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1) Resumen.

Los canales de potasio sensibles al voltaje han sido extensamente estudiados en
las células excitables, donde se sabe que participan en la fase de repolarizacion
después de un potencial de accién.

El riiébn es el érgano encargado de mantener la composicion y el equilibrio
electrolitico de los fluidos del cuerpo por lo que las células de este 6érgano
presentan una actividad de reabsorcion y secrecion de iones muy alta.
Recientemente en nuestro laboratorio se identificaron tres canales de K* sensibles
al voltaje en los tibulos colectores de la médula interna del rifién de rata: El Kv1.1,
Kv1.3 y Kv1.6. El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo un estudio sistematico
por RT-PCR de los canales de potasio sensibles al voltaje que estan presentes en
todo el rifidén de la rata. Se identifico el ADNc de los canales Kv1.2, Kv1.4 y Kv4.3;
y se confirmé la presencia del Kv1.7, Kv2.1 y Kv7.1. Estos canales podrian estar
involucrados en el reciclaje de K, el cual es necesario para que se lleve a cabo la
reabsorcién del Na* y del CI" en las células de este 6rgano.



2) Introduccion.

Los rifiones estan localizados en la parte media de la espalda, inmediatamente
debajo de la caja toracica (la estructura formada por las costillas); tienen forma de
frijol y cada uno tiene el tamafo aproximado de una mano cerrada. Los rifiones
son una compleja maquinaria de purificacion. A diario purifican aproximadamente
200 litros de sangre para filtrar unos 2 litros de desechos y exceso de agua, los
cuales se convierten en orina que fluye a la vejiga a través de tubos llamados
uréteres.

El rifén junto con los uréteres, la vejiga urinaria y la uretra, constituyen el sistema
urinario. En el rifién se llevan a cabo gran parte de los procesos que contribuyen a
la homeostasis de los liquidos y electrolitos, ademas de ser uno de los 6rganos
responsables de mantener la composicién de los fluidos corporales en los
animales superiores. Estas funciones se realizan fundamentalmente mediante tres

procesos: filtracién glomerular, reabsorcion y secrecion tubular.

Fig.1. Componentes principales del
sistema urinario humano.

Los rifiones se encargan de
producir la orina a partir del plasma.
La orina se transporta hacia la
vejiga a través de los uréteres en
donde se almacena temporalmente
antes de ser expulsada hacia el
exterior a través de la uretra.




2.1) Morfologia del Rifién.

La cara interna de cada rifién tiene una regién en forma de muesca llamada hilio, a
través de la cual pasan la arteria y la vena renal, los vasos linfaticos, los nervios y
el uréter, que lleva la orina desde el rifidn a la vejiga. Si se practica un corte
transversal del rifién, las dos regiones principales que pueden verse son la corteza
externa y la region interna llamada médula. La médula esta dividida en numerosas
masas de tejido de forma cénica llamadas piramides renales. La base de cada
piramide nace en el limite entre la corteza y la médula y termina en la papila que
penetra en el espacio de la pelvis renal, una prolongacién de la parte superior del
uréter que tiene forma de embudo. El borde externo de la pelvis se divide en
pequefias bolsitas de extremos abiertos llamadas célices mayores, los cuales se
extienden por abajo y se dividen en los calices menores; existen dos o tres calices
mayores y ocho a dieciocho célices menores. Cada calice menor recolecta orina
de los tubulos colectores de las piramides. Desde los calices mayores, la orina
drena hacia la pelvis y después hacia el uréter.

La corteza y las pirAmides renales constituyen el parénquima (porcién funcional)
del rifién. Desde el punto de vista estructural, el parénquima de cada rifion esta
formado de aproximadamente 1.3 millones de nefronas, la unidad anatomica
minima funcional del rifién, ordenadas de manera paralela y acompafiadas de una
red intrincada de vasos sanguineos.

Piramide
renal

Cilices

Arteria renal

Venarenal

Uréter Fig.2. Anatomia del rifién.

(modificada de www.abc.net.au/science)
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Cada nefrona es una estructura tubular contorneada cuya pared esta formada por
células epiteliales especializadas. La morfologia y funcion de estas células
cambia en la medida en la que se constituyen los diferentes segmentos de la
nefrona. Cada nefrona se constituye de 5 segmentos funcionales muy bien
definidos: el glomérulo, el tabulo proximal, el asa de Henle, el tabulo distal y el

tabulo colector.

Glomérulo Tabulo proximal

Arteriola
aferente

Arteriola
eferente

Fig.3. Principales componentes de
la nefrona, rodeada por vasos
sanguineos.

(modificada de
www.anselm.edu/homepage.com)

2.2) Funcién renal.

El trabajo principal del sistema urinario se realiza en los rifiones cuyas funciones
mas importantes son: filtrar el plasma y eliminar sustancias del filtrado segtn las
necesidades del organismo. De esta manera se forma la orina, la cual debe ser
expulsada constantemente del organismo. Ademas los rifiones se consideran
6rganos endocrinos, ya que se encargan de producir hormonas y autacoides como

la eritropoyetina y las prostaglandinas.



Las funciones principales que se llevan a cabo en los rifiones son:

Excrecién de los productos metabdlicos de desecho y de las sustancias quimicas
extrafas.

Regulacion del equilibrio hidrico y electrolitico.

Regulacion de la osmolaridad de los liquidos corporales y de las concentraciones
de electrolitos.

Regulacién del equilibrio &cido-base.

Regulacion de la presion arterial.

Secrecion, metabolismo y excrecion de hormonas.

Gluconeogénesis.

El transporte transepitelial de los iones tales como el Na*, K*, CI', CO3, Ca®*, H'y
los aminoécidos, es una de las funciones elementales de los rifiones, el intestino y
los pulmones. Este transporte es necesario para mantener la osmolaridad del
plasma sanguineo, para transportar sustancias nutritivas como los carbohidratos y
aminoacidos desde la luz intestinal hacia la sangre, para la secrecién de moco en
las vias respiratorias, etc. Sean cuales fueren los solutos que transportan los
diversos epitelios, dicho transporte depende, en gran parte, de las proteinas de
membrana que expresan las células epiteliales.

2.3) PROTEINAS DE TRANSPORTE

Pocas son las moléculas que entran o salen de la célula, o difunden por la
membrana de los organelos sin la ayuda de proteinas. Incluso el paso de algunas
moléculas, como el agua o la urea, que pueden difundirse a través de bicapas
fosfalipidicas, a menudo es acelerado por proteinas de transporte. Existen tres
clases principales de proteinas de transporte membranales con un alto grado de
especificidad por la sustancia que transportan.



Las bombas impulsadas por ATP. Son ATPasas que usan la energia de la
hidroélisis del ATP para mover iones a través de la membrana, en contra de un
potencial eléctrico o de un gradiente quimico de concentracion.

Transportadores. Son proteinas que se encargan de mover una gran cantidad de
iones o moléculas a través de las membranas celulares. Los transportadores fijan
una sola molécula de sustrato (0 muy pocas) a la vez. Después de que se fija esta
molécula, el transportador sufre un cambio de conformacion de manera que solo
las moléculas de sustrato unidas son transportadas a través de la membrana.
Canales. Son proteinas que forman un poro en la membrana plasmatica a través
del cual se mueven a gran velocidad iones especificos o moléculas de agua en un

proceso energeticamente favorable.

Bomba Impulsada Canal lénico Transportador
por ATP

%s0000 —>

Interior

)
7108 i 2_104

ATP  ADP+P, (107-108 iones/s) {102-104 molec/s)

(1-103 iones/s)

Fig.4. Proteinas de transporte.



2.4) Canales idnicos.

