa Lópeo& for help 
,,.,,th rroi: ca"' ar:d to members of" the :\lol~la.r PhyaiololO" t:nit for 
•u¡!gest1ons .. r.d :1umul•u1ng d1acuas1on. 
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The bumetanide-!lensitive :Su-:K•:2c1- cotrun!IPO"er 
<BSCl> la the major pul.hwuy fur !lult reuhsorpdon in the 
apical mernbrane or t.he rnammallan t.hlck a.cendinl&' 
lhnb of Henle. Three i•o(onn• or the cotran•po"er, 
known ••A. º• and F. exhibJt axial expre•sion alona t.he 
t.hicl& aacendins Uim.b. We report. here a functional corn• 
pari•on of e.he c.h.-.r-e h11ororm11 from mouae kidney. ""ñen 
e.-preaaed in Xrnopu• ooc)"1:e• t.he mOSCl·A iaorortn 
•howed hilrher capacity of lr11.naport.0 with no dirferenco 
in the amount. or surluoce it!'ll:pre•aiun. Kinetic character• 
izadon revealed dh.•ereent amnhie• ror t.he c.h~e co­
transport.ed ion-. Tbe oh•erved ECi.o value• ror :Sa - • K .... 
and c1- were 5.0 = 3.9. o.oo = 0.16, and 22.2 = .. .8 im.~ for 
mBSCl·A; 3.0 ::t:: o_&. o.76 : o.o':'. and t 1.6 : o.7 "'·'• rior 
mBSCl-U; and 20-6 : 7-2. 1.5-1 :: 0.160 and 29.:? : :?.I not 
ror rn.BSCt-F. resp.cdvely_ Dumet.anide acnsith·h.y waa 
bi¡¡:her in mBSCl-B comparrd ~·ith the mBSCl·A and 
mBSCl-F ittaronn ... Ali t.hree lranaport.ers were part.ially 
lnblbited by bypoc.onich.y hui. to differenc. excenta. 
Tbe cell 11welline-induced inhibit.ion profile wu.111 
mBSCl-F > rn.BSCl-0 > mBSCI---\... The function or the 
Na-:K-:2CI- cotran11port.er "M>'as noc. uoffrch•d by estracel­
lular pll or by the addit.ion oí metolazone ..... 1·-dii~lhio­
cyunato1nilbene-:?.:?'-disulfunic ucid tDIOS>. or R• + 1•(12-
n-butyl-6,7-dich1oro-:?-cyclopenty1•2,3-dihydro-l•oXo•l• 
ll"-indenyl·5-yl>-oxyJacetic acid CDIOAJ lo the- ex-
1.race-llular mediun:a. ln contr1ui;t. e•po1ture of ooeyt•• C.o 
ll¡:CJ 3 brrore the upc.ake period reduce-d e.he- ucc.h·hy or 
the- cotru.naport.er. The effecl or HcCl 11 wu.s do•~epend· 
.-nt. und rn.BSCl-A and rn.HSCl-0 eahibited hia;her amn. 
lty than mDSCl•F. 0,.·erall. lhe funcdonal compari-..on or 
the imurine apical renal 0 11peclnc :Sa•:K•:2c1- cotrun11• 
port.er l11oform• A.. e. and ,.~ re,-eal• lmportqnl runc:­
tionul. phannacol01[ic11.I, and kinetic ditrerence-a. ,,..·ith 
both physio1oeicul and •lructural implicutions. 

The bumetan1dt"-So;.:=J1t1,·e X.1 · Kº ~c1· cutran>1port .. r 1:!11 :he 
maJor salt tr:.l.n:!llport ?athw::i.y 1n th.e :ip1cnl membrane <:>f :he 
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553601 &om th"' Howa...-: Huch•• !\J.-.i;ca: ln•Utute oto G. G. ;1.nd 
OK.36ó03 !rorn th"" Sauoe..I lnat1tu1•• of H•..:th 110 S. C. H . .vid G G 1. 

The ca•U oí pubiicotior. :ñ ~a• <1n1cle w•r. derr11yrd •n par:: by th• 

!'aªJ:::~~~:-"" .".!'8:C:':~~c!. ·:..~"~" ~L: ~C.r.J:~.!: h1"'!i!'Y.:i:1~,~~ 
1nd1C':lt• :.hua f"ac:t. 
~ Supp:>rted ~· 6Chola..~h1p fU:\nU f"ro:= COS.\~YT and frorn :h. 

01n!'Cc-:.ón C.nera> d•I Penr:>&al Ac:ad.-m1ce ::if<:he S.:auonnl l:ni\·•nny 'lÍ 
;\leaaca. 

JTo .,.horn COIT>"9pond•~ .hould be aéd.resMd: !\lolecular Phyuol• 
OCY t;rJl- Va.aco .;,,.. Qu1,...-c- 15. TI..tlpnn :.&000. !\IO!'icic:'Q C1ty. ;\l•.::ca. 
T.-1.: 525'-513-386.$. Faa: .525-6S.5·03$2; E·=ail.: pmbn@lconat:yt.nuc. 

mammali.:i.n thick .:1.scending limb oíHenlr"• loop 1TALH1.1 Thv 
íunction of this cotranaponer in e.he TALH 1• criticul far salt 
reabsorption, for the production and maine.enance CJíthe counter• 
current multiplicut.ion m..chaniam, nnd is abo involvl!d in the 
regulauon oí the acid-ba.se and d.ivalent mineral cation meubo­
liam fJ 1. The di.sruption ofthr Sa·:K-;2CI- cotransporter ¡rene 
i.n human• C2) and mice 13, produces Bartt.er"• ayndrorne, an 
nutosomnl receasive di.sra.se characterii:l!d by metnbolic alkalosi.a, 
hypokalemia. hyPercalciuria. and 11•vere volume depl .. t.ion, ac• 
companu~d by a reduction 1n arterial blood prl!'s.sure. ln additioD. 
lhe !'a ·:K-;2CI • cotrnn.!lponl!'r protein in the T_..\.LH i.s the main 
phnrmacolol{lC"nl t.n,rgl!'t o{ loop diur•tics 14), ""·h1ch are used ex­
ten.-i ... ely in th•~ tre-:iitrnenl ar •demutous !ltat .. s. 

Th .. pr1n1ary atructure or thl" k1dney-specil1e. buml!t.nnide­
sen.siti ... e !""n-:K-:2CI- colran:!llporter fBSCl or NKCC21 ha.JI 
been efuc1dnt•d b~· clon1nii cO:-..-A from rnt 15 '· rabbit C61, mouse 
171. nnd hum:iin kidney •2•. BSCl belongs to the .superfa.mily oí 
electroneutral c.:ition-coupled chlorid• cotrnn.sponers for which 
eil{hl genes h.:ave been identtfied 181. Two oíthese gene!ll encade 
for :"a-·K-:2Cl- cotransporters: BSCl, a k1dney•speciflc co­
lran!lportl"r ••presserl only at thl" apu:nl m•mbrnne oí the 
TALH. and BSC2 <aho known ;:u ,.-KCCl •,a ·.ibiqu1tously ex• 
pn.•a!led gene at the basolat"r.:i.I m•mbran.- of eptthelial c-elb­
wh1ch 1s abo expr•;!l5ed 10 .i~\·eral nonepithehal cell,.. Thl!' d•­
gree oí 1dentit)• bet·.,·et.>n the.ie prnte1ns 111 --:;o.,.. and in hu· 
mnns. the BSCl nnd BSC2 g•nrs are locali~ed 1n c:hromoaomea 
15 und S. re.!lpecttvely. The mur1ne BSCl gene ¡rt'·es riae to aix 
nltemati,·ely :tpl1ced 1aoforma caused by the cornbinntion oítv.·o 
11pltc1ng mechan1sms. One results írom the exunence oí three 
mutuaJI~· exclusive ca.sene exons of96 bp numed A, B. and F. 
wh1ch encode 31 nm1no uc1d residues thnt are pan. of the 
putati ... e tran.!lnlembrat:le segmenc. 2 and tht: C"'ODnecc.ing seg-­
ment bet:ween t.rnn.!lrnembrane segmenta 2 and 3 16. 7). Th• 
other splic1ng mechanum is a polyadenylation •iirnul in t.he 
1ntron be-twel:'n exons 113 and 1 ':' producu1g- n COOH·terminal 
truncated 1soform that lack.i the la!lt 327 :trruno .:i.cid re11idue• 
bul conta1n.!I 55 re:11dUf:!'l!ll at the end wh1ch are not pre•enl in the 
longer i:'luíorm:1 (91. Be.-cau!I• the '"'º aplicing mechnni•m• are 
1ndl!pendent of ench oth•r. six isoíorrns nrr prra•nl in the 
TALH cells: thr•e 1soforr:iu with a long COOH-termannl domain 
IA. B, and FI and thrre •·ith a short COOH·tenninul doma.in 
l.A. B. and FI t9. 101. 

1 Th• obbm·1ataons u•..O .:11."'· TALH. thic:k nK•nd1nir !J.n:ib of"H•nl•·• 
loop. cTALH. c:'Qrt1cul T.~. :nTALH. m~dullary TALK:. BSCl. bumet­
an1d•--nsiuve c:otron•por-~r 1 ••l-.o known as :o<IKCC2: BSC2, bumel· 
anidll'--n•1:1v• :-<la ·.n:--2c:- c:'Qlran•p:>ru•r 2 •al•o known a.. NKCCl1; 
mBSCt. rr.ou- BSCt. DIOS . .l--&'·di••oth1oc:ynnato.taltwce-2.2'·disulto­
nie acid; DlOA. Rt + >-!12·n·~:yl'.6·7·<hchloro-2-cydop..ncyl·2.3-d1hyd.-o­
l-o•o-l·ll-i.ndenyl·5·Yll-o:icy".ac.t1c 11c1d; GFP. lf"l'"'O nuo~nt prutein; 
EGt-P ... nhaneoed Gt"P; -Rb-. tracer rubadium. 
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Functional Characterizatiun of n1BSC 1 /sof"or,ns 

The splicing ai. che COOH-1.enninal domnin in mou5e a..c;c l 
has rernarkable effect.a on i.he coi.ransporter propertit."•. 
\\.ñereas i.he t.hree lon¡: .. r lsoíonn:lf tA. B. nr1d F1 function ª" 
bume1..anide-sens11.i,,·e Xa ·:K-:2CI- coi.rnn•purters wh1ch are 
parti31ly inh1bited by hypotonirity 15. 11 t. t.he short:er isoform 
operai.es as a K--independent.. bui. ne,,·erthelea• bumetanide­
sensitive Xa -:c1- coi.ransport:er thai. is aci.ivated by h.)-poton1c-
1ty: 121. Both trn.nspart:ers are pqually sensitive to loop diuret-
1cs. In addttion, the shorter 1~fonn is -ns1ti,,·e to c..-\..~1P and 
exen.. a dom1nan1.-negnti,, . ., efTect upon the Na-:K-:.:?CI- co­
tran.:1porter .... -hkh c:.n be abro~atPd by c.A..'\.IP 1111. Thu.11 . .:1phc-
1ng of the COOH•terminal domn1n changes thl! l'.1-"P"" and nm• 
~haomctr:-· of thto cutrah,.purt~ 100:1, the reospon.:1e ta cell 
.:1wellin¡;, and pro,,,de• a potential regulatory mechan1sm ofthe 
Sa -:K- ::?CI- cotransporter ncti'l.,tv. 

The funcuonal efTect of splicin~ of the mutually e:-oc:dus1'I.""' 
cassette e:oi:ons A. B. a.nd F, encod1ng part of the tran.smem· 
brane segnu~nt 2. as :1t11I unkno"'n. but it has been ;iuggested 
thai. the exons could affect t.he transport propert:irs oí the 
cotransporter. Early atudies on 1solnted. cortical TALH 
l:TALHt aegmc.ont.s by BurG t 131 nnd medullar:-· T..-\.LH 
fmTALH~ aegmenu by Rocha and Kokko fl4J 1nd1cated that 
mT.-\.LH tranapo~ SaCI more rapidly than lhe cTALH but 
";th !i'Teater diluting power in the cTALH 1151. auggesting 
heterogene1ty ofthe t.ransport pro~nies a.long the T.ALH. Sup· 
ponLDg thi.5 pouib11ity. the apparent affinily Cor c1- obse,.,.·ed 
b~· Greger tl61, Hu.s-C1tharel and ~lorel 117>. ond EvelofrC'I al. 
118+. when cTA.LH '•••a.s used as a source ofi.he plil•ma mem• 
brane '\.•esu::les, w.:ui ddTer.nt frorn the appa~nt affinity ob­
tained !:>y Koemg- .,,:. al. 119) and Burnham et al. 120• ....-hen 
mTALH ... ·:u used. l::i thia r.gard. 1t has been shown that the 
.:1plic1ng Í$oforms .-\.... B. and F e.xh.ai::ut a.xiol di!!ltnbution along 
the T.-\.LH. The F isofonn 1a absent tn the cTALH 11nd present 
m :he "'T.-\..LH, w1t..'": !ughere"prt:"!l~lt>n in the inner .stnpe ofthe 
outer z::nedullil. The • .\. uoform 1a pre;ient in both cT.-\..LH and 
mT.UH. "'"1th h1gher e:-oc:pre!!ls1on in ':...'it:" outer atripe ofthe f)Utrr 
meóull.::1. and the B :$OÍorm as pn•!e::::: only 10 the cT,ALH 6. 7, 
:.!1 Thus h .. teroge:::el't:"-" 1n the sal: tr.::1n11port along the T • .\LH 
could ~ e:i.u;i ... •d by ':..~E' aiotial distn?:i~:1on of the threeo i;,.oforms 
,\. B . .::1...,d F of the :-.=:i. - :K • 2CI - c-;transporter. However. the 
fur:.euonal charact..-:r.z.::1t1on of th .. ,i.e 1soform11 hali not been 
;uldr"""°"'"'"d 

ln the pre:o:ent lit~dy ....... ., ;ihow a :"..:t:actlonal characterszauon 
oftht.- lono;""r uofor~ .-\....B. and F •:i:.heo munne ='a -,K-:2CI · 
cotr..inspor.: .. r U•1ng -:.he .Y .. nvpu111 lc:.t:14' oocytes ns an heterolo­
gou~ expre21~1on sy!l'.:4!'1Ci::. Our data :-e,·eoaled sign11icnnt d1ffer­
enct.0;i u:i theo .tflimty ior Xa •. K-. a::.d c1- among 1soforms as 
wt"ll ..1.s 1n the •er..sltt'l.·1ty to buc::e-t.an1de and response to 
hypoton1c1ty 

X :~.,.tu Do,.-:- t .. Pno.::o: .. ::::m"-Adult :·,,.=ale .l(. /n,.·1• froi;:s • ..,.,T., ob· 
tam..c :'r>m :S.uco 1 ¡.--=~ .-\.:km>ton. ~11 . Oocytes •'<•re h11r-..· .. stM by 
•U11te~- i.r.drr 1).17'"1 tr-.ea.:r.• and incuba~ !"ar 1 h m the froa: für.c,..T 
NO% in ;n:-.a. 90 NaCt • .? KCI, l :i Cae:._._ l :O.tQl:CI, :md 5 HEPE.S.7ns. 
pi{ '; _. on. :h• P"'••nclf' 7".? mWml colla.,.ca- B Th .. n. oe>c>"t.•• .,...,...,. 
w¡uh..:i :"o.:.r um .. 111 1n :-0'"096, d•follu:ula:..a manunlly. and 1ncubat.d 
o~·err~cht UI th• snme =..::l.ium .:it 18 •e •upplemc>nted wnh 2 5 :n.'\I 
sodiu= P!i-T'V""ªt• .ind 'i =&'100 mi ~n~c1n. The n.,ltt da:-·. nac• 
\."-~, "XJOCYtes ,z.:1 Wc>n!' :.nJ~ ....-uh 5") ni of" water or cR...,..'\. at a 
concc-ntn1tion oí O 5 ,.s;._.; 25 na o( cR.'"'"A c.>cyt•). Anr,. 1nJO!'C:t1on . ..,. 
C')"t.•• -.erw incub .. 11!d (ar 3-4 days 1n :NDSo& .-1th sodaum P'.'TU"-"at .. and 
J:•nta:iuc-..n. °O'I• incubae;-. :ned1um wa• =-.nc..t every 24 h. Th• ma:ht 
befar• 'th• upiak .. "'llper-~nu w ... r• perfo~. oocyt.,• ....-.. .-. 1ncub11u.d 
in ct--!r.ot' ="'~·in m"'; 9113 M>dium 1.oth:c;cai.., 2 pouua1um sluconai.., 
1 6 ca!c:.urn ch:conatc-. :..o :nalrl' ... ••Um ~"":.aCOnate. 5 mM HEPES. 2.5 
1od1ui:n P)-rvv;n•. 5 m!IC'é ¡:.fttam1nn. pH 7 -1•123). 

111 \.0
1.tr.;1 niBSC I ("R¡\tA Tt'1uu1 .. 1 ...... -Tb.o clonin& and preparauan o( 

mou- ::ti.BSCl .:DNA u...d :n the >ttudy bzr. ti.en reported pr.viou.sly 
19). In br.ef. mB~1..·1-F ar..c! :nBSCl·.\. 1.ctfor:na _.,. ... cloned by homoloa 

from a m<1u- out•r m..tulla cD:"OA hbTary, ua1nir :he nounder thia.a~­
••n>ttu~·e- :-.la ·:et· cat~n,.pnM•,. cD:NA a• 11 prob..> 5, 91. The •h<IT"t B 
cauc-tt• cDSA •·n• l•ni;-th•neod by PCR .11nd lapt...d anta th• Band and 
.V.rl •U- afthe mBSCt·F :sa(orm •9•. Ali afthe rnBSCl 1-fonna U-.:1 
1n th• pr.-nt atud:i.· lll"tt 1na ... M.d :n the pla•m1d pSPORTt 1 lnvit~). 
To pr•p•recR...,¡,\.. •111ch 1-for.n cD:SA wa.s linttanz:..d af th• 3•..,nd uuns 
.Votl :'rom Roche :'loloi.-culnr 61nche:nical>t. and cR. ................ tro.nacnt..d '" 
nr,.,,. u•m& the T~ R...'\:A polym•r:i1tt mM&SSACE kit •Amb1onJ. Tran· 
•cnpuon pnaduct :nt .. irrny .... ,.. connnnl!d on •P,..... pi•. and l.he 
cor.c .. r.:,.ntann wa• d•t•rmrn~ b:i.· nb.c>Tb1tnc. "'ªdin&' :u 260 nm . DC 
":_"',;.~ ~!':kn';',j':;~_':•n.on. CA- . ..:R.'\:A was •tored :'roz ... n 1n ahquou a• 

. ..\~~;"•"'"'"'..,.,,,.,.'\.·a- K" :te:- Cotra,.•pon.,; F:.114"t1011-Th• l'u.nc· 
~ion uf :h .. N.1· K" zc:- ("otriinsport•r wns """ .. l*f!od by measll.:":::~ 
tr.1u•r -H:b · up111k• P•rkanElm .. r L1f• S.:1 ... nc•1111 '" ¡:roup1ofat1 .. a.H 15 
o<>e:i.-: .. a fo!lo ... ·1n1C thll ;:,..n.,ri>.1 protocol· a 30·man .r.cubation 1n LSOtonu: 
K · · and c1- -fn'e m.-d1um • 1n m~: 96 sod1um ch;conat .. , 6.0 calctuin 
i;:l'-'cor.ate, l.O ma~-•11urn 1fiuconate. 5 HEPESl'Tr.:1. pH 7.41 wuh 1 :n~ 
ouabatn fuilow.d by a 60-m1n upi.ke per1od 1n th• pn·•enceof:-.la", K•, 
;11nd e:·. For mo•t ,.,.p...nment• the i&atonic mo•chum conta1nt."d fin m)ofJ: 
9ti :.:aCI, tO KCI. l.ii CaCt,. 1 :'loli.-Cl 2 • 5 HEPES. pH 7...S, suppl•ment.eod 
wuh 1 m"' ouabaan ~nd 2.0 ,..e, o( -H.b-. Bec:ause ·"- la"'"• OOC)~• 
e:"tpre•A an endo¡:enous :s.- K··2c1- cotTan•poM: ... ,. 15) every •:irP9n· 
ment 1ncluded the appropnate &roupa of water-inj.....c-:.ed oocytes. 

To analyze th• ion :ran•pol""t k1neucs of the :"Oa • .K- .2c1- coll"ar15• 
port•r 1...,forms. expo.onment.a .. ._.re períoTTn..d "ªr:'·":nK the concentra­
t1ons of:Na·. K" ar.d CJ-. For :Sa· k1net1cs, th .. c>~rac ... llular K• 11Z1d 
CI - conc-..-ntrntion!I ""•"' fbced ;it 10 and 90 m\1 0 re•pt"Ctively. For K­
k1n0Hic.s. Na· and c1- •·ere ft><ed at 90 mM, and for c1- kmeticsthe:-.ra­
and K- concentratlon• •·en!' filled at 90 11nd 10 """-''· respectively. To 
rn:untaln 01molant)· :111d 1on1c .stren¡cth •• V•methy:·D-Elucamine •­
u•...-:1 as :i.n Sa· and K- •ub•Utute. and 11:luo:onate "'-aa used,.. a Cl­
subsutute. The tran•port k~neucs for a 1int1:I• ion •='a - • K•, or el-> •as 
a11e.s•ed far the th,_ mBSCl uofonna at the samr :~::neo. w1th the aan-.e 
ba:ch o{ oocyt.,.,. and •olut:or.•. In the 111ame exper1mer.: uptake .., .. aLt.o 
m .. .:11url!'d for .. ..1c:h poa:t in ·.o·atoft•utj...n•d oocyt.,. tda:..11 not shown), and 
theo m•an valu .. ,, far ..., a:•r irroup1 were .subtract..C: :n carrespondina:: 
mBSCl i;:roup•tO .:1m1:,.-z., on?y the -Rb- upt.ake beoc3u.se o(the 1nj.-o::ted 

~ .. ~!';1 ~0'";1::~h ~:~t~8...n8i~.:_-::t~~r<_::~~!i~~·~:¡-~;..smth:.:;~ 
C'Onc .. r:.trat¡onJ 1·.,.rsu$ \""\ ·._.ª pllltlll UlflnQI: Graphrad ~•m software and 
an uph1l1 d<>'O .. ·r.-•por>•t" equauon .,.,th var:able slop.- the lattar allow-a 
ih .. H::J 1lope to ""ar:.· :Tom un1t:i.· ·. Th• , .. na1t1 ... ,r:.· :and k1n•llcs for 
b,_;metar.•de "'•re a•••ued b:i.· •:"tpouna; ¡¡roupAofmB.eCl cR.'lA·anjec:ted 
OOC)"t.e• :o bum ... tan1d• ~: conc-..-ntr.:iuon• varyins (n;::n 10-'" ta 10-.. 3"1. 
The deHT..-d conc ... ntr:i:~on <>f the loop d1un'tlC wa.s pr!'sent. 1n both the 
1ncuh,.t.on anJ upt..1ke ...,.:-:c.ds. F1nall)·, we al.et a•••A-.:1 th .. effect o( 
º"mol:sr:ty upon the !"ur.~:on of mBSCl 1-.oform• \ó_.:nc the followintl:" 
cond1t1or.• dunni: uptake: hypoton1c1t!i-" 11( 160. 1sotcr.:cny of 210. nnd 
hypertor.:caty or :!60 :T:o•mollks l'or th••"' exper.:n•nta the threoe 
rnBSCl :..ofonn• w•r• -.:ao annlyz..:t at th• ••m• um.e. and all solution.. 
cont.:11ned 6:> m~1 :-inCI a.r.d 5 m..\I KCI. whu:h .--ultil'd in an osmolancy 
oí -- 160 mu1mol/k¡c. T~ prepal"e the solutions ..-:.:h 210 and 260 
rno.smol/k¡; we add..-d '5 :ar.d 90 m..\I •ucro.s•. Tespectively. 