Los canales idnicos son componentes clave en la actividad de las células vivas, ya
que permiten el paso selectivo de iones a través de ellos desde un lado de la
membrana hasta el otro y también ejercen control sobre el movimiento de estos
iones ya que se pueden cerrar o abrir. Los canales pueden ser monoémeros o
heteromultimeros. Contienen un poro en el centro que se puede abrir mediante un
cambio conformacional y de esta manera dejan fluir iones a través de la
membrana. Los iones pueden llegar a fluir a velocidades superiores a 100 millones
por segundo. Este movimiento de los iones genera una corriente eléctrica que
puede ser medida.

Los canales ionicos consisten en una o mas subunidades polipeptidicas con
segmentos transmembranales. Los canales tienen varios componentes
funcionales. La llamada compuerta de activacion que determina si el canal esta
abierto o cerrado, y cada uno de estos estados refleja una conformacién diferente
de las proteinas de membrana. Segundo, los canales pueden responder a uno o
varios estimulos (1) cambios en el potencial de membrana, (2) sistemas de
segundos mensajeros que actian en el lado citoplasmatico o (3) ligandos, tales
como neurotransmisores, que se unen a la cara extracelular de la proteina de
membrana. Estas sefiales regulan transiciones entre los estados abierto y cerrado.
Un tercer componente funcional de los canales iénicos es el filtro de selectividad el
cual determina el ion en particular (ej. Na*, K*, Ca®* ) o las clases de iones (gj.
aniones o cationes) que tienen acceso al poro del canal. El cuarto componente
funcional es el mismo poro del canal. Cada vez que el canal asume la
conformacién abierta, éste provee de una via continua entre los dos lados de la
membrana, de modo que los iones pueden fluir a través de él por difusién pasiva
(sin gasto de ATP) antes de que el canal se vuelva a cerrar. Durante cada
apertura del canal, muchos iones fluyen a través de su poro, usualmente un
numero suficiente como para ser detectado como una pequefia corriente
mediante técnicas muy sensibles como el “Patch-clamp”.



Canales de sodio. Debido a que la diferencia de potencial electroquimico para el
sodio generalmente es negativa, el gradiente favorece el movimiento neto del Na*
hacia adentro de virtualmente todas las células del cuerpo. De esta manera un
canal de Na* abierto actuard como un conducto para la entrada pasiva del Na®.
Una caracteristica fisiolégica de los canales que median la entrada de Na* es la
transmisién de informacién. Los canales de Na® sensibles al voltaje son
responsables de la generaciéon del potencial de accion (ej. impulso nervioso) en
muchas células excitables. Otra caracteristica fisiolégica de los canales de Na*
puede ser encontrada en algunas células epiteliales tales como aquellas de ciertos
segmentos del tdbulo renal e intestino, en este caso los canales de Na’ se
encuentran restringidos a la superficie apical de la célula, donde permiten el paso
de Na* hacia dentro de la célula epitelial desde el lumen del tubulo renal o el
lumen intestinal. El flujo pasivo es un paso clave en el movimiento de Na* a
través del epitelio entero, desde el lumen hacia la sangre.

Canales de calcio. La diferencia de potencial electroquimico para el Ca* también
es siempre negativa, asi que el Ca® tiende a moverse hacia adentro de la célula.
Cuando los canales de calcio estan abiertos, el Ca®* rapidamente entra a la célula
a favor de su gradiente electroquimico. El movimiento entrante de Ca®* juega un
papel vital en la sefalizacién transmembranal tanto en las células excitables como
en las no excitables, asi como en la generacién del potencial de accién en algunas
de las células excitables.

Canales de potasio. El K* tiende a difundirse hacia afuera de la célula. En
virtualmente todas las células, los canales de potasio establecen el potencial de
membrana en el reposo y participan en la fase de la repolarizacién del potencial
de membrana después de un potencial de accién en las células excitables, y la
secrecion y reciclaje de potasio en las células no excitables.



2.5) Canales de potasio.

Los canales de potasio han sido observados en virtualmente todos los tipos de
células pertenecientes a una extensa clasificacion filogenética de especies
incluyendo los procariontes. La gran diversidad de canales de K* se pueden
agrupar dentro de muchas clases conservadas de familias de genes (Gutman A.
Etal. 2003). Actualmente se conocen varias familias de canales de K, la mayoria
de ellas estd compuesta por maltiples miembros. Una caracteristica universal de
todas las familias es una secuencia conservada que forma parte del poro y es la

que le da al canal su selectividad al K°.

Canales 2TM

Los canales formados por proteinas de
dos dominios transmembranales
incluyen los rectificadores entrantes, los
canales Karp, Y los canales acoplados a
proteinas G. El extremo amino vy
carboxilo terminal de las proteinas estan
localizados en el citoplasma y la regién
del poro se encuentra entre los dos
dominios transmembranales. El canal
funcional es un tetramero formado por
estas subunidades.(modificada de www.
ipmc.cnrs.fr/)

Canales 4TM

A esta clase de canales pertenece la
familia Kzp; contienen 2 subunidades de 2
dominios transmembranales ligadas una
tras otra y el canal funcional esta formado
por un dimero de las subunidades de 4
dominios fransmembranales y dos
segmentos de poro. (Fig. modificada del
Boron W. 2003)
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‘4. 77 Canales 6TM

Incluyen a los canales Kv y los canales de

K" activados por calcio de conductancia
. baja e intermedia (Kc,). El extremo amino y
i carboxilo terminal de estas proteinas esta
localizado intracelularmente y la regién del
" poro esta localizado entre el quinto y sexto
dominio transmembranal. El canal funcional
esta formado por la asociacién tetramérica
de esas subunidades de seis dominios

transmembranales.

Canales 7TM

A este tipo pertenece un canal de
alta conductancia, Slo, el canal
funcional es un tetramero, pero a
diferencia de ofros canales, Slo
tiene su extremo amino terminal
localizado extracelularmente.

11

Union a Ca?*

Canales 8TM

Una clase de proteinas que tiene
un segmento de seis dominios
transmembranales unido a uno de
dos dominios transmembranales. El
canal funcional esta formado por la
asociacion de dos subunidades de
ocho segmentos transmembranales
con dos regiones de poro. (Choe S.
2002).



2.6) Canales de potasio sensibles al voltaje.

La familia de los canales de potasio sensibles al voltaje (Kv) constituyen la familia
mas grande de canales de potasio. Todos los miembros que integran esta familia
poseen una serie de caracteristicas comunes entre ellos. Los canales Kv se
componen por cuatro subunidades a (son tetrameros), las cuales cuentan con un
extremo amino y un extremo carboxilo terminales localizados en el citoplasma.
Cada subunidad o se compone a su vez de seis dominios transmembranales
(S1-S6), un sensor de voltaje (S4) y una region de poro transmembranal selectivo

para el ion K* (localizado entre los segmentos S5 Y S6).

Fig.5. Topologia de la subunidad a de un canal de K* sensible al voltaje (Kv). La regién del poro
se localiza entre los segmentos transmembranales S5 y S6. El segmento S4 actia como sensor
de voltaje (conjunto de aminodcidos cargados positivamente).



2.7) Distribucién de algunos Kv’s en mamiferos.
Tabla.1 (Modificada de Shieh et al. 2000)

Subfamilia Integrantes Tejidos en los que
se expresa.
Kv 1.1 Neuronas, corazén, retina,
islotes pancreaticos, rifion®.
Kv1.2 Cerebro, corazon, islotes
pancreaticos.
Kv1.3 Linfocitos, cerebro, pulmon,
vaso, rifion®.
Kv14 Cerebro, corazon, islotes
pancreaticos.
Kv1 Kv 1.5 Cerebro, corazoén, rifién, pulmén,
musculo esquelético.
Kv 1.6 Cerebro, rifion®.
Kv1.7 Corazén, islotes pancreaticos.
Rifion'®.
Kv 1.10 Cerebro, aorta, rifion?.
Kv2 Kv 2.1, Kv2.2 Cerebro, corazén, rifién,
musculo esquelético, retina.
Kv 3.1 Cerebro, musculo, linfocito.
Kv3 Kv 3.2 Cerebro.
Kv 3.3 Cerebro, higado.
Kv 3.4 Cerebro, musculo esquelético.
Kv 4.1 Cerebro, corazén, higado, rifion,
pulmén, placenta, pancreas.
Kv4 Kv 4.2 Cerebro
Kv 4.3 Corazon, cerebro.
Kv 7.1 Corazén, rifién, pulmén, colon,
placenta.
Kv7.2 Cerebro, neuronas.
Kv7 Kv 7.3 Cerebro, neuronas.
Kv7.4 Oido interno, sistema auditivo
central, células del pelo.
Kv 7.5 Cerebro, musculo esquelético.




Es importante notar que este tipo de canales ha sido ampliamente estudiado en
las células excitables tales como las del sistema nervioso y muscular, donde se
sabe que participan en la repolarizacion del potencial de membrana. En estas
células la apertura o activacién de los canales de potasio sensibles al voltaje es
inducida por la despolarizacion de la membrana celular, la cual promueve un
cambio en la conformacién del sensor de voltaje, permitiendo con ello la apertura
del canal y, en consecuencia, el flujo de iones a través de la membrana celular.

En las células no excitables como son las de los epitelios (rifidén, intestino, colon,
pulmones, etc) también se han encontrado este tipo de canales; sin embargo, la
funcién que cumplen en estos tejidos esta relacionada con la secrecion y el
reciclaje de potasio. Algunos ejemplos de los epitelios donde se han encontrado
canales de potasio sensibles al voltaje son los de la cormea (mantienen el balance
de sal y agua para una funcién normal de estas células. Wang L. et al 2004), la
préstata (parecen estar relacionados con la mitogénesis y el cancer. Ouadid-
Ahidouch H. et al 1999), los alvéolos (juegan un papel importante en la regulacién
del volumen y la composicién idnica del fluido alveolar. Lee S. et al 2003), el
intestino (estan involucrados en la restitucién rapida de la mucosa cuando hay
lesiones Rao J. et al 2002), el colon (estan involucrados principalmente en el
reciclaje de potasio, la absorcién de sodio y la secrecién de cloro Turnheim K. et al
2002) y el rifién (parecen estar relacionados con la regulacion del volumen celular

y la reabsorcién de sodio Escobar L. et al 2004).
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3) ANTECEDENTES.

En nuestro laboratorio se registré una corriente de potasio en un cultivo primario
de los tabulos colectores de la médula interna del rifién de la rata. Recientemente
se identificaron algunos de los canales de K* que estan presentes en estas células
por técnicas de RT-PCR, inmunocitoquimica e inmunofluorescencia: los canales
Kv1.1, Kv1.3 y Kv1.6 (Escobar L. et al 2004).

El objetivo de esta tesis es el estudio sistematico de la presencia de otros genes
de la subfamilia Kv1 y del resto de las subfamilias: Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7 en el rifién
de la rata por la técnica de RT-PCR.

15



4) OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Identificar los genes de las subfamilias Kv1, Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7
en el rifién de rata.

OBJETIVOS PARTICULARES:

« Disefiar oligonucledtidos especificos para cada canal Kv1i y
oligonucleétidos degenerados para la amplificacion de
fragmentos de ADNc de los miembros de las subfamilias Kv2,
Kv3, Kv4 y Kv7.

+ Establecer las condiciones de la RT-PCR para la amplificacion
de los fragmentos de ADNc de cada canal de la subfamilia Kv1 y
del resto de las subfamilias.

16



5) METODOLOGIA GENERAL.

A continuacién se muestra de manera general la metodologia y los materiales
involucrados en el desarrollo experimental del presente trabajo. Para obtener
informacion detallada acerca de los métodos y reactivos utilizados favor de ver el
apéndice.

Ratas macho

Y

Rifi6n Cerebro

Extraccion de ARNotal
con cloruro de cesio

a |

Tratamiento con
DNasa 1

Almacenamiento en ﬂ Visualizacién en el gel
ultracongelador Recuperacion del :D de agarosa de la
(-70°C) ARNroti integridad del ARNra

.

Reaccion de retrotranscripcion

(RT)

£

Reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)

4L

Purificacion de fragmentos
amplificados

..

Analisis por secuenciacion
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6) RESULTADOS Y DISCUSION.
6.1) Obtencion de ARN¢a con guanidinay cloruro de cesio.

Se utilizaron el rifién y el cerebro de la rata para obtener el ARNy de estos
érganos (el método se describe en el apéndice 1). El ARN obtenido fue tratado
con Dnasa 1 libre de RNasas para evitar contaminacion con ADN genéomico (el
ADN de la célula) durante la reaccién. La integridad del ARN extraido se
comprobé con una electroforesis de la muestra (Fig. 6, método apéndice 2).

Figura 6.

ARNwi extraido con guanidina y cloruro de
cesio en un gel desnaturalizante de agarosa
al 1%. M) marcador ARN “Ladder” 0.24-9.5Kb
GIBCO BRL® A) ARN extraido de rifién de rata
B) ARN extraido de cerebro de rata. En ambos
casos se observan las dos bandas
correspondientes a ARN ribosomal 28s y
18s.

Las dos bandas que se observan en el gel corresponden a las de las subunidades
28S y 18S ribosomal, respectivamente, de las células eucariontes, y son una
medida de la integridad del ARN después de la extraccion. Se observé una
ligera degradacion del ARN pero esta en buenas condiciones para ser utilizado.
Con este ARNa Se realizd una reaccién de retrotranscripcion para obtener ADNc
el cual se us6 como templado en la reaccion de PCR (apéndice 3).

6.2) Controles.

Se realizé una reaccion de PCR con el ARN como templado (sin realizar la
retrotranscripcion). En este control no se obtuvo ninguna amplificacion, lo que
indica que el ARN estaba libre de ADN genémico.
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Todos los controles positivos fueron realizados con ADNc de cerebro de rata.

Control positivo para los miembros de la subfamilia Kv1.

Fig.7. Fragmentos correspondientes al extremo
carboxilo de canales de potasio de Ila
subfamilia Kv1 con ADNc de cerebro de rata.

M) Marcador de peso molecular ®174 RF DNA/
Hae lll fragments A) Kvi.2 B) Kvi.4 C)Kvi.5
D) Kv1.6 E)Kv1.10 véase apéndice tabla 2.
Para el canal Kv1.7 no se amplifico ninguna
banda al igual que para el Kvi.5 (dato no
maostrado).

Solamente con los oligonucleétidos disefiados para los canales Kv1.5 y Kv1.7 no
se obtuvieron las amplificaciones esperadas de 480 y 576 pb respectivamente a
pesar de que se vari la temperatura de alineamiento en una rango desde 49°C
hasta 63°C y la concentracién de MgCl, desde 1 mM hasta 4 mM, por lo que se
deduce que son los oligonucleétidos los que no estan reaccionando.

También se observa claramente que hay una mayor intensidad en la banda
amplificada con respecto al rifion de los canales Kv1.2, Kvi.4 y Kv1.6 esto se
debe probablemente a que en el cerebro se obtuvo una mayor cantidad de ADNc
de estos canales (Figs. 7 y 9).

Control positivo para las subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7.

Fig.8- Fragmentos correspondientes a las
subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7. M) Marcador
de peso molecular @174 RF DNA/ Hae Il
fragments. A)y B) Bandas correspondientes al
Kv2, C) y D) Bandas correspondientes al Kv3,
E) y F) Bandas correspondientes al Kv4, G) y H)
Bandas correspondientes al Kv7.

Nota: cada banda con su respectivo par de
oligonucleétidos (ver apéndice tabla 3).
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Con el ADNc del cerebro se obtuvieron todas las bandas esperadas a excepcion
de las correspondientes a los Kv's 1.5 y 1.7. Esto es una prueba de la eficacia de
los primers disefiados.