A.JI upta.k•• """'"' per:"o~e<I at 30 ·c. At the end of':.l:.e uptak• period. 
OOC')"t.e• ..,..,.. w:..sh..-d ~ ... .,. t•rn•" in 1ce-cold uptake J.Olution .-.thou't 
'"otOP"' :o Temo~·e .,,.tr:tC'"O!'iluiar fluid traC'O!'r. Afier :h• oocytes ••rw 
~~:;~~~:lta't~o~º:!,~~~,;~r:ic•l" :actwlly was delermmed :"::T ench aocyte by 

A•u; .. 11'1 ... 111 o{ mBSC: 1-r"orrn E.rrpr"'''"'" 111 Ooc:7.: ... Plosma J.t .. m­
bron ... -Th .. surf:1.: ... l!'ltS'rlP9•1on of •ach mPSCl isofcr-:n in the OOC)'t• 

p),.,.m" rTa•mbr:in..- '"'ª' :c .. .::s.surM by fluore.sc.nce usar.~ !'nhanc:ed a:r-een 
nuorescen: pn>t .. m 1ECFP -rnBSCl fus1on construc-..s. To mak• the 
CFP-mB5Cl fu,.1on can•:n.c-t.s. tha fracm•nt conta,nu:c the (ull·lenirth 
mBSCl·.-\ cO:NA wn• .-.:nO'••e<I from pSPORTl-DSCl. W1th the ,...lr:ic­
t1on rnzymes Sall and .V<>1l, s•I iitolai..d nnd li.cated :.nto pEGFP·Cl 
1CLONTECH. P:alo Alto. C.A.t, muluns m the pl ... =ud pEC•-P·ClJ' 
BSCl, ... hich conuo1n• an ;.n-rr.me fu.ion ofthe mBSCl-A licat.ed into 
th .. COOH t•nnonu• o( CFP. -0.•n. tha cDSA f'Ta11r1ner.t cuntainins the 
G.-P.mBSCl·A wns TemO'l.·..d !"rvm pECFP·CVBSCl b:r Te9tnct1on •n­
Z)>·me dis-uon w1thA.#•I acd :••otl and l1pi.d into pSP'OllTl. Toobtain 
CFP-mBSCl·B _.nd GFP·3lBSCl·F. th• fr•cm•nt Sal[ to.V.al ofGFP­
mBSCl·A. whach canta1ns :.tw •nllre CFP _.¡uenc. anci P•rt ofmBSCl 
a..qu•nc- bttfora tha -.:acd tran•nwmbran• domain. -- lisau.d lnto 
mBSCl·B and mBSCl·F. •b1ch werw alTeady in pSPORTl t91. GFP-
mBSCl·A.. CFP·mBSCl·B. and GFP-mBSCl·F cR....,A ... _ ~ribad 
01 1·rtro an.d m1croinj~ :.nia X ltWi:i• oor:)'t.e9 f2S n ... oocyt.e). Water 
and non·GFP mBSCl·F·ia~ oocyt.9• were u.sed as <:-e>ntr.JI. Aft.r 4 
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Functiunal Characterizutio1¡ oí ,,,ose J /:;o/ÜrnM 

--- --- --- ---HP n>BCS,-0 ...tlc:S,-11' 

F10. l. f"unctlon_. espre••ion or ..SSCJ iaotoraaa in X Z-1.•i• 
oocyt- that were lnjeeted with water or with 2:1 ns or c:R.'l'A 
h-caa.. mBSCt•A. na.BSCJ·B. or rnBSCl°F0 •• indic•ted. -Rb- up­
take -- .... .ec1 In QODU"Ol conditi.,n• ·i.·lut• barJt) or in th• pnr.ence 
or 10-• bumeumide lb/Oll"lt bQ,..)_ Each bQr n.pr .. er t'I the mean = SE 
of 11 .. ,.perim .. nbl frora dlf!"•r.nt r,....._ • i.ndicat.,.. a •i&nuficant ditrer­
ence t'n>m th• upt.Ake ln a control ¡:ro<;p •p •: O 0011 ... 1nd1c:n•• 11 
•igntfic.ant d11Ter .. n~ from th• uptak• :n mDSCJ-B nnd mBSCl·F 
groupa•p < 00011. 

d•y• of i.ncub.:lt1on in "'¡rular :i.;o96. OC'<".'"t..a wrrf! monator...J for GFP 
nuol'e'aa!'nc. u•ini;: • Z-is• !:uer .cnnn1n¡" :onfocnl nucro.copoo ohJt.OCtl>."., 
len• ""10. N1kon) Ltgh: ::if '"'"'c1t.:u1on "'"'·e-i.,nJ{lh -18.11 nm and •m•••ion 
51~565 nm wa.• u.ed ~ -.~u.111hz .. Gt-"P :~1.;.<>r01oKl"'O<' ... f'l•um .. m•mbran• 
nuor.!'9Cenl;"ll -- qunn:·~~ by drt .. rm1r..:r.g thor pi:u~l 1nt•n~11:-- olroo.¡nd 
the .ntin. oocyte c1rcu~:"e,,.nc• u111n1: S:K!n••Scnn Pru 1mai:• analy••• 
aoft""''ª~· 

Srqti•llNJ/ .,\t1.aly•1•-Th• •1¡,:n1ficar::o;e of the d11T.,renc•• lM-t ... ...._.n 
CTOUP• -•• trlled by ür.IP'-"'AY unnl~•• ;:·vanance Wllh mulupl .. c-om· 
pun-.on uain¡: Oonfernn::; . .i :Orr.ct.1on ar ~'." :he Krusknl-\Vallt• º""'""'""·ay 
anal,...s1• oí vnnnnc..,. on nanks w11.h th• Dunn m•thod fl)r mult1pl• 
corn~:-tson pTOC...<tur .. 1. ,.._.. n .. ..d...t. n .... ,.,,.uh.a are prr••nt..-d "" 
menn: St::. 

KESL'LT!;' 

Expre1uiun <J/.n1BSC: /;ofurm111n .\.-r'lopu:r O•>C".vh•a-\\".,. and 
others (5, 2·1-261 h.a>.·e !'hown pre'-,c~.:il;o.· that.'C<!'nup1u ooc->"t..-!I 
exhabit an endogenou.!' expres!uon of :..."le bumetan1de-.ien111t1>.·e 
Na -:K-:2c1· cotran11p:ir~r .. As sho~~ in F1g. l, -Rb- uptake 
in H:iiO-injectrd OOC)-"'"le~ was 2,113 = .~.a6 pmol·oocyte· 1·h- I an 
control condlhons ar..d .a 17 = 202 pz:nol·oocyte" 1·h · 1 1n the 
presence oí a 10" .a "\I eo::i:::::.centrat1on -oi !.he loop diuretlc bumet­
anlde. Background ...ioRb • uptake "' 3-". hm••e>.·er. increase-d b;o.· 
macrotnJection of.'I(. la~::...& oocyt .. s w1:.= mBSCl-A, mUSCl·B. or 
mBSCt-F cRX.\. The ".Jpt.ake wa.i ro:<i;..u~ed .ugn1ficantly an ali 
group• in the presen~ ~f bumetar...:>::<!". Thus, to anulyze the 
, .. 'Rb- uptake 1nduce-d only by eac!-: mBSC 1 1.11oform. an ali 
experh:l:lenta pL'rfarm~ for th1• •tud;•:. """Rb • uptake wn!I meas• 
urt.-d simultan.-ously t;:J ••:ater-1njec:-- oocytt"s. nnd t.he mean 
>.·nlues for the water g-r;>ups wen.• :tu~tractL'd in correspanding 
mBSC 1 ¡troup:t. 

Aa •hown in F1g. l. "'8ftb· uptake :..::l mDSCl·A·lnJected oo­
cyte• -.oas 19.395 :!:: 1.997 pmol·~-i.e - 1·h '. wherras in 
mBSCl-BOOC)"to!>:S itwa..s 13.2.29 :!: 1.~pmohxx·yte· 1 ·h- 1 , and 
in mBSCl·F it was 12.068 :!:: 1.561 pmol·oocyte" 1·h· 1. Thus 
-Rb- upuake in the tn.B-.~1-A 1saíor:::::i i.s .!li.:nificnntly higher 
than in mBSCl-B and r:nBSCl-F isoiorms lp <:: 0.001•. The 
result.s ahown in Fig. 1 ~ the pooleC data frum 11 difTerent 
experiu:ienU, u,.ing ~ from diffe~.::it (rop, with nn a>.·er­
age or 18 ooc:yt•411group in ench experunent. The cR.SA u!ied 
was obt.ained frum t~ dllTerent ba"tehes, and e>.·ery time 
oocyt.es were inj.--cte-d .. ,t.h the :snme a.mount or cRNA •25 n&f 
oocyt.eP. -nte cDSA of tl--.R "t.h..ree i:tofon=.a used were insert.rd in 
the sai:ne vector \pSPORTl J, cuntainied t.he same s·- a.nd 3'-

untran,.J~nr<l ret,."lOh!f • .::ind cR.."'A 1.•:n11 tran!<cM~ in 1:itro far 
the thrre ü1ofurm11 :t1multara"OuJ1Jy. u><1ng thL' ..,••me ·r; R......-A 
polym.-r..•L'. Thus. difT""renc:-es .::imong i.11uli>rm,. 1n ¡.•¡g. 1 ure 
unhk•IY to he the re•ult of 1nJ.,.cung mRSCI-.\ oocytes with a 

=tlt~~tq::ia~~r:~~A .... ~R~~h ... ~•:~:~t:orn~;~;~~::: ~~~!!"':~~ 
twn. Inatend. these result>J :1uggeat :hat the mBSCl-A isnfonn 
eo-.h1b1ts enher h1gher surface expre:!lsion or hieher capacity of 
tr:iinsport thuo: the mBSCl·B and mBSCl-F isofonns. To de­
term1:a• wh .. thrr thl!"' d1ITl!"'rrnce>e 1n funcuonal elCpress1on were 
causeod by variauon an thl!"' surfnce expreossion or the ~--=K-: 
2Cl - c:-nrnu·upnrtrr isoforms .• \": l.:;;.o11:ia oocyttl's anje-c:-t..a w1th 
GPF-mBSCl-A. GFP·mBSCl·B. or GFP-mBSCl-F cR."IJA iso-­
forms .... · .. re :¡¡nalyz..-d by confocnl Ouorescence miCTosc:-opy. Fip. 
2. A-D. present a r•presentauve pic:-ture of oocytes injected 
with <!'ach isoform. and Fig. 2E sho"'ª theo result of t.hese eozpt!lr­
iments in which at lenst 40 OOC'}"le.s/i~c.fonn weore evaluated. A..s 
•hon.-n 1n Fag. 2E, olthough number.s weore smaller on mBSCl­
f'·IOJected OOC"ytl!"'S 131.212 = 4.165; " - 48) than in those 
inJect•d with mBSCl·A (48.888 = 8.042; n • 501 or mBSCl-B 
1-13.995 = 8,·195; n = .ao1, anal..-sas of ... -ariance shawed no 
s11::n1ficant d1fferenc:-t"s in surfnc:-e -.. xpression .::imong the three 
1 .. ororms. Thus, under our ... xpenm<!"nt.al condinans it is un­
hkel:o: that the typL' of mutually exclu!l1>.·e cassette exon arTec:t.s 
thll" suñac .. expre.is1on nf the c:-otran:1portL'r 1n OOCytes. This 
nb,.er,,.auon "upporu the hypothe.u.s from F1g. 1 that mBSCl-A 
m1¡:ht be t.he i.i<oform wnh the h1ghrst cap11c1ty of'trnnsport.. 

Trari.11port Kuiet1cs of mBSC 1 lsofr.Jrni,,.-The k1net1c:- trans­
por-: properties far e-ach ion -...er .. aS!!'l!"'Ssed for the three iso-­
forms 51mult.'"lneou:!lly. in the same batch of IOJl!"'Ctcd oocytes. 
F1g 3--\ 3hows the ;-;a - transpon k1neucs of .-ach isoform. and 
pands B. C, and D depic:-t the H11l coefficient plnts for Na- in 
mBSCl-B. mBSCl-A. and mBSC1-F. respecth·ely. The Na­
dept:>n¿•n.c:-e o( "ªRb- upt...-.ke """ª" as-sessed w1th fixed c:-oncen• 
tr::it1ons of' K" nnd CI - at 10 and 9ti m:-.r. respectively, with 
changJ:ig-conc:-entranon.s af Nn - from O to 80 m.\f. ""Rb• upt.ake 
increa.~...d as thc Na - concentrataon -... :i.i 1ncreasl!"'d until ,, pla• 
tt>au pha:>e wn,.. r ... acheU. compatible w1th ::\lichacli.s-~lenten 
b...ha·nor. Table 1 shows the EC -:o nr.d Hill coeffic1ent "•alues. 
The EC~, ... ·nlues for :o..;a· were lll1m1Jar bL"tWel!"'n rnBSCl-A and 
mBSCt-B 1.saform• but different f'rom the vnlue~ obsl!"'n:ed for 
thc mBSCl-fo' 1sofarm. F1g. -lA shows the K- tranaport kinetic.s 
ar each uoform. and pon~·/ . ., B. C. and D dL"p1ct rhe Hill coeffi­
c1L"nt pl<:iu for K- an mBSCl-B. mBSCl·A, nnd mBSCl-F. re­
aepecti'-ely. The exper'"lrnent.s wcre perlormed w1th ñ:1ted .::oncen• 
trauons af Na - .::ir.d c1 · at 96 rn:i.1. with increo.sed 
c:-onct:'ntrat1on11 of K- from O to 10 in:.r. Thl!"' -Rb- upt.D.keo 
incr"ased a.s the K- concentration Uierl!"'a:!lcd in the e"tracellu­
h1r med1um until a platea u phase WD.:!I re11ched. EC~0 and Hill 
C<Wfficient.s are shown ÍJ:l Table l .• -\..a with Nu. - transport kineot• 
ic:-s. the EC~ vnlues obse-n:ed in mBSCl-A and mBSCt-B were 
!limllar. -.o:heren• thc EC"º for K- in rnBSCl·f' i!loform was 
hightor. F1g. S..\ dep1ct.>1 the c1- tran.sport kinetics for each 
mBSCl uaform,.andpone/s B, C. and D show the H1ll plau for 
CI - . Tñe•e e:1tperiment.a .,..,.re cnrried out with :-.>a· nnd K­
concentrations fixed at 96 a.nd 10 rn:.r, reospecti>.·ely, with in• 
crea.sed c1- c:-oncentrations from O to 96 m."\I. -Rb- uptake 
inc~aJ!ed as a func:-tion o( the c1- concentration. Theo plateau 
phase .--.. reacheod in mBSCl-A and .nBSCl-B, but nat in 
rnBSCl·F. As shown in Table I, the EC~ value íor c1- WDS 

hitiher i.o. rnBSCl·f" than tn mBSCt-A or mBSCt-B. Hill coef­
ficienta for Na· nnd K- u:1 the three isoforms -en!' close to 
unity, whereas Hill coefficients far et- were nbove unity. c:-on­
.sistent with the lNa·. lK-, and 2c1- stoichiametry. As Fip. 
3-5 show. in general rnBSCl-A and rnBSCl-B ex.hibit very 
similar k.inet.ic propert.ies for the three cotran.sporued iona, llU&"• 



Functional Charac:teri::arion or mBSC 1 Isoforms 

F1G. 2- Pl••m• tnll!'n1braneo nuorra· 
cence of GFP·rnBSCI l'u•iun con­
•trucC.. esprea-d in X 1-11i• DOC).-te .. 
Oo.:yi- were injecc.d With wei.r or ..,nh 
25 nirofcR.. .... A from GFP-mBSCl-A.. GFP­
m.BSCJ-B. or GFP·mBSCl·F ... mdi· 
catftt. pone/• A-D. c:unfoc;al micracraph• 
•h--inc rapr.•entative examples or .'C. 
loen• (loOCytea injeet.d ..,,,h ..,eter or ,..,~ 
GFP-mBSCl c:unstn.in.. Po11 .. l ,.\. -·•i.r· 
inJ~ed OQCYtes •ho-·.-d no plasme mll!'m• 
brane-aaaoc1n1ed fluor.ao;,..nce. Ooc-)"tll!'• 
1n;.-(u•d w1th GFP-mBSCl-A 'pqt1el B•. 
GFP-mfJSCl-8 1pa11 .. l Ci. and GFP­
~BSC1-F lpon.:l DI cR.. .... A .,•h1b1t .. d1•· 
ttnct plasma membrl!lnll!'-•••OC1•U•d fluo­
r•..,ll!'nce. which 1s ••m1lar 1n the th.-­
isofonn•· Po11.,/ E. eoach bar repr•-nu 
th" menn !: S E. of at '"••t 40 OOC.:-"le• 
from thnoe ditTerent hvp. m.BSCl ¡croups 
W•r. not etatistically d11Terent accordinir 
!~n~:~al-\\."allis on•-way analymi• of 
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Fu:;. 3. Kinetic t.raneport. analy•I• for S•- In rnBSCI Jsoforma. Pan .. l A • .Sa--dep.!'nd•nt. -Rb- uptalr.e i.n .l:. la611ü oocyies inJ.cted with 
mBSCt-A c1rr/.,•·· mBSCl-B •bo,.. .. ••· anci =.BSC1-t-••trian¡:le•• cR.....,.A. Th .. •xpe-~= .. r..t ...... pl'ñormed Wlth im:T• .. i.nc :rr.ia· ~ncwn1raluma or0.5, 
1, ".!. 3 5. 5. 10. :!O. 40. and 80 m'-1. w1th ':.h• C'OnC'l"nlr.ll1on• of K• and c1- !'~.a at 10 and 96 nu1. rwa..,..:t.i.,.ly. Un- ...... r. fil u•i.ns th• 
!\hchn•lis·!\1•nt•n ~uation. Each point ~nta th• m•.:an : S.E. ot 15 oocyt- P,tteb B. C. and D show cJw Hill plou for Na- in mBSCl-B, 
mBSCt·A.. and mBSCl-f". respPrtivt!'l)I'. 

g•sting t.hat aftlnit.y for ea.ch ion is '9i..c:lllar betw-n these ~·o 
isofurnu. I.c c:ontrast. t.he EClMJ values f"or Na - • K-. and CI- in 
mBSCl-F·i.njeci:...d. ooc:yte• were highl!!'r .. suggestine that thU ia 
the isoíorzn wit.h the lo•-ert affinity íor t.he c:otr;snspon~ ioa.s. 

Kinetk• oF B:4m~tonid~ Jnhibition e;< l'rlBSCI /sororms-Bu­
mt!'tnnide-i..nduc..d inhibition ofcotrunsport. acth.-ity 1s ont!' oít.he 
hullmark.s oftho!' Na-:K-:2Cl- cot~ner. Thus, we a.na~ 
lyzed the inhib1tory kizletics of buJll)lr't.anide on mBSCl-A. 

mBSCl·B. and mBSCl-F transport. in ooc:ytes. A. s.hown in Fis. 
6. ull t.hr.e iaoforrn. we ... inhibited b~ the loop diuretic in • 
dose-dependent. mu.nner. However, the IClW for bumet.anide 
inhibít100 of -Rb- uptake •- lower in mBSCl-B (600 nM) 
than 10 c:iBSCl-A l2 ~J or n:aBSCl-F C3.4 ~>-In addit.ion, the 
percent.a.;ie oí inh!bition oí th• Na-:K-:2c1- cotransponer 
function f"roDll io-' to 10-• M concentrat.ion wa. sicnificanUy 
hieher in inBSCl-B than in mBSCl-F and mBSCl-A Thus, the 
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mBSCl-A 
m8SC1·F 

F'unctú.mal Charact~ri.zation ofmBSCL Isoforms 

T.ou.r. l 
EC- L·atu .. ., and /lill ~ffi.:•~nt •""" • ...-.. · .K-. aru/ c1- '"'"'!l"nrf in mBSCJ ,,..>fi>r"U 

•e~ 
3.0 = 0.6 
5.0 :' 3 9 

:?06 = 7.2 

1.09: 0.1 
1.16 = 0.1 
0.76 = 0.1 

EC·-
0.76 = Q.fJ':' 
O.Da ~ t).16 
1.5-f..:. Q.16 

1.00 = 0.1 
0.83 :' 0.09 
0.95-= IJ.05 

11.8 = fJ.7 l.~= 0.06 
Z2::: = 4 B 1.93 : 0.31 
29.::: .:. ';1.1 2.S5 = 0.25 
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F:G . .a. K.Jnetlc ~n•port analysia 'ºr K• in mflSCl iaol'onn._ Prinrl A. }\.--dependent -Rb- uptnke in aoc):te• injec-ted ... lth mBSCl·A 
fcrrrt ... ,. mDSCl·B tba:rr• •. and mBSCt·F tl"U1nJllr•I cR....,A. l;ptake wn• ••--•Pd u: the pnr-nc.,. oí uicrt!naing K- "°ncentr•tior..• oí0.1, o.:::s. o.o&. 
O 6, 1.0. 2.5,11nd 10rn).f. Forthe K- k1r.e=.c:aanalya1athe:Sa- :mnd c1- concentr:mllor::.-..aafixed at 96 rn,..~. Lmea were fit llalRJlthe .:\1:chaelia·!\.1.,.n~n 
"'"luauon. Each point rep~nt• the n::.e-s.n: S.E. aí ¡.;;; OOC>'te•. Panrb B. C. ar.'i O •haw th .. HJll plat.a íar K' 1n mBSCl-B. mHSCl·A. and 
mBSCl·F. reapert1Yely. 

rnBSCJ·B isoforrn exlub1ted high.,.r affinity for burnetanide kt:J witb •ucro•e added to the 65 m:\t S'aCJ uptake mediurn t.o 

tha.n t.he other two i•oíorms. ndiust 09malnrity. Thereíore, ••Rb- uptnke .., . ._. as•e••ed in 
Regulation of rraBSC J l•ofo,..'"s b:- Osrrao/4rtty-A• all rnern- three ounolar condiuon•, without dtfTerence• 1n extrucellular 

bers oíthe elrc-troneutral eation-coupJed chloride cotran.!lporter NuCI C"QCCentrotion or tome strengt.h. The upt.4Jte in isotonie 
íarndv. the ?lia -:K-:2CJ- cotrnnspor-..er •• a cell volume·regu• mediur:n ,..,.O.!I taken n• 100<;¡, netivity. A.s shown i.n Fig. 7, incu­
lated-protein. \\'e have shown beíor. 5• a s1gnificant reducuon bation 'll- oocytes in 260 mo•mollke resulted in • •ignifica.nt. 
oí t.he rat BSC l•F cotraiuporter fu.DC"t.ion whl'n oocytes .,..·ere incrra.se iD the ncti'l.,ty oí the endoeenously espressed oocyte 
incubar.-! in hypotonic ttl.t:"diurn <-1'60 mosmoUkgJ cornpared Na· :K ·:2c1-. whereas the activity orthe mBSCJ isoforms was 
with uwtonic froir Rineer 1-210 '"º'~al/ka). \\.'e also Ob$er">·rd unchana-ed. \Vhen -Rb- uptnke w•• peñormed iD 160 mosmoll 
in hypotonic mt:"dium that the redu~~n oí the endoeenously kg. the e::idogenous OOC')~e Nn·:K-:2CJ- cotran•porteractivity 
expressed Na-:K-:2CJ- cotranspo~r in oocytes was sa.rnifi- was inh.ibn.e-d completely f5.J .;.!: 1.0<;1; ofthe funct.ion observed 

;:::::&'ruc:~:::~:::i!1:t; :11:i;t!~~u:=~:~:~:S~nlt-~;:0u:; in iaotonJc.-ityJ. wherew. the activity oí mBSCJ i.soforms was 
Na -=K-:2CI- "°transpori.er tsoíorni.s .• ~rdin¡:ly. we assessed only par-..i.aJJy rt:"duced. but to a different extent. amon8' the 
the buaietanidfl'-:1ensith.-e -Rb - upt..ai.t:" in oocytes injt:"cted with isoforrru. Comparing wlt.h upta.ke asaessed in isot.onicity, the 
mBSCl-A. mBSCl·B. a.:Qd mBSCI-F cR..°'li'A and exposed toan ,..,Rb- upua.ke in 160 mosaiol/ke in aiBSCl-A wa.s .-.. =: 3.3%, in 
upla.k• medium containJ.nc 65 rnM S'aCI at thn-e different 011- mBSCl-B ...-as 57 =: 3.2"r. and in rnBSCl-F w- 46 .;.!: 2.9-M fp < 
molaritie•: hypotonic (- 160 mo.s~'kc. the 03molarity ob- O.OIJ. Tiua, the Cl'll ••ellin1it-induced inhibition. prolile oí the 
c..inedl by tht:" 63 m:\I NaCI concentrar.Mm in the uptake medi- Na-:K-:2CJ- eotrouispo~r isoronna waa ai.BSCI-F > 
urn), isotonic e - :!10 moamol/kel. or h~nic e- 260 mo•mioll_:m~B'.:SC'.:,.'.:l·~B;,>~m!;'.B~S::C~l-:!A.~-;:::-';";~--¡ 
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Functional Charact~rizalion of rnBSC I l.•oforms 
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F:o. 5. Kin•tic:- tran.sport •nalysi• ror CJ- in tnBSCl isaforms. P'Pn<1/ A. c:--deperident -ab- upt.4'ke in ~"IH injecied wtth mBSCl·A 
1c1rcl•• •. mBSC"l·B tbox .. ••· and mBSCl·F •rn·a1111I••) cRNA. Cptake w•• asae•H'Ci !n !.he presence of°il"'.creased ~ncotniratio:iru of°e..Tt.racellut.r Cr 
of :?.5. 3. 1:?. ::?O. ~O. 60. SO, and 100 :C.:"- ... -ith U.e conc•nlratlo:in of:-111" and K" tbl!d at 96 and 10 nuc. "'•Plfd.h.-ely. Un•• ... ·er. fh. u.inc t.he 
~t:chaehs·:O.l~!•n equation. Each puin: ~~nts the mean = S.E. o:if 15 ~""1:-. Pan .. I• B. C. and D •how the 11,:1 plou far e;- in mBSCl·B, 
mB$Cl•A. ~d :nBSCl·F. ~p.rctíwely. 

Bum•Lllnld• (-tug 111 

F:c:. 6. KJnetic:- an.alysi• or the N11-::,1¡·:2e1- cutran•~rter 1-
rorm• inhibition by b.._et.anidoe. Ooc:ir-.- woent m1cro1n.1en.d ... -uh 
m.BSCl·A lctrcl<I'•'· mBSCl·B (boz_..1, ai:d ::n.BSCl·F ltna.n11IHI cR."llA. 
and -4 daY9 l•t•r -Rb" upla.ke "'ªª aa--..d uadercontrol conditioru ar 
in the p.-.-ncr of 1ncre.-d concrntratioQ vC bu.m~lamde from io-• to 
10-• x .. l:pt.4'k- were poerf'armed dunns ::b. 60 1n1n 1n uptak• -1uuon 
cont.au1.inS 96 <nJ.f :-.ta• anda- and JO rr.- K-. 1C,... value• íor bumrt· 
anide inh1b1non '"'•re 600 nm. 2 ¡¿M, a.Ad 3-• ,...,.. íor mBSCl·B, 
mBSCl·A. and :n.BSCJ·F U.Oíorma. nt•~:!'· Eac:h pomt rep~-nta 
th• mean = SE. oí 15 ~· • indic:at.s ;a < 0.05 v.r•u• upub in 
mBSCl·A and :nBSCl·F~ .,. ind1c:ates p < O 05 ""''"ª"'• uptall• in 
mBSCl·A. 

Effrc:t of pH t.011 rBSCJ Fu11ction a.nd Bumrta.n1df! lnhibi· 
rioni-Fis. &4 show111 the -ab· up&ab in X. laf!1.1i111 OOC)rte• 

200 
Eatr.mce•W- 0Mnol9rtt• (mC>s..v••• 

1-·10. 7. Eft'.-ce o# u-olarity In JC. ,._,ú ooe~ lnJected wlth "•º (lual."""4 &orsJ. -SSCl·A <-•"• .._,. -asc1.e (61ocA 
6ars>. and -asc•-r ..-~ bars>. Upta.k. ·- -.-..ed In th• ab­
.... c:e and p...._nce of 10-• ,. bumetanide, .nd the -- velue of the 
bumetan&d• sroup• was subtnic:ted in t.he con.spandins contnol sroup 
to st.o. t.a- bu.metanide--naiuve portian af m. up..._ .. C>oc:yt.. _,.. 
••...,.ad to uptake ml'dia -sth osmolarib- ar 160. 210, - 260 mo•mol/ 
q, • indica,.._p < 0.05,-.rs_ the uptak• In iMtonialy. ~ indicete9p < 
0.01 ,.,..,.._ all oth•r sn>ups in 160 moamollkc. &.c:h puü:it; representa 
the -- : S.E. or "º ~ írom t-o ditrerent r-rois-. 

inj~ with ra.ch of the mBSCl ~ and e•posed to we,.. per<orDSed in 90Jutioa.a containins 96 rn,,,. NaCI and 10 rn,,. 
eJrtracellular pH from 6.0 to 8.0. Fis .. 8B abo•• the percenta.•e KCI, with pH valuea oC6.0. 6.5, 7 .. 0. 7.5, and 8.0. Dumetanide 
ofbumeta.nidr i..nhibition ofeach isoform.. Uptake ex~rimenU wae ueed at.5 X 10-T11.Aa shown in Fis. &\, -Rb- uptakewas 
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A 

a.o 8.5 7.0 7.5 a.o 

75 

6.0 ... 7.0 7.5 8.0 

Extracellular pH 
F:G. ~- Etrfl'cl of erl,..cfl'llUl•r pll upon the function and bu• 

rn•l.Anide -n•itivitY or n1USCl 0 A l•irclrs t. rnllSCl·H fbox••I. and 
rnlJ...~J.F flrian1tlr•I• Panc>I A. -Rbº :.;ptAk• 1n control cond1tion•. 
Pa.twl B. ~nuig" of'inh1b1t1on by 5 , 10· ·" b1.1m•u1n1dot. • md1caU•• 
p < 0.05 rnBSCl·F ,..,,,..~ mBSCl-A -..r :r...BSCt·U. l::ach po•nt r"'P"'º 
••r:-:S ~fl' mean = S.E. oí 13 oocyt-. 

sirnllar írom 6.0 t.o 8.0 for cm::h isofonn. Thus, we obsef"•ed no 
difT~rence in the Na -:K·:2c1- c:otra.::uponer actlv1ty at differ­
ent ?H valut"s. AJso. as shown in Fig. 58. no sign1ficnnt d1tfer· 
en~ waa obH•rvl!d in thr dl"gree oí buml"t.::inidfl' inh1b1t1on of 
eac:: aoform 3t pH from 6 O to 8.0. :ri;ote. howe"'l!r. that o"ll most 
of thl!' studal!'d pll vnlues. the clegr- of 1nhib1t1on by 5 x 10-:: 
"' bi:metanldO!' waa sign1ficantJy lo.,.·er tn mBSCl-F uofonn. 
exce;iot. when uptake was pt•rforme-d at 7.5, 11uggest1ng thut 
lo .... ·er or highO!'r pH rnagn1tird the diiTenonct!' in bumet."lnide 
1U~D.-'l':l'-"ity umong mBSCl i:wíornu. mak1ng mBSCl·B and 
mBSCl·A morr sen.siu ... ·e to the eff~ o( loop diuret1cs than 
mBSCt-F. 
Eff~ ar /nh1b1tors and .\lrrrury-Tbe elec;:troneutral cnt1on• 

couplE'd chlonde C"Otnt03porters are defined in part by their 
sensit:t,"itv to •evernl diu~t:ics and iD.l11bitors. For inatance. 
thiazide--t°ype d1u~tics ::Jre spr-nfic i.uhibitors oí the Na-:c1· 
cotran.sporter .51. nnd the alkalo1d compound OIOA has been 
propo.-d. a.a a specific i..nhibitor oí ~e K- :c1- cotransponer 
<271. La addhion. other druga such a..s t.he st1lbene compounds 
exhibit. inh.ibitory pro~rtie11 upan c1- ttan11porten. including 
the Cl-·HCO.i eJCchun11er 1281. the t;;·:c1- cotransporter f291, 
and the t.h.inzid~srnsith·e C"Olrnn11port.c'r 151. Thus. we a:1111essed 
the efTect. o(m.-tolazone. DIOA. or OIDS upon -ab- uptakO!' in 
mBSCI-F-injPC"to."\! oocytes. As shown in Fic. 9. the thiazide-lilr.e 
diuretic metol.:l:one, the alkaloid DlOA. and the sttlbene DIOS 

1 
f'zo. 9. -Rb• uptake in mBSCJ.F eR.....,A-lnj~ .\'.:. 1-IP~ -

eyte• u.nder control eonditions or in the p~-ne• of 10-• ,,. 
metolazone f.~>. DIOA.. DIOS, b.._naetanJd•. or SO .. ~ llS(;._ •• 
•latC"d.. " ~ndicat .. s p < O 05 •~r•u• control. Each ;.>int "'Pre9enta t.he 
mean : 5 E. oí 15 C>OCYt••· 

had no inh1b1tory properUell upan the Nn-:K-:2c1- cotrans­
porter. -~ ex~cted. a 10-"" :-.1 conc•ntratioo of' bumetanide 
resulted 1n complete inh1bition oí the cotransporter activity. [n 
addihoa to the sp.-c1fic inhibitors, it is Wt!'ll Cown that many 
ion trn..::;•porters are afTected by exposure :o HgCl:t. In the 
electroceutrnl cotransporter fom1ly, '-'lercado ~t al. (30J have 
shown that the .--.:. lar1,.·111 K··c1- cotr:inspor..er in oocytes is 
octivatl!'d by HKCl:t• wh..-reas Jacoby ~tal. t31 found that the 
basolatiPral Í.!loíorm ofthe :-;'n -:K-:!?CI- cotr:a.::.,,porter ia inhib­
it,pd by H!íCI..-. and we also ha ... ·e ev1dience th.a-:: HgCI_, reduces 
the íunc-:100 of the th1ezidP-llf:'ns1th•e Xri - :CJ - cotranaporter 
C3!?J. A.s •hown in Fig. 9. we nl"o analyzed tl':;~ etr .. ct o( 50 J.L:'-1 
HgCl 2 upo;in the , .. ,Rb- uptake 1nduced by mB5Cl-F. A algnin­
ennt 1nh1b1tory eITect o( HgCI.: on thl!' functlo::l oí the apicril 
Nn-:K-::?CI. cotrnnsporter ""·~u observed. The::l. to esse•• the 
f:'fTect.s o( HgCI:: on the three 1soforrns •• "\". la.-c.·1 .. O"""~es injected 
with mB5Cl-A, mBSCl-B. or mBSCl-F cRNA .,.·ere exposed ta 
increesPd concentrations oí e!lltracellular HgCl~ írom 1 to 75 
"'"'· Hig!-:.er concentrnuons were not U.!led be-cau.!le we have 
obser'"\..,eod a dramatic incre.:tse in ""'Rb- upt.ake i::l oocytes when 
HgCl3 lll ·.,i.,,ed at 100 µ:0-1 or abo ... ·e 1301. A.s •ho..,~ LD FiK. 10. the 
exposure -,( mlJSCJ Ílloform:1 to HgCI:,: resulte<:! in significant 
:ind do:11e~~pendent 1nhib1t1on ofthe cotranspor-.<ll"r (unetion. In 
at.ldi.uon. tnBSCl-A and mBSC1·B exhabited a .nPUlar pattem 
of 1nh1b1u<;1n, whereas the percent;:iigc o( reduenon an the (une• 
tinn o( rnBSCl·F w:u <11gnificantly lower thA..::1 in the other 
u.o(orms. 

DlSCt.:SSlO!'l 

The ger:e encoding íor the apical Na-:K-:2c1- eot.ransporter 
1n mouse ¡¡n,·es ra!loe to .aax altemati\.oely splic:ed isoforms that are 
cxpresbl!'<Í excluswely in the apical membrane º':..!::!.e TALH (9). 

On one ha..r:d. two isoíorms are producrd aner tr-...::ication o(the 
COOH-term..inal domain. The Ionpr iso(orm is EJ:lade up oí 
1,095 •mino acid residues, and the shorter isoCorm. has 770 
re.11idues. On the other hand. th,._ isoíorm• a~ p.roduced be· 
cause o( the existence oí three 96-bp mutually ~dusive ca.­
sette exoa.. designated A. B. and F. which eneoC:e part oí the 
t.ransmembrane domai.n 2 a.nd the connectinir seez:ient bl!tween 
trnnsmembrane domains 2 and 3 <7). Because t.b.is splicin& 
mechanism can be combl!led -with the COOH-ter-c::i.i.D.a.l domain 
splicing. then. six i•oíonns are produc•d: three- -.,th a tone 
COOH•terrninal domain and three with a short CC>OH-tcrmi-
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·-¡ r~· .. -_ 
~ - . . 'l1 • 

H • • 

... c ...... , 

F:o. 10- Do-de~ndent lnhibhinn nr mBSCl 1 .... rorrn• by 
1-lcCI.- .'tl. lqn;u ooc:,,1e• ir\,Jectfil .,,th mBSCl·A frirr/~••· mBSCl·B 
~ •• and mB;SCl·F •tnq1111l~•' c:R.'\;'A ••r• .,.posed toan increa....d 

C'Or.C'e'r.:r:.tion o( e,.;tracelJular fli;C:.,, :.n the J•Ht 15 mÍn b.fOr• lh• 

~~· .~=~ ~iH~i:~~ ';n:ii:~~;. '; .. !~~.05",1;;!~: :l:: :::::: ;!i~~'r.! 
ni.BSCl-A and mBSCl·B. Each point repr.-nt.a t.he mean: S.E. o( 12 
ooc,.-t.es. 

r..al domain l 11. \\."e ha"•e •hown t.hot the thr~ long COOH­
terminal dom;:iin iaoforTTis enc:ode for the bumetanide-aensitive 
sa-:K-:2CI- c:otransporter 111• u.nd that the ahon iaoforma 
e:oi:ert a dominant-negath·e rfTect upon the Na-:K-:2CI" co­
tran...porter whic:h can be abrogated b~· cA..'\.IP ( llJ. In nddition, 
..... e ha"·e also drmonatrated that the shorter isofonn.s work os 
hypotonic:J11ly ac:tivated, bumetan1do:!'·sens1t1"·e. K- -independ­
ent. xa-:c1- cotrnn!lportf!'r. wh1ch 1s 1nh1b1tf!'d by acth·auon of 
pro:~1n >una.se.\ ""·1th c.\.:0-IP 1 l:!•. 

In tl?e prl"Sl"nt stud~· we h;we est..abHshed the major proi-r­
ties o( :he thre-e long 1;;.oforms A. B. and F oí the murino:!' ap1c:al 
:Sa -:K-:2Cl- c:otransporter. The long 1soforTTis mBSCl-A and 
inBSCl-B exh1b1t tran.11port k1neuc: propert1es for :-.:a-. K-. and 
c1- ""':h1ch arl!" similar betw-n eacb other hut difTf!'rent from 
the :r:u:sport kineuc propert.1es o~ri.·pd in the long isoform 
mB5Cl•F. Our data show that thu la.st 1sofonn possesses the 
lowe;i: :u?in1t~· for the c:otrnn;iporteC :ons. In addition. ulthough 
5urf;:ac:I!" e:.:press1on of the thr..-1:' 1:.olerms 1n the ooeytes pln.11ma 
mernbr:u:i.e is :'Umilar F1g. 21. -no- uptake -...as sign11icantly 
h1gher in mBSCI-A-1nJec:tl:'d ooc:~1.e::<. "''"·en aftl:'r 11 ex~nment.a 
were ¡>r.>Qled togPther • F1g. l 1. ;iu¡;-ge!"::Ulg thnt th1.11 1soform could 
have a h.igher tran<'lport capac:1ty. Tak1ng all of these data 
tol(ethtor. Wf!' propo.!lle that mBSCl·A u thl" h1gh affinity. high 
capan~· transportll.'"r; mBSCl·B i• :..1-:e- h1gh ;:affinity. low capac-
1ty 1so(orm; ;:and mBSCl-F i;i tht!' !o•· affinity. lo""· capac:ity 
1sof"or:n. These transport kinetics pr:ipert1e11 are in ac:CQrdanc:e 
w1th !hl" localization of the 1soforr::..s along the TALH. It has 
been !hown that mT.ALH possesses i h.igher capac:1ty for :-.:-aCl 
trnn.:ipor. than c:T.-\LH. but cT.-\LH ;;.,..J!;&esses a h1ght;r capoc1ty 
for 100 :::l.llut1on 113-15• .• -\t the 00&-=ining of the T.\.LH. ion 
conc:e:::::T:1.t10ns 1n the tubular !luid :1:at comes from the inner 
medulla are '-rry high: but as TALH noaches the cortex. the 
conc:enn-ation of1ons is reduc:l!"d bPc:a~ ofthe comb1nauon of 
intense salt re-ab.wrption and low \•1•:11:.rr permembility. In fact, 
at the epd of the c:TALH the tubular Quid 1s more diluted than 
plasma. Accordincly. the rnBSCl-A uofonn. which exh1biu the 
higher C:J1pacity of tran.sport. i• pre~t all alonc TA.LH. but 
with tuper exp,-.:1sion 11!'-"f!'ls in thf!' ~'l.::"ter medulla. In addition. 
mBSCl-F. the iaoforrn ..,.,th th~ lower affinity for the cotrans­
ported ioP•, has been localizrd onl~· :::J the mTALH. with pre• 
domin~t espreasion at the inner :ltr:pol" oí the outt!'r medulla 
where ion conc:entrntion is ver)" h1eh '";. 21J. Thus. the hicher 
cnpacn.y oítran.sport in rnTALH can be the re.ult oíthe hisher 
e•pression or the mBSCl-A c:otra.cs:pofter. In contra.st. in 
cTALH i::i.BSCl-B i5 the predominan• i.soíorm. with .aome ex­
pression. or m.BSCl-A. The- two isoíOW2ZU1 exhibit high affinity 

i:w ..... 

"--• 
. F:r.. 11. Amino acid taequ•nce nf the murin• mutually e•clu­

•t'-•e ca--ue r•nn• A. u. •nd I'". G;n~· buz•• d•p:~ amino ac:id rw•i­
dU•• :hst •r• d1ff•r•nt 1n th• thr- •,.;ons. Res1d1.:- :.n blocJ1 bo,c.,. •­
d1ffer .. nt inane of :h• thr- •-..on• 

for the cotran.spont"d ions. w1th EC,.. valul!"a 1br .sa- 1-3 m).tJ. 
K" • - 1 m~·''· ;:and c1- 111-:?0 m:-.11 whic:h ar .. t"lea..-ly l">el?\Y t.hc 
conc:l!"ntrat1on of thf!'se ion• In tubular Ouid. aUo-·1ng the reab­
sorption of :11alt to take place. e...-f!'n whe-n tubular fluid is more 
dlluted than plasma. Thus the e•prP:uion of ±e hi¡¡h affinity 
isoforms mBSCl·B and mBSCl·A in cTALH ca..::a be che reason 
behind thl!" greater dilution pnwer of cTALH eomp.mred with 
mT.-\..LH. lsennne <tt al. •.'.13-35 J performcd a •er1es of chimf!'ra 
clones and point mutations between lhe hu~.a..n and shark 
baaolat•ral isofonn of" the iSa - :K ·:2c1- cotransporter. k.nown 
a• .SKCCl or BSC2, a.nd concluded that the transmembrane 
domains 1mport.ant to define k1netic propertles are domains 2 
and 4 for Sa - ~ffinity; 2. 4. and 7 for K- affinity: and only 4 and 
7 for c1- affin1ty. Hf!'re we show that mutuaUy exclusive cas· 
i1ette exons A. B. and F in mDSC l are entica.J for defining the 
affinity for the three c:otransported ions. \Ve esnnot '-ºerify the 
role of other membrane spanning domain.t u:io ion affinities 
becauae. wath l:',.C:ept1on of" the exon c:assettl"s. -:.he rt!.!lt of the 
mBSC l uoforms ;:arp 1dent1cal. Howe'-·er. the f;:ac-: that the only 
d1rTerencll" among mBSCl-A. mBSCl·B. and c:.BSCl-F 1• the 
exon cassette lnd1c:ate.s that in the apical ~a - :n:- :::?Cl- c:otran.s­
porter. this u; the region thnt dt!'fines dHTerenc:e5 i..::i affinities f"or 
:-.;-... -. n:.-. as well 3.!I for c1-. 

\\.•o:!' ob.!let""l.·ed sorne c:orrelation betwren the a.ffi.n1ty for ions 
and for bumetan1de-. mBSC l ·F ex.h1bits the lo·•••:er affinity for 
ions and also for bumetanide. whf!'rl!"as mDSC 1-B behaves as 
the isoform w1th thr h1gher affin1ty for c1· anC .3.lso for bumet­
an1de. In th1s regard. 1.senring and Forbuah ·.J.; showed that 
affinity for Sa •• K •. CI - and bumetanide of :..1-:e bumnn ba.so­
l:1ter;:al Xa • :K. • :2c1- cotr;:an&porter 1s h1gher ±.a.n the shark 
ortholog. and we havll!" mude ;:a s1m1Jar obseri.-a::en in the t.hia· 
z1de·.!lt!'n.sitive ~a· ;CI - cotransporter: the rat cou-ansporter ex­
htb1l.5 higher affinity for Na - • CI - • and ali10 for ~azides. than 
the w1ntt!'r flounder urinary bladder ortholo~ !?3. 37 •. indicat­
ing th;:at in member.!11 ofthe electroneutral c:otran.sporter family, 
the h1gher affinity for t.he cotranspor'lt.-d ions b ac-companied by 
h1ghf!'r affin1ty for inh1b1tors. Thes11 observatioi::.s .support the 
hypothe.ais that inhibition of the cotrnnsponer ac-rivity by bu­
meta.n1dt!' probably 1n...-ol'-·e.s competenc:I!" betWll!"e:l jons fparticu• 
larly Cl - • and the loop d1uretic for the aamtl' .s1te -:>o the protein 
138•. 