6.3) Identificacion de la subfamilia de canales de potasio sensibles al voltaje
Kv1 en el rifién de la rata.

Se realizé un PCR a partir del ADNc obtenido del rifion de rata y se amplificaron
secuencias especificas de los canales Kvsz, Kvi4, ¥ Kvi7. También se probaron
oligonuclettidos para los canales Kvy s, y Kvy.10. Para llevar a cabo la amplificacion
de estos fragmentos se utilizaron un par de oligonucleétidos en cada caso,
dirigidos hacia la regién del poro y al extremo carboxilo terminal para asegurar su
especificidad ya que ésta es la region que mas difiere entre los distintos canales
Kv1 (apéndice 4.1).

Para encontrar las condiciones 6ptimas de amplificacion de cada fragmento se
variaron la temperatura de alineamiento y la concentracion de MgCly, llegandose a
una temperatura de alineamiento de 50 °C y una concentracion de MgCl, de
1.5 mM. Para mas detalles de las condiciones de reacci6n ver apéndice 5.
Posteriormente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% con los
productos de PCR obtenidos (apéndice 6).

Figura 9. Fragmentos correspondientes Peso
al extremo carboxilo de canales de Banda esperado
potasio de la subfamilia Kv1. (pb)
M) Marcador de peso molecular ®174 A 447
RF DNA/ Hae lll fragments A) Kv 1.2 B 456
B)Kv14 C)Kv1.5 D)Kv16 C 468
E) Kv 1.7 F)Kv 1.10 (nétese que la D 386
banda obtenida no corresponde al peso E 576
esperado) véase apéndice tabla 2. F 552
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Purificacion y secuenciacion de los fragmentos de PRC.

Los fragmentos amplificados por PCR fueron purificados a partir del gel con el Kit
“Concert Gel Extraction Systems™ (Gisco BRL®; apéndice 7). La secuencia se
obtuvo con el método automatizado AB1 Prism 310, Perkin Elmer.

Se obtuvieron amplificaciones de los fragmentos de ADNc con los pesos
esperados para cada uno de los miembros de la subfamilia Kv1 (apéndice tabla 2),
a excepcion del Kv1.10 ( Fig. 9), cuyo peso se esperaba de 552 pb. El andlisis de
la secuencia que se realizé para cada uno de los fragmentos obtenidos revel6 la
presencia de los canales Kv1.2, Kv1.4 y Kv1.7.

Hasta la fecha seis miembros de la subfamilia Kv1 han sido localizados en el
rifién, entre ellos estan: Kv1.1, Kv1.3, Kv1.6 en los tubulos colectores de la medula
interna (Escobar et al.), Kv1.5 y Kv1.7 en el rifion completo (Shieh et al y Kashuba
et al. Respectivamente) y el Kv1.10 en el conducto colector cortical (Lang et al.).
En este trabajo se identifican por primera vez la presencia de los dos miembros
restantes de esta subfamilia el Kv1.2, Y el Kv1.4 y se confirmoé la del Kv1.7.

Secuencias obtenidas (ver apéndice de Secuencias):

Kvi.2

CCCGGATGCCTTCTGGTGGGCAGTCGTCTCCATGACAACTGTAGGCTATGGAGACATGGTT
CCAACTACCATTGGGGGAAAGATAGTGGGTTCTCTGTGTGCAATTGCAGGTGTGTTAACCA
TTGCCTTACCAGTCCCTGTCATAGTGTCTAATTTCAACTACTTCTACCACCGGGAGACAGA
GGGAGAGGAGCAGGCCCAGTACTTGCAAGTGACAAGTTGTCCAAAGATCCCGTCCTCCCC
TGACCTAAAGAAAAGTAGAAGTGCCTCTACCATAAGTAAGTCTGATTACATGGAGATACA
GGAGGGAGTAAACAACAGTAATGAGGACTTTAGAGAGGAGAACTTAAAAACAGCCAACT
GTACCTTGGCTAACACAAACTATGTGAATATTACCAAAATGTTAACTGATGTCTGCTC
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Kviq

GATGCGTTTTGGTGGGCTGTGGTAACCATGACAACTGTGGGCTACGGGGACATGAAGCCC
ATCACAGTGGGAGGAAAGATTGTGGGGTCCCTGTGTGCCATTGCGGGTGTCTTAACCATTG
CTTTGCCCGTGCCGGTGATTGTGTCTAACTTTAACTATTTCTACCACAGAGAGACTGAAAA
CGAAGAACAGACCCAGCTGACCCAAAACGCAGTCAGTTGCCCATACCTACCTTCTAATTTG
CTCAAGAAATTTCGGAGCTCTACTTCTTCTTCCCTGGGGGACAAGTCAGAGTATCTAGAGA
TGGAAGAAGGGGTCAAGGAGTCTTTATGTGGAAAGGAAGAGAAGTGTCAGGGAAAGGGG
GATGACAGCGAGACAGATAAAAACAACTGTTCTAATGCAAAGGCTGTGGAGACTGATGTG
TGAGGNACCCGATG

Kvy7

AAATCTNACNCACACCTGGGGGGGGNTTTTNTGGTGCNACTTNTCCCCATTTTCCAGGCTA
TNCAGGNCATTCTAAGGGGCGCTGNANATATTGGGGCANAACACTGNGGGANTTGCCATG
CGAAAGCTANGTCTCCTNATNTTCTTNCTNTTCATTCTGNTTGTGGNCCTCTTTTCCAGCGC
AGTCTANTTNGGGTGAAGGGGCCCNTTTTTTCACCCATTTAACCANNTTTCTAGAGGNCTT
TNGGGGGANAANGGCCACCATGACCACGGNNGGNTACGGGGACATGGCACNNGNAACCN
AGGGNGGCAATATTNNGGGCTNTTTGGGGGCCATTGCAAGCTTTNTNACCATNTNTNTGCC
GGTGCCTGTNATCGTTTTCCANNTTCACCCNCTTTAACNACCGGGANANANAGGGNGAAG
AGGCAGGGATGTACANCCATGTGGA

Por otro lado los fragmentos amplificados con los oligonucledtidos para el Kvys y
el Kvy.10 fueron purificados y secuenciados. La comparacion de estas secuencias
con el banco de genes fue con el programa NCBI-BLAST. Las secuencias
obtenidas para éstos fragmentos no mostraron identidad con canales de potasio
reportados en el banco de genes por lo que no se muestran en este trabajo.

El hecho de que no se hayan amplificado los fragmentos esperados para el Kv1.5
y se puede atribuir a que los oligonuclettidos no estan reaccionando. Para el caso
del Kv1.10 se puede atribuir a una baja concentracion de ADNc de estos canales
obtenida durante la retrotranscripcion ya que como lo vemos en la figura 8, los
oligonucleétidos disefiados para este canal si funcionaron en el cerebro.
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6.4) Identificacion de las subfamilias de los canales de potasio dependientes
de voltaje Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7 en el rifion de la rata.

Se disefiaron dos pares de oligonuclettidos degenerados especificos para cada
una de las subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7 (apéndice 4.2). Estos oligonucleétidos
comprenden la region amino terminal, ya que esta region esta altamente
conservada entre los miembros de cada subfamilia.

Se obtuvieron los tamafios de las bandas esperadas para cada una de las
subfamilias. La temperatura de alineamiento utilizada fue de 49 °C y la [ MgCl; ]
fue de 1.5 mM. Posteriormente se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
1% (apéndice 5) con los productos de PCR obtenidos.

Banda Peso
esperado
(pb)
460

TOTmMEDN W
e
S
S

910
Fig.10- Fragmentos correspondientes a las subfamilias Kv2,

Kv3, Kv4 y Kv7. M) Marcador de peso molecular @174 RF DNA/

Hae lll fragments. A) y B) Bandas correspondientes al Kv2, C) y

D) Bandas correspondientes al Kv3, E) y F) Bandas
correspondientes al Kv4, G) y H) Bandas correspondientes al

Kv7 cada una con su respectivo par de oligonucledtidos (ver

apéndice tabla 3).