In the prt!'sent stud~· .... ,.-e obst!'rved a aignific~: difTerence in 
the rl!"spon.se to chaneeos in c:ell volurn@ by mBSCl i.!loform.s. 
\\."hen oocytes were eltpoSce"d. to variati..;ns in e:r:racellular os· 
molanty. the chanee in mBSCl function was clille~nt an1ong 
the three 1aoforTTis. Duri.ns cell .swellin¡r. the de-crease in co­
transponer function ... -as 5-l':i:i in mBSCl-F. 43"C u::::i ~BSCl-B. 
and 26""é in mBSCl-.~ durinc cf!'JI shrinkase the i.acrease in 
cotransporter activity _.a.s 24. 9. and l"'.i. res~-,.·ely. Thus 
mBSCl·F 1.s lhe i.sofonn with the hishest sensitl'-"J-:,0" to chance• 
in cell "l.·olume. \Ve al.so observed that f!'ndoef!'nous !"a -:K·:2c1-
cotra.nsporter in ooeytes eah1bited an even hieher sen.sitivity to 
cell ...-oJumll!" becauae the íunction ar thia cotra.::..sporter was 
inhibited b_y 95"1:- durina ceJJ •weJJins and activa~ by 44q, in 
hypenonic1ty. The reduction in cotransporter ac-tivity in our 
e•periment.s was observed by chanl(inc the nonna.J oamolarity 
for oocyte• from - 210 to l.60 mosrnnllks: i.~. qboui: 25cy, chanse. 
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Thia oaD1olarity (160 mnamoVkg) is unlikely to be pre•ent 1n 
mammali.an rl!'nnl medulla. Ho"'·~·er. similar and 1!1.·en h1gher 
pereentaaea orreduction in renal medutla oamolarity can vccur 
u.a a con~uencl! orwater loading. L"nder theae condition•, the 
i.nternitial NaCI and urea concentratil)ns drop rapidly. and 
renal medulla tl)nicit,.· i• noduced: ho"e•:.-r. because oíthe hhch 
contenu oí osmolytes • .such a• ~ta1ne. 1no111tol. or aorb1tol 
within the mT,,\LH celb. when extracellular osmolanty •• re· 
duced. cella take up water and swelJ •9•. A.long the TALH. thu1 
phenomenon occur:a w1th more 1nten.1111ty 1n the 1nner stnpe of 
the outC!r medulla. where the mBSCl·F 1áoform •• ma1nly ex­
presud. Th.u.s, our ob•er"·auon of rnBSC 1 ·Fas thll' 15of1>rm ....-1th 
t.he h1¡ho!'r -n111itiv1ty for chunge• •n cell ••nlume a.rr.-et1 n:1th its 
propcued Jocalization. The p~sent study. hawe•:er. do.,_.,. not 
eluc1datl! the mechanh1ms by which hypoton1c1ty reduces the 
f"unction of the mBSCl iaoforms to a d1fferent t>:'Ol:tl!'nt. 

Dunng the Orst half of the 20th century, mercunals were 
used as the first potent d1url!'t1C agenta f39•; they were luter 
discontioued because of their h1gh to:.:1c1ty and the tendency 
t.oward tachyphylruús. in addition to thl!' concornit.ant develop· 
rnent ofbetter diuretic ag .. nts !iUCh 3!1 Joop diuretics and thia­
zides. The s1te of act.ion 1n the nephron was locaforl!'d at the 
thu:k :uc:-t"nding limb and di>Jtal nephron. where mercury 1nh1b­
it0l'd net c1- reabsorption f·IO>. Howe"·""r. the m .. chan1sm of 
nction wa11 nevl!'r detenn.ined. \\"e ha-.:e ob111erved recently thal 
rnercun.· reduces the function of both the rnt and thl!' nounder 
thiazid;...sens1tive Na-:CI- catransporter 1321. In add1t1an. Ja• 
coby et al. 131) have sho...,-n that the ~uuolateral Íiloform of" the 
Na ·:K-::?CI - cotran!iporter can al.so bl!' 1nh1b1t..d by mercury. 
In the prrsent study we show that e:r,:>o11ure of.\": la .. t·u oocytes 
to H¡;CJ. few minutes befare the beg¡.nnmg of the uptake penad 
re.!lulted- 1n a sitrn1ficant and do~C'-<iej>l!'ndent rl!'duct1on of 
mBSCI .:activ1ty. Thu>i, the d1uretic o?>ffect o( m .. rcury could be 
caused b~· d1rect. inhibiuon oí both -:...1ie :-Oa • K - ::?CI- and the 
Na-:c1- cotra.naporters located at tt::.e ;:apical membrnne ofthe 
T.ALH and the dutal tubule. respe~1,,.ely. 

Depi~ed in Fii:. 11 are the amc:o acid !lequo!'nce.s of th .. 
mutually l!'xclu!llVe cas.!-P.tte exons :fr'.':lm mou.s .. k1dney •7. 9•. 
/\,lthough the exon!I expand 31 .11m1r:.o 3c1d re!i1due". d1rr .. r .. nce" 
among 1~form!I are 11mall There .'\!"~ only thre .. amino ac1d 
res1dues '11at are completely d1rTere::: 1n the thn-e uoforms. In 
ndd1tion to these three rl!"!l1du .. s. sorr..e 3m1no ac1ds .'lr .. d1fferent 
1n one isoform compnrt>d w1th tht." ot.~~r two. For 1nstanct.", tht.• 
Jeucine. 1soleucinc, meth1onin.,_., a..:d cy•teine marked on 
rnBSCl·f" are ditTercnt Ln mBSCl•A 3.lld mBSCl·B. but thcse 
residues are identical in isoform• _-\. .Jond B. 11ug¡;:est1ng that 
the:se four amino acid re•iducs coulC ~ rl!'spon.s1ble for k1netic 
d1fTerence!I betwl!'l!'n mBSCJ.,\ and =BSC·B, with mBSCl·F 
1sof"orms. Particularly 1nterest1ng i!I -:...~e- prl!!'sencie ofone mt!'thi­
onine and cysteine in m.BSC l·F wt-..l:!l cauld conf .. r d1fforent 
tcrua"'· ~truct.ure lo thu1 1soform. 

In sumrnnry. our data re""l!'aled s1;;::::..úicant k1neuc. pharmn­
colog-ical. and rl!"gulatory d1tTerenCP!I ~ong the isoforms A. B. 
and F ofthe munne Na - :K-::?CI • CC.'::3.n"porter. Becau:oe the 
onlv atruttural varintion among th~ thret! isoforms is the 
rnu"tunlly excJu.ah·e cnsae'tte exon, Ji.e.i::::ll!' amino ac-1d residues 
within tbl!'&e exona must be reaponsible- for the obsen.·ed dilTer­
ence:s in funct.ional propertiea. Furd:.~r stud1e• "'"di be neces• 

anry to elucida te t.he role ofeach dUTerent amino a cid ~•idu .. o( 
the exon c.:i.sseue.s upan the funct.ional propertiea of mBSCl 
uoforma sho"'·n a.n the p~sent atudy. 

.-\c"Ar11<>14·(ird,¡r...,.-11u-\\"• .,.. gTateful to memb.ni of th• )lolecqJ..r 
PhJ.·s1oloo l.'r.1: f"or suq~stiona a11d a .. iauanc:.. 

REJo"ERE~CES 

1 C.arnb.-. C l~ K.Jtwy t .. t. S-. 1608-16:?2 
:.! 'iomon. O B. ~"''- F' E... HamdAft • .l. M. O. f't.trt. A.. S.&11J•d. S. A.. and 

i....n-. R. p :~. ·'ª'· c,,,,,,. 1:1,, 183-1,... 
"l T..>k.>h••lu.S Cl':•l'T' •• n-.•lay.O R..Com•z.R.A.f•"'~tu.P.Cn•lman.H . .l .• 

.. r.d s..,nt-..:••· o :ffioOo• ~- -'°•''· Ac•J Seo t:. s A r.. s.&.J.t-5-t39 

~ 11.,~~·~~ ;~~~~¡>-~:.~~"[:~".;::::.";!"~::.~~~~.~-;;.r.- .Wondh•""°r. 
\ G.>mb•. G. !\11"'"'--hU•. A... Lo...h....t1. !\l .• LYU<ln. 3. t.-. '1.' 5 .• H_,.1-r. 

'.\I ·". "'"ª H .. -rt. S C. •t!r.M1J BuJ. c1o ..... z ... t"t"t13-:0"t:n 
'i l""..>n•• 3 ..\.ar.a F'.,rbuah 111 D 1199.I• ~- .V•1l . • vad. Su. t..~S.A. 91, 

... \.&,_,¡.a~ 
-: fi::ir .... tu P. \°...r.c•r. H • ., ... rG D. P&),.•.l A.and Forb~ lU B. 19951A"I. J. 

Pli.••ool. R .. "l.al F:uut El.-.:1.wl .. 1• P1o ..... o1. ZU, F-t~F-tllt 
" Gaonb.-. O •::?000' c ....... OP•"· :·-·•plirol. H."'P",..,,,,. .. 9, ~S..O 
9 !\Jo.,nt. O B. S.• ..... ard. A.. H•ll. A. E .• Pl•i..-. C .• x.._ .l. a. .. r. O. R.. Oa-a... 

O . .-nd H•brrt. S C.• 1999•-""· J Plo,,•ool. &,.o.l P":o-INOI. r: .. F:s-t7-F':l.54 
10 G•onb•. o •2001 • ........ J ,,.,.,..,., &-.1 r11,.,o1. u1. r.sl-r:'!M 
11 Ma1 .... C. !\four.1. D D. Rubio. V. H•b.rt.. S C .• •nd Gamba. O. •19991A'"· J. 

Pio••H>l & ... ..J P"•••"" n .. F35»-F'3&6 
l.l PI•'"'· C. !\lr•d•. P. H•ll. A.. E .• u· .. 1rh. R. C. Varq.,.r.:.:. H•t."· S. C. 0 and 

G•rnt.... G ::001 .-V.. J p1o, .. ,o1. &-.l Pfl;r1ool 2AO. F57-t-FSA2 
13 a...,.. !\I B •19eZ· K.a..,. "''· 22. 'S..--t6-I 
I' R....,h ... A. S. •r:d ~klao . .l P •19731J Cl•"· '"'"•'· 52. 61:!-623 
15 R .... •••· "V B. !\foloriy. O A. • .,,d And,....,h. T E. 1191'1<!1• .A."I. J. PJi7 aaol. S5&. 

FJl.U-Flls.. 
16 Gnorf'. R. •194: ·~'3..J. A.o-!•.,,! ~ .. ppl. l.._ 1-15 
10 Hu .. .c.ct..nl A .. •r~ ~·lanrl. F • 19"'4'• ptr...,,.,.. A~le. &OT. -t:ll-'27 
Id E••lolT.3. fl.o~,..,...cr:!"rf'. E .• Soh·a. P •• \nd K1nn•. R. o lS><Jl• Pf1U4• ... Areh. 3880 

.!6:J-.!";., 
l!J ~ ... me.~. R,c.,.;uto S . .... d Konn•. R.· 1963• rt1~ ... . '4.~h. 3-. 173-1":9 
:lo 9,.,...t ... m. C. "-'"r~n. S J. •nd J'ol"C'Oru.n. P L. 11~· Baoch''"· Booploy._ 

Ac:a fl::1. 'oil-~.;.r, 
.JI Yor..-. T. Hu.oor..,-:. Y G. S1n¡;h. 1 - Sct'.11ertn.ann. J .• ar.=i Dnol'P. J. P. U99'1'51 

....... J ,,.,,,.,.._¡ :•1. f"931-F9.J9 
'.J.2 0<.mor:i. 3 S 19-:'"'l J .\1.-plool l:MI, 1.U-ldO 
.l.3 G .. mt.... G. s.u.s-:,r. s S. Lo"'b&nt•. !\f .• !\loyan.o..hJ~ A.. L)'1&on. J. 

Hrd•C<Pr. M ."-... Bn,r:r.•r. D '.\f. ,.nd Hei..n.S C. •:~3>~. So.ti. 4'u:Gd. 
S.·1 L" S A 90 • .!":'"~9-~'"i.s..l 

.u Rurr:n.m. C E. K..:=...;. and Pall"rwy. H. C. •1990¡ A-.. J. PJo_.,.,a1. R•""111 
P't• • .,,¡ UD. f".le~n~.11 

;?; Shrtl_.r R f: .• 5-:he • ..-r.oi._.nn. R. !\lolT"l-n. A f ... ,.d ~-..n•. R. K H. 119001 
a.,,,,;,,,.. B•<>P'"º ·°"''º 1023. 1114-190 

:!ti p1..,, ... C. Rubo" '\'. &r.d C•mb.. G •.!OOO•A,...ft .\lrd .""..,.• :11, .!1-27 
.J"; G.1r..>•·· R r. :.¡_.., .. ,..., '=. H..>nn .... n. P A •• 1nd Gr.a-. =: ,; . .;,. t9M• .V•>l. 

p~ .. ----n1 :l., . .¡¡;..;_;.)) 
:!M U,.mphnoy•. B D • .;,ar_~ L. ChernO"'•. '.\I S', .l<nd Alp.,.. S L l995•A .... J. 

Ph·.•.ni <.."Wl Pli:-u••i. :-. C201-c'209 
:..'!I :\lu.,,..,,,do.A .s..n.r. L. '•".uq.,.1,N .• !\loun1. D. 8 ..... nd Ca:=.t>&.. O. 2000•J. B•ol. 

c11 ...... 273, .lQ.1:!4 - :;o33, 
.JO !\luc.ado. A. d• J.,.. H .. .-... P. v...,q.,.z. ;.l .• :\l••de. P. !\four.1. O D~ and 

G..>mb.-. G. <2001 ·"'-'"' J P1o ..... o1. e.u r1o,,.uJ. 2lU, C'!l":'"O-CSM> 

31 .Japt;~.~-cC .. ~~,º;::;_~ izf.:.~"Gs'.;:.g;;;•·.1 .. •nd r..n.r~· P. •1999'-''"· J. 
.l:l ,_ • ...,,c¡ .. •.s. S. !\tonr<>y. A .. o..r .. n1rs. E .• !\l.,o\•z-Clare,._ R. A.. and Ounba. O. 

A,... J ,.,,,.,.,J. RI-.-=: P'tuoal 282, •n p~•• 
1l i. .. ('.!°'.;~:'4.r;5~ .. ;;'~;:..~:-fi "'"d "º"""'"'·e. m •11t9a1 ,,.._.,_ -'"•rt . .Acod. Seo. 

34 ¡.,..,,..r:ll'. r. J"._. .. c.,. ~ C. Ctwnc. J. and Forbuah. B in •1998• J.~ .... 
P't•4•"' 11:. 'i-'9-~~ 

.l5 J_.r.,..r.-4. P. J_....b;-·. ;; C. P"''""'· .J A • ..>nd f"orbu•h. B JU '199!1· J. B•al. 
c1e.,.,.. :z.:s. 11._~'!.--::::..-,1 

:ui b<l'r.nr4. P • .1nd F'>~"- B tll • 199-;, J Doul. c11 ..... ~ 2-'M4-245El:Z 
37 !\le.,.,,,·. A .• l'b1a. C. HotOOPrt. S C. and c..,..ba. O.·~· A,.., J. pJo.,,.aaol. 

R•nal P1o ...... o1 T-9. f":'JJ-F'169 
.3.11. H•;u. ~ .• ;ond !\lc!\lar.-... ~ . .J. 1198.JIA,... J. Ployau>I. :z..as. C23!1-C':z40 
.39 Ekna'•"· G. l 199"t • .,. 1>..,...1oc- ,.......,,., a,,.,.,.., p,.,.,.,,,as:r ~ P/e.ann.:uot_,, 

•S..ldan. O .• .and G.-h,. O .• eda• pp. ~.28. Ac•dellUC ~- Sait o. .... 
40 z • .a..-1. !\l. L ct99':' • m Dr.;,,.,,•KA#"'•' e¡,,.,.,.., Plt ... .,olor.r :ut.d P~o:c> 

S..Jo=.on. O• ""d G1...:-..ch. C .• Pd•• pp 113-13-'· Acad•~ ........ 5.,, DI••• 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



,.\•o¡ .J l'h_ .. ·-iol t.:"'ll Ph_ ... ,.,..l 
'!!S 1. Ct170-C6HO, :!001. 

Functional and molecular characterization of the 
K-Cl cotransporter of Xenopus laevis oocytes 
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!\lercado, Adriana, Paoln de lo• Hero•, Norma 
Vázquez, Patricia Meade, David B. Mount. and Ger­
ardo Gamba. Functionnl nnd moleculnr churnctt.>rizntion of 
thc K-Cl cotransportcr of Xrtwpus laet•is oocytcs. Ani J 
Ph~·siol Ce•// Physwl 281; C670-C680, 2001.-Thc K-Cl co­
transportcrs <KCCt1l huvc u hroud rungc uf phy~iologicul 
rolc.s, in n numbcr of ce lis and apecics. Wc report herc thnt 
4'Y,..•nopus /at.•l•is oocytes cxprcB-'i a K-CI cotrnnsportcr with 
significant functionnl nnd molcculur 11in1ilurity to 1nnmmu­
lian KCCs. Undcr isolonic conditions, dcfolliculuted oocytca 
exhibit n cI--dependent ""Rb• uptukc mechanism nft.er ne· 
th.·ation by the cystcinc-reactivo compounda N-ct.hylmnlcim­
ide 'S'El\.U ond mcrcuric chloridc CHcCl:i). The octivation of 
thi"- K·CI cotranaportcr by ccll swclling is prcvcnt.ed by inhi­
bition of prolein phosphatnm.--1 wit.h calyeulin A; NEM acti· 
... -ation of thc transporter wos not blockcd by phoa1phnt.a8C 
inhibition. Kinetic choract.erizotion rcvcnls opparcnt. valucs 
for t.hc I\.tichnt!'Jis-l\!cnt.en constnnt of27.7 :!: 3.0 nnd 15.4 ::!; 

4.7 ml\.t for Rb• und CJ-. rcapt..-ctivcly, wilh an nnion aclt.>e• 
tivityforK' transportofCJ- .- Po:- - Br- > 1- >SCN- > 
gluconntc. Thc oocytc K-CI eotransporter wns Hcnsitivc t.o 
~c ... ·crnl inhibitor.., including loop diurctics, with nppnrcnt 
half-mmcimnl inhibition vnluca of 200 ond 500 µl\.( for furo­
,;;:.emidc nnd bumctnnhlc, reiipectivcly. A portia) cDNA cncod· 
ing thc .. Yenopu.s K-Cl cotrnnaporter wns clont.-d from oocytc 
RSA: thc corn.-sponding trnnscript. is widcly cxprcsscd in 
.. "<enopus tissucs. Tile prt!'dict.t.od COOH-tcrminal prolcin frog­
mcnt cxhibitcd particular homology to thc KCC1/KCC3 sub­
f.,PTOUp of thc nu1mn1nliun J<:CCs, und thc funetionnl charoc­
tcristics ure the moat t1imilnr to thot:1c of KCCl (l\.lcrcudo A. 
Song L. Vnzquez N. Mount. DB. and Gnmbn G. J Biul CIU!m 
275: 30326-30334. 2000). 

pot.as:dum-chloride cutrunsport; ccll volumc; eell sw~Uing 

nu: .t:u::crnoN~UTl<AL COTitAN~ro1rr ofK ... and c1- is lllrb?Cly 
nccomplishcd by pnrnllcl K ... and c1- chnnncls or vin 
t.hc opcrntion of K-Cl cotrnnsportcrs. K-Cl cotransport 
wns first. dcfined in tho red blood ccll (10, 32). thc tissue 
f'or which funct.ional chnracterization is thc most com­
plete. Red blood ccll K-Cl cotrnnsport shares a numbcr 
of' f'unctionnl propcrtics with Na-K·2Cl cotrnnsport. 
including clcctroneutrnl chnract.cristics, a functionul 

Addn!911 íor ruprint. ruque11ta und olher corre•pondence: G. Gamba, 
Molecular Phystology Unit.. Vu-:o de Quiro,:n No. 15. Tlalpan 14000. 
!\le.deo City, J\.lex.ico tE·mD.il: gnmba~ocyt.IDX). 

dcpcndcncc on thc prcscncc of each trnnsportcd ion, 
nnd sensitivity to loop diurctics. Howcver. these two 
trnnsport mechanisms diverge significnntly in several 
chnrncteristics, in particular their response to cellular 
volume chnngcs nnd to modulation of protcin phos· 
phorylntion and dcphosphorylntion. Tho Nn-K-2CI co­
transport is thus. shrinkagc activntcd und inhibitcd by 
protcin phosphat.nscs (45). whcrcns K-Cl cotransport is 
nctivntcd by ccll swclling and complctcly nbolished by 
inhibitQrs of scrinc/thrconino protcin phosphat.nscs 
(10). 

In nddition to red blood cclls. K-Cl cotransport has 
becn detected in a vnriety of difTcrcnt t.issucs nnd cclls. 
including neurons (48), epithelin (3, 17). myocnrdium 
(59). skcletnl musclc (58), nnd vnsculnr smooth musclc 
(2). Four mammalian K-Cl cotrnnsportcr isofonns wcrc 
rcccnt.Jy cloncd nnd dcsignatcd KCCl (16), KCC2 (44), 
KCC3 (20, 40). and KCC4 (40). 1 K-Cl cotrnnsport nc­
tivity hns nlso bccn dcmonstratcd in scvcrnl nonmnm­
n1alinn cclls, inctuding tclcost crythrocytcs and hcpn­
tocytcs (5, 8, 18, 26), nmphibian red blood cclls <19). 
Jobstcr ncurons (56), nnd malpighinn tubules from both 
Drosophila ntclano¡:aster C34) nnd thc forest nnt For· 
ntica. polyctena <33). Thc physiologicul roles oí K-Cl 
cotrnnsport rcmnin poorly undcrstood. Howcvcr, acti· 
vation by ccll swclling suggcst.H n promincnt role far 
KCCs in the rcgulntory volumc dccrcnsc of cclls ex­
poscd to hypotonic conditions or swollcn by ccllulnr 
insults such ns ischcmin. Thcrc is nlso cvolving cvi­
dl!nccfor thc pnrt.icipntion ofK-Cl cot.rnnsport in trnns­
cpithcliul snlt trnnsport nnd intrnccllulnr ion ho­
mcostnsis (3, 17, 48. 56). 

1 We inttially ntí•rred to the KCC on human chrom0110me 15ql4 •• 
KCC4 and the KCC on chromoeome 6p15 1u KCC3 {olO). However, ln 
deCerenai t.o t.he ea.rlter publicat.ion ol Hilti et. nJ (20). -e reverlMl!d the 
numberinc olour GenBank/EDJ •ubmil'laiona e.o reíer to the KCC on 
du·omoeorne 15q14 - KCC3 and the KCC on chromoeome 5pl5 .. 
KCC4 (- NOTr. ADbED 1::"1' MKX>P' in Reí. 40>. 

nie coata oípublic.at.ion oíthia nrt.icle W•re deírny...d in port. by U1e 
pa.yinent. oí pa¡:e chiuL._· Thu nrticle must. the~fore be he"'by 
mark.ed •ad~,.;-nwnl .. in aceordance with 18 U.S.C. Seet.ion 1734 
aolely to lndicate thi• facL 
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CJIAllACTJ-:H.l:t..ATION OP 'l"llE KCC IN X/o:NOl'l!S oocv-n::s 

During lhe course of" lhc cloning nnd chnrnctcrizn­
lion of' elcctroneulrnl cnt.ion-chloridu cotrnnspurlcrs 
C 13. 14 0 38-400 46). wc inilinlly obHcrvcd lhut oocyLcs 
from the frog Xenopus lal!vis do not contnin t.hinzide-­
sensitive Na-CI colrnnsport (14. 39) but. do expresa un 
cndogenous bumctnnidc-scnsitivc Nn-1~-2CI cotrans· 
porter that cnn be nct.ivnlcd by hypcrtonic condit.ions 
(13) and inhibitcd by nct.ivntion of protein kinasc e 
(47). Suvitaynvnt et al. (54) nnd Shctlnrct al. (51> hnvc 
rcported similar findings. More rcccntly wo nnd othcrs 
hnvc obt.ained preliminnry ovidcncc thnt ... Ycnopus oo-­
cytes abo contain nn endogenous K·Cl cotrunsportcr 
(38. 40. 53). During reproduction frogs place thcir oo-­
cytcs in hypolonic pond wnlcr. resulting in profound 
cellulnr swclling in lhc abscncc of a compcnsntory 
response. A1though swclling-aclivnlcd K-CI cotrnns· 
port has not bccn rcpórtcd in oocytcs, thcsc cclls are 
known to posscss hypotonically nctivntcd c1- chnnncls 
(U. Once thc oocytcs bccomc fcrtilizcd cggs. t.hcy are 
pnrticularly resistnnt. to ccll swelling. potcntinlly bc­
causc of' conformational chnngcs of thc cytoskclclon 
that reduce thc cnpacity of the ccll to swcll (28). A 
physiolo&ricnl response to hypolonicity has nlso bccn 
demonstrntcd in .. Y. laeuis spcr1nnlozoa 0 which rcrnuin 
immotile until the osrnolnrity ofthc semen is dilutcd in 
pond water C21l. 