Como puede observarse en la figura 10 se obtuvieron varios fragmentos de ADNc.
Para estas subfamilias se esperaba obtener en algunos casos mas de una banda,
ya que los primers utilizados son especificos para la subfamilia pero inespecificos
para los miembros de cada subfamilia.

En todos los casos se obtuvieron los fragmentos de ADNc esperados para cada
canal, a excepcioén del fragmento de 900 pb esperado para el Kv3 (fig. 10-D).
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Los fragmentos obtenidos se purificaron a partir del gel de agarosa utilizando el
Kit Concert Gel Extraction Systems (Gisco BRL® apéndice 7). La secuencia se
obtuvo por el método automatizado AB1 Prism 310, Perkin Elmer.

El analisis de las secuencias mostr6 la presencia de los canales Kv2.1, Kv4.3 y
Kv7.1. de los cuales los canales el Kv2.1(Shieh et al.) y Kv7.1(Vallon V. Et al.) ya
habian sido identificados en el rifidn, no asi el Kv 4.3 cuya presencia en el rifién es
propuesta por primera vez en este trabajo.

Secuencias obtenidas (ver apéndice de Secuencias):

Kvy,

GTANGNGAATCATGNTTCATCGTCCTGTCCACCATCTNTTCTGTCACTCAACACGCTGCCTG
AGCTGCAGAGCCTAGACGAGTTCGGCCAGAGCACGGATAACCCGCAGCTGGCGCACGTGG
AGGCGGTGTGCATCGCATGGTTCACCATGGAGTACTTGCTGAGGTTCCTGTCCTCCCCCAA
GAAATGGAAGTTCTTCAAGGGCCCCCTCAACGCCATTGACCTACTGGCCATCCTGCCCTAC
TACGTCACCATCTTCCTCACAGAATCCAACAAGAGCGTGCTGCAGTTCCAGAACGTGCGCC
GCGTGGTCCAGATCTTTCGCATCATGCGCATCCTTCGGATCCTGAAGCTGGCCCGTCACTC
CACTGGCCTGCAGTCCTTGGGCTTCACCCTGCGCAGAAGCTACAACGAGCTGGGCCTGCTC
ATCCTCTTCCTCGCGATGGGCATCATGATCTTCTCCAGCCTGGTCTTTCTTCGCGGAGAAGG
ATGAGGACGACACCAAGTTCAAAAGCATCCCCGCCTCTTTCTGGGGGGG

Kvqs

ACGGGTGCCTGGGACCTAGGAACTGCCGTGATGGAGAGCGCTACTCCGTGGCTTTCTTCTG
CCTGGACACTGCGTGTGTCATGATCTTCACGGTGGAGTACCTCCTCCGACTCTTCGCGGCA
CCCAGCAGGTACCGCTTCATCCGCAGTGTGATGAGCATCATCGACGTGGTGGCCATCATGC
CCTATTACATTGGGCTGGTCATGACCAACAACGAGGACGTGTCCGGGGCATTTGTCACACT
CCGGGTCTTCCGCGTCTTCAGGATCTTCAAGTTCTCCCGACATTCCCAGGGCCTACGGATCC
TAGGCTACACCCTGAAGAGCTGTGCCTCAGAACTAGGCTTTCTTCTCTTCTCCCTCACCATG
GCCATCATCATCTTTGCCACTGTGATGTTTTATGCTGAGAAGGGCTCCTCCGCCAGCAAGTT
CACAAGCATCCCTGCGTCCTTTCTGGTACACCATAGTCACCATGACAACACTGGGGTATGG
AGACATGGTGCCTAAGACAATTGCTGGGAAGATATTTGGCTCCATCTGCTCC

K\",l'_]

GTTGATCGCCAGGGAGGTACCTGGAGGCTCCTGGGCTCTGTAGTCTTCATTCACCGCCAGG
AGCTGTATCACCACCCTGTACATTGGCTTTCTGGGTCTCATCTTCTCCTCCTACTTTGTCTAC
CTGGCTGAGAAAGATGCAGTGAATGAGTCCGGCCGCATCGAGTTTGGCAGCTACGCAGAT
GCTCTGTGGTGGGGAGTGGTCACAGTCACCACCATTGGCTACGGGGATAAGGTACCCCAG
ACATGGGTTGGGAAGACCATCGCCTCCTGTTTCTCTGTCTTCGCCATATCCTTCTTTGCACT
CCCAGCGGGCATACTTGGCTCTGGGTTTGCACTGAAGGTCCAGCAGAAGCAGAGGCAGAA
ACACTTCAACCGGCAGATCCCAGCCGCAGCCTA
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Las secuencias de los fragmentos de ADNc de los canales Kv3 no mostraron
identidad con canales de potasio por lo que no se muestran.

Hasta ahora se sabe que en algunos epitelios estos canales estan relacionados
con el reciclaje del K*, la absorcioén del Na* y la secrecién de CI' (Lee S.Y.et al,
Ouadid-Ahidouch H.et al, Turnheim K. et al, Wang L.et al). Los canales Kv también
estan relacionados indirectamente con la regulacién de la [Ca?* ] libre en el citosol,
ya que establecen la fuerza electroquimica para el fiujo del Ca** a través de la
membrana (Rao J. et al.).

En el tibulo proximal el canal Kv1.7 participa en la repolarizacion de la membrana
luminal restaurando la fuerza motriz para el transporte electrogénico de solutos
(Vallon V. Et al.).

El estudio de estos canales en el rifion es un campo relativamente virgen. Ya que
éste es el 6érgano por excelencia encargado de filtrar los solutos de la sangre, y
mantener la composicién y el equilibrio electrolitico de los liquidos del cuerpo,
podemos especular que los canales de potasio Kv1.2, Kv1.4 y Kv4.3, también
juegan un papel en el reciclaje de K y la reabsorcién de Na* y CI" en el rifion.
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7) CONCLUSIONES.

* Se identificaron por primera vez los genes de los canales de potasio Kv1.2,
Kv1.4, y Kv4.3 en el rifién de la rata y se confirmé la presencia del Kv1.7,
Kv2.1 y Kv7.1 en este mismo érgano.

8) PERSPECTIVAS DEL PROYECTO.

¢ El estudio de la distribucion de los canales de potasio Kv en los diferentes
segmentos del rifion (corteza médula interna y externa).

« El estudio del papel de cada Kv en el reciclaje del K* y su relacion con la
reabsorcion del Na* y del CI”.
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10) APENDICE.
1) Extraccion de ARN con Isotiocianato de guanidina y Cloruro de cesio.

1.0.- Obtencion de los 6rganos.
1.01.- Se anestesia la rata con cloroformo y se procede a la apertura de la cavidad
abdominal.

1.02.- Se obtiene el cerebro y los rifiones para su procesamiento y se pesan.

1.1.- Preparar 8 ml de isotiocianato de guanidina 4M (TG) y 4 ml de CsCI 5.7M por
cada gramo de tejido.

1.2.- Transferir 1g de tejido a un tubo de plastico con 8 ml de TG.

1.3.- Homogeneizar por 15 segundos (seg) a maxima velocidad (3 veces).

1.4.- Agregar 400 pl de sarcosil al 10% y mezclar por inversion.

1.5.- Centrifugar 10 minutos (min) a 12000 rpm a 4°C.

1.6.- Transferir el sobrenadante a un tubo de ultracentrifuga con 4 ml de CsCl.

1.7.- Ultracentrifugar a 32000 rpm 18hrs a 18°C.

Dia2°

1.8.-Resuspender el precipitado en 600 pl de agua (hacerlo 2 veces con 300 pl).

1.9.- Precipitarlos con 0.1 volumen de acetato de sodio pH 5.2 y con 3 volimenes
de etanol al 100% toda la noche.