To begin to study thc role of K·CI cotn1nsport in }(. 
laevis. wc initintcd n rnolcculnr and functionnl study of 
thc ooc:yte trnnsport.cr. In nddition. sincc Xenopus oo· 
cytcs are uscd. for thc churnctcrizntion of othcr KCCs. 
functional chnrnctcrizntion wns ncccssnry to undcr­
stnnd thc regulntion ofthc cndogcnous trnnsportcr and 
t.o minimizc thc misintcrpretation of hctcrologous ex­
prcs.sion. Wc rcport hcrc thnt ... Yenopus oocytes e.xhibit 
un cndogcnous K-Cl cotrnnsportcr thnt cnn be ucti­
vatcd by hypotonicity. We nlso describe thc majar ki· 
netic parnmctcrs of thc cotrnnsportcr. as wcll ns its 
inhibitory nnd rcgulntory profilc. Xenopus oocytcs ulso 
expresa mRNA cncoding n K-Cl cotrunsportcr protcin 
with significnnt homology to tho mnmmnlinn KCCs. 
This constitutcs thc first dctailcd functionnl character· 
izntion of K·Cl cotrnnsport in u nonmnrnrnalian. non­
erythroid ccll. 

METllODS 

Pl't"paruliota of Xrnopus laevi11 oocyles. Adult. fomalc nor­
mul and albino X. lae•via frob'H were pun:hnsed from Carolino 
Bioloi.oical Supply <Burlini.rton. NCl nnd muint.uim ... '<1 nt thu 
Jnslitulion animal fncility under constnnt. control of room 
tcmpcralun: nnd humidity nt 16•C nnd 65%. rcl!llpcctivcly. 
Progs wcrc fod with frog brittle dry food from Curolinn 
Biologicu.l Supply, and water wns changcd t.wicc u wt.-ek. 
Oocyteta wt.-re surgicnlly cotlcct.ed from nncst.hetized animuls 
undl.'r 0.17% tricnino and incubotcd for 1 h with vigorous 
ahaking in ND96 tin mM: 96 NnCI. 2 KCI. 1.8 CaCI~. 1 MgCI~. 
und 5 HEPESITris 0 pH 7.4) ond 2 mglml of collngcnn.BC B. 
nflcr which oocyt.eN wen• wnshed. four timca in ND96 and 
munually defolliculated ... Stngo V-VI oocytca (11) were incu· 
batt.od for 2-4 day1t in N096 at. lS•c supplementcd with 2.5 
mM tMX!ium pyruvnte and 5 mg/100 ml of gent.nmicin. Thc 
incubation mt...-dium wns changed cvery 24 h. Thc day of the 
influxexpcriment.. oocyt.es werc switched to a c1--tree ND96 

Un mM: 96 Na .. iscthionnw. 2 Jiº-..:Ju'--onnt.c, 1 ... 8 Cu~~.glu­
cunntc. l l\.ftf'•·glucunnte. 5 llEPES. 2.5 H<>dium pyruvote, 
and 5 mg?r g1.mtnmicin 0 pH 7.4) fbr 2 h bcfhru tho Ul'll'lny. 

AsaeJCament of K-Cl cotra111CPfJrl1•r funclio"· Functionnl 
annlyNÍA of the K-CI coln•n!lporter conMiHted of ment'luring 
trnoor ""Rb • uptuku (New Eni:lnnd Nuc1enr> in J.."TOUPlf of al 
lentit 15 oocytt.>S. -Rb .. uptnkc wns mcaaured undcr both 
isutonic .ond hypotonic cundition1t with t.he following general 
prolocol: a 30-min incubntion period in a hypotonic K • and 
Cl ~·freo mcdium lin ml\.I: 50 N·melhyl-o-glucnmine 
tNMDG,_gluconnte. 4.6 Cn~*-gluconut.e. 1.0 A1g:l•-g1uconnte0 

5 tlEPESl'I'ris, pH 7.4) wilh 1 mM ounbain, followed by o 
60-min upt.nko period in a hypotonic Nn •-free und KCl­
contnining mit.-dium with varinble K ... nnd Cl - concentrotiona 
<in mM: 0-50 NMDG-CI. 0-50 KCI, 0-50 NMDG-gluconnte, 
1.8 CnCl:;r, 1 MgCb, 5 HEPES, pH 7.4). ttupplemcntcd with 1 
mM ounbain, nnd 2.5 µCi oíKURb-o-. Expcriment.s in isotonic 
conditions wcru peñonned using thc same aolutions but. 
supplemented with &UCTOBC at 3.5 g/100 mi lo inc~ase the 
otunolalit.y of lhe solutions t.o the isosmolal condit.ions for 
oocylcl!ll c-210 mol!llmoVkgHaO). Ounbuin WQS ndded to pre­
vent -Rb• uptnke vía the Na •-K*-ATPnse. The ubsence of 
extrnccllulnr Na• and the hypotonicity oíthe uptake medium 
prcvenk.oel ""Rb• uptakc or "ºRb • -K* cxchangc by thc cndog· 
enoua Na.K-2CI cotronsportcr thnt is prcflcnt in oocytes (13). 

All uptakcs wero pcrform(..'() nt room t.ompcroture. At the 
end oí the uptnke periocl. oocylel!ll wcrc wnelmd five times in 
icc-cold uptnko Molution without i~olopc lo removc extrncl."I• 
lulur trnccr ... Oocyt.es were di8t'oh.·4.-d. in 10% sodium dodecyl 
sulfütc, and t.rncer nct.ivity wnH dctermincd for ench oocyt.c by 
bctn scint.illution counting. 

To determine lhu ion tram4port kinct.ics of thc K-CI co­
t.rnru1port.er wc peñormed experimt.•nt.s using vorying caneen· 
trations of K • nnd c1-. To muintain osmololity nnd ionic 
at.rcnJ,.'1.h. gluconnte was used. as a c1- substitute nnd Nl\1DG 
na n K* aubstitute. Thc t1enaitivity nnd kinetics íor se.vera} 
inhibiWn1 werc nssc88t..od by cxpoMing b'TOups of oocytes to 
inhibitor ot conccnlrntions vuryin¡..: from 20 µl\1 to 2 ml\.f, For 
thcMC expcriment.s. thc dt>Mired conccntrntion of thc inhibitor 
was present durinJ: both thc incubntion und uptnke pcriods. 
Wo nltt0 nstieHMcd thc cfT1..."Ct. or scvcrul drugs on the nctivntion 
of thc K-CI cotrnnsportcr by odding the drug during 15 min 
befare thc upt.okc pcriod. 

RT-PCR amplification of KCCs. A BLAST scarch of lhe 
Nntionnl Centcr for Biotechnology exprcttat...od sequence tag 
<EST) dutabnse revcnlt.od n 549-bp coding sequencc EST (Gcn­
llank nccession no. A W646505> fron1 X. lacvis oocytes with 
tti¡..'Tiificnnt homology to thc mnmmnliun KCCs, nnd we nm­
plifit.'tl this 549-bp frn¡.."ment from Xrnopu.• oocyte totnl RNA 
by RT-PCR. Xr110pus KCC oligonuclt.•olidc primera were dc­
siJ.."Tl'-od using thl! EST scqucnce. Thc scnso primer 5º-ACAG­
TAC'TTCTGGGAGACTACC-3" nnd nnt.iMcnao primer 5•. 
GATACGTAAATGATAAAGAAAGG-3º omplified o frngment 
of 528 bp. The nmplified bond gpnns u rcgion of the KCC 
protcinl!ll thnt Ut t.•ncoded by thrl.'C cxona in n Drosophila 
homologue (st.oe GenBank acce~sion no. AE003462) and ali 
four mnmmnlian KCC• (0. D. l\lount.,. unpublished data). 
Givcn thc lt..."Vel of gcnomic conservntion betwocn t.his region 
of the KCC genc1t in mammuls and Drosophila. n similar 
h"Cnomic at.ruct.ure is lilr.ely f"or this KCC gw:no in X l~via, 
such thnt t.he PCR priment ust.od for t.he initial RT-PCR 
reoction wi.11 amplify a lnrger DNA frugnient frorn c:ontami­
noting gcnomic DNA. if at ali. Howevcr. revcrae transcrip-­
tase waa omit.kod in contrul aamplo• to vcrify that. contnmi­
nnting gcnomic DNA was not. amplifled in the RT-PCR 
!!lumplea. To incroaae the !!lpedficily ofthe PCR nmplificntion. 
ncsted PCR of the nmpliflcd bnnd was performed with two 
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hlllt!'rnul primcnt lhol umplify n bund of 359 bp; thc tleruw? 
prinu•r for m .. '24tt..-<l PCR wua 5•-AGCAGAGCAGGCACTGAAA­
CAC.a• nnd thc unt.it1cnde primer WUH 5º-GGAAGGGCA­
GAAGCATAAGC.3'. A second overlopping EST lGenBunk 
nccession no. BE576764) wna su~"<tUcnt.ly idcnlifü.-d. ol>­
t.nined fro1n Rt.•dcnrch Genctics, und sequcnced in cnlirety 
using fJuorl.":tccnt dye Wrminution du."mistry t Bii:Dye, Ap­
pli""'1 Biosystemsl, 

Total RXA wru1 cxlrncted frum dcfolliculat.ed ooeyt..es and 
ot.her li'4~Ut."d U'4ing tlu.• b~nnidinc isolhiocynnnt..e-a..'llium 
chloride method C491. PCH. wut1 ~rfunned wit.h 1 µ.gofre­
ver:o1c-trun ... cribt!'d RNA in 20-µ.l rcnctions cont.uining 1 X PCR 
buffor tin mM: JO Trht·HCI, 1.5 Mb-Cla, 50 KCI, pH 8.3), 0.1 
m!\1 ofcnch dNTP, 10 µ.J\.l ofeoch primer. nnd one unit.ofTaq 
DNA polymera~ lLifo Tcchnologiett}. Thirty-fivc PCR cyclc11 
were perfonned wit.h thc following profile: 1 min nt g.a•c, 1 
n1in at so•c, nnd 1 niin ot. 72•c. The last. cycle was followcd 
by a final exwnsion st.ep of 5 min nt 12•c. 

Thc PCR product frum oocyt.t.•s wn!I gel purificd from n 1.5% 
Dl.~rose gel nnd Hequenccd by the didcoxy choin lcrnunation 
method '50l using the Scqucnumio DNA 11cquencing kit CUSBJ. 
Once lhe nnturc of the single PCR bnnd from uocyt.es wns 
confirmed by DNA llt.>qucncing ns n .. Yc11vpua homoloJ.,"'Ue oft.he 
mammalinn KCC cotrnnsportcrs (seo RJ.::.."ltrLTS}, Sout.hcrn blot. 
of all tist1ue PCR prnduct.s 'WR& pcrfonncd under hiJ:h-strin­
gcncy cundit.ionH u11ing t.he 528-bp frngmcnt to generut.e u 
nonrndionct.ive prolxo by tll'ling the PCR DIG probe synlhcsis 
kit. 1 Bochringcr l\tannhein1, Gcrmany). Hybridiznt.ion bands 
wcre dct.cct..-d by nn immunopcroxidusc rcaction. 

Statistical a.nalyaia. Stotisticnl si.,,"'nificnncc is dcfincd n11 
two-tailcd P < 0.05, nnd thc result.s are prcscnted na 
means ~ SE. The 11ignificance oí lhc diffcn:nces bctwt..-cn 
b"TOUpt1 woa tcstcd by one-woy ANOVA witll multiple com­
pnrison using Bonfcrroni corrcction or by thc Kruskal-Wallis 
unt.."-wny anolysis of vorinnce on rnnks with the Dunn'11 
mt.•t.hod for mullipfo cun1parison procedurcs, OH necdt..od. 

1u::suvrs 
E:t:prcssion of an endogetlOllS K-Cl cotransporter in 

.. 1(enopus ooc·ytcs. Figure 1 shows n sun1n1nry íronl 

Fi¡,:. l. K·CI cot.rnruiport nct..ivit.y in x,•nopu• 
/o.,t.•ia ~'"Ces. -Rb· upt.uktn1 wero mensurud 
under hypotonic or isotonic condiUona, 011 in­
d1cat...od, ia t.he preaenco of 2 m~f K•, wiU1 
(opt"n burst or witlmut. 161100 bnn!I) extrncel· 
lular c1-. Enc:"h bar rep~nl.8 mean ~ SE uf 
7 ell'periment.. f"rom d1ffenmt. frop. •Sittnifi­
c-nnt.ly diffe~nt. from Uplnke in conlrul group 
ul 110 mosrnol/kgH;rO fl• < O.OOU. /r111d: a 
•ingle ex-pe-rimen t. in which -CJ- upt.ake wa. 
aa--.ed in hypotonic or i.-otonic condit.ions, 
U1 t.he pnta.enc:e (open bnrs) or ubBcnce 
fhnt.ched bar.) of 10 mM exu-a~Uular K•. 
¡.~or =-c1- uptake e•perinlent.., oocytr11 weru 
exposrd Lo a 30-n1in incubat.ion poeoriod in o 
hypotonic or i110tonic K • and c1- .free mo­
dium. follow...ct by 30-min uptake period in an 
iMJtonic or hypot.onic Na• •Ín!e medium in the 
preeenar uf" 1 µ.Ci/rnl ofH-CJ. •p <: 0.01 va. 
uptake in 220 1ru:1111mollkgH:;iO. •• P <: 0.01 ••. 
upt.nke in control group in 110 mosmoV 
kgH~. 

75 

scven cxpcriments in which 80Rb""' uptnke was as­
scssed using nn uptake solution contuining 2 mJ\.f and 
50 m.l\I of cxtrnccllu1nr 1'.- and c1-. rcspcctivcly. Up­
takcs wcrc pcrformcd undcr both isotonic conditions 
(220 mosmol/kgH:zO for ~Yen.opus oocyt.cs) nnd hypo­
tonic conditions fllO mos1noVkgH2 0). Undcr isotonic 
condit.ions, oocytes cxhibited n H.b~ uptnkc of 10.1 ~ 
1.4 pmol•oocyt.c- •·h- 1 thnt. wns rcduccd t.o 6.3 :::!:: 1.3 
p1nol-oocytc- 1 ·h- 1 whcn oocytcs were incubatcd in 
Cl -f"n..oe mediun1. Huwcvcr, thc ditrcrencc did not 
rcach significnnce. Under hYJ>Otonic conditions, Rb ... 
uptnke in the prescnce ofextrnccJlulnr c1- increased to 
52.5 :::!;. 11.0 pmol·oocytc- 1 -h- 1 <P < 0.00001): thc in­
crensed Rb .. uptakc wns c1·- dcpcndcnt, sincc uptakc 
undcr hypotonic Cl--frcc conditions wns 5.22 :::!:: 1.0 
pmol·oocyte-•·h- 1 (P < 0.001). Thcrcfore, oocytes ex­
hibít n c1--dependen t. ªºRb • uptnkc mcchnnism that is 
nctivatcd by cc1l swclling Chypotonic conditions). A 
similar observnt.ion wns made using oocyt.es harvestcd 
from t.hc albino t.ype of X. Iaevis (data not shown). In 
nddit.ion, Fig. 1, inset, shows thc rcsult. of n singlo 
cxpcrimcnt in which 36Cl- uptnkc wns nsscsscd in thc 
prcsencc oflO mJ\.f nnd 50 ml\.f ofcxt.rnccllulnr K"* nnd 
Cl - • respect.ivcly. In hmtonicit.y. :me¡- upt.ukc wus sim­
ilnr in thc prcscncc ar nbscnce oí ext.rnccllular K• 
[908 :::!:: 124 vs. 912 : 346 pmol·oocytc- 1·h- 1, P "" 
nonsignificant CNS)J. In contrnst, incubnt.ion in hypo­
tonicity induccd an inCTensc in :mc1- uptnkc to2,960 :::!:: 
455 pmol·oocyte- 1 ·h- 1 (P < 0.01) thnt wns pnrtinlly 
but. significontly K• dcpendcnt e 1,615 :::: 296 
pmol·oocytc- 1 ·h- 1, P < 0.01). Thus oocyt.cs nlso ex­
hibit a K .. -dcpcndcnt 36Cl- uptakc mcchnnism that is 
only uppnrent during ccll swclling. 

K-CI cotransport. in scvcrnl cclls is uniqucly acti­
vatcd by thc N-nlkylnting ngcnt N-cthylmnlcimidc 
CNE?.-f) (32). whcrcns Nn-K-2Cl cotrnnsport. is inhibit.cd 
by this ngcnt l55). Wc thcrcíorc nnnlyzed t.hc cfTcct. of 

J~l...__,O ............... i ___ o ........ m..__ 
110 220 

mOsm/kg 

11 O rnOsm/kg 220m0smtkg 
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CHARACTF.1UZA1'10N 01-' 1'11E KCC IN XF-NOPU.S ooc,-.. es 

.. - - -FiA". 2. Tirne couniu (in minl or -Rb* inftux in .. Y:. larvl• oocytca. 
Oocyi.... .. we"' incubot.ad für 30 min in K• and c1--rruo hypotonic 
mOOium nnd t.hen in o JO m?\.1 K•-contoining mecUu1n in thiD presence 
lo)or 11b11~nce <•) uf50 ml\f CI-. Upt.nke periOO• aru indicat.ed. Eacb 
puint rvpreRCnta meon ~ SE oí 15 oocyte11. •p < 0.001 v•. Cl--frl."e 
J.•roup. 

NEM upan H 6 Rb"" uptnkc in oocytcs incubntcd in iso­
tonic conditionM. In thu preoscncc of 10 ml\I ic- nnd 50 
mM c1-. exposing oocytes to 1 mM NEM befare the 
inílux pcriod incrcnscd thc IWRb • uptakc by -2-fold 
from 117 :::!: 6.3 pmol-oocytc- 1 ·h- 1 in thc control group 
to 227 ::!:: 29 pmol·oocytc· 1 ·h- 1 in thc NEM-t.rcatcd 
group <P < 0.001). The incrcnsed uptnkc induccd by 
NEM wns Cl · depcndcnt. In t.hc nbscncc of"cxtrnccllu­
Jnr c1-. influx wns similar bctwccn the control und 
NEM-trcatcd oocytcs (88 :!: 7 vs. 60 :!: 11 
pmol•oocytc - t. h - 1 , P = NS). Thcrcforc. undcr isotonic 
candit.ions. nddition of NEM rcsultcd in incrcnscd nc­
Livit.y of thc K-Cl cot.rnnsport.cr. 

Figure 2 ilJust.rntcs thc time coursc of HnRb ... uptnkc 
whcn oocytcs wcrc cxposcd to n hypot.onic uptnke mc­
dium contnining 10 mM of cxt.rnccllulnr K .... in t.hc 
prcscncc or nbscncc of 50 ml\.1 CI - . \Vhcn c1-- wns 
prcscnt in thc extrnccllul.ur mcdium wc obscrvcd in­
crcnscd KORb .. upt.nkc thnt. wns lincnr far 90 min. This 
upt.nkl.! wus duc t.o the K-Cl cotrnnsport.cr since na 
upt.nkl.! wns ohsl.!n.'cd in thc cJ--freo uptnkc mcdiun1. 

asoo 

Thc K-Cl cotrnnsporter h~ ono nfthe cfllux pnthwnys 
thnt nre nctivntcd by ccll swclling. as pnrt. of" thc rcg­
ulntory volumc decrcnsc tRVDJ response. \Vith t.his in 
mind. wc nlso cxumincd "6Rb'" cmux whcn oocylcs 
wcrc exposecl to hypotonicity <Fig. 3). Ovcr n 150-min 
petiod wc obscrvcd n progrcssivc rcduction in t.hc 
nmount. of "°Rb - rcmuining in t.hc cclls. togcthcr with 
a gradual incrcnsc in thc trnccr Rb• in the cxtraccllu­
lnr medium. As shown in Fig. 3, A nnd B. thc addltion 
of the loop diuretic furoscmidc significnntly rcduced 
thc cffiux of tMIRb-+- from the cclls. indicating thc pro­
portion of cffiux thnt was through the K-Cl cotrnns­
porter. 

Kinetics properties and a11ion depen.dence of tlie OO• 
cyte K-Cl cotransporter. Figure 4 shows t.hc Rb-+- and 
c1- dependcncy of thc K-Cl cotrnnsportcr in Xenopus 
oocytcs. To nsscss thc Rb-+- kinctics. uptakes werc pcr­
f"ormcd in cxtrnccllulnr media with fixed concentrntion 
ofCI- nt 50 mM. chnnging conccntrnt.ions ofRb-+- from 
O t.o 50 ml\.I. In contrust, to nsscss t.hc c1- kinetics. 
uptnkcs wcrc done wit.h n fixcd conccntrntion orK• at. 
20 ml\.1, chunging the conccnt.rut.ion arc1- rrom o to 50. 
As i11ustrntcd in Fig. 4, Rb ~ uptnkc showcd ~lichnclis­
Mcnt.cn bchuvior. Thc cnlculntcd Michnclis-Mcnten 
const.nnt <K,n> and mnximnl vclocity (V,n ... > far extra. 
ccllulnr Rb• conccntrntion ,_vcrc 27.7 :::!::: 3.0 rnl.f nnd 
1,531 = 78 pmol•oocyt.c- 1 ·h- 1 • rcspect.ivcly, nnd t.hc 
npporcnt. Kn1 nnd v ....... vnlucs far cxtraccllular c1-
conccnt.rution wcre 15.4 :::!::: 4.7 ml\I nnd 318 :::!::: 39 
pmol·oocyte- 1 -h- 1 • rcspcct.ivcly. Consistcnt with clcc­
troncut.rnlit.y ar thc trnnsport proccss. t.he HiU coeffi­
cicnt for both ions rcmnincd clase to unity: 1.04 :!: 0.17 
nnd 1.07 := 0.14 far K-+- nnd c1-, rcspcctively. 

lt has becn shown that somc cxtraccllular anions 
othcr t.hnn c1- cnn support. ion trnnslocntion t.hrough 
thc K-Cl cot.ransportcr of shccp nnd human eryt.hro­
cytcs (43). lt wns t.hus or intcrcst to study tho nnion 
series Cor thc oocytc K-Cl cotrnnsportcr, nsscsscd as 
thc rclntivc nmount. of "°Rb • influx in t.hc prcscncc of 
nnions othcr thnn CI - . \.Ve obscrvcd no significnnt 
difTcrcncc in t.racer eunb • uptnkc in t.hc prcscncc ofCl -
(129 ::!: 18 pmol•oocyte-•-11- 1 ), ro~- (130 :!: 21 

150 50 100 

Fig. 3 .... Rb• efllux in.~. lattt•i• oocyt.ca. A: l'lingliD ox.­
perimunt •howinK tirne counio oftracer Rb• remo.ining 
in ooc.'yte• (pm0Voocytt_011). D: mean of 3 experimenta 
•howinJ: Umo courae for nppearonc .. or -Rb· in the 
extroccllular medium fcounta per ruin fcpmll. Far thuse 
experimenta. ooc:ytea were incubnt~ fur 1 h in regular 
iaotonic NDOO conta.ining 5.0 .-.Cilml of -Rb·. At tho 
end oftbi• londin« S--riod. oocytoa were w-hvd 5 Um­
a.nd tro.iaferred to o hypot.onic •olut.ion conta.ining Hn 
mMl 48 N-methyl-D-glucamine gluconate. 2 KCI. 1.8 
CaCl:r, 1 MeCla. 5.0 HEPES, and 1 ouobain. without 
ftXtra°'llul11r -Rb-. in th11 ah-neo to> or pre-nce <•> or 
2 mM extracellular f'u.roacrmide. •p < O.OJ v•. •ans• 
time point. in pre-nce of' f'uro-mide. In A e:inch point 
rep~nta mean ::!:: SE of' 15 ooc:yi.e•. In B each poi.nt 
representa mean ::!:: SE of' 3 eXJH'rimenta. 