Recuperacion del ARN.

1.10.- Centrifugar a 14000 rpm por 30 min a 4°C.

1.11.- Retirar el sobrenadante (dejar 100pl).

1.12.- Agregar 400 pl de etanol al 70% frio.

1.13.- Centrifugar 5 min a 14000 rpm. a 4°C.

1.14.- Retirar el sobrenadante (dejar 100 pl).

1.15.- Centrifugar aprox. a 10 seg a temperatura ambiente.
1.16.- Retirar todo el sobrenadante y secar a 37°C por 15 min***.
1.17.- Resuspender cada tubo en 100 pl de agua.

1.18.- Dejar los tubos a 4°C por 1hora.

1.19.- Almacenar el ARN en el ultracongelador a —70°C.
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***Tratamiento con DNasa 1 libre de RNasa.

1.16.1.- Después de secar, resuspender en 90 ul de agua y 10 pl de buffer de
transcripcion 10X.

1.16.2.- Agregar 6 pl de DNAsa 1 libre de RNasa e incubar a 37°C por 15 min.

1.16.3.- Extraer con fenol-cloroformo agitando por inversion del tubo.

1.16.4.- Centrifugar a 10000 rpm y tomar la fase superior.

1.16.5.- Proseguir conforme al punto 1.9.

2) Electroforesis en gel de agarosa para ARN.

2.1.- Pesar 0.3 g de agarosa (low electroendosmosis).

2.2.- Agregar 25 ml de Hz0.

2.3.- Calentar en el horno de microondas hasta disolver la agarosa.

2.4.- Agregar 3 ml de MOPS 10X.

2.5.- Dejar que la temperatura disminuya hasta aproximadamente 35°C.
2.6.- Adicionar 1.5 ml de formaldehido.

2.7.- Vaciar la solucién en el molde para gel y dejar solidificar.

2.8.- Agregar buffer MOPS 1X a la camara de electroforesis.

2.1.-Mezcla de reaccién para cargar el ARN en el Gel.
2.1.1.- En un tubo de 1.5ml afiadir:

Sul de formamida.
1ul de MOPS 10x.
2ul de formaldehido.
0.16pl de EtBr.

1ul de ARN.

2.1.2.- Calentar por 10 min. A 65°C y cargar la mezcla en el gel.
2.1.3.- Correr a 90V.
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3) Reaccién de retrotranscripcion.

3.1.- Incubar una alicuota de 10 pl de ARN extraido a 65°C por 10 min.
3.2.- Enfriar a 4°C durante 5 min.
3.3.- Preparar la mezcla de reaccion siguiente:

Reactivo Volumen por reaccién (ul)
Buffer RT 5X (Tris HCI 100mM, KCI 500mM, pH 8.3) 4
dNTP's __ (dATP, dTTP, dCTP,dGTP 10uM, pH 7.0) 2
DTT (0.1M) GIBCO BRL 2
Hexameros (100pmoles) Roche 1
RT-Pol (200 U/ml) GIBCO BRL 1

3.4.- Agregar la mezcla preparada al tubo con el ARN precalentado y enfriado.
3.5.- Incubar a 37°C por 1 h y después a 95°C por 5 min.

3.6.- Enfriar a 4°C.

3.7.- Adicionar 20 pl de H0-DEPC (este paso es opcional).

3.8.- Almacenar el producto de la reaccion a -20°C (maximo 1 semana).

4) Disefo de oligonucleétidos.

4.1.- Oligonucleétidos de la subfamilia Kv1.

4.1.1.- Se buscaron las secuencias reportadas en el banco de genes de cada uno
de los miembros de las subfamilias.

4.1.2.- Se alinearon dichas secuencias utilizando el programa MultAlin®.

4.1.3.- A partir de la regién del carboxilo terminal se tomaron fragmentos
conservados de aproximadamente 30 pb y se mandaron a sintetizar
(Accesolab).

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados y de los pesos esperados en cada
caso se enlistan a continuacion.
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Tabla 2.

Canal Secuencia Sentido Peso
esperado

(pb)

Kv;3 | 5'GAT GAG CGA GAT TCC CAG TTC CCC AGC ATC3' Sentido 447
5°CAT CCT CGA GTC AGA CAT CAG TTA ACA TTT TGG TAAT3" | Antisentido

Kvy4 | 5'GAA CCT ACC ACC CAT TTC CAA AGC ATT CCA 3° Sentido 456
5"CAT CGG TAC CTC ACA CAT CAG TCT CCA CAG CCT TTGC3" | Antisentido

Kv;s | 5'AAT CAG GGG TCG CAA CTC TCC AGT ATCCCG 3 Sentido 468
5°CAT CCT CGA GTT ACA AAT CTG TTT CCC GGC TAG TGTC3" | Antisentido

Kv;¢ | 5'GTT GAC TCG CTC TTC CCT AGC ATC CCA GAT3' Sentido 386
5°CAT CCT CGA GTC AAA CCT CGG TGA GCA TCC TTT TCTC3' | Antisentido

Kv;; | 5GGT GTG GGC CAG CCG GCT ATG TCC CTG GCC3' Sentido 576
5'CAT CCA GCT GTC ACA CCT CAG TCA CCA TGT GTT TCCC3" | Antisentido

Kvy.10 | 5°CCG AGT GCC CAA CAG AAC ATG TCC CTG GCC3' Sentido 552
5'CAT CCT CGA GTC ATT TCC TAG ACT TCT CTG TGG AACA3" | Antisentido

4.2.- Oligonucleétidos de las subfamilias Kv2, Kv3, Kv4 y Kv7.
4.2.1.- Se buscaron secuencias reportadas en el banco de genes de cada uno

de los miembros de las subfamilias.

4.2.2 - Se alinearon dichas secuencias utilizando el programa MultAlin®.

4.2.3.- A partir de la regién del extremo amino terminal se tomaron fragmentos
conservados entre los miembros de cada familia de aproximadamente

20 pb y se mandaron a sintetizar.

430 440 450 450 470 480 490 500 510
Kv3.1 CCOBCGCBCTGRC—GAGT TCTTCTTCGACCGCCACCL TCGCTCRACATCC TGARC TAT TACCGCACCGGCARGC TRCAC
Kv3.3 CCCBGEGLACEGAC—GAGTTCTTCTTTGACCGTCACCCGGGLGTCTTCGCCTACGTGC TCARC TAC TACK TGCAC
Kv3d.4 CGGCBGLEGEGECTETGAGTTCTTCTTTGATCGECACCCEGGTGTTTTTGEC CAAC TAC TACK AAGCTGCAT
Kv3.Z CCCTG TCTTCTTCGRTCGCCACCL TCGCL CARC TAC TACCGCACBGGCARGE TGCAC
Ccc.gbcen.6eC.¢.GAgTTCTTCT TeGALCGCCACCCgGG . GToT ToGCot At TeC ToARC TAc TACCGCACEGGCARGC TeChc
560 570 580 590 GO0 610 G20 630 60
Kv3.1 GCCTTCT ATCGACGAGRCGGAL CTGCTGL GTATCECCAGCACCGCGACGE TGAGGAGGLEC TGGACH
Kv3.3 GGCTTCTGGGGCAT CTGCTGC CTRCCGCCAGCACCETGATGCCGARGAGGCAC TGGACT!
Kv3.4 ACTTTCTGGGGTATCGATGAGACAGATG CCTGCTGC CTACCGGCAGCACT TGA ACTI
Kv3.2 GCATTCTEGGGCATCGATGAGACCGACGTGGRGCCCTGCTGE T CACC TGGATA
= we.TT CTGCTGC £ TRccGgCAGCACCE . GACGL . GARGAGGE . CTGGAca
630 700 710 750 760 770
Kv3.1l ACGCSE T-TGGCEETCH
Kv3.3 CCGGAG T
Kv3.4 GEGGTG GC=———RAGCGC:
= Kv3.2 TCGGAG GCTGCGGGGLTH
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Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos sintetizados y pesos esperados.