Tlmo(mln, Tlme(mtn) 
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CHARAcn::Rt7J\TION OF"T1n·: KCC IN XE.NO/'US OOC..""Y"n:S 

''ººk=::A 1 ªºº j. •oo · 

f o"--------------0 2 a 10 20 •o so 

(Rb•]e mM 

300k==:ª 1 200 

i 100 

; º""'-º~-~------~--~ 
012• 9 •O 50 

(Cl·]emM 
¡.~lg. 4. Kinet.ic: analyais of JU.i• uptakl" in .. l(rnopu• oocyt.ea. A: Rb .. 
dependenc:y ofRb* upLake. Upt.u.kc• were performed overa 60-min 
period in 110 mu.mollkgH 110 with a fixed concentration orc1- at 50 
rn~I. chnnging extrm:ellular c:oncentration of Rb• ((Rb•l.l from O to 
50 m:\t. B; e~- de~ndenc:yof-Hb• upt.uke. Uptakes weru perfonnt!'d 
uv,..r u 60·m1n peruKl in 110 mu.mol/k.gH~ with a fixed concentra• 
tion orK- nt 20 mM nnd chnnging extrac:cllulnr c:oncentrntion ofCJ­
CICJ- J .. > fron1 O to 60 tnM. Fordnt.n onA. upt.nkea were nl&omenau~ 
10 J:TOUJ>S ofoocyt.L'fl in the nbllK"n~ ofCJ- (d11ta not •hown), und the 
menn ... -nluea for the11l" gTUllp!t Wl"nt aubtrnct.ed in correaponding 
HbCl-C'Ontain1ng grou¡>!lo t.o unnlyz.e only the cJ--dl"P•mdent. -Rb• 
uptake. ¡.~or dnLd on B, t.he upt..nke obaerved in n aolution cont..nining 
20 1n:\t ¡.;_• nnd 0 ml\t CI- WIUI aubtract.ed from upt.ukL.'S in nJI other 
i..-roups. J.in(•a were fil utiing thu J\tichnelia-1\!enten cquat.iun. The Hill 
coellic:ienL'I fur J(• nnd c1- weru clOl!le to unity: 1.04 = 0.16 nnd 
1.07 = 0.14 for K" nnd c1-, respec:Uvely. Euch point reproMtnLll t.hlt!' 
mean ~ SI:!: of 15 uucytua. 

prnol·oocytc-•·h- 1 ). or Br- (101 = 16 pmol·oocytc- 1·h- 1 >, 
whcrcns n sih"Ttificnnt rcduct.ion CP < 0.001) was obscrvcd in 
thc prcscnccofl- (67 = 15 pmol·oocyt.c- 1·h- 1 ),SCN- (44:: 

!!c~t1;;~~:hº-cr;:c;~~h ;u
1

~~~~~ :~~~};:¡:: th2c5 p;c:c:~~º¿f 
difTcrcnt nnions of thc oocytc transportcr was thus 
c1- = ro~- = Br- > 1- > SCN- > gluconntc. 

Sensitiuity to inhibitors. Figure 5 illustrntca thc cf­
fcct of' u 100 µ.M conccntrntion of scvcrnl inhibitors of' 
cntion-chloridc cotra.nsportcrs on thc oocytc K·Cl co­
transportcr. Ata. 100 µ.At conccntration. DIDS hnd no 
cfTcct. on KGRb ... uptnkc, whercas the mammnlinn KCCs 
nre sensitivo to DIDS nt this conccntration (32, 38, 42). 
Thc addition of o 100 µ.M conccntrntion of thc loop 
diurctic furoscmidc or bumct.nnidc to the uptakc me­
dium rcsultcd in a 22 nnd 20% rcduction in thc c1--
dcpendcnt t.rnccr Rb+ uptakc. rcspectively. compnrcd 

Fig. 5. EITect. oftrpnaport inhibiton1 on CJ--dependent ""JUJ• upt.aku. 
Uptakwl were oaae-oo in 10 mM K• ond 50 mM Cl--hypot.onic: 
mediuin. In Lhe CJ--frue i;roup gluconut.e w .. UHP.d as suboot.itute. The 
concent.rnt.ion of nll inhibitora WDl'I 100 µJ\I. • P <: 0.05 va. upt.n.ke in 
control condiLione (lst barl. Ench bar rep"""-'nla menn ::!: SE oí 15 
ooc:;vtc•. 

with uptake obscrvcd in control group. Thc rcduction 
wns stn.tisticnlly signiñcnnt (P < 0.001). In contraat. a 
100 µ.l\.f conccntrntion of ((dihydroindcnyl)oxylnlknnoic 
ncid <DIOA> rcduccd thc uptakc by 76% CP < 
0.000001). Thus thc oocyte K-CI cotrnnsport.cr is more 
sensitive to DJOA thnn to loop diu~tics, as is the case 
for the mnmmalian isoforms (38). Figure 6 ehows thc 
conccntrntion-dcpcndcnt inhibition of the oocyte K-Cl 
cotrnnsport.cr by loop diurctics. Thc IC~o vnlues for 
f'uroscmide und bumctanide wcrc cnlculated nt 200 and 
500 µ.?d. rcspectivcly. Although the four mnmmalian 
KCCs difTcr in rclntivc scnsitivity to thc two loop 

Loafl'~lmlllJ 

Fig. 6. Kinet.ic nnnJysea of K-CI cotrDD11port.er CKCC) inhibit.ion by 
loop diun.Lic.. Uptultes we"' n-e~ in bypot.onic medium. Groupos 
of 10 Xt."nopua oocyt.e• wern expo1<L'li tu inc:nia.aing cuncent.rut.iurw uf 
furusemide <•> or burnet.nnide (o) in the preincubation and upt.ake 
m-tium, frurn 20 to 2.000 ,..,.l. Da.tu Were normalized .. the pen:ent• 
uge ar uptake, t.a.kJng 100~ "" tho valu_, in t.he ubeence or loop 
diurelica. The cnlculnted ICAO wwt 200 ¡.¡.1\.1 nnd 500 ,...M for furo­
-mido and bumetunide. "-""pect.ively. Eoch point nopreaeni.. e.he 
mean :!:: SE oC 15 oocyte11. 
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diurclics. bun1ctnnidc is nlwnyK leas cffccLivc Lhnn fu­
roscmidc. ns ifl the cnse Cor Lhc oocyto K-CI cotrnns­
portcr. 

ReRUlatio11. of tite oocyte K·CI c:otransporter. In red 
blood cclJ1:1 of scvcrnl Kpccics, swclling-induccd nclivn­
tion or K-CJ cotrnmi:port nppcnnt t.o involve n protcin 
dcphosphorylntion stcp, prcsumnbly oftl10 trnnsport.er 
protcin itself ClO>. With this in mind. wc nssesscd thc 
functional cfTcct of inhibiting thc protcin phosphn­
tasc8. To discriminntc betwecn phosphntnscs, we used 
100 nM of cnlyculin A, which inhibits lhc function of 
both protcin phosphntnscs 1 nnd 2A CPPl und PP2A>. 1 
nM of okndnic ncid. n conccntrntion thnt inhibits only 
PP2A (4), nnd 100 pM cypcrmcthrin. which inhibits thc 

~u~h!:~. ~~~Ín~:S~dªEi1f:~S::p2t!~::~J3~c';J~;'h:.!:;~ 
tonicily wns complctcly nbrognled by cnlyculin A. In 
contrnst.. no cfTcct was obscrvcd with okndnic ncid antl 
cypermethrin. 

Mnny ion trnnsportcrs are drnmnticnlly nffectcd by 
cxposurc to Hlfl + C22, 36, 57). For cxnmplc, orLhologucs 
of thc bnsolntcrnl isofonn of thc Nn-K-2Cl cutrnns­
portcr cxhibit variable inhibilion by mercury (22), 
whcrcns ot.hcr prot.cins such as aqunporin·6 are ncli­
vntcd by Hg2+ (60). \Ve t.hu:'l nnalyzt!d thc efTcct of 
H,;2 • on thc fWIRb + uplnkc of .. Yenopus oocytcs. As Fig. 
8 shows, oocyt.c incubntion in lhc prcscr.cc of 150 µ.l\.1 
HgCl2 under isotonic conditions for thc 15 min previ­
ous to lhc inftux pcriod resulted in n drnmnt.ic incrcnsc 
in 86Rb• uptnkc. Wc uscd this HgCl:i conccnlrntion 
sincc this wns thc dosc nt which mnximnl response was 
obscrved. This incrcasc wns complctely prcvcntcd by 
prctrcnt.mcnt of oocytcs with 10 ml\I of thc rcducing 
ngcnt dithiothreit.ol CDTr> <22). Thc incubation of oo­
cytcs with nnd without. cxtrnccllulnr c1- during uptnkc 

Fig. 7. E1Tect of' protei.n phOt1phata- inhibition u pon the hypot.onic­
ity·inducrd activation of the K-Ct cut.ran11porter in Xennpus DOC)'tea. 
InfJUJUS Were perfonned under iaotonic or hypotonic condit.ion;¡,, 
expoainc oocyi- to calyculin A. okadaic o cid, or cypermethrin dunng 
preincubation and uptnke period• na •t.Dted. Uptake• were a._.•lled 
in 10 mM K•-containing mediu1n in tho presenc:c (open bara} ond 
absence Cfillt."fi bnra} OÍ extracelJufor CJ-. •p <: 0.001 V•. uptaku in 
control cundition• in hypotonicity. 

HgC .. 

1cn.. 
1-'ig. H. Effect or 150 .-.M Jfj,-Cl:r and 10 mM dithiothnoitol CDTTl on 
,..Rb• uptake in Xcmupu• oocyt.es, Cell• were incubated In b.otonic 
conditiona during the upt.nke. Ueíorv the uptnke puriod, ~ were 
expoeed to :lO n•in oí DTT alune, 16 nün ur HgCl:r alono. or 30 min oí 
D'IT plu• Hi:Cl:i in the IUBt 15 min; Hi:Cla or O'IT wna not preaent. 
during t.h'-" uptako pcriod. Aa indicntt>d. uptnke11 were períormed in 
the prc11enc .. or nbtoencn oí cxtroC'ellulnr CI - . Ench point n-prctl<t!'nta 
the 1nenn ;:. SE or 30 ouc:ytcs .• p < 0.001 VII. HgCla CXJntrol group. 

rcvcnlcd that HgCb-induccd incrcasc in SRRb • upt.akc 
is composcd of nl lcnst t.wo distinct pat.hwnys, cnch 
nccounting for -50% of thc lotnl uptnkc. Onc pnthwny 
is c1- dependcnt, consistcnt wit.h K-Cl cotrnnsport.. 
whercns t.hc othcr is CJ - indcpendcnt. suggcsting t.hc 
opcning of n cation chnnncl. 

Xenoptu1 oocytcs expresa a lion1ologuc of the mamnia· 
lian KCCs. A BLAST scurch ofEST databnses rcvcnled 
thc cxistcncc of onc X. lacuis EST (o.cccssion no. 
A \V646505) from oocyt.cs thnt wns homulogous to KCC 
scqucnccs, cxhibiting 76% idcmlily to the rnt KCCI 
scqucncc. On Lhc bnsis of this Xcnopus EST, wc dc­
signcd a primer pnir to umplify a fragmcnt of 528 bp 
(seo tott:nmos). A single bnncl of thc cxpcctcd sizc wo.s 
ntnpJificd whcrcns no bnnd wu:-i obscrvcd in thc nb­
scncc of reverse trnnscripLiun e data not shown). A scc­
ond primer pnir wns uscd far ncst.cd PCR-arnplifying of 
349 bp using thc first bnnd ns n lcmplnte. In addition, 
thc 528·bp PCR bnnd wns gel purificd nnd thc DNA 
scqucncc wns confirmcd. A sccond ovcrlnpping EST 
wns subscqucntly idcntificd, oblnincd frorn Rcscarch 
Gcnctics, and scqut!ncctl in cnlircty; thc composit.e 
cDNA Cncccssion no. AF325505) encades thc COOH­
tcrminal 358 amino ncids of thc Xenopus KCC und thc 
cnt.ire 3'-untrnnslat.cd rcgion. Figure 9 shows thc 
nlignmcnt of thc d~uccd amino ncid scqucncc of cnch 
of the mammalinn KCC cDNAs with thc pnrtial se­
qucnce ofthcXenopus KCC; this COOH-tcrminnl frug­
:mcnt cxhibit.s 68% ident.ity with rat. KCC1 (nccession 
no. U55815), 56% wit.h rnt KCC2 Cncccssion no. 
U558I6), 76'% with human KCC3 Cnccession no. 
AF105366), nnd 62% with mousc KCC4 (accession no. 
AF087436). Wc nlso performcd RT-PCR nnd Southcrn 
blot annlysis of RT-PCR products obtnincd f"rom scv­
crnl tissucs, using lhc 528-bp product from oocytes ns a 
nonradionctivc probc. Figure IOA shows the amplifica-
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IUi.TMCC:l '712 
MATICCC2 •92 
HllCCC:I '7'7'7 
MllCCC• '7l.2 

"""" 1 

MA.~'7'72 
MATllCCCZ '752 
HllCCC3 •3'7 
MXCC• '7'72 
X><cC •• 

MATllCCC1 •32 
~Z•l.Z :: :;; 
ZJll.C'C l.D:li 

JIATICCCl • SI 2 
-Tla:X2 •'72 
HJCCC3 957 IOCCC• •92 
JDCCC l.•5 

=~ =~~ m~c;;;;~;; ;;.;; ;;~:mL·L;;;.:!f;,ij)!Cfii!1• ;• ;;;Qi:; -~ ;;;;;~;;; ;;; ; ;;; 
HllCCC3 l.Ol.'7 - - - - - - - - - - -~11 - - -tZ:.:IJJ: - - - - - - - - - - - - - - • - - - - - - - - - - -=· ;~~ ~=:::: ::: : : =ür~:: =ü~~aü=::: =~~= ~ ~~~~=~~~::~:~~=~~ 
~1.9'72 

-TICCC2 ••z 
HJCCC3 l.03'7 NllCCC• 971 
JDCCC 2•s 

MAT'la:Xl. l.021. 
-nux:z l.052 
HllCCC3 l.0•5 IOCCC• l.01.St 
XJCCC 29• 1%..l'-""'.1!...Jo..l!.l'-'1'...L:<..J!-'LlLIL.._...,._.._,,J...Jlo..ll..ILl'-"-L<-"-'~ 

-T1CCC1 10•1 
-TJll::CZ 1112 
HllCCC3 11•5 
tocr:c• 10'79 
XJCCC 35• 

1-'ig. 9. Pl"Ult.•1.n uli1,.-nmt."nU. ofthu nmmmnlinn K-CI colrun11porteni KCCI to KCC4. with the df."duct-tl untino ucid 
s...-quencll' of the .V .. nopu• oocytu K·Cl cotrun11porter lXKCCJ. Tho frngntent corre11pond.- to a pnrt of t.he cnrbmcy 
to:.nninu•. "'h.ich iit predktOO to be cytopla•mic. Identical ae¡;ntent..I nru boxud. HKCC3. human KCC3: ?.fKCC4. 
lllouse KCC"-l. 

tion of n -528-bp product from all tcstcd tissucs. Con­
trol PCR rcnclions in thc obscncc oí reverse trnnscrip­
tasc ,.,,·ere ncgntivc far ali tissucs (dat.a not shown. 
exccpt for oacytcs mRNA in last lnne of" Fig. lOA). 
indicating that thc amplificd product wns not duc to 
contnminntion with genomic DNA. In nddition. Fig. 
108 shows thnt thc PCR product obtaincd from ali 
tissucs wns oblu to hybridize wilh thc KCC-spccific 
probc on n Southcrn blot of un ugarose gel. 

DISCUSSIOS 

In thc prcscnt study we hnve defined the principal 
functional. phnrmncologicnl, a.nd rcgulatory properties 
of"the K·Cl cotransport pnthway that is expresscd in X. 
laeuis oocytcs. Undcr isotonic conditions, sorne individ­
ual experiments (e.g .• Fig. 7) showcd a small but sig­
nificnnt c1- -dcpcndcnt 80Rb ... uptake. This is potcn­
tinlly duc to weak volumc-independcnt activation of 
the K-Cl cotrnnsporter; howcver, experimental vnri­
nbility nt this low lcvcl of" transport may also play a 
role. In addition, this is thcorctically duc to activity of" 

thc oocytc Nn·K·2Cl cotrunsportcr, sincc Lytlc et al. 
(35) have proposcd thnt in thc abscncc of cxtcrnal Na. 
ns wns the case in our cxpcrimcnts. thc Na-K-2Cl 
cotrnnspo~r can potcntinlly catnlyzc Cl -- -dcpendcnt 
K/Rb cxchangc. Regnrdless. whcn data from multiple 
expcrimcnts are nnalyzcd (Fig. 1). thc difTcrencc bc­
twecn isotonic Rb ... uptnkc in thc prcscncc and nbsence 
of" Cl - docs not reach stntislicnl significancc. Undcr 
hypotonic conditions, oocytcs cxhibited n vcry signifi· 
cnnt c1--dcpendcnt 86Rb ... uptnkc. In these circum­
stanccs, it is particularly unlikely that 86Rb ... trnnsport 
nct.ivity in the absence ofNa+ wns duc to t.he Na-K-2CI 
cotransportcr, ~nuse this cotransportcr in oocytcs is 
inhibited by hypotonicity ( 13). In addition, oocytes cx­
hibit n K ... -dcpcndcnt 36CJ- uptake pnt.hway that is 
activatcd by hypotonicity. The CJ-·dependcnt 88Rb+ 
uptnkc in oocytes cxhibited the following chnrocteris­
tics: 1) transport. can be act.ivated by cell swelling ond 
to a lcsscr extcnt by NEM, which are t.he clossic act.i­
vators of K-Cl cot.ransport in scvcrnl ccll typcs and 
spccies (32): 2) the transport. of" K ... and c1- cxhibits 
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Fig. 10. A: an neryh1mideo i:ol uf HT-PCH. pruductA from amveral 
x,_.nopu. tiaauos, using u KCC-11~1fic primer pn1r lo nmplify n 
&28-bp frnt,.'lllcnL The lm•t la.no llhow• tl1e control PCn from oocyte 
R..'lA in the ab&0nce of n.vcrsu trum1cripllu10 IRT<- )J. R: Sout.hl'rn 
blot nnalywia of U.T-l'CH. 11roduclll obt.:ainrd from total Jt.NA extract.ud 
from 80Yernl .'!(. /cr.r1•itr ti1111ue11. ~tcmbranrs we~ pn:itx-d undl!r hii;:h­
.atringency conditionA w1th a probu cumtlrurtt.>cl from the 528-hp 
frugment. uf tJ1e A"o•nupu• 1\:-Cl cotrnn,.porter. 

intcrdcpcndcncy nnd elcctroneutrality, wit.h Hill cocf­
ficients of l; 3) thc K-Cl cotransportcr is scnsitive to 
loop diuretics, with highcr affinity for furoscmidc ovcr 
bumetanidc, a common foaturc ofthc K-Cl cotransport­
crs (16, 44): 4) it is nlso scnsitivc to the spccific K·Cl 
inhibitor DIOA (15); and 5) nctivation by hypotonicity 
can be prcvcntcd by thc protcin phosphntnse inhibitor 
cnlyculin A. At the molcculnr leve). wc hnvc idcntificd 
n purtinl cDNA clone thnt encades n protcin with n high 
dcgrce of idcnt.ity <>75%) with mnmmnliun KCC se· 
qucncL"S. Although wc show no direct cvidcncc thnt this 
gene ÍK rcsponsiblc for the Cl--depcndcnt HfiRb• UP· 
tnkc obscrvcd in this study, our dntn clcurly indicatc 
thut .. '\."'cnapus oocytcs cxprcss n I<:-CI cotrnnsport.cr thnt 
shnrcs f"unctionul nnd molecular propcrtics with thc 
rnnm111nlinn KCCs. 

To be fortilizcd. thc .. Ycnopus f"cmalc lnyH t.hc oocyt.es 
in to pond water of"vcry low osmolnrity. Bccnusc of"Ntill 
not. vcry well undcrMt.nnd mcchunisms thnt includc 
conformationul changcs of" t.hc cytoskclcton, whcn oo· 
cytcs bccomc fcrtilizcd eggs thcy dcvclop u complete 
rcsistnncc to ccll swclling. Kclly et ni. <28) showL>d thnt 
frog fortilizcd cggs transfcrred to dilutc buffer with 
osmolality or 10 mosmoVkgH2 0 f"or scvcrnl hours de· 
vclopcd no changes in ccll volumc, whereas oocytes 
cxhibit. a slow incrcnsc in ccll volumc ovcr time nnd 
evcntuuUy burst. Since it. was shown in thc snmc study 
thnt oocytcs do not dcvelop a clenr RVD response. thc 
authors suggcstcd that in oocyt..cs cxposcd to dilutc 
buffer osmolytc cffiux occurs nnd limits swelling. Thus 
oocytes clearly posscss thc trnnsport mcchanisms to 
rclcuso intrnccllulnr ions to reduce ccll swelling whilc 

they bccomc f"crtilizcd cgga, sincc thcy cxprcS8 u swcll­
inJNlctivnt.cd K-Cl cotransportcr that is capnblc ofK-Cl 
cfilux (Fig. 3). 

Kinetic annlysis ar thc l'MlRb+ upt.nkc in swollen oo­
cytes showcd thnt bot.h K ... and c1- ore requircd. The 
Hill cocfficicnts Cor both ions wcre clase to unity. indi­
cnt.ing nn clcctroncutrnl transport. proccss with n stoi­
chiomctry or 1:1. The nffinity für cxtraceJlular ions 
rcvenlcd nn nppnrent Km for cxtrnce1lular K + of -22 
mM nnd for cxt.rncellulnr Cl - or-15 ml\.f. TJ11eso vnlues 
nrc similar to thosc of the mammnlian KCCl isQform 
(38). Whcrcus nll or the KCC isoforms studicd thus f"ar 
cxhibit similar nffinity for cxtrncclJulnr c1- (14 to 17 
mMl. thcy difTcr drarnnticnlly in thc nffinity ror extra· 
ccllular K+. The isoform with the highcst K .... nffinity is 
rnt KCC2, with n Kon for cxtrncellulnr K ... ar -5 mM 
t42), followcd by KCC4 CKm of"-17 ml\.D (38). KCCl CKm 
of -25 ml\.f) {38), nnd KCC3 (K11, of -51 m.M) (37). 
Although thc direction or trnnsport is ultirnately dic­
tnted by grndients for thc trunsportcd ions. it has been 
proposcd thnt KCCs with a highcr cut.ion affinity 
(KCC2 nnd KCC4) cnn trnnsport K• in both directione 
ut highcr rates. This hns bccn verificd experimcntnlly 
in neurona, which prcdon1innntly expresa KCC2 (23) . 
In contrnst, iROfor1ns with Jowcr K' nffinity (KCCl nnd 
KCC3) nre more suit.cd to runction ns cxtrusion mech· 
nnisms, whcn thc grndicnt for K• will favor cffiux (42). 

Despitc thc lnck or vnrintion in et- nf"finity. K·Cl 
cotrnnsportcrs difTer in thc nnion series of" rubidium 
trnnsport. i.e .• tho relntive o.ctivity in thc presencc or 
nnions ot.hcr thnn Cl - (37). Tbc Xenopus transportcr is 
similar in this respect, in thnt nnions other thnn c1-
could also support K+ trnns]ocation. In ract. thc anion 
series or thc endogenous oocytc K·Cl cotrnnsporter is 
vcry similar to the nnion series obscrvcd in KCCl-
injcctcd oocytcs (38). · 

As shown for K-Cl cotrnnsport in othcr species, the 
.. Yenopus trnnsport.cr is scnsitivc to loop diurctics nnd 
other inhibitors or nnion trnnsport CI6, 20. 42). In 

~i~~'í!~.!1~.:.~ ~o b~':~~~~~ i~1hf b~~~~~iK~c~0co1?:~~~ 
port (15); this compound has no cffcct on the oocytc 
Nn·K-2Cl cotrnnsportcr (dntn not shown). 

lnhibition of prolcin phosphntases prevcnt.s the 
swclling· nnd NEI\.1-induccd nctivation of" thc K·Cl co· 
transportcr in severa} cella <6. 25, 27, 29, 52), und it is 
widely ncccptcd thnt dcphosphorylntion is rcquired for 
nctivntion or thc cotrnnsportcr. Consistcnt with thc 
dntn from other cclls, wc observcd in thc present study 
thnt thc protcin phosphnt.ase inhibitor calyculin A 
nbolishes hYJ>Otonic uctivation of" thc oocytc cotrnns­
porter (Fig. 8). Calyculin A inhibit.s two tY¡>es of" phos­
phntnsc, both PPl nnd PP2A (9). To determine the 
phosphnt.ase involvcd, wc tcstcd the efTect of" ok.ndnic 
ncid, which ie n specific PP2A inhibitor nt thc 1 nM 
conccntration ueed, nnd the spccific PP2B inhibitor 
cypcrmcthrin (4, 12); ncithcr inhibitor afTccted the 
nctivntion of"the cotrnnsportcr by hypotonicity. There­
fore. it is likcly thnt in Xenopus oocytcs, PP1 is tbe 
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phosphnU.1sc inVolvcd in nclivation ofLhc I(-Cl cot.runs­
port.cr during ccll Rwelling (6, 25). 

Scvernl cotrnnsportcrs nrc known lo be nfTcct.cd by 
csposurc to mcrcucy <Hg2 ... ). For cxnmplc, trnnsport by 
thc NnSi cotrnnsportcr (36) ond thc NnPi-3 cotrnns­
portcrs in Xt!nopus oocyt.es is significantly n..-duced 
when oocytes nrc cxposed to Hg2"'" l57). Similarly, hct­
erologous cxprcssion of thc bnsolnternl isoforrn of t.hc 
~n-K-2CI cotransportcr in HF.K-293 cclls is scnsitivc 
to Hg!!• (22l. In contrast, whcn exprcsscd in .. '(enopus 
oocytcs, nqunporin-6 is nctivntcd by this hcnvy n1ctnl 
(60). It is known thnt ttg2• ufTt..~ls t.hc function of 
chnnnels nnd trunsportcrs by intcrnct.ing with suUhy­
dryl groups c-SH) on cystcinc residucs (7, 60), nnd in 
~omo cnscs this has bcen proveo by mulngcncsis stud­
ies C.30, 41). In the prcsent study we obscrvcd thot 
cxposing Xenopus oocytes to 150 µM HcCla resultcd in 
incrcoscd 86Rb .. uptoke by octivotion of' ot lcnst. two 
pnthwnys: onc thnt. is c1- dcpcndcnt ond nnothcr thnt 
is c1- indepcndcnt.. Bccausc uptnkcs wcre p<?rformcd 
in the nbscncc of exlrncellulnr Na•, it is unlikely thnt 
the opcning of this ct--dcpendcnt. m1Rb'" influx pnth­
'"'·ny reprcscnts nctivity or thc Nn-K-2C1 cotranAportcr. 
In nddition. Jacoby t.!l ni. (22) hove shown thnt Na-K-
2Cl cotrnnsportcr is inhibitcd by H¡fl •. Thcrcforc, thc 
Cl - -d<?pendent frnction ofthc Hg2 .. -induccd incrensc in 
""iRb- uptnkc is duc to activntion of K-Cl colrnnsport. 
Thc mcchanisn1 by which Hlfl- nfTccts t.he function of 
mcmbranc proleins is not clcar, but it. is known thnt 
Hg.:l• intcracts with cystcinyl sulfhydryls (-SH). Thc 
obscrvation thnt lhe efTect. of Hg2• on MRb • in flux in 
oocytcs wns complctcly prevented by t.he reducing 
agcnt DTT suggcsls thnt. indeed, intcraction of' Hg:.t• 
with SH groups is nccessnry for the stimulntory cfTcct. 
or intcrcst, although it has bccn suggested thnt NEM 
also affccts thc 1-\:-Cl cotransporter function by interac­
tion with SH groups, thc slimulatory cfTect of NEM 
upon t.hc K-Cl cotrnnsporter obscrvcd in this study 

; r~· .. 2~t ¡:s s~f nrn:;~ccl~!!:: h~!~1:!"r.t~r~ht.!1~c~r::~in°: 
cfTcct of NE1\1 on thc cotrnnsportcr is rclntcd to NEM­
induced dcphosphorylation or direct rnodificntion ofSH 
groups. Thcrc nre reporte supporting both possibilities 
(24. 31). 

Finnlly. wc hnvc confirmcd th<? cxprcssion of a KCC 
isoform in Xenopus oocytcs und multiple other tissucs. 
Sequence dntn from n -"'<cnopus EST wus uscd to clone 
a pnrtinl cDNA by RT-PCR, which overlnpped with 
anot.hcr fülly scquenccd EST cDNA. Thc prcdictcd 
protcin ffequence ofthis partiol cDNA wns more homol­
ogous to thc KCC1-KCC3 subfamily than to thc KCC2-
KCC4 subfomily of'the K-Cl cotransportcrs. Cloning of 
thc f'ull-lcngt.h cDNA will be pursucd. since t.his will 
providc thc menns for structurc-function studics of'this 
KCC nnd for chnrnctcrization 'of the physiologicnl 
role(s) of this t.rnnsportcr in .. "'Cc1wpus tissues. 

In summary. we ha ve shown that X laevis oocyt.cs 
exprese a K-Cl cotrnnsporter in t.he plnsrna mcmbrnnc 
thnt is activatcd by cell swclling. NEM, nnd HgCb. and 
inhibited by loop diurctics nnd DIOA. The functionnl 

propcrtics re:;;cmblc lhoHC of rnnmmnlion KCCl. and 
thc sequcmcc ofthc COOU tenninus is closcst. to I<CC3. 
indicuting thnt thiH Xeno,,us KCC iR the nmphibiun 
orthologuc of one or bot.h. of t.hcse low-nffinily K-Cl 
cotrunsportcrs. 
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Fisiopatología molecular del síndrome de Bartter 
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lUolrcular pallaophy•lolOllJI or Barll•r"• •Yndrorn~ 

ABSTRACT 

Bartlf!!r'• •yndronle ia an auloaonair: rrr;:eaaive diaf."aae charac• 
terUf!!d b.v hypolialf!mic mfflabolic olko/oaia acc-umpanird 
wilh hyperealciu.ria, po(vuria and hypolf!!naion duf! to uolu· 
me drplclton. The pothophyaialog;y ar thia hercditary diaeoaf!! 
waa largf!!ly unltnown u.ntil thf!! laat reiu ;yeora in whfr:h inacti· 
uoting mutation• in u.p to (iuf! differrnl gf!!ttes havr ~rn 
•hown to produ~ or ~ a••ocialrd with thr dev1tlopment or 
thi• ay11drome. Ali thf! inuolved protein• arr exp~••ed fl!llher 
in thf! apical Of" baao/aterol membranfl! or lhe thick QH:fl!nding 
limb or J/enle'• luop. The•e c/inical and molecular findinga 
have increaaed our und1tntanding of lh1t Bar1t1trº• di111ta..e 
and a/ao of thf! thick asc1tnding limb phyaioloC;ll. 

Key worda. Dartlf!r. llypolra/emic. Alkaloaia. Loop of l/1tnl1t. 

El Síndrome de Bartter (SB> es un padecimiento 
hereditario, que se transmite en forma nutosómicn 
rccesiva y se caracteriza por ser una nefropatía per­
dedora de sal, con trustornos en el metabolismo del 
potasio, del calcio y ácido base. El SB fue descrito 
originalmente por Barttcr y colaboradores en Ma­
ryland en 1962,1 en un paciente con poliuria, nlailo­
sis metabólica hipocaJémicn e hipertrofia del aparato 
yuxtnglomerular. En los últimos cinco años, el des­
cubrimiento de varios genes involucrados en In pro­
ducción de esta enfermedad nos ha mostrado que se 
trata de una enfermedad monogénicn, pero con hete­
rogeneidad genética y nos ha permitido entender con 
cierto grado de precisión la f1siopntologín de este 
síndrome, así como correlacionar las alteraciones ge­
nómicns con las característicos cUnicns de pacientes 
con SB. Aunado a esto y gracias al estudio de las ba-

RESUMEN 

El a(ndromo de Bartter ea un padocimiento hereditario, auto. 
•ómico roce111ivo, caracterizado por poliuria, alcalosi• metabóli­
ca, hipoca.lem.la e hlpercalciuria. Jlaata hace poco tiempo ae 
deaconocfa Ja flaiopotologfa molecular de eata enfermedad. Sjn 
embargo. en los últimoa aftoa •e han deacrito m.utacionea en 
cinco gene• que codifican pora proteína• de membrana que -
localizan en Ja porción gruesa del aaa aacendente de Henle. 
Eatoa halla;zgoa cJ(nico-molecularea han aumentado nuestro 
entendimiento de e•te padecimiento y d!" la nalologfa del asa de 
Henle. 

Palabra• clnve. llorttor. AJcnloals. HipocahSmicn, Asa do 
Henlo. 

ses moleculares del SB se tiene una mejor compren­
sión de la fisiología del asa ascendente de Henle. 

El objetivo del presente trabajo es presentar una 
descripción de Jas características moleculares, fisio­
patológicas y clínicas de este síndrome, con especia) 
énfasis en las alteraciones del transporte tubular de 
iones. 

FISIOLOGfA DE LA REABSORCIÓN DE IONES 
EN EL ASA ASCENDENTE DE HENLE 

Lu semejanza entre la presentación cUnica del SB 
y la toxicidad de los diuréticos de asa permitió supo­
ner que el defecto en este síndrome 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-
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Luz 
tubular 

Ca 2 +Mg 2 • --.. 

Intersticio 
renal 

Basolateral 

Figura t. Fislologfa molecular de la reabsorción de sal en el asa as· 
cendonte da Honle. 

tc(nns que intervienen en el transporte de iones en 
esta región de la ncfronn. · 

En el nsn de 1-Icnlc se reabsorbe nproximodnmcntc 
20% del filtrado glomcrulnr. Esta porción de lo nc­
frona tiene In cnpucidnd de reabsorber grandes canti­
dades de sal, pero es impermcnblc ni aguo. Su fun­
ción es crítica pnrn diluir o concentrar la orina. ya 
que In reabsorción de sal en In porción ascendente 
gruesa del nsn de Hcnle es In responsable de mante­
ner la hipcrtonicidnd de la médula renal, gracias n 
In cual, en presencia de hormona nntidiurética se 
puede reabsorber agua en el tú bulo colector. 

Ln figura 1 muestra In fisiología de reabsorción 
de iones en el asa ascendente gruesa de Henle. 2 El 
transporte de NuCl en lu membrana upical se lleva a 
cabo mediante un proceso de cotrnnsportc activo se­
cundario (cotronsportudor de Nu+:K+:2c1-). que fun­
ciona mediante el gradiente químico de concentra­
ción de No+ entre el fluido tubular y el citoplasma 
celular, generado por la bomba de Na+:K+-ATPasa 
que se Jocalízu exclusivamente en la membrana ba­
solnlcral, por lo que el gradiente generado permite 
el transporte vectorial, desde In luz del túbulo ha­
cia el intersticio renal. 

El cotransportador Na+:K+:2c1- CCSBl o NKCC2) 
se localiza en In membrana apical, transporta Na+, 
K+ y CI· ul interior de In célula y su f"unción es inhibi­
da por los diuréticos de asa (f"urosemida. bumetanidn, 
pirelnnidn, ácido etncr(nico, etc.). 3 De ah( que estos 
diuréticos sean agrupados bajo el nombre de diuréti­
cos de asa, porque es en el asa ascendente de Henle 
en donde ejercen su acción diurética. El transporte de 
CJ· al intersticio renal se lleva n cabo por Jos canales 
de CI· denominados CIC-Kb, localizados en la mem-

bruno bnsolnterul."' Como mucstru lo figura l. el polo­
sio que ingreso a través del cotransport.udor do 
Na•:K•:2c1- en la membrana apical cs rüeiclndo hacia 
In luz tubular a través de los cnnulcs de potasio cono­
cidos como ROMK. que pertenecen n la supcrf"amilin 
do Jos canales rectiOcadorcs entrantcs.6 El reciclaje de 
potasio hacia la luz es un evento que fisiológicnmentc 
es necesario para mantener la función del cotran11· 
portador do Na•:K+:2c1- y para la reabsorción de ca­
tiones divnlentes. La explicación es Ja siguiente: En el 
primer caso, debido o la mayor concentración de Na+ 
(145 mEq/L) y CI· Cl 10 mEq/L) en el plasma, en com­
paración con el K+ (4 mEq/L). la cantidad Oltrnda de 
snl es mucho mayor que tu de potasio y, por Jo tanto, 
In cantidad de No+ y c1- disponible poro transporte 
en In luz del oso ascendente do Henlc es mucho ma­
yor que la de K+. Por este motivo, si el K+ no recicla­
ra hacia la luz del asa, llegaría un momento en que el 
transportador de Na+:K•:2C1· no podría seguir f"un­
cionnndo por ausencia de K+ en el medio. Con el reci­
claje de potasio o través de los canales ROMK se ase­
gura que In concentración de K+ en la luz se 
mantenga constante, n pesar de la gran actividad del 
cotrnnsportador de Nn+:K+:2CJ·. En el segundo caso, 
el reciclaje de K+ hacia la luz genero voltaje positivo 
dentro de In luz, ya que el Na+ que entro a la célula 
por Ja membrana apical es expulsa.do hacia el intersti­
cio por la bomba de Na+ y K+ y los dos cloros son ex· 
pulsados por los canales de cloro CIC-10>. En conse· 
cuencin, se concentran dos aniones y un catión en el 
intersticio y el otro catión, que es el K+, se queda en 
In luz del oso de Henlc. Como muestra In figuro l. 
el voltaje positivo que se genera es responsable del 
transporte de cntiones por vio pnrncelulnr. Dada la 
concentración de cationes en el líquido tubular, los 
que con mayor probabilidad pueden transportarse por 
este mccnnismo son el Na+ y los cationes divnlcntes 
como el Ca2 + y :Mg2+. Este mecanismo es el f"undn­
mcnto del manejo de la hipcrcnlciurin con cargas de 
solución salino y diuréticos de aso, yu que al inducir 
diuresis por In solución salina, y con el transporte de 
Na+:K+:2c1· bloqueado, se aumenta la producción 
de orino. al mismo tiempo que se reduce In reabsor­
ción renal de calcio. De hecho, la figuro 1 también 
muestro el mecanismo por el cual el calcio cxtracclu­
lnr regula la función del o.sa de Henle. El calcio en el 
intersticio renal interactúa con uno proteína de mem­
brana conocida como sensor de calcio.º Se trata de 
uno protc(na de membrana que funciona como rcce¡r 