Subfa- Secuencia Sentido Peso
milia aproximado
(pb)
5" TCC AGA TCT TTC GMA TCA TGC 3' Sentido
5" GTT CAT RGA MAC GAT GCT 3" Antisentido 460
KV:
5" TGG CSG CMA AGATCC TG 3’ Sentido 560
5" TGATGG TAGCCCACCA 3 Antisentido
5 TCC ATY ACM ACC TTY TG 3" Sentido
5 ATGGTY AGCACWCCAGCCA Y Antisentido 684
Kyv;
5" GTG GAR SCC TGC TGC TGG ATG AC 3’ Sentido 900
5" CAC AGC CCA CCA GAA RCCRAT GGG 3' Antisentido
5" TGG MGG GCCTTY GAGAA 3’ Sentido
5" AGT TCT GAS GCACAGCTCTT 3 Antisentido 450
Kv,
5" TTC TAC TAY GTG ACM GGS TTC TTC AT 3' Sentido 620
5" GAC KCC GCT YAG KGA GCA GAT 3' Antisentido
5" TCCGCTTCCTKCAGATCCTGCG 3’ Sentido
5" GCA GYG TGG ATG AGT 3° Antisentido 450
Kvy
5' ACC TGG ARG CTCCTGGGCTC 3" Sentido 910
5' TAC TGC TCR ATK ACATCT 3' Antisentido
R=A0G W=AoT K=GoT
M=AoC Y=CoT S=GoC

Los nimeros de acceso de NCBI para las secuencias de los canales Kv utilizadas
son: Kv1.2 (M74449), Kv1.4 (P15385), Kv1.5 (Q61762), Kv2.1 (X16476), Kv2.2
(M77482), Kv3.1 (M68880), Kv3.2 (M59211), Kv3.3 (X62841), Kv3.4 (M84210),
Kv4.3 (AB003587.1), Kv4.1 (NM_008423.1), Kv4.2 (NM_019697.2), Kv7.1
(AJ133685), Kv7. 5 (AF263836), Kv7.4 (XM_143960), Kv7.3 (NM_152923.1) y
Kv7.2 (AF087454).

5) Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

5.1.- Se establecieron las condiciones 6ptimas variando la temperatura de

alineamiento y la concentracion de MgCl,
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5.2.- Preparar la mezcla de reaccion para PCR.

Reactivo

Volumen por reaccion (pl)
34.0

H;0 Grado B.M

Buffer 10X (Tris HCl 100mM, KCI 500 mM, pH 8.3) 5.0
dNTP's (dATP, dTTP, dCTP,dGTP 10 Mm, pH 7.0) 1.0

MgCl, (25 mM) GIBCO BRL 1.5 (puede variar)
Oligo 1 10 uM 2.0

Oligo 2 10 uM 2.0

ADN templado 50 ng 4.0 (puede variar)
Tag-Pol 5 Ul 0.5

En caso de que se formen burbujas en el tubito al momento de preparar la

reaccion, este se puede centrifugar brevemente.

5.3.- Introducir el tubo de reaccién en el termociclador con las temperaturas de

incubacién previamente programadas.

Establecimiento de las condiciones de reaccién para PCR.

5.3.1.- Se realizan una serie de reacciones de PCR en las que Unicamente se
varia la temperatura de alineamiento, en un intervalo de 49 °C a 63°C con

incrementos de 2°C.

5.3.2.- Se realiza una serie de reacciones variando en cada una la concentraciéon
de MgCl; en un intervalo de 1 mM a 4 mM con incrementos de 0.5 mM.
(se utiliza la T de alineamiento 6ptima obtenida en el inciso 5.3.1).
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En general el protocolo de tiempos y temperaturas utilizado para el PCR fue:

94°C - 10min
Temperatura de:
Desnaturalizacion 94°C © 1min
Alineamiento 49a63°C - 1min 40 ciclos
Extension 72°C 2> 1min
72°C = 10min
4°C~ «

6) Electroforesis en gel de agarosa para ADN.

6.1.- Pesar 0.3 g de agarosa LE.

6.2.- Agregar 30 ml de buffer TBE 1X.

6.3.- Calentar en el horno de microondas hasta disolver la agarosa.

6.4.- Agregar 1.4 pl de bromuro de etidio (10 pg/pl).

6.5.- Vaciar la solucién en el molde para el gel y dejar enfriar.

6.6.- Agregar buffer TBE 1X a la camara de electroforesis.

6.7.- Cargar la muestra en el gel y someterlo a 90 volts.

6.8.- Revelar el gel exponiéndolo a luz U.V.

7) Purificacién de los productos de PCR (concert gel extraction systems,
GIBCO BRL®).

Reactivos Componentes

Buffer de solubilizacion del gel L1 Perclorato de sodio concentrado, acetato de
— sodio, solubilizador TBE

Buffer de lavado L2 Cloruro de sodio, EDTA y tris-HCI

Agua B.M. Tris-HCI 10 mM [pH 8], EDTA 0.1 mM
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7.1.- Precalentar el agua a 65-70°C.

7.2.- Equilibrar un termoblock a 50°C.

7.3.- Cargar las muestra de ADN a purificar en un gel de agarosa al 1% y realizar
la electroforesis.

7.4.- Revelar el gel exponiéndolo en luz U.V y cortar la banda que contiene el
fragmento de ADN que se quiere.

7.5.- Pesar el fragmento de gel y ponerio en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

7.6.- Agregar 300 pl de buffer de solubilizacién L1 por cada 10 mg de gel.

7.7 .- Incubar a 50°C por al menos 15 min o hasta que se solubilize el gel agitando
cada min.

7.8.- Una vez solubilizado el gel dejar incubar 5 min. mas.

7.9.- Colocar la columna en un tubo para lavado de 2 ml.

7.10.- Colocar maximo 500 pl del gel solubilizado en una columna.

7.11.- Centrifugar a 12000 rpm. durante 1min y descartar el volumen eluido.

Lavado opcional.

7.12.- Colocar de nuevo la columna en el tubo de lavado.

7.13.- Agregar 500 pl de buffer de solubilizacién L1 en la columna.
7.14.- Incubar 1 min a temperatura ambiente.

7.15.- Centrifugar a 12000 rpm durante 1 min.

7.16.- Descartar el volumen eluido.

Lavado.

7.17.- Colocar una vez mas la columna en el tubo de lavado.

7.18.- Agregar 700 pl de buffer de lavado L2 (con etanol) a la columna.
7.19.- Incubar 5 min a temperatura ambiente.

7.20.- Centrifugar a 12000 rpm durante 1 min.

7.21.- Descartar el volumen eluido.

7.22.- Centrifugar 1 min mas para eliminar el buffer de lavado L2 residual.
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7.23.- Colocar las columnas en un tubo para recuperaciéon de 1.5 ml.

7.24 .- Adicionar 50 pl de agua precalentada, justo en el centro de la columna.

7.25.- Incubar 5 min. a temperatura ambiente.
7.26.- Centrifugar a 12000 rpm por 2 min.

7.27 .- Verificar la purificacién realizando una electroforesis en gel de agarosa.

APENDICE DE SECUENCIAS.



Model 3100 KV1-2_Poro1-2.ab1 Signal G:2177 A:1886 T:1255 C:926 Page 1 of 1

AB' A Version 3.7 Noe Bahena DT3100POP6&{BD}v2.mob Fri, Jan 23, 2004 6:21 PM
. Basecaller-3100SR.bcp 9102 demo_3100 Fri, Jan 23 2004 1:51 PM
BC 1.3.0.0 Cap 11 Points 643 to 5750 Pk 1 Loc: 556 Spacing: 11.50{11.50}
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M de I 3100 DNA1-4 1-4PoroUP.ab1 Signal G:1337 A:606 T:394 C:276 Page 1 of 1
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Model 3100 KV1-7_1-7poroUP.ab1 Signal G:558 A:250 T:224 C:163 Page 1 of 1

ABI A Version 3.7 Noe Bahena DT3100POP6{BD}v2.mob Fri, Feb 06, 2004 2:03 PM
. Basecaller-3100SR.bcp 9134r demo_3100 Tue, Feb 03, 2004 5:29 PM
BC 1.3.0.0 Cap 1 Points 514 to 7250 Pk 1 Loc: 514 Spacing: 11.91{11.91}

3 # [ 3 € ¢ G 3 H 4
M A TTTNACNCACA CCTG GGGGENT TT T N TGG T GCNACT TNT CCCCAT T'T TCAGGC TATN CAGATAT T C TAG GGGICTG@PN AT AT TGGGG CANNCAC TGNGGGN TTG CATG CG AA X
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

T C § ¢ A T

T T & T G T 3 '
3CTANGTCTCCTNATNTT CTTNCT NPT CATICNTIG T6G RCCT CTT 11 COAGCGCAG T CT AT TNGGGIGAAGG GGCCCNE TTTTT CACC QAT ACCANRYT T CTAGAGGNCT T T NEGGGC
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 25(

z [ [

c ¢t L ¢ GT T [e) il T e TR C
FANAANGGC CACCATGACCACGGNNGGN TAC GGGGACATGG CAC NNGNAAC CNAGGGNGGCAA T AT TNNGGGC TNTT TGGGG GCCAT TGCAA GCT TTN TNACCATNINTNTGC CGGTGCC 1'GIM
260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370

T A cC it L 5 =

C
WT CGTT TTCRNNTTCACCC NCTTTAACNACCGG G ANANANAG GG NGAAG G GCAGGG ATG TACANC CATG TGG ACACACANC CCTGGGG TACAC TGG AGGG (AGGGC CAATGGGGGTCTGGTGGA
380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 50

G
CTCTGAGGTNCC TG AAC TCCT TCCACCAC T NTGGG CNNNTTC TGGG AAACACAT GGTGAC TGAGG T GT GAANNNIGNAT GGNNNNNNNNN
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Model 3100 Ku2_2up641.ab1 Signal G:1060 A:684 T:636 C:889 Page 1 of 1

ABI A Version 3.7 Noe Bahena DT3100POPS{BDv3}v1.mob Tue, Jun 22, 2004 9:28 AM
. Basecaller-3100POP6SF10357 3100 Mon, Jun 21, 2004 4:47 PM

BC 1.5.0.0 Cap 14 Points 616 to 6750 Pk 1 Loc: 618 Spacing: 11.38{11.38}

GTANGNGATRIANI TCATCG TC TG TCCACCATCINT TC TG TCAC TCAACACG C TG CC TG AGC TGCAGAG CCTAG ACGAGT TC GG CCAG AGCACGG ATAACCCGCAGC TGGCG CACG TGG AGGCGGT
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 12(

STGCATCGCATGG TTCPCC’\TGG '\GTACTTGC’I‘GPGGTTCCTGTCCTCCCCCHAGAAATGGAAGTTCTTCAAGGGCCCCCTCAACGCCATTG ACCTACTGGCCATCCTGCCCTACTACG TCACCAT
30 140 15 160 170 180 190 200 210 220 230 24
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'‘CTTCCTCACAG AATCCAACAAG AGCGTGCTGCAG TTCCAGAACGTGCGCCGOG TGGTCCAG ATCT TTCGCATCATGCGCATCCT TCGG ATCC TGAAGC TGGC CCG TCAC TCCACTGGCCTGCAG
260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 3¢

th.mM.Unmﬂuhmm.u‘m«hmluuuhhMJMNhu.&.uﬂmaMMMMMM.A.m.(mo.u,hJﬂu.

[CCTTGGGCTTCACCCTGCGCAGAAGC TACAACGAGCTGGGCCTGCTCATCCTCT TCCTCGOG ATGGGCATCATGATCT TCTCCAGCCTGGTC TITCT TCGCGG AGAAGGATGAGG ACGAC LACCA
30 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 499

AG TTCAAAAG CATCCCCG CC TC TTTCIGG GG G GGNTNTA CNATCAA ANNNNNNNNNN
510 520 530 540 550

560




Kv 4.3

Model 3100 Kv4_4up898.ab1 Signal G:463 A:389 T:402 C:447 Page 1 of 1

AB| A Version 3.7 Noe Bahena DT3100POP8{BDV3}v1.mob Fri, Jun 25, 2004 10:59 AM
. Basecaller-3100POP6SF10371 3100 Thu, Jun 24, 2004 5:34 PM

BC 1.5.0.0 Cap 13 Points 630 to 8900 Pk 1 Loc: 620 Spacing: 10.89{10.89}

CIGEGTE%M;TG&EG&‘@AMGGM"MWGG@GWGG@GCC TG GG ACCIAGG AACTGC CGTGANGG AGAGCGCTACTCG TGGCTTTCTTCTGCCTGG ACACTG ¢
LY 120 130

30 40 50 60 70 80 90 100

TGG TCATG ACCAACAACG AGG ACGTG TCCGGGG CAT TTGTCACAC TCCGGG TCT TCCGCGTCTTCAGG ATCTTCAAG T TCTCCCGACAT TCCCAGGG CC TACGG ATCCT/GGC TACIACCCIG AIG
260 270 280 290 300 310 320 330 340 3590 360 370 380

MGC TGTGCCTCAGAACTAGGCTTTCTTCTCT TCTCCCTCACCATGGCCAT CATCATCTTTGCCACTG TG ATG TT T TATGC TG AGAAGGGCTCCTCCGCCAGCAAG TTCACAAGCATCCCTGCG ¢
390 400 C 440 450 460 470 480 490 500

410 420 430

CTTTCTGGTACACCATAG TCACCATGACAACACTGGGG TATGGAG ACATGG TGC CTAAGACAAT TG C TGGG AAG ATAT TTGGC TCCATCTGCT CCNNNNA NNGGGAGTC ANNN
530 540 550 560 570 580 L] 600 610

510 520
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Model 3100 Kv7_7up710.ab1 Signal G:2728 A:1399 T:1469 C:1803 Page 1 of 1

ABI A Version 3.7 Noe Bahena DT3100POPS{BDv3}v1.mob Fri, Apr 30, 2004 10:23 AM
. Basecaller-3100POP6SFg973 3100 Thu, Apr 29, 2004 5:49 PM

BC 1.5.0.0 Cap8 Points 575 to 5100 Pk 1 Loc: 537 Spacing: 10.78{10.78}

GCNG TG R[CGJZPGGGAGZGO’IYUC GG FG3GC TXC TGGGC TCTG TAGTCT TCAT TCFCCGCCAGG PGCTGAT(ICCACCC TG'I‘PCAT'TGG CTTTCTGGG TC IC ATCT FCTCC TCCTACT G CTACC
0 50

i mtmAm.ut.um.umMmmmﬂMhmunmmw il Lm

TG(33CTG AGAAAGATGCAGTGAAI‘GAG’I CCGGCCGCI\ TCG PGT T TG GCAGC TACGCAG ATGCTCTG TGG TGGGGAGTGGTCACAG TCACCAC CA'TTGG CTI‘CGGGG AT ’\I‘GGT/\(, CCCAG ACA G
1 14

hJ“ Nahhu.lMhMqummh.mM.m‘thmhh Ml.hummmmuh.mmudm lm

GTTGGGAAGACCATCGCCTCCTGTTICTCTGTCT’ICGCCAFA’ICCT’I‘CTT”IGCPC’I‘CCCPGCGGGCATPCT'I‘GGCTC'I‘GGGTTTGCAC’IGAAGG’ICCAGCAGAFGCAGAGGC/Gn ACACTTCA
60 27 80 290 300 310 320 330 40 35 360 370
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