tor del calcio. A mayor calcio en el intersticio mayor 
será Ja producción de f"osf"o1ipasn A por parte del re­
ceptor y esto trae como consecuencia la producción de 
compuestos derivados del ácido uraquidónico corno el 
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20-HETE. que u su vez inhibe la función del cotrnns­
portudor de Nu+:K•:2CI· y del cannl de K+ ROMK. 
De esta formn. si numentn el cnlcio en el intersticio, 
se reduce In reabsorción de snl en el asn de Henlc, se 
bloquea el reciclaje de K+ hacin In lu~ y por lo t.nnto, 
disminuye In reabsorción de calcio.7 Este es el meca­
nismo por el cual se produce poliuria en estados do 
hipercalccmin. 

BASES MOLECULARES 
DEL SINDROME DE BARTTER 

Las características nsiológicas de Jos pacientes 
con SB sugirieron que el defecto se localizaba en Ja 
porción gruesa del nsn de Henle. Además. el hecho 
de que varias de sus mnnifestnciones clínicos fueran 
parecidas al efecto de In administración de diuréti­
cos de usa y que algunos pacientes no presentaran 
respuesta n In furosemida llevó n considerar ul CSBl 
como el primer candidato para este trastorno. Con 
lu explosiva idcntincnción molecular de Jos diversos 
genes que codifican pnra las proteínas de tranflportc 
en Ju nefronu. ha sido posible estudiar In relación de 
éstos con diversos cnfcrrncdndes hereditarias y hoy 
en din, In demostración de que cinco genes diferentes 
causan el SB en humanos. resalta In importancia de 
In interrelación que existe entre estas proteínas en In 
función del nsa de Henle, lo que ha servido para co­
rroborar el esquema de reabsorción de sn) mostrado 
en la figura l. Los genes en Jos cuales se hnn detecta.· 
do mutaciones como causa del SB son el cotranspor­
tndor de Na+:K+:2Ct· CSBl; el cnnnl de potasio 
ROMK; el cnnul de cloro CIC·Kb, una proteína re­
cientemente descrita, denominada barttina y que in· 
lerviene en el transporte bnsolatera) de Ct· y el sen­
sor de calcio. 

Mutncionca en el cotran11port.ador de 
Na•:K•:2c1- (CSDI) 

Después de la clonación del cotransportador de 
Na+:K+:2CJ· del riñón de rataª fue posible clonar el 

Cuadro 1. Mutaciones Jeportadas en el slndrome de Bartter. 

Total de Sustitución Oeleci6no 
mutadones ro inserción 
reportadas ~ 

CSB1 Z3 61%(14) 4%(1) 
AOMK 24 71%(17) 4%(1) 
CIC·Kb 3l 43%(13) 36%(11) 
Barttina 7 43%(3) 14%(1~ 

gen homólogo en el humano y estudiarlo en enfer­
mos con síndrome de Bartter. Así, el CSBl fue el pri­
mer gen en el que se demostró asociación con el SB. 
Sinton, et al.9 clonaron el gen homólogo humano 
parn CSBl, el cual fue localizado en el cromosoma 
15 y estudiaron a seis familias con SB neonatal. Va­
liéndose de la existencia de mnrcndores genéticos po­
limórficos en este loc:us, localizados dentro y cerca 
de la secuencia de CSBl, genotipificn.ron a los miem­
bros de las f"amilias afectadas y compararon In segre­
gación de los marcadores con In presencia de In en­
fermedad, lo que se conoce como análisis de 
ligamiento. Todos los individuos afectados fueron 
hornocigotos para los alelos en el locus de CSBl, 
dando evidencia claro de ligamiento entre el SB y el 
locus de CSBl. Se identificaron seis diferentes muta­
ciones en CSBl que segregan con la enf"ermedad. En­
tre estas mutaciones se encontraron cambios en el 
mo.rco de lectura y codones de paro prematuros que 
interrumpen In síntesis de In proteína. así como sus­
tituciones no conscrvndus de aminoácidos en resi­
duos al tu mente conservados entre lns especies en las 
que se ha clonado el CSBl. Con esta evidencia f"ue 
posible comprobar que mutaciones en el gen que co­
difica para CSBl causan SB. 

El cuadro 1 muestra los tipos de mutaciones en 
CSBl que han sido reportados y el porcentaje de 
cada tipo de mutación en relación con el totaJ. 9 ·13 

Para entender los sitios en la proteína en donde se 
han observado mutaciones, In figura 2 muestra un 
esquema con lo topología propuesta para el cotrans­
portndor de Na•:K+:2Cl·. la cual consiste en una re· 
gión central hidrofóbico con 12 regiones transmem­
brnnn, flanqueados por uno. región aminoterminnl 
corto y otra carboxiterminal mús larga., de localiza­
ción intracelular. Ln.s flechas indican ejemplos de al­
gunas mutaciones. Como muestra el cuadro 1, de las 
mutaciones encontradas en CSBl en pacientes con 
SB. el 61% son mutaciones no conservadas; es decir, 
en las que cambia un nminoácido por otro que no 
pertenece al mismo grupo. Por ejemplo. la mutación 
en donde el aminoácido fenilalnnina en la posición 

Proteína Pé<áda Pé<ada Referencias 
lruncada codOnde sitio 

ilic:io °"""'me 
31%(7) 0%(0) 4%(1) 9.11, 13,39 
25%(6) 0%(0) 0%(0) 16, 17. 18, 20, 22 
13%(4) 0%(0) 7%(2) 28.30 
0%(0) 29%(2) 14%(1) 33 
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CSB1 

CIC.Kb 

··~ .. w 

A1T 
109 

NH• G3A COOH Flgu,.. 2 .. Topologfa de las protelnas en 
que se han doscrito mutaciones en el SB. al­
gunas de las cuales est.1n Indicadas por fle­
chas. 

272 cambia a vnlinn lo describimos como F272V. 
Así. las mutaciones no conservadas reportadas has­
ta el momento son G193R. R199G0 G224D, G243E. 
A267S, F272V, R302Q, G319R, C436S, G478A. 
A50ST. ASIOD y A555T. El 4% de las mutaciones en 
CSBl son deleciones o inserciones en las que se pier­
de o se agrega un cod6n completo. por lo que se 
pierde o se gana un aminoácido, lo que resulta en 
una proteína no funcional. De este tipo sólo hay un 
caso de deleción reportndo y corresponde al residuo 
N526. El 31% son mutaciones que resultan en pro­
teínas truncadas. ya sen porque introducen un nue­
vo codón de paro, o porque cambian el marco de lec­
tura, lo que resulto. en un nuevo codón de paro unaB 
cuantas bases después de In mutación. De eslc tipo 
se han encontrado mutaciones en M195, R302, 
'\V625 0 QS23, e Y998. Finalmente. un caso (4%) de 
los reportados de SB por mutación en CSBI se debe 
u una mutación puntual en la que además de cam­
biar un aminoácido se pierde el sitio de empalme, 
por lo que es posible que el RNA no pueda madurar 
por completo. 

Ln pérdida en la función de CSBl explicn la fisio­
pntologín del SB. La reducción en In reabsorción de 
NnCI en el asa ascendente de Henle origina pérdida 
de sal y de agua. lo que explica el desarrollo de hipo­
tensión arterial. La hipovolemia consecuente activa 
el sistema rcnina-nngiotensina-aldosterona y de ah{ 
la hipertrofia del aparato yuxtamcdulnr. El aumento 
en la carga de Na+ que llega ni túbulo colector. 
como consecuencia de la reducción en la reabsorción 

de iones en el nsn de HenJe. aumenta In -reabsorción 
de sodio por el canal de Na+ sensible a amilorida. 
En esta región de Ja ncfrona In secreción de potasio 
depende de In reabsorción de sodio, ya que el sodio que 
ingresa a In célula en la membrana apical es expulsado 
en In membrana basolntcrnl por la Na+:K+:.ATPnsa en 
intercambio por potasio, el cunl después de ingresar a 
In célula es secretado hucio. In luz tubular por canales 
conductivos. Por lo tanto, el incremento en In reab­
sorción de Nn+ en el túbulo colector tiene como con­
secuencia el aumento en la secreción de potasio y de 
ahí la hipocalemin. Al haber más potasio en la luz 
del túbulo se estimula también el intercambio de K+ 
con H+ por la K+:H•:ATPnsa de la membrana apical 
de las células intercaladas y de nhf la alcalosis meta­
bólica. La exagerada secreción de aldostcronn esti­
mula aún más Ja secreción de potasio y de hidroge­
niones, lo que contribuye al desarrollo de 
hipocnlcmin y alcalosis metabólica. Finalmente. Jos 
mecanismos por Jos cuo.les se produce hipercnlciuria 
son dos: n) In falta del potencial positivo en el lumen 
por In pérdida de la función del cotrnnsportador de 
Na+:K•:2CI· disminuye la reabsorción neta de calcio 
aumentando su concentración en orina y b) el incre­
mento compensatorio en la reabsorción de NaCI en 
tú bulo distal. inhibe In reabsorción de calcio en este 
segtllento. 

La aparición de SB por mutaciones en CSBl ha 
sido corroborada por las observaciones realizadas 
por Takahashi. et al.14 en el modelo murino de dis­
rupción del gen del cotrnnsportndor de Na+:K•:2c1·. 
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Los ratones homocigotos CSBl -/- presentan seme­
janzas con tos pucicntcs con SB. Desde el primer 
día de nacidos, los ratones muestran signos de de­
pleción de volumen y rctruso en el crecimiento, en 
el día 7 tienen deshidratación gr11ve, insuficiencia 
ren11I, hipercnlemia. acidosis metabólica., hidronefro­
sis, niveles elevados de renina en plasma y In morta­
lidad es del 100%. El tratamiento con indometaci­
na desde el nacimiento previno el retraso en el 
crecimiento y el 10% de Jos ratones tratados sobrevi­
vieron, aunque yn adultos presentaron poliuria, hi­
dronefrosis, hipocalcmia, alcalosis metabólica, pro­
teinurin e hipercnlciuria. 

Mutacione• en el canal de K+ (ROMK> 

Los canales de potasio conocidos como ROMK se 
localizan en In membrana apical de las células del 
asa ascendente de Henle y son los encargados del re­
ciclaje de potasio del interior de In célula al líquido 
tubular (Figura 1). Los agentes nntagonistns de los 
ROMK tienen erecto inhibitorio sobre la función del 
CSBl, lo cual demuestra el papel clave de estos cana­
les en In regulación de la actividad del cotrnnsporta­
dor. Por cale motivo se consideró a este gen como 
candidato para el SB. Simon, et al.0 ul estudiar pa­
cientes con SB observaron que no todas lus familias 
tenían análisis de ligamiento positivo con el gen de 
CSBl, por lo que se dieron a la tarea de buscar 
otros genes que explicaran Ja presencia de In eníer• 
mcdad en estos pacientes. Gracias a In identificación 
molecular del gen ROMK a partir de riñón de rutu a 
principios de los 90's,16 Simon, et al.16 pudieron clo­
nar ROMK de humano. localizudo en el cromosoma 
11, y analizaron nueve familias con SB neonatal, sin 
mutaciones en el gen CSBI, pero que tenían caracte­
rísticas clínica~ y bioquímicas indistinguibles de los 
pacientes con mutaciones en CSBl. Los sujetos urcc­
tados con In enfermedad en estas familias fueron ho­
mocigotos para mutaciones de ROMK2 que cosegre­
gnbon con Ja enfermedad y que no son comunes en 
el resto de In población. 

En la figura 2 se muestra la topología de los cnnn­
lcs RO~fK que consiste en dos regiones trnnsmcm­
brana flanqueados por una rcbrión aminotcrminal hi­
drofilicn, corta y una carboxiterminal larga. Las 
ncchns indican los sitios en donde se han observado 
algunas mutaciones y en el cuadro 1 se muestran los 
tipos de mutacioncs.16.17·22 De las mutaciones encon­
tradas en pacientes con SB por defecto en ROMK. el 
71% son mutaciones no conservadas en los aminoá­
cidos S200R, Al95V, M338T, Al56V-L220F, V53E, 
P91L, WBOC, Vl03E, Al 79T, Gl67E, DlOBH, D74Y, 

V296G, Nl24K, S294C, R311Q-F325C y R311Q­
L220F. Las mutaciones por dclcción sólo se hnn re­
portado en un caso (4 %) en el cual se ha perdido 
gran parte de In secuencia que incluyo los exones 
uno y dos. El 25% son mutaciones que cambian el 
marco de lectura, generando un nuevo codón de 
paro delante de Ja mutación y por lo tunto, una pro­
teína truncada. Estas mutaciones están locnlizndns 
en Y60, Fl3-14. W58, T313-K314. 1557 (deleción 
.AAAG) y R338. Estudios in vitro2 0.27 han demostra­
do que ciertas mutaciones afectan la llegada de la 
proteína a In membrana plasmática, pero no su fun­
ción. Es decir, In proteína sí funciona. pero llega 
muy poca a In membrana apical del asa de HenJe. 
Otras mutaciones se han localizado en regiones re­
guladoras como sitos específicos para fosforilución o 
para regulación por pH. Finalmente, existen algu­
nas mutaciones en las que se conserva purte de la 
función del cnnal.22 

Todas estas observaciones hun demostrado que 
mutaciones en ROMK son cuusa del SB. Siguiendo 
lo expuesto en In figura 1, la pérdida de runción de 
ROMK tiene como consecuencin In imposibilidad 
para reciclar potasio hacia In luz tubular. Por lo 
tanto, In concentración de potasio en Iu luz del túbu­
lo disminuye de forma tul que se bloquea In activi­
dad de CSBl y con esto In reabsorción de snl en el 
asa ascendente de Henle. 

Mutaciones en el canal de CL- (CJC-Kb) 

No todas las familias con SB son explicadas por 
mutacioncK en CSBl y en ROMK. motivo por el que 
Simon. et aJ.,28 con In ventuju de In reciente clona­
ción del DNAc que codifica para canales de cloro epi­
tclialcs,29 continuaron con In búsqueda y estudiaron 
ni canal de Ct· conocido como CIC-Kb, como un ter­
cer gen candidato. Este gen se localiza en el cromo­
soma lp36 y es 80% idéntico al canal de CI- CIC-Ka 
que se expresa en In membrana basolnteral del asa 
ascendente delgada. Las 17 familias estudiadas ini­
cialmente mostraron evidencia de que CIC·Kb es 
otro gen causante de sa.2s Se identificaron mutacio­
nes que incluían codoncs de término prematuros, 
grandes deleciones y sustituciones no conservadas, 
que resultan en pérdida de la función normal del 
gen (Cuadro 1). Estos resultados sugieren In ausen­
cia de vías alternas pura In salida de cloro que pudie­
ran compensar In deficiencia en el canal CIC-Kb. En 
In figura 2 se muestra Ja estructura sccundnrin pro­
puesta para CIC-Kb que consiste en 12 regiones 
trnnsmcmbrnnn con múltiples conexiones hidrofTli­
cns. Con flechas están indicadas algunas de las mu-
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tuciones observudus y en el cuadro 1 se muestran los 
tipos de ntutucioncs encontrudus. Además de Simon. 
et af .• 28 y otros nutorcs hnn reportado mutaciones 
en el canal de Ct· CIC-Kb en pacientes con SB.30 El 
43'd- de lus mutnciones son no conservados en los 
uminoñcidos Pl24L, A204T, R438C, A3490, Y432H, 
H357Q. S297R, L139P, K560M. S337F. R538P. 
S573Y y A 77T¡ el 36% son delecioncs de grandes seg­
mentos de DNA donde se pierden varios exones o in­
clush·e lo secuencia completa. Algunas de estas mu­
taciones son producto del entrecruzamiento desigual 
entre Jos genes CLCNKb y CLCNKn. El 13% son 
mutaciones que cnmbian el morco de lectura e inser­
tun un codón de paro, genernndo unn proteína trun­
cada, de este tipo se hon encontrado mutaciones en 
Q513, 463 y 518. Finalmente, el 7% son mutaciones 
que genernn pérdida del sitio de empalme 8323 y 
R438C. 

Lns mutaciones en el cnnul de Ct· CIC-Kb resul­
tun en SB por un mecanismo similor n lo que obser­
vamos en los dos cnsos anteriores. El aumento en el 
cloro intracelular inhibe In reabsorción de sodio por 
el cotrnnsportador de Na•:K•:2Cl·, lo quo desenca­
dena In pérdida de In función del asa ascendente 
gruesa de Henle. De esta manero, In existencia de 
pacientes con SB en los que el defecto génico puede 
ser en el cotransportodor apical de Na•:K•:2C1·, en 
el canal apical de K+ o en el canal basotateral de CI·, 
demuestra In importante interrelación de estas tres 
proteínas. 

Mutacione11 en Darttina <BSND) 

Brennan, et aJ.31 y Vollmer. et aJ.32 demostraron 
In existencia de una nueva variante del SB, al estu­
diar a pacientes de familias beduinas con sordera 
neuroscnsoriol y SB neonatal. Demostraron en estas 
familias ligamiento del síndrome con el cromosoma 
lp31 y, posteriormente, Birkcnhliger, et al.33 mapca­
ron en el cromosoma lp un locus para el gen res­
ponsable de lo enfermedad. A este gen lo denomino· 
ron BSND y n su producto lo llamaron barttina y 
corresponde, por lo tanto, a una cuarta variante del 
SB nconalul. En estos casos además, el trastorno 
funcional renul se asocio con sordera ncurosensorinl 
e insuficiencia renal. Como muestra la figura 2, este 
gen codifico para una proteína que tiene dos poten· 
ciales a-hélices trnnsmembrnnalcs. Por medio de 
análisis de hibridación in situ detectaron la expre­
sión de BSND en el riñón hu mono y en células del 
oído interno (células marginales del stria vascula­
ris).33 En el análisis de diez familias afectadas con 
este síndrome se han detecta.do siete diferentes muta-

ciones en el gen BSND, que probablemente resultan 
en pérdidu de la f"unción de esta proteína, y que ca­
tón indicndus en la figura 2 y en el cuadro 1. De las 
mutaciones observadas en el gen BSND. en cuatro 
familias se han encontrado mutaciones no conserva­
das en los aminoácidos R8W (una familia). RSL (una 
familia) y GlOS (dos fatnilias). En otra familia el de­
fecto en BSND consiste en deleción de los exones 3 y 
4, mientras que en seis familias se pierde el codón de 
inicio, cinco de ellas por cambio de unn adenina por 
timinn en el codón de inicio ATG y en una por com· 
bio de guanina por adenina en este mismo codón. Fi­
nalmente, existe el reporte de una familia en donde 
In BSND está truncada debido a mutnciones que ge­
neran pérdida del sitio de empalme. 

En los cosos de Ba.rtter causados por defectos en 
los genes CSBl, ROMK y CIC-Kh se estudió In posible 
implicoción de estos genes candidatos. porque se co­
nocía la función de estas proteínas y por ceo se supu· 
so que podrían ser las causantes de la cnfcrmednd. En 
contraste~ el gen BSND se identificó por análisis de 
clonn1nienlo posicional, sin conocer su función. Se 
propuso que el producto del gen BSND podría ser 
entonces una proteína reguladora de los transporta­
dores de iones involucrados en SB y recientemente 
se demostró que éste es el en.so. Según resultados pu­
blicados por Estevez, et al.,34 barttina es una subu· 
nida.d del canal de cloro CIC-Kb. Al no funcionar 
esta proteína, se bloquea In adecuada función delco­
nnl CIC-Kb y con esto se produce el SB. Es intere­
sante mencionar In diferencia entre el SB resultado 
de mutaciones en el canal CIC·Kb que no se acompa­
ña de sordera y el síndrome de Bartter con sordera 
neurosensorinl por mutaciones en BSND. 

E:x.l•ten máa arenca que cauaan afndrome de 
Bartter 

A pesar de que se han identificado cuatro genes cu­
yos mutaciones en usan se. 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 más, asociado con la produc­
ción de este síndrome. En este sentido, Vargas-Pous· 
sou. et al.34 recientemente reportaron el en.so de un 
niño con hipocnlcemia nutosómico dominante debido 
a una mutación del tipo "ganancia en la función" en 
el sensor de calcio. Este paciente se presentó a la clí­
nica con manifestaciones claras de SB que inclufan 
hipocnlemin y alcalosis metabólica. La mutación enw 
contra.da CL125P) hace ni sensor de calcio mucho más 
sensible al calcio, por lo que estn protefna permanece 
activa, aun a bojas concentraciones de calcio. Como 
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vimos nnteriormcnt.c, rcsult.udos de múlt.iplcs t.robn­
jos hnn sugurido quu el cnlcio sérico rcgulu la función 
del asa de Henle n través de su efecto sobre el sensor 
de calcio en Ja membrann bnsolntcral.7 Dos casos si­
milares fueron rcportudos rccient.cmcnt.c por Wutnnn­
be, et al.:Ml Estos haUuzgos demuestran que en el hu­
mano, un aumento en la función constitutiva del 
sensor de calcio result.a en inhibición tal de la función 
del asa ascendente gruesa de Henle, que Jos sujetos 
afcct.ados desarrollan SB. 

CORRELACIÓN CLÍNICO-MOLECULAR 

El SB es unn enfermedad con un patrón de heren­
cia autosómico recesivo, cuya incidencia es de 1.8 
por 100 mil nacidos vivos, la mayoría de los cuales 
se presentan en familias consnnguíncns.37 Los datos 
característicos del SB son In alcalosis metubótica hi­
pocalémica, Ja hipcrcalciuria y la pérdida de los me­
canismos de concentración urinaria. Los pacientes 
clínicamente presentan poliuria. hipotensión arte­
rial y nefrocalcinosis.3B En el síndrome que se pre­
scnt.n desde la et.upa prenatal, el desarrollo de polihi­
drnmnios es frecuente. Además, el fenotipo es también 
muy carncteríst.ico: son niños delgados. con frente y 
pabellones auriculares prominentes. ojos grandes, fa­
cies triangular. poca masa muscular y prácticamen­
te todos presentan cierto grado de ret.rnso en el creci­
miento. El 50% de los pacientes tienen estrabismo.39 

En algunos casos la fiebre de origen desconocido. el 
vómito y la diarrea. Uegnn n ser los síntomas predo­
minantes de In enfermedad y son consecuencia del au­
mcnt.o en los niveles séricos de PGE ... Las infecciones 
de vías urinarias pueden prcscnturSe en forma recu­
rrente. 

Antes de que se desarrolla.run técnicas que permitie­
ran el unúlisis molecular del SB, éste se dividió para su 
estudio -dependiendo sobre todo de In edad de presen­
tación- en SB clásico y SB neonatal. Esta clasificación 

Cuadro 2. Caraderisticas clinicas de los pacientes con slndrome de Bartter. 

Gen afectado 
Sintomas en periodo neonatal 
Potasio sérico (mEqit.) 
Poiu-ia 
Nefrocak:inosis 
Polihicramnios 
Hipoacusia central 
IACT• 

IACT· • Insuficiencia renal aónica terminal. 

CSB1 
100% 

2.6±0.3 
50% 
SI 

100% 
<10% 

No 

se hu modificado ahora que conoccmo11 varios de lott 
genes que pueden producir SB. Como muestra el cua­
dro 2, se describen cuatro tipos de SB dependiendo de 
la proteína afectada (los dos reportes de SB por mutn­
cioncs en el sensor de calcio no se incluyen en esta cln­
sificnción). Existen udemás familias con SB en los cua­
les no se ha podido encontrar uún el gen afecta.do. Jo 
que indica que existe cuando menos, un gen más impli­
cado en la fisiopatogenia de esta enfermedad. Lott cua­
tro tipos hasta el momento descritos se encuentran 
asociados a mutaciones en los siguientes genes: Tipo 
1 al CSBI. tipo 11 a ROMK, tipo 111 ni CJC-Kb y el 
tipo IV ni BSND (Cuadro 2). Las mutaciones en 
CSBI. ROMK y BSND se encuentran asociadas con 
mayor frecuencia a la f"orma neonatal. mientras que 
cuando el gen afectado es el canal de cloro CIC-Kb se 
presenta la forma clásica, de inicio tardfo.38 . .w 

Tanto el polihidrumnios en el periodo neonatal, 
como la poliuria posterior al nacimiento están aso­
ciados a pérdida en los mecanismos renales de con­
centración urinaria. EH probable que por eso esta 
manifestación sen poco frecuente en los pacientes 
con SB tipo 111, en los cuales se conserva razonable­
mente In capacidad de concentración urinaria. En 
cambio. en pacientes con SB tipo IV, estas manifes­
taciones son de mayor gravedad y el parto es con 
frecuencia anterior a Ja semo.nu 31:11 La razón pro­
bablemente se deba u que BSND es una subunidad 
no solamente del CIC-Kb, propio del asa ascendente 
gruesa de Henle, sino también del CJC-Ku, que es el 
responsable del transporte de Ct· en al asa n.scendcn­
te delgada. De hecho, Jos ratones knocou t para el 
gen CIC·Ka desarrollan diabetes insípida. 42 

La pérdida o disminuc:ión de Jos mecanismos de 
concentración urinaria y de la ren.bsorción de sal en 
el asa ascendente gruesa de Henlc tiene como conse­
cucñcia disminución del volumen extracclular y por 
consiguiente, el desarrollo de hipotensión arterial. 
En respuesta a la pérdida de volumen, los pacientes 

ROMK 
9S% 

2.9±0.S ..... 
SI 

9S% 
< 10% 

No 

111 

CIC-Kb 
55% 

2.4±0.4 
30% 
No 

25% 
o 

No 

IV 

BSND 
100% 

100% 
SI 

100% 
100% 

SI 
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con SB tienen importante nclivnción del sistcmn re· 
ninn·ungiotcnsinn·nldostcronn. Do hecho, la hipl!rtro-­
fi.n del nparnto yuxtaglomcrulnr l?S una de las cnrnct.,._ 
rfsticns morfológicns de los riñonea de pocientcs con 
SB . .Adcmús de la hipovolcmiu crónica. otros ruclorcs 
que se han implicado corno cnusnnles de In hipolcn· 
sión arlcrin.I son los niveles elevados de prostnglandi· 
nas;" ultcrnciones en In aecreción de óxido nítrico y 
de vins de señnliz.ución intracelular que implican n 
las proteínas G. 43 

La hipocalemin es universal en esta enfermedad. Es 
de mayor gravedad en pacientes con Burttcr tipos 1 y 
IV. Los pacientes con mutaciones en el canal de K+ 
(tipo 11) pueden llegar a presentar hipcrcnlemia. en el 
periodo postnatal inmediato. Sin embargo, In mayoría 
desarrollo hipocnlemia. en el transcurso de In enferme­
dad. aunque ésta es de menor gravedad que la dcsnrro· 
llada por los pacientes con SB tipos I, 111 y IV. La ra· 
zón probable es que el cnnnl de potasio ROMK no sólo 
es responsable de In secreción de K+- en el usa aseen· 
dente gruesa de Henlc. sino tnmbién en el túbulo distal 
y en el túbulo colector.6 Por lo tanto. aunque exista 
incremento en la llegada de sal a Ju nefrona. distal. la 
secreción de potasio no aumenta a tal magnitud. De 
hecho, los rntoncs knockout para ROMK no desarro· 
llnn hipocalemia.44·46 Se desconoce In vía alternativa. 
por la cual Jos pncientcs con SB tipo 11 sccret.nn potn· 
sio en Jos tú bulos distales. Sin embargo. recientemente 
se ha postulado que cuando se incrementa la carga de 
fluido tubular en In región distnl de la nefrona, los 
maxicanales de potasio localizados en las células prin· 
cipalcs e intcrcnlares aumcnlnn su actividad. incre· 
mentando la secreción de K+- .46 

No todos los pacientes con SB cursan con hiper· 
cnlciuria. y nef"rocalcinosis, ya que en enfermos con 
mutaciones en ClC·h.D (tipo 111) In nefrocalcinosis es 
infrecuente e incluso en algunos cusos se ha reporta· 
do In presencia de hipocalciuria.30 Estos datos son 
interesantes yn que pacientes con mutaciones en otro 
gen que codifica pnrn cunnles de cloro en In ncfrona 
tCIC·S; síndrome de Dent),47 desarrollan nefroc.nlci· 
nosis desde edades tempranas. Por et momento es di· 
flcil conjeturar sobre el pupel que pudieran tener los 
canales de CJ- en el manejo renal del calcio.48 

La excreción urinaria de magnesio es normal, ex· 
cepto en el SB tipo 111, ya que hasta un 30% de pa· 
cientes con mutaciones en CIC·Kb t.ienen aumento 
en la excreción urinaria de magnesio, desconociéndo· 
se hasta el momento los factores involucrados.49 

El mecanismo por el cual se present.a. hipoacusia 
neurosensorial es diferente en cada t.ipo de SB. En 
pacientes con mutaciones en CSB1 y ROMK es pro· 
bable que In hipoacusin sea secundaria a la prcmatu· 

rcz, ya que incluso en niños sanos prematuros Ju in· 
cidencin de hipoucusiu es mayor que en In población 
normal. En pacientes con mutucidn en BSND. se 
deben que disminuye considerablemente In secreción 
de endolinfu. La proteínu barttinu funciona como 
subunidnd de los canales de cloro ClC·Kn y CIC· 
Kb.3-'··U Ambos canales se expresan en In siria uaact.i· 
laris del oído interno en donde su f"unción es neccsa· 
ria para mantener la producción de endolinfa. De 
esta manera, Ja ausencia de bnrttina af"ecta la fun· 
ción de ambos canales y bloquea con esto la prod.uc· 
ción de endolinfa. 

El diagnóstico diferencial del SB son los estados 
de intoxicación crónica por diuréticos, pérdida intes· 
tinnl de cloro y el síndrome de Gitelman. Este últi· 
mo es también una enfermedad nutosómicn recesiva 
cara.eterizada por alcalosis metabólica hipocalémi· 
ca. 50 El síndrome de Gitclman es ocasionado por mu· 
tuciones en el cotransportador Nn+:Ct· sensible a 
tinz.idns51 y se puede diferenciar del SB por la edad 
de presentación (usualmente en mayores de 15 años) 
y por algunas alteraciones metabólicas que las dis· 
tinguen.39,40 En el SB, al disminuir Ju reabsorción de 
sal en el asa ascendente de Henle, se reduce también 
In reabsorción de calcio y. por lo tanto, los pacientes 
con SB tienen hipercnlciurin. En cambio, en el sin· 
drome de Gitelman. la disminución de reabsorción 
de sal en el túbulo distal se acompaña de aumento 
en la reabsorción de calcio, por lo que los pacientes 
tienen hipocnlciuria. Ln otra clave est.á en el magne· 
sio sérico. Es interesante, sin embargo, que un re· 
porte muy reciente de Zclokovic, et al. 52 describen 
qué mutaciones en el CIC·Kb pueden asociarse a fe. 
notipo de síndrome de Burtter o Gitelmnn. 
